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Seminario de Espectrometría 
de masas para usuarios del 

SUIC

�La espectrometría de masas es una técnica 
analítica muy potente usada para:

� Identificar compuestos desconocidos.
� Cuantificar materiales conocidos.
� Elucidar la estructura  química de las 
moléculas.
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Aplicabilidad Relativa de las Técnicas
de Ionización en LC/MS

API-Electrospray (LC y CE):
• La técnica de ionización más suave.
• Ideal también para compuestos lábiles.
• Interfase con mayor sensibilidad y aplicabilidad.
• Válida para compuestos de baja-media a muy

alta polaridad que se puedan ionizar en solución.
• Mediante la formación de iones con múltiples

cargas, permite el análisis de compuestos de muy                                      
elevado peso molecular. 

APCI (LC):
• Válida para compuestos de baja a alta polaridad; 
no se requiere que estén ionizados en solución.

• Requiere compuestos con una cierta volatilidad.
• Buena sensibilidad para compuestos de polaridad       

y peso molecular intermedios.
• Técnica que complementa a API - Electrospray
para el análisis de analitos poco polares.

APPI (LC y CE):
• Válida para compuestos de muy baja a alta polaridad; 
no requiere que estén ionizados en solución.

• Requiere compuestos con una cierta volatilidad.
• Posibilita el análisis de compuestos apolares.

Las interfases LC/MS  tipo A.P.I.: 
Electrospray /APCI 

son hoy en día las más utilizadas
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Proceso de Ionización por Impacto 
Electrónico (EI)
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Detalle de la Ionización por Impacto 
Electrónico
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Detector de Iones: Electromultiplicador

� Los electromultiplicadores (EM) son capaces de aumentar la corriente por un factor de 
1,000,000 pero el rango de trabajo típico es de  100,000.

� El tamaño de la señal (y ruido) es función del voltaje del EM, cuanto mayor es el voltaje 
mayor es la señal. La relación NO es lineal en lo que respecta al voltaje o m/z.

� El EM tiene un tiempo de vida finito. Este tiempo de vida es función de la corriente de 
salida, cuanto mayor es ésta, menor es el tiempo de vida del EM.

Iones 
positivos

Dínodo de alta 
energía (HED)

Cuadrupolo

Iris
Focalización 
de iones

Electrones

Multiplicador 
de electrones

� HED: Aumenta la vida del 
electromultiplicador en 2 ó 3 
veces puesto que a éste le 
llegan electrones en vez de 
iones y le permite más bajos 
voltajes de trabajo, además 
mejora la sensibilidad de todo 
el sistema.
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Típico Espectro de Masas 
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Espectro Perfluorotributilamina (PFTBA: C12F27N   PM:671)

650

Scan: 10.00 - 650.00 

Mass   Abund Rel Abund Iso Mass  Iso Abund Iso Ratio
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Informe Sintonizado 
Automático

� Aspectos a 
controlar

El chequeo automático que 

se obtiene después del 

sintonizado revisa todos 

estos aspectos a controlar

Asignación correcta de masas

Adecuada abundancia absoluta

Típica abundancia relativa

Adecuada relación de isótopos

Bajo “background”
Bajo contenido en agua y aire (<20 / <10%)

Anchos de pico de masa consistentes

Perfiles simétricos de los picos de masa

Apropiado voltaje del EM
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Iones típicos procedentes de 
contaminación y background

Para reducir “background” (H2O,N2,O2,..) es útil empezar los bárridos desde masa 29 o 33

15,

, 68, 69, 76, 77

94, 168, 170, 186, 262, 278, 354, 446               DIFFUSION PUMP OIL
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Metil estearato  (C   H   O  )   M = 298
Ión (M+1)+ = 299
Contribución isotópica del carbono:

C19 x 1.1% de C                       = 20.9%
Contribución isotópica del deuterio:

H38 x 0.015% de D                   = 0.6%

298 299

M

(M+1)+ = 21.5% 
de la abundancia de M

+

nº atomos C ~ 
21,5%

1,1 
~ 19,5

13

+
38 219

Contribución isotópica total             = 21.5%

Los espectros clásicos de EI deben 
proporcionar picos isotópicos con 

relaciones respecto al ion molecular muy 
cercanas a los valores teóricos.

Ayudas en la interpretación de espectros

¿Qué es un Espectro EI clásico?

Modalidades de Ionización: Impacto 
Electrónico (EI)

• M = impar indica la presencia de un nº impar de átomos de N

• M = par indica la ausencia o presencia de un nº par de átomos de N
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Modalidades de Ionización en GC/MS

• Impacto Electrónico (EI)

• Ionización Química Positiva

• Ionización Química Negativa

L-Amfetamina (PM 135)

135

L-Amfetamina (PM 135)

EI (70 eV)

PCI con Amoniaco 

M+1

NCI con Metano 

M
-Diazepam (PM 284)

Es con diferencia la modalidad 
más utilizada. Es la empleada 
para búsquedas en Bibliotecas

genéricas de espectros 

NCI es la más selectiva y sensible
EI: técnica de ionización muy ENERGÉTICA. 
FRAGMENTA LA MOLÉCULA y en ocasiones el ión 
molecular apenas se detecta
CI/NCI: técnica de ionización muy SUAVE. Apenas 
Fragmenta la molécula y el IÓN MOLECULAR 
SUELE SER EL PICO BASE
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Ionización Química
• Forma iones a partir del “gas reactivo” por bombardeo con electrones.
• Los iones del gas reactivo sufren reacciones con moléculas de la muestra 
produciéndose iones de la misma 
•La ionización química (CI) es mucho más suave que la ionización por 
impacto electrónico (EI), por lo que se produce menos fragmentación.
• El gas reactivo más común es el metano, que produce iones con 
prácticamente cualquier molécula de muestra.
• Otros gases reactivos (isobutano, amoniaco) son más selectivos y 
producen incluso menos fragmentación.
•Es una técnica que en modo negativo da muy alta sensibilidad.
•Es el método más frecuentemente utilizado para determinar pesos 
moleculares de compuestos.
• Con metano se forma: M+1, M+29; M+43. Muy útil para asegurar M.
• Con amoníaco se suele formar el M+1 y el M+18. Es muy selectivo 
(aminas).
• Con isobutano sólo suele obtenerse el M+1.
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Amfetamina por EI y PCI (con Metano y Amoniaco)

