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Preparacion de muestras

Derivatizacion

Interpretacion

Preparacion de muestra ELNE de resultados y
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Preparacion de muestras

Preparacion de muestra

e Extraccion solido-liquido =
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Preparacion de muestra
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Preparacion de muestras

Preparacion de muestras/Método de extraccion

Es el aislamiento y/o la concentracidn de ciertos analitos objetivos (minoritarios o
mayoritarios) desde la matriz, haciendo que estos compuestos estén en medio mas
adecuado para el siguiente paso de analisis.
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Preparacion de muestras

Preparacion de muestras/Método de extraccion

Es el aislamiento y/o la concentracion de ciertos analitos objetivos (minoritarios o
mayoritarios) desde la matriz, haciendo que estos compuestos estén en medio mas
adecuado para el siguiente paso de analisis.

Por qué llevar a cabo preparacion de muestras?
» Simplificar el analisis de muestras complejas
 Remover interferencias de la matriz

* Acelerar los analisis

* Concentrar o diluir la muestra

1. Mejorar la sensibilidad (aumenta la senal)
2. LOD/LOQ menores

3. Mejor resolucion de picos cromatograficos
* Cuestiones técnicas

1. Alarga la vida de la columna cromatografica
2. Reduce la frecuencia del mantenimiento del detector

3. Las jeringas de inyeccion tienen menos tendencia a tener bloqueos
4. Reduccion en la contaminacion del equipo :
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Preparacion de muestras

Preparacion de muestras/Método de extraccion

Es el aislamiento y/o la concentracidn de ciertos analitos objetivos desde la matriz,
haciendo que estos compuestos sean mas adecuados para el siguiente paso de
analisis.

Por qué llevar a cabo preparacion de muestras?

» Simplificar el analisis de muestras complejas
 Remover interferencias de la matriz

e Acelerar los analisis

* Concentrar o diluir la muestra

1. Mejorar la sensibilidad (aumenta la senal)
2. LOD/LOQ menores

3. Mejor resolucion de picos cromatograficos
* Cuestiones tecnicas

1. Alarga la vida de la columna cromatografica
2. Reduce la frecuencia del mantenimiento del detector

3. Las jeringas de inyeccion tienen menos tendencia a tener bloqueos

4. Reduccion en la contaminacion del equipo ’




Caracteristicas generales a considerar

Propiedades Fisicoquimicas del analito: Estructura quimica, peso molecular, solubilidad,
propiedad acido-base (pKa) y respuesta frente al detector seleccionado para el andlisis.

Concentracion de analito en la muestra: Si la concentracién es alta, la preparacion de
muestra es sencilla (la perdida de analito entre los pasos sera insignificativa). Si la
concentracion es baja, puede requerir métodos mas complejos.

e Respuesta baja o nula a nuestro detector
e Baja concentracion de analito en |la
muestra

10



Caracteristicas generales a considerar

Propiedades Fisicoquimicas del analito: Estructura quimica, peso molecular, solubilidad,
propiedad acido-base (pKa) y respuesta frente al detector seleccionado para el andlisis.

Concentracion de analito en la muestra: Si la concentracién es alta, la preparacion de
muestra es sencilla (la perdida de analito entre los pasos sera insignificativa). Si la
concentracion es baja, puede requerir métodos mas complejos con numerosos pasos.

e Respuesta baja o nula a nuestro detector
e Baja concentracion de analito en |la
muestra
Respuesta
j (sefal)

La derivatizacion es un paso que se intenta evitar ya empleamos mas reactivos y solventes que pueden ser
peligrosos. En contra de los principios de la quimica verde. 11



Caracteristicas generales a considerar

Propiedades Fisicoquimicas del analito: Estructura quimica, peso molecular, solubilidad,
propiedad acido-base (pKa) y respuesta frente al detector seleccionado para el andlisis.

Concentracion de analito en la muestra: Si la concentracién es alta, la preparacion de
muestra es sencilla (la perdida de analito entre los pasos sera insignificativa). Si la
concentracion es baja, puede requerir métodos mas complejos con numerosos pasos.

e Respuesta baja o nula a nuestro detector
e Baja concentracion de analito en |la
muestra
Respuesta
j (sefal)

Naturaleza de la matriz: Remocidén de componentes de la matriz suele ser paso critico
cuando la concentracion de analito se detecta con dificultad. La matriz puede contener
impurezas cuyos picos (sefial) interfieren con el pico de nuestro analito. También estas
impurezas pueden dafar nuestro equipo de analisis.