MH+:  m/z = 136

44

91 135
NH2

44

91

NH2

44

91

119+28=147

119+40=159

MH+: m/z = 136
136+28=164      136+40=176

M+29

M+1

M+41

M+1

nº N impar => PM impar 
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 Voltaje de Ionización Variable (5-240 eV)

� Los voltajes pequeños proporcionan una menor 
fragmentación general y por otro lado incrementan el 
ion molecular en relación a la ionización estándar a  
70eV  

� Los voltajes pequeños proporcionan ionización 
selectiva  [ej..: aromáticos en alcanos]

� Los voltajes altos con CI son también posibles y 
proporcionan una mayor sensibilidad

Beneficios:
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La reducción del eV facilita la 
localización del ión molecular
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Modos Adquisición en GC/MS:
modo SCAN

Modo SCAN: consiste en hacer barridos entre dos masas para tener una 
información total del contenido de la muestra a analizar. Es el modo a 
emplear en análisis cualitativo para la identificación de compuestos por 
búsqueda en biblioteca de espectros. También puede utilizarse para 
análisis cuantitativos. 
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Abundance Scan 554 (5.086 min): 3PAT_1SC.D
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6632
50

28 34 44 684139 52

Rango de 
Bárrido (SCAN)

� En modo SCAN el MSD es un detector universal con una 
sensibilidad media cuando se trabaja con el TIC ,  y muy 
selectivo y con buena sensibilidad cuando se trabaja con 
iones extraídos EIC (Extracted Ion Chromatogram).

� TIC (Total Ion Chromatogram): cromatograma correspondiente 
a la suma de abundancias a todas las masas adquiridas.

� EIC (Extracted Ion Chromatogram): cromatograma
correspondiente a  una determinada masa (extraída del 
bárrido).

� La sensibilidad se incrementa con la reducción del rango de 
masas seleccionado.
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Modos Adquisición en 
GC/MS: modo SIM

Modo SIM: consiste en una monitorización selectiva de iones 
caraterísticos de los compuestos presentes en la muestra. En modo 
SIM el MSD es un detector muy sensible y muy selectivo. Es el modo 
a emplear para análisis cuantitativo de trazas de compuestos conocidos.

� La comparación de las respuestas relativas de los distintos 
iones (cualificadores), con respecto a las del patrón permite 
confirmar la identificación del compuesto cuantificado. 

� La sensibilidad se incrementa con la reducción del nº de 
masas seleccionado y la selectividad con el aumento de la masa 
monitorizada. 

� La gran selectividad del MSD permite poder llegar a cuantificar 
compuestos que se coeluyan.

� La modalidad SIM con cuadrupolo proporciona, especialmente a 
nivel de trazas, una mejor reproducibilidad cuantitativa que el 
modo SCAN, no obstante éste (scan) admite mayores 
concentraciones de analito.

� En modo SIM el TIC es el cromatograma correspondiente a la 
suma de abundancias de todas las masas adquiridas.
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Monitorización 
Selectiva de 
Iones (SIM)

Se efectúa mediante una 
programación en el tiempo 
de grupos de los iones a 

adquirir

S

SO

SO2
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Adquisición SCAN “versus” SIM

25 pg de 3 sulfamidas (+250 pg de sulfaclorpiridazina) - CUADRUPOLO
Adquisición SCAN:

• Proporciona información sobre
componentes inesperados de la 

muestra,  pero NO proporciona el 
mismo nivel de sensibilidad que

el modo SIM

25 pg25 pg 25 pg

250 pg de compuesto INESPERADO

• La sensibilidad 
mejorará en SCAN con la 
reducción del rango de 
masas seleccionado y en 
SIM con la reducción del 
nº de iones monitorizado 

Adquisición SIM:
Proporciona un nivel muy

elevado de sensibilidad, pero
NO da información sobre

componentes inesperados de 
la muestra.
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Componente 3

Componente 2

En Muestras Complejas 1 Pico (TIC) Suele Estar
Formado por Varios Compuestos No Resueltos

TICTIC (Total: suma de los 3)

Componente 1
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Deconvoluciona y Extrae los Compuestos
Individuales y sus Espectros

TIC & Espectro Picos y Espectros Deconvolucionados

Deconvolución



José Rodríguez

SUIC. UMU

Consideraciones Prácticas en LCMS

Las distintas fuentes de ionización son intercambiables entre los 
distintos equipos (si son de la misma marca, claro)

Introducción Técnicas de Ionización
a Presión Atmosférica Utilizadas

en LC/MS

• Electrospray

• APCI

• MALDI
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 HPLC
� Separación en fase líquida a alta 
presión

� Produce una alta carga de vapor
� Temperatura próxima a ambiente
� Sin límites en rango de masas
� Puede utilizar tampones no volátiles

 MS
� Se necesita alto vacío
� Tolera una carga de gas limitada
� Opera a Temperatura elevada
� Depende de m/z y del tipo de filtro de   
masas

� Prefiere tampones volátiles

1 ml/min líquido 1 litro/min vapor
(orientativamente)

Interfase
¡ La clave del éxito! Opera a elevado vacío

MSLC

Interfases LC/MS: API-Electrospray / API-APCI/ APPI / FAB/ Termospray

Filtros MS: Cuadrupolo (Q) / Trampa Iones / QQQ / TOF /Q-TOF/Sector Magnético

Consideraciones en la Conexión LC/MS
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Diseño de la Fuente de Iones  Electrospray
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(nitrógeno calentado)