Compatibilidad con el detector: No es conveniente utilizar solventes como acetona o
tolueno si se utiliza un detector UV, estos solventes poseen elevada abs de base y pueden
producir picos o senales que interfieran en nuestro analisis.



Preparacion de muestras

Naturaleza de la muestra y tratamiento previo

Muestras liquidas (poco complejas) Muestras solidas Muestras gaseosas
1-Filtracion, concentracidon 1-Molienda, homogeneizacién, 1-Desorcion con solvente
2-Preparacion de muestra secado 2-Andlisis

3-Analisis 2- Preparacion de muestra

(QUECHERS, SPE). Los analitos
deben solubilizarse en solvente
adecuado

3-Andlisis 13



Preparacion de muestras

Naturaleza de la muestra y tratamiento previo

Desproteinizacion
Las proteinas se eliminan ya que pueden ser interferentes
durante el analisis.

Muestras biologicas

1- Homogeneizacion

2- Desproteinizacion

3- Preparacion de muestra
4- Analisis

Se separan por precipitacion por el agregado de varios agentes:
solventes organicos, sales, acidos o por ultracentrifugacion.

Solventes organicos (ACN,MeOH,EtOH) agregados a una
solucidn acuosa, disminuyen la solubilidad de las proteinas e
inducen su precipitacion.

Salting in, agregado de sales neutras (NaCl), disminuye la

atraccion de las moléculas de las proteinas y aumenta su
solubilidad.

Salting out, se aumenta la cc de sales, estas compiten con las
moléculas de proteinas por el agua, logrando la precipitacion
de la proteina por deshidratacion.

Acidos (perclérico, metafosférico) forman sales insolubles con

las proteinas cargadas positivamente. »




Interpretacion
Preparacion de muestra de resultados y
reporte

15



Extraccion solido-liquido

A considerar:

* Las caracteristicas del
solvente

* Eln°de extracciones

* Velocidad y tiempo de
agitacion

* Temperatura

}

Caracteristicas de
Matriz y analito

(

<Q((((| (] (

_—

v

——

e

10 s

s
——

: —
| C—_—

—
—

e
—

R
s

— Centrifugacion-separacion
\/ de sobrenadante-Analisis

+Agitacion: manual, mecanica o

ultrasdnica

+Temperatura en bano de agua

+ Multiples agregados de solvente 16






Presién

Extraccion solido-liquido=Extraccién por fluidos

supercritico (SFE)

Fluido supercritico

El punto critico es la presidon y la temperatura a las cuales el gas y el liquido son
indistinguibles, por encima de éste los fluidos presentan caracteristicas de ambas fases.

Region de
liquido

Curva de

Punto critico

Region de gas

Temperatura
| critica

Temperatura

Fluido supercritico: CO,

Presidon Densidad

Propiedades de un fluido supercritico
eViscosidad de un gas

eDensidad de un liguido

*Baja tension superficial

En estos valores criticos se llega a efectos extractivos
similares al de los liquidos.

Polar
= Metanol
o
Polaridad ¢ 9 Acetato de etilo
a
Hexano
—

18
No polar



Extraccion solido-liquido=Extraccién por fluidos

supercritico (SFE)

Critical Critical Pressure
Temperature (°C) [ (BAR)

31.] 73.8

28.9 39.2

96.7 42.5

280.3 40.7

2352 47.6

243.4 72

318.6 41.1

374.2 220.5

Se liberan al aire o pueden permanecer en el extracto final, asi que esto es una
limitacion de algunos debido a su toxicidad.
El CO, es uno de los mas elegidos debido a su baja temp. critica ,baja toxicidad,

no inflamable, se separa facilmente del producto que se quiere extraer.
19



Extraccion solido-liquido=Extraccién por fluidos
supercritico (SFE)

CO, liquido =—— CO, supercritico =—— CO, gaseoso

20



Extraccion solido-liquido=Extraccién por fluidos

supercritico (SFE)

Productos ‘ Sustancias extraidas Algunos de los componentes extraidos actualmente

Caféy Té e Condiciones de Extraccién
Teina Compuesto Extraido Solvente Presion T°C Flujo
Humolinay lupolina AL

e ; i Extracto de romero c0o2 10-16 37-47 -
Aceites esenciales e

(antioxidantes)
D inacié . .
e espectinacion Carotenoides de paprika co2 >50 100 25Kg/h
Aromas Extracto de orégano CO2/4%etanol 25 40 -
Etanol (antioxidantes)
Bebidas alcohélicas Aromas Vitamina E de germen de trigo co2 34,5 43 1,7mL/min
. Este r?les y tocoferoles del aceite CO2 20 40 2L/h
de oliva
| I

Colestero Flavonoides del jugo de naranja CO2 16 40 2400 mL/h

Cérnicos Lipidos
Acidos grasos volatiles . ’

_ Muchas de las sustancias extraidas son usadas
Antioxidantes ] .
ostolidos para enriquecer otros alimentos. Esto se debe
1p1
, a que los extractos
Acidos grasos . . . .
Vegetales _ _ obtenidos no contienen residuos ni
Aceites de semillas
y Frutas contaminantes.