Entrada Capilar 

Dieléctrico 

Disolvente 
Nebulizado

Gas de 
Nebulización 
(N2)

-4.500 V (End Plate)

en un angulo de 90º con 
La punta del nebulizador está

respecto a la entrada del 

NEBULIZADOR 
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HPLC

p.e.  Vcap: -5,000 V 
(típico -1500 -6000)

0 V (nebulizador conectado a tierra)
muy conveniente para CE/MS

Mesh Assembly: -3500 V
(atraerá cargas + a la superficie
de la gota)

Ejemplo con 
Polaridad +

Iones en solución

N2

SECADO

La presencia de sales no volátiles dificultara considerablemente la eficiciencia del proceso de desolvatación
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• JOHN B. FENN CONSIGUIÓ EL NOBEL EN 2002 POR 
SU DESCUBRIMIENTO DEL ELECTROSPRAY
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Proceso APCI (Ionización Química)

Vapor 

Formación del gas 
reactivo cargado

El disolvente vaporizado se 
ioniza mediante descargas 
eléctricas producidas por el 
electrodo/aguja de descarga

Aerosol con 
el analito

Iones de 
Analito

Transferencia de 
carga al analito
según su afinidad 

protónica para captar ó
ceder un protón al gas 
reactivo (o su afinidad 

electrónica)
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MeOH +  e- [MeOH]+ +  2 e-- [MeOH]+ + MeOH [MeOH2]+ +  MeO-

fase
gas

fase

gas
AcN +   e- [AcN]+ +  2 e-- [AcN]+ + H2O            [AcN-H]+ +    OH-gas

fase

fase

gas
H2O    +    e- [H2O]+ +  2 e-- [H2O]+ + H2O            [H3O]+ +   OH-fase

gas

[Solv+H]+ + A -->  Solv + [A+H]+

Proceso APCI +
El analito CAPTA protones 

del disolvente Empleados 
en APCI -

Empleados 
en APCI +
[Solv+H]+

APCI

Entre otros mecanismos:

N2 +  e
- N2

+ + 2 e- N2
+  + Solv [Solv.+H ]+ + N2
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fase
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Criterios Selección Técnica Ionización

ELECTROSPRAY:
• Compuestos iónicos, o polímeros/biopolímeros que en disolución adquieren 

múltiples cargas (péptidos – proteínas - ...).
• Compuestos termolábiles con grupos funcionales ionizables en disolución, o 

de los que se pueden obtener sus sales sódicas (ESI-) o sus clorhidratos 
(ESI+)

• Técnicas que requieran trabajar a nano o microflujos

APCI / APPI:
• Compuestos NO termolábiles de media-baja polaridad y que contengan algún 

heteroátomo. Moléculas sin grupos funcionales ionizables.
• Preferencia por trabajar con fases móviles NO tamponadas
• “Necesidad” de trabajar con fases fuertemente tamponadas por necesidades 

cromatográficas. (APCI/APPI toleran mayores concentraciones de tampón)

En buena parte de los casos se podrán utilizar las 2 
técnicas
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Consideraciones Electrospray “versus” APCI

Electrospray:
1.- La sensibilidad depende de la 

concentración de analito; por ello admite flujos 
muy bajos (microbore /CE).

2.- El pH de la fase móvil es crítico. Con 
gradientes habrá que controlar pH en todos los 
canales (acidular/basificar  también fases 
orgánicas).

3.- El solvente orgánico de la fase móvil 
apenas afecta a la ionización.

4.- [Tampón volátil] < 25mM*
*Concentraciones elevadas pueden dificultar la 
evaporación/ionización por formación de par iónico

5.- [Tampón no volátil]* <5-10mM
*tampón no volátil dificulta la desolvatación/ionización 
(el fosfato la dificulta menos con polaridad negativa, 
pero ensucia más el detector).

6.- Fácilmente forma aductos con Na y K
- Basta una concentración 25-100µM para una buena 
formación de aductos.
- Los aductos con NH4 son menos estables.
- La formación de aductos dificulta la Fragmentación

APCI (/APPI):
1.- La sensibilidad depende de la 

CANTIDAD de analito; por ello no 
convienen flujos muy bajos

2.- El pH de la fase móvil NO es crítico. No             
requiere del empleo de tampones

3.- El solvente orgánico de la fase móvil 
afecta mucho a la ionización.
Metanol o Acetona (y aún más el agua) mejor que Acetonitrilo

4.- [Tampón volátil] < 100mM

5.- [Tampón no volátil]  <5-10mM

6.- No forma aductos con Na y K. Si los 
puede formar con NH4

.
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Consideraciones Prácticas en LCMS 

Consideraciones en la Selección de 
Eluyentes y Tampones para LC/MS

• pH

• Concentración y Volatilidad del tampón

•Tampones y Disolventes Típicos en LC/MS 

•Supresión de la Ionización por formación par 
iónico fuerte

• Iones típicos de “Background”

• Adaptación de un método de HPLC a LC/MS

Influencia de:

Consideraciones Varias:
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Influencia del pH en LC/MS con Electrospray

• Para Óptima Sensibilidad con Electrospray trabajar:
pH (básico) > pK + 1 para Ácidos en modo negativo
pH (ácido) < pK - 1 para Bases  en modo positivo

• Para una buena repetibilidad de la respuesta obtenida en Electrospray y de los tiempos de retención será
especialmente importante un buen control del pH de la fase móvil, cuando éste sea próximo al pKa (+/-1) de 
alguno de los analitos, dada la gran variabilidad en su grado de ionización en esta zona

99% ionización

90% ionización

50% ionización

10% ionización

1% ionización

Comp. Básicos

1% ionizaciónpH=pK-2  (pH ácido)

10% ionizaciónpH=pK-1

50% ionizaciónpH=pK

90% ionizaciónpH=pK+1

99% ionizaciónpH=pK+2  (pH básico)

Comp. ÁcidospH 

x100x100

Modo ión Negativo
O

BaseÁcido
R     C   O  +  H:B

O
+-

R    C    OH  +  :B

Modo Ión Positivo

H - N   R   +  A
+

2

3R

R
1

-

Analito
Ionizado

ÁcidoBase

:N        R2 +  HA

R1

R3

(Analito NO
Ionizado)

(Analito NO 
Ionizado)

Analito 
Ionizado

pH Ácido

pH Básico
pH Ácido

pH Básico
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Influencia del pH en la Detección de Iones 
Negativos mediante Electrospray (ESI)

R    C    OH  +  :B

100

Compound Class

b-Lactams Aminoglycosides Ivermeitin Tetracyclines Sulfamides

R
e
la
tiv
e
R
e
sp
on
s e

pH 7

pH 10

pH 3

1 .5 1.2 1.1 .9
0

50

pH
3    7   10

• Para iones Negativos trabajar 
a  pH básico : pH> pk+1 ó 2    
(análisis de ácidos)

pH
3   7   10

pH
3   7   10

pKa aprox. 5 pKa aprox. 7          pKa aprox.7.5 

Modo ión Negativo
O

Base
R     C   O  +  H:B

O
+-

Analito
Ionizado

Ácido
(Analito NO 
Ionizado)

pH Ácido

pH Básico
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Tampones Típicos para API-ES y APCI
Modo ión positivo (uso pH < 7.0; <5 preferido)
• Ácido acético (rango pH  3.8-5.8)
• Ácido fórmico (rango pH  2.8-4.8)
• (Ácido trifluoroacético (TFA) (rango pH   1.5-2.5)) 
(no recomendable – usar mínima concentración posible de TFA)

Modo ión negativo (pH > 7.0; 9 preferido)
• Hidróxido amónico (rango pH    8.2-10.2)  (o formiato/ acetato amónico)
• Trietilamina (TEA) (rango pH  10.0-12.0) 
• Dietilamina  (DEA) (rango pH    9.5-11.5) 
• Piperidina (rango pH  10.1-12.1) 

Consideraciones Varias:
• La adición post-columna de ácido o base                                                     
permite ajustar el pH si el proceso cromatográfico
necesita otro de diferente.

• Los tensoactivos pueden interferir en la evaporación. Los reactivos de par 
iónico suelen producir un elevado background, si se requieren utilizarlos 
volátiles como tributilamina (TBA) o ácido heptaflurobutírico (HFBA). La formación 
de un par iónico fuerte puede suprimir la ionización del analito.

MSD

Bomba

Eluyente

Mta

Columna

Inyector

Bomba
Auxiliar

Adición
Post-columna

Conexión
T
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Iones más Típicos como ”Background"

Iones                   Modo            Procedencia

64                                      ES +                Acetonitrilo + Na

102 ES + Trietilamina (se absorbe en teflón y plástico del HPLC)   

113 ES - TFA

116                                     ES  + ó - Contenedor de calibrante

145,147                              ES +       Acetonitrilo + Cu (proviene del acero del sistema) 

149, 391, 419, 413       ES + ó - Ftalatos (contenedores de dtes., N2, filtro de gases...)

331                               ES  +       Polietilén propileno

 Para evitar contaminaciones “persistentes” de aditivos utilizados anteriormente, se 

recomienda reservar un canal (y material de vidrio: botellas – matraces-…) para utilizar con 

aditivos “problemáticos“ (TEA / aminas / TFA / … ) que queden adsorbidos 
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Adaptación de un Método HPLC a LC/MS
ELECTROSPRAY
• Sustitución de tampones no volátiles por tampones volátiles
• La concentración de tampón volátil deberá ser < 10 mM
• Si ha de emplearse tampón no volátil, usar uno donde la parte 
aniónica o catiónica sea volátil (y a la menor concentración posible)

Fosfato amónico en lugar de fosfato sódico ó potásico
• Mejor si la porción no volátil del tampón es ionizable en el modo 
usado

Fosfato (H2PO4
- ) en modo negativo

APCI
• Debe emplearse tampón volátil
• La concentración de tampón volátil deberá ser < 100 mM
• Al no requerir APCI el uso de tampones para controlar la ionización 
del analito bastantes métodos pueden transferirse directamente
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Características Típicas del Espectro en LC/MS

H2N S NH

O

O S

N
N

CH3

m/z100 150 200 250
0

20

40

60

80

100
API-ES, Pos, Scan, Frag: 75, "Pos scan"

Max: 120.22327
1

15
6.

1

27
2.

0

29
3.

0

15
7.

1

m/z100 150 200 250
0

10

20

30

40

50

60 API-ES, Neg, Scan, Frag: 100, "Neg scan"
Max: 73.200

26
9

19
6.

1

27
0.

0

19
7.

1

M+H

M+Na

M-H

Polaridad Positiva :  M+1

Modo iones Positivos

H N   R   +  A

Muestra

+
2

3R

R
1

-

Polaridad Negativa :  M-1

Modo iones Negativos

R     C   O +  H:BR    C    OH  +  :B

O

BaseÁcido Muestra

O
+-

Utilizar en los cálculos Pesos mono-Isotópicos (no los moleculares)
Ejemplo Cl = 35 (ó 37 para cálculos isotópicos - no 35.45) 

Base Ácido

:N      R2 +  HA

R3

R1
Distinta 

Fragmentación 
entre + / –

ESI+

ESI-

• Suele presentar poca fragmentación

• El pico base suele ser el ión “quasi molecular”

• El espectro y proporción entre iones es     
instrumento-dependiente >> Las bibliotecas     
se las debe crear el propio usuario
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Espectros LC/MS, CE/MS -APCI  “versus” GC/MS - EI)