Antocianinas
Aceites esenciales
Terpenos, Oleorresinas 21

Caroteno, Bixina, Licopeno http://www.alimentosargentinos.gob.ar/contenido/sectores/tecnologia/Ficha_01_Fluidos.pdf



Extraccion liquido-liquido

Es la distribucidn de un analito entre dos liquidos inmiscibles (organico —
acuoso)

Analitos neutros = extraccidn directa
Analitos ionizables 2 modificando pH del medio

*Analitos acidos = acidificando el medio
* Analitos basicos = alcalinizando el medio

—_—
b cm——

A considerar

+ Agitacion

+ Temperatura

+ Multiples agregados de solvente
+ Combinacion de solventes

Centrifugacion-separacion de
sobrenadante-Analisis

22




QUEChERS

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe

] | P— 1-etapa de extraccion.
4 — fio- - 2-etapa de clean-up.
\\/ \ sm,xej _=
el Sales y adsorbentes
+Sales Centrifugacion ";i”’w deben interaccionar

\‘\J‘?r
&obrenadante SOIO con
@ componentes de Ia

matriz

Sobrenadante +Sales y

Adsorbentes

Listo para
analizar

Centrifugacion

23



QUEChERS

1) Extraccion

= Sobrenadante:
contiene los 2) Agente Dispersivo
centrifugado analitos de
' interés
=—— 3

Matriz

Sales/Agua

24



QUEChERS

1-Etapa de extraccion

* Acetonitrilo: es un buen solvente para la extraccién, en lugar de acetona o
acetato de etilo, debido a que presenta una mayor capacidad y selectividad para
extraer pesticidas en un amplio rango de polaridades.

* Sales: MgSO, provee una separacion de fases completa (organica-acuosa), posee
buena capacidad de adsorcion de agua. NaCl en conjunto con MgSO, favorece la
separacion de las fases.

2-Etapa de clean-up

* Sales: MgSO, para proporcionar una limpieza adicional eliminando el agua
residual y otros compuestos mediante quelacion.

* Adsorbentes:

1. Amina secundaria primaria (primary secondary amine, PSA), eficaz para retener
los acidos grasos, acidos organicos, azucares y pigmentos presentes en los
alimentos.

2. Carbon grafitizado (GCB), elimina eficazmente los pigmentos (por ejemplo,
clorofila y carotenoides),pero muestra una gran afinidad por las moléculas
planas (incluidos algunos pesticidas)

3. Octadecilsilano (C18), elimina los compuestos lipofilicos (muestras de origen25
animal).



QUEChERS

Figure 1. Retention Mechanism for Fats on
Supel QuE Z-Sep Sorbents

Hydrophobic Interactions

O
\\\‘ R /\\/\‘C&?— 0O——~CH, 71
C 1 Hye %)
18

0O

Cia R EWD —CH

Ciz 0O

R 3/\/\‘:/?

—G—EH . o Carbon
C18 SPE o+ atom
Triacylglycerol
hY
=
c’ H,C—O0—
D""-—SZIV (::} 2 \/\/\R1
-
AN
. HO —CH
A
DI..H.-. S lr--'-' -_ V4 . .
/ HO —CH, Carbén grafitizado
Z-5ep SPE Monoacylglycerol

Lewis acid-base interactions
26



QUEChERS

Clean-up de diferentes muestras

Requisitos de sorbente

Tipo de matriz Ejemplos ..
para la limpieza
* Manzana MgSO,, PSA
Matrices aenerales - Pepino Eliminacion del exceso de agua
g P Acidos organicos, acidos grasos,
* Meldn azUcares
* Leche MgSO,, PSA, C18
Matrices Grasas * Cereales Eliminacion adicional de lipidos y
. Pescado esteroles
* Lechuga MgSO., PSA, C18, GCB
Matrices pigmentadas « Zanahoria Eliminacion adicional de pigmentos
- Vino y esteroles