Clenbuterol       
PM = 276 Da

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 2800

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

9000

m/z-->

Abundance
#103730: Clenbuterol

276

86

57
12741

19071 24399 166154140 259

Espectro GC/MS
(EI) NH

NH2

Cl

Cl

OH

CH3

CH3
CH3

1.0e5
1.5e5
2.0e5
2.5e5
3.0e5
3.5e5
4.0e5
4.5e5
5.0e5
5.4e5

Intensidad

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

277.087

279.084[M+H]+=277.0874

m/z  (masa/carga)

Contribución del Cl(37) de aprox. 2/3 � 2 átomos Cl

Espectro LC/MS
(API-ESI)

Clenbuterol
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Presentación de un análisis
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Ejemplos Espectros LC/MS (AP-ESI / APCI)

M+3 = 1/3 (M+1) >> Existencia de 1 Cl

Ión con 
doble 
carga

• Representaciones en forma “diagrama barras”

• Representación espectro “completo”

Siduron

• Las proporciones de los iones a A, A+2, A+4,... Permite reconocer la presencia de ciertos elementos

VENTAJAS MÍNIMA FRAGMENTACIÓN 
DEL ESPECTRO LC/MS:

• Mayor Selectividad

• Mayor Sensibilidad

INCONVENIENTES:

• Menor información estructural*

* En LC/MS aumentando suficientemente el 
Voltaje del Fragmentador (voltaje a la salida del 
capilar) se puede aumentar la fragmentación en 
los espectros para obtener mayor información 
estructural, aunque la mejor alternativa es la 
utilización de sistemas de LC/MSn

• Los espectros en LC/MS suelen presentar 
poca fragmentación
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Br2 Cl2

Br3 ClBr2 Cl2

Cl4Br4 Si4 S4 BrCl3

Br Cl

Cl3Br3 Si3

Si2

Si S

S2

S3

BrCl

33%

65%

11%

5%
3%

10%
7%0.4

98%

77%

49%

11%
1%

3%

32%

98%

15%
11%
1%

20%
15%
2%1% 3%

22%

2%

2%
13%

51%

65%

18%

2%

38%

89%

32%

4%

2%
9%

1%
4.4%

77%

24%

26%

85%

49%

8%

98%

51% 49%

34% 32%

17%

68%
65%

16%

A+X: +0  +2  +4   +6  +8 A+X: +0  +2  +4   +6  +8

M = impar 

nº impar de N

M = par 

no existe N o 
existe un nº par de N

nº C ~ %(A+1)* / 1.11

Contribución C13

A+X: +0  +2  +4   +6  +8A+X: +0   +2   +4
+1    +3

A+X:+0   +2   +4
+1    +3

* %(A+1) = % de abundancia de la 
señal correspondiente al C13 (A+1) 
con respecto a la del C12 (A).          

10x C -> A+1= 11.1% de A 

Pérfiles y Proporciones Isótopos (A+2 )
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Formación de Aductos en LC/MS
• Na+, K+, NH4+, pueden competir con los H+ en la ionización del analito. 

• En Electrospray +: en presencia pequeñas concentraciones*a de sales Na+ (K+ / 
NH4

+) se observan muy habitualmente los aductos M+23 (M+39 / M+18). Estos 
NO se observan en polaridad negativa. En caso de duda (p.e. análisis de trazas) la 
adición de Na+ y K+ puede ayudar a confirmar el M. Incluso en algunas ocasiones pueden 
facilitar su ionización: algunas moléculas neutras con tendencia a formar puentes de 
hidrógeno (p.e. Mentol y carbohidratos) se pueden conseguir ionizar mediante la formación 
de aductos con NH4+ y metales alcalinos (probar AcNH4 o AcNa como tampón).

• En APCI+: Se forman aductos con NH4
+, pero NO con Na+ o K+. 

• En APCI-: se pueden formar en ocasiones aductos con compuestos halogenados 
si el eluyente contiene algún disolvente halogenado (basta un pequeño porcentaje).

• En modo Negativo (ESI y APCI) puede adicionarse un anión procedente del 
eluyente: M + A- =>  [M+A]-

A-: Carboxilato (AcO-, HCOO-, TFA-), Haluro (Cl-,I-,,...)

• En instrumentos que no desolvaten perfectamente                                                 
al analito se puede observar la formación                                                               
de aductos con disolvente. (p.e. acetonitrilo - por                                                   
formación puentes hidrógeno)

*a Bastan niveles µM de Na, K o NH4 para poder obtener aductos.

Aducto con NH4
+

APCI+

NH4 presente en eluyente

300 400 500 600 700 800 900 1000

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

110000

m/z-->

Abundancia

603639

903

987

<- [M+NH4
+ ]   

Trioleina (C18:1,[cis]-9) 
M  884.781  C57H104O6
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Ejemplos Formación Aductos LC/MS: Espectros
Aflatoxinas (ESI+)  y  Saponina (ESI-)
ADUCTOS ESI+ con Na+ ADUCTO ESI- con TFA-

• Muestra analizada por ESI(-) 
mediante infusión de una disolución 
que contiene TFA (ácido trifluoroacético)

Aductos por la presencia de Na+  en eluyentePérdidas agua (-18)

120 160 200 240 280 320

285

Aflatoxina B1

335

313
[M+H]+

O

OCH3
OO

O

O
50

90

[M+Na]+

120 160 200 240 280 320 360

50

90

329
[M+H]+

243
283

Aflatoxina G1

351

311
[M-OH]+

OO

O O

O O

OCH3
[M+Na]+

331

[M+H]+

120 160 200 240 280 320 360

50

90 Aflatoxina G2

353
[M+Na]+

313
[M-OH]+

OO

O O

O O

OCH3

-18

+22

120 160 200 240 280 320

50

90

287

Aflatoxina B2

O

OCH3
OO

O

O

315

337
[M+Na]+

[M+H]+

MS/MS con Trampa Iones

MS2 (1363)

m/z

20

60

100

-TFAH (-114)

1363

1249

1087

250               500               750              1000            1250

-Glc

(M + TFA)-
-

(M + TFA)-
-

(M -1)-
-

MS

20

60

100
1363

COO-Glc

Rha Glc Glc

Glc

O

(M-H)-

Saponina ESI(-)
M=1250

M (CF3-COOH) = 114
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Diseño del Sistema con Trampa de Iones

� Excelente Sensibilidad y Calidad Espectral 

� Hasta MS11 en modo manual

� Adquisición Automática e Inteligente hasta MS5 (él solo decide los precursores)

� Adquisición Simultanea (MRM) de hasta MS3 de 10 iones precursores

� Adquisición Simultánea polaridad +/- (alternante incluso con MSn)

� Parámetros totalmente programables en el tiempo

+

+
+

+

+
+ + + ++ + + +++

+

+ ++

Zona FOCALIZACION

Zona
VAPORIZACION
DE IONIZACION

Zona 
SEPARACION 

IONES
Zona DETECCION

N2

N2

Anillo

“End Caps”

Trampa

2 Octopolos
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Trampas de Iones: Obtención Espectro MSn

Espectro
de Masasn

(n=1-11)

(C.I.D.: Disociación Inducida por 
Colisión  (con helio) del ión precursor)

1-Acumulación

+

3-Excitación3

6-Detección6

5-Acumulación 
de Fragmentos

5

4-Fragmentación
He

42

He

1

2-Aislamiento
Ión

Precursor

Espectro

MSn
MS/MSMS/…

La energía de Fragmentación 
se aplica selectivamente. Sólo 

la recibe el Ión Precursor o 
rango de iones que interese 

fragmentar

En una Trampa el proceso de 
transmisión de Iones de 

“Fuente a Detector” es un 
proceso discontinuo

Acumulación

Detección: MS1



José Rodríguez

SUIC. UMU

Ejemplo Obtención Espectro MSn
065-0601.D: EIC 461.4 ±All MS, Smoothed (0.3,1, GA)

065-0401.D: EIC 337.2; 365.2; 381.1 ±MS3(461.4->426.1), Smoothed (1.8,1, 

065-0501.D: EIC 283.2 ±MS4(461.4->426.1->337.2), Smoothed (2.2,1, GA)

0

2

4

6

4x10

Intens.

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5Time [min]

065-0301.D: EIC 426.2 ±MS2(461.4), Smoothed (1.5,1, GA)

0

2

4

4x10

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5Time [min]

0.0
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4x10
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0
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0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5Time [min]

MS1 
S/N= 23

MS2 
S/N= 735

MS3
S/N= 605

MS4 
S/N= 90

408.2

426.1

+MS2(461.4), 3.5-3.9min, 100%=6091, Background Subtracted
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0.6

0.8
4x10

Intens.
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461.4

+MS, 3.6-3.8min, 100%=8686, Background Subtracted

0.00
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0.75

1.00

4x10
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200 250 300 350 400 450 m/z

337.2

365.2

381.1

426.1

+MS3(461.4->426.1), 3.4-4.0min, 100%=697

0

250

500

750

1000
Intens.

283.2

337.1

+MS4(461.4->426.1->337.2), 3.5-3.8min, 100%=466

0

200

400

600

Intens.

200 250 300 350 400 450 m/z

MS4

(461.4 / 426.1/ 337.2)

MS3

(461.4 / 426.1)

MS2 *
(461.4)

MS1

200ppb Oxatetraciclina

Electrospray + con 0.5%HCOOH 
en 80/20 CH3-CN/H2O 

La gran selectividad proporcionada por MS2 y MS3 suele proporcionar una mejor sensibilidad en la 
detección de picos minoritarios

+

1-Acumulación

3-Excitación3

6-Detección
6

5-Acumulación 
de Fragmentos

5

4-Fragmentación
He

42

He

1

2-Aislamiento
Ión

Precursor

n ciclos 

2 ciclos 

1 ciclo 

3 ciclos 

Datos obtenidos en colaboración con:
Lab. Químico Microbiológico - Murcia
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Scan Completo MS de la 
inyección sin columna
(F.I.A.) de 10 µL en un 
sistema APCI  de

Vitamina D3 en extracto de 
pienso de aves

383.4385.4
Vitamina D3 ?
[M+H]+ 385

500

MS

m/z
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APCI MS/MS de 385.4

[M+H]+ - H2O

MS2 (385)

Las pérdidas de  agua (18) y 
amoníaco (17) son muy poco 

selectivas

Extracto de 
pienso de ave
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MS3 (385/367)
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MS3 (385/367)

También se habría poder aislado el 385 y fragmentado 367-385

Análisis Vitamina D3 por MSn por Inyección Directa
(FIA) mediante Supresión “Fondo de la Muestra”
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Espectros de Iones con Múltiples Cargas
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pH 2.5
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pH 12

Ejemplo de Iones + con 
Múltiples cargas

+14

+13

+12

+11

+10
+9

+15

+14

+13

+12
+11

+10

+9

+15
+8

m/z:  (14.306+11)/11= 1302

• Moléculas de gran tamaño, p.e. 
péptidos y proteínas, suelen 
proporcionar en ESI iones con 
Múltiples Cargas respuesta a 
múltiples relaciones m/z (masa/carga)

• Con moléculas amfotéricas (moléculas 
con grupos ácidos y básicos - p.e. Péptidos y 
Proteínas) si pH = pI (pto. Isoeléctrico) => 
molécula globalmente será neutra: 

• El perfil del espectro de iones con 
múltiples cargas variará en función 
del pH de la fase móvil. 