R MgSO,, PSA, C18, GCB,
Espinaca Chlorofiltr ™

Matrices pigmentadas altas . :
* Pimientos rojos Eliminacion adicional de clorofila

27



QUEChERS

Métodos oficiales para analisis de multiples pesticidas en alimentos (frutasy
verduras) — en continua expansion hacia nuevas matrices y analitos
AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) International Official method

2007.01
EN method EN 15662
2003
Anastassiades, Lehotay, et al.
Original
10 g subsample

{
10 mL acetonitrile

4 g anh. MgSO,
+ 1 g Nadl

| Shake

| Centrifuge
150 mg/mL anh. MgSO,

+ 25 mg/mL PSA
!

Shake and centrifuge

2007
Lehotay

AOAC 2007.01

15 g subsample

}
15 mL acetonitrile

with 1% HOAc
and
6 g anh. MgSO,
+ 1.5 g anh. NaOAc

| Shake
} Centrifuge

150 mg/mL anh. MgSO,
+ 50 mg/mL PSA

!
Shake and centrifuge

2008
Anastassiades

CEN 15662

10 g subsample
!
10 mL acetonitrile

| Shake

4 g anh, MgSO,
+ 1 g Nacl
+1g Na,Cﬂ'Zl'l,O
+ 0.5 g Na,Cit*1.5H,0

| Shake
| Centrifuge

150 mg/mL anh. MgSO,
25 mg/mL PSA

|
Shake and centrifuge 28



Extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction)

Basada en interacciones con sorbentes

Ventajas

eAlta eficiencia en separaciones de analitos e impurezas

o Util para enriquecimiento de trazas (analitos en bajas cc)
eFacilmente automatizada

eGran variedad de fases disponibles

Desventajas

eAdsorcion irreversible de algunos analitos

eDesarrollo de métodos complejo
29



Extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction)

Las columnas o cartuchos de polipropileno estan rellenos
con materiales similares a los de las columnas de HPLC.

* Adsorbentes muy polares: silica

* Adsorbentes poco polares: silica unida a grupos C18

* Materiales de intercambio idnico.

30



TIPO DE RELLENO CARACTERISTICAS
Diamino * -(CH,),;NHCH,CH,NH; | Intercambiador aniénico débil
Amonio coaternario *  -(CH,),N*(CH,);Cl Intercambiador ani6nico fuerte
Acido carboxilico*  -(CH,),COOH Intercambiador catiénico débil
Acido sulfénico * -CgH,-50,0H Intercambiador catiénico fuerte
Aldmina Sorbente polar
Florisil Silicato de Magnesio Sorbente polar

activado

Silicagel Sorbente polar
Tierra de diatomea Sorbente polar
Ciano * -(CH,);CN Sorbente de polaridad media
Amino * -(CH,);NH, Sorbente de polaridad media
Fenilo * -CgHs Sorbente no polar
Octilo * -CgHy5 Sorbente no polar

Tabla 9l Materiales da relleno da los cartuchos de extraccion en fase sélida, los indicados con

* representan tases ligadas

31




Fases hidrofdbicas

"/ -

A0

2

aseq eolIS

NN NNV Foe

L.

Fase reversa/no polar
Interaccidon con grupos funcionales C8

<+—» Fuerzas de Van der Waals

32



Silica

Modo mixto

Grupo hidrofobico C8 \ /

i, QO

:

S05-
Intercambiador catidonico

<+ Fyerzas de Van der Waals

<+—p Atraccion electrostatica
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SPE - procedimiento
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Metodologia de extraccion

La seleccion de las condiciones
optimas para la extraccion
dependen de la naturaleza del
analito y de la matriz.

Pasos:

1- Lavado y activacion de la
columna.

2- Aplicacion de la muestra.
3- Lavado de la columna.

4- Elucion del analito.

36



1- Lavado y activacion de la columna.

El objetivo es solvatar los grupos funcionales de Ia
columna. Los analitos no pueden interactuar con
el relleno si los grupos no se encuentran
“activados”. Por ej, las cadenas de fase reversa
(C18 0 C8) deben “estirarse” para lograr la
interaccion.

En fase reversa se suele utilizar: 2 volimenes de
columna de un solvente organico + 2 volumenes
- de agua o buffer acuoso.

Lavado: Elimina sustancias provenientes de
muestras anteriores. Se hace fluir metanol u otro

solvente menos polar como ACN.
Activacion: Equilibra la columna. Se hace fluir un

solvente igual o similar al empleado como medio
de disolucidon de las muestras.