+

+

+

+

-

-

-

-

pH < pI pH = pI pH > pI
Carga: positiva neutra negativa

Espectro MS (ESI+) de LISOZIMA 
proteína M=14.306
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Reconocimiento de Iones con Múltiples Cargas

m/z

[M+2H]2+

644 646 648 650 652 654

20
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80

100 648.92
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649.89

∆=0.48

Iones con 2 cargas: ∆m/z = 0.5

Con Trampa 
Iones∆=0.48
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Cuadrupolo

[M+2H]2+

∆=0.50

∆=0.42

Iones con 2 cargas: ∆m/z =0.5
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∆=0.99
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∆=0.98

Iones con 1 carga: ∆m/z = 1.0
• En Iones con 1 sola carga la diferencia entre las 
señales correspondientes a C12 y C13 es de ∆m/z = 1.
• En iones con múltiples cargas la diferencias serán: 

∆m/z = 1 /z (nº cargas) 

• Por consiguiente:
∆m/z = 1.0       1 carga ∆m/z = 0.5       2 cargas
∆m/z = 0.33     3 cargas             ∆m/z = 0.25     4 cargas

• Para reconocimiento del nº de cargas se recomienda 
guardar el espectro de masas en modo completo

Con Trampa 
Iones

TRAP: Angiotensina I Humana:    Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu      PM 1296



José Rodríguez

SUIC. UMU

Comparación Resolución Espectral: Q vs TRAP

m/z

[M+2H]2+

644 646 648 650 652 654

20

40

60

80

100 648.92

649.40

649.89

∆=0.48

Iones con 2 cargas: ∆m/z = 0.5

Con Trampa 
Iones∆=0.48

790 795 800 805 810 815 820
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
807.00

807.50

807.92

808.60

m/z

Intens.
x106

Con 
Cuadrupolo

(Q-QQQ)

[M+2H]2+

∆=0.50

∆=0.42

Iones con 2 cargas: ∆m/z =0.5

• La Trampa de Iones proporciona mas resolución y selectividad espectral que los cuadrupolos

100

1294 1296 1298 1300 1302 1304

20

40

60

80

1297.29

1298.28

1299.26

[M+H]+

m/z

∆=0.99

%
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∆=0.98

Iones con 1 carga: ∆m/z = 1.0
• En Iones con 1 sola carga la diferencia entre las 
señales correspondientes a C12 y C13 es de ∆m/z = 1.
• En iones con múltiples cargas la diferencias serán: 

∆m/z = 1 /z (nº cargas) 

• Por consiguiente:
∆m/z = 1.0       1 carga ∆m/z = 0.5       2 cargas
∆m/z = 0.33     3 cargas             ∆m/z = 0.25     4 cargas

• Para reconocimiento del nº de cargas se recomienda 
guardar el espectro de masas en modo completo

Con Trampa 
Iones

TRAP: Angiotensina I Humana:    Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu      PM 1296
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1 amu
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Intens.
x106 807.00

807.50

807.92

808.60

[M+2H]2+

∆=0.4

805 810 m/z

Comparación Resolución Espectral: TOF vs Trap & Quads

[M+4H]4+
100

323 324 325 326 327 328

20

40

60

80

324.85

325.10

325.36

m/z

∆=0.25

∆=0.26

1 amu

1 amu

%
 A
b
u
n
d
a
n
c
ia
 R
e
la
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v
a

Tiempo de Vuelo (TOF)

[M+4H]4+

879.149

879.403 879.649

879.902

880.158

880.398

880.651

∆=0.25

Iones con 4 cargas: ∆m/z = 0.25

∆=0.5

Iones con 2 cargas: ∆m/z =0.5

∆=0.5

m/z

[M+2H]2+

644 646 648 650 652

20

40

60

80

100 648.92

649.40

649.89

∆=0.5

Resolución Espectral:

TOF > Trap > Q & QQQ

Trampa Iones (Trap)
(modo máxima resolución)

Cuadrupolo (Q & QQQ)

1 amu

10mi
n
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LC/MSD TOF 
Excelente Resolución Espectral

955.5 956.0 956.5 957.0 957.5 958.0 958.5
m/z, amu

0.0

2000.0

4000.0

6000.0

8000.0

1.0e4

1.2e4

1.4e4

1.6e4

1.8e4

2.0e4

2.2e4

2.4e4

2.6e4

2.8e4

3.0e4

In
ten
sity, co
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ts

956.5993
956.4333

956.2672 956.7661

956.9319

956.0967

957.0981

957.2634

957.4285

5 fmol Insulina

con +6 cargas

Permite llegar a resolver 
incluso isótopos con +8 cargas
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Fundamentos del TOF ó Tiempo de Vuelo (“Time-of-Flight”)

Acelerar con la misma energía a los iones procedentes de la fuente 
���� Los iones de distinta masa adquieran distintas velocidades y 

lleguen al detector con distintos “tiempos de vuelo”
(menor masa � mayor velocidad)

E = - m v
2

2
1

v =

m
2E

t =
Long.

m
2E

2(30000)
=

1.0 

50200

= 91 µsec

Fuente
Iones

Zona libre de campo eléctrico. 
Opcional: Reflectron (espejo de iones)

Detector

Tiempo
30 kV 0 V

�Técnica pulsante con un intervalo típico de generación de pulsos de 100 µseg. (10.000 pulsos/s)
�Tiempos Vuelo típicos (vuelo 2m): m/z - µseg.:  118 = 20µs.     622 = 46µs.    3000 =100µs.
� Resoluciones en el rango de ppm’s requerirán la medición del tiempo de vuelo con una precisión mejor de 1 nanosegundo
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Masa Exacta Requiere una Elevada
Resolución Espectral

921.5 922.0 922.5 923.0 923.5 924.0 924.5
m/z, amu

0.00

1000.00

2000.00

3000.00

4000.00

5000.00

6000.00

7000.00

8000.00

9000.00

1.00e4

1.10e4

1.20e4

1.30e4
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n
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922.0092

923.0121

0.087

Resolución = M/∆M

922/0.087 = 10.600

Resolución Espectral:

>  4.000 a masas bajas 
>10.000 a partir de masas medias

R=13.500

m/z2722    2724

m/z118    119    120

R=4.700

m/z = 922

m/z = 2.722

m/z = 118

La elevada resolución espectral proporcionada por los TOF’s (superior a 
Trampas y Cuadrupolos) permitirá obtener “masa exacta” mediante la adición 

en continuo de algunos compuestos como referencia interna para m/z.
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TOFs

La Importancia de disponer de “Masa Exacta”
para “centrar” la búsqueda:

• Al aumentar la Exactitud de la masa analizada se reducen muy considerablemente el nº de posibles 
composiciones elementales que pueden dar la masa en cuestión.

• En moléculas pequeñas el poder determinar el peso molecular con la tercera cifra 
decimal permite típicamente definir una fórmula empírica inequívoca.

Exactitud Masa
(u.m.a)

5.687

10

100

1000

1

0,1 0,05 0,01 0,005 0,001 0,0005 0,0001
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386

882

1347

1672

5687

P.M.

882
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1347

1672

P.M.(uma) para 3ppm100uma250uma5001.000

P.M.(uma) para 10ppm100uma2505001.000uma
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º
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p
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a
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Zona FOCALIZACIÓN

Zona
VAPORIZACIÓN
DE IONIZACIÓN

Zona 
SEPARACIÓN

Y
DETECCIÓN 

IONES

Esquema LC/MS-TOF

Ampliación Zona 
DETECCION

“Microchannel
Plate (MCP)”

Centelleador

Fotomultiplicador

Iones

Electrones

Fotones

Ganancia
aprox.
2x10E6

Opciones Fuentes Ortogonales HPLC / Infusión:
• Electrospray (dual)
• nano-Electrospray
• APCI
• APPI
• AP-MALDI (acoplable “offline” con HPLC)

Opciones nebulizadores:
• Analítico 
• Micro-analítico
• Electroforesis Capilar

Fuente 
Electrospray

FUNCIONES 
ESPEJO DE IONES:

1.- Doblar el 
recorrido de 
vuelo

2.- Refocalizar
cualquier 
dispersión 
producida por 
iones con 
distinta energía

Detector Ópticamente Acoplado

C.I.D.
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LC/MSD TOF: Fuente Electrospray

• Incorpora sistema de 
suministro en continuo 
de una Solución de 
Referencia

• Fuente Agilent TOF 
Series 1100: MASA 
EXACTA EN RUTINA
gracias al Diseño con 
Doble Nebulizador 
ortogonal para Ionización 
Independiente de 
Muestra y Masas de 
Referencia

Nebulizador de 
Referencia

Nebulizador Analítico

Selección 
Compuestos de 

Referencia utilizados

Para obtener “masa exacta” -además de elevada resolución espectral- se requiere 
la adición en continuo de unas masas/compuestos de referencia interna

Fuente compatible con el resto de 
LC/MS Agilent Series 1100 (Quad’s y 

TRAP’s)

El usuario puede 
utilizar las soluciones 
de referencia de 
Agilent o las suyas 

propias
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Agilent 1100 LC/MSD TOF: Amplio Rango Dinámico para 
Corrección Automática con Masas de Referencia  para 

“Masa Exacta” en Operación de Rutina (p.e. m/z 118 y 922)

m/z 582.319

1
0
0
,0

0
0
 A

rb
.U

n
its

2
5
0
 A

rb
.U

n
its

m/z 922.010

400x

1.6 ppm
error

“Unknown”
Ref. Mass

� El amplio rango dinámico espectral permite utilizar como 
referencia masas a concentraciones mucho más diluidas que el 
analito (y así pasen desapercibidas en el espectro del analito) .
� Evita tener que efectuar diluciones (el analito puede estar 1000 
veces más -concentrado o diluido- que la solución de referencia) .

Theoretical
Mass

Abundance
Arb. Units

Error
(ppm)

487.73253 1316 0.61
450.2364 5304 1.59
722.81666 6611 0.64
417.21191 6910 2.66
512.25457 8978 1.66
464.25036 12534 0.73
519.21717 575 0.06
653.3617 21881 1.38
435.91023 555 -0.28
501.79513 10141 -0.04
820.47251 842 0.25
526.58871 3100 0.35
674.32258 1881 -1.4
480.60877 23885 -2.52
582.31897 49027 1.57
710.84248 3863 -1.16
627.97323 13881 0.55
474.23075 24508 1.13
507.81333 11016 0.68
740.40136 9671 -0.12
784.37501 643 -3.49

Promedio error absoluto masa: 
1.0ppm

“Masa Exacta en 
Rutina” requiere:

Muy amplio rango 
dinámico (+3 

ordenes) gracias a la 
tecnología A.D.C. de 

digitalización del 
tiempo de vuelo
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Selectividad con Extracción 1amu (típica con Q’s) Orina añadida con 
2ng/ml Clenbuterol (2ppb)

IC(276.38744 – 277.38744)

-0.7 - +0.3 amu
S/N = 14

1.6 x 107

1.0 x 105

x350

Zorbax XDB-C18 2.1x50mm x3,5µm
A  5mM NH4OAC/0.1% Acético
B  Acetonitrilo
300 µl/min    Iny.: 20 µl
0    min 5 % B
7    min 80 % B
9    min 80 % BTIC

Clenbuterol

Clenbuterol

rango extracción típico con cuadrupolo
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Selectividad con Extracción +/- 30ppm  m/z
Orina añadida con 2ng/ml Clenbuterol (2ppb)

Ventana Extracción:
IC(277.07913 – 277.09575

m/z)

+/-30 ppm +/- 8 mDa

S/N = 102

1.9 x 104       (TIC: x850  x320 5.9 min )   

NH
NH2

Cl

Cl

OH

CH3

CH3
CH3

5 
inyecciones 

por nivel

El TOF además
proporcionará

espectros
completos

277.0866 Da
error: 0.7ppm