37



2- Aplicacion de la muestra.

La muestra se aplica en la columna a un

— flujo determinado (1 a 5 mL/min).
== = J ( /min)

Si las muestras posee una alta proporcion
de solidos suspendidos puede tapar la
columna. Por lo que se recomienda filtrar
las muestras que son muy turbias o con
materia en suspension.

Se retiene fuertemente el analito y

también algunas impurezas.
38
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3- Lavado de la columna.

Eliminacion de las impurezas retenidas en
el paso anterior. Se utiliza un solvente
relativamente débil (o bajo %v/v) con el
cual el analito no eluye.

39




4- Elucion del analito.

Se eluye con un solvente tal que posea la fuerza de
elucién apropiada para liberar al analito.

T — < : — -
=
vy

A
ol
[!-/

>

|

| v Retencion del analito de
interes: ~ 70% solvente
|
|

organico
<

v Podemos tomar esta
informacion y reducir la
ventana de elucion.

v" Aqui podemos lavar con un
50% de fase organica,
eluyendo potencialmente de
la matriz que interfiere con el
desecho.

v

|
|
|
|
|

10p

Cantidad de compuesto recuperado

% solvente organico

——— —
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MATERIAL TIPOS NATURALEZA | ACTIVACION SOLYVENTE
DE DE DE LA DE LA DE
RELLEND ANALITOS MATRIZ COLUMNA ELUCION
CI8/CS Suslancias no polares Acuosa Metanol MeOH/ACN o
mezclas de &tos
Susfancias ionizables, Agua con agua o
ea su forma 0o ionizada : buffers de pH
adecuado
Slice Suslancias polares Soluciin en Cloreformo Salveates polares
Diol solventes no Hexano IPA, MeOH
CN polases
Acelles
Aniinico Aniones Soluciones Metanol Buffers de alta
Carboxilatos/Sulfonatos acuosas de Buffer fuerza idnica y pH
baja fuerza adecuado, Sdlo o
ifnica en mezclas con
MeOH 0 AcN
Catidmico Cationes Solucicaes Metanol Bulless de alla
Aminas acuisas de Buffer de pH adecuado
baja | séiko o en mezclas
con MeOH o AcN

Tabla 9.1V Sorbentes mas comunes y sistemas de preparacion

MeOH: metanol
ACN: acetonitrilo
IPA: isopropanol

42



Modelos de cartucho SPE

N

HRP SCX SAX
! Equilibrar Metanol Metanol Metanol
Acondicionar Agua Agua Agua |

Carga de muestra

Muestra diluida | Muestra diluida

Muestra diluida

Lavar n% Metanol 2% Acido Formico 5% Amoniaco
Lavar - Metanol Metanol
7 _ | < _ _ <
Eluir n% Metanol 5% Amoniaco en 2% Acido Formico en
Metanol Metanol

vy

N

Extracto Final 1 Diluir o llevar a seco y reconstituir

43



5g tejido

ej de método SPE

L i

Acondicionar cartucho

5> mL ACN

Vortex 15'

1- 2ZmL MeOH
12— 2mL H20

Sembrar sobrenadante

¥
Sonicar 15'

. J

llavar 2mL H20

secar vacio (5min)

Centrifuga 10' 3000rpm

L J

Eluir

Separar sobrenadante

2ZmL MeOH

¥

Evaporar a sequedad 55 C

Ventear con N2

. J

Redisolver en 0.5mL MeOH

o © |
0..

o
L4
e

o o}
! )
@) ¢)
Pasos

> . .
siguientes

>

o
°
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ej de método SPE

5g tejido

5> mL ACN

L i

Vortex 15'

Sonicar 15'

. J

Centrifuga 10' 3000rpm

L J

Separar sobrenadante

Acondicionar cartucho 0 / e/\.

\ /c°5
) (fo )
1- 2mL MeOH 9 o
2-2mL H20
Sembrar sobrenadante
llavar 2mL HEDe -

>

secar vacio (5min) A
O ©
4
Eluir
2mL MeOH
¥ —

Evaporar a sequedad 55 C

Ventearcon N2 | P.aS(?S
siguientes

Y
Redisolver en 0.5mL MeOH

- ™~
Q“}/‘!‘—Kf o. ‘ \
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Derivatizacion

Mejora ,Ia R Mejora la ISeﬁaI/respuesta 1 cc
deteccion sensibilidad
Permite |3 Agreg’a grupos Ej. Aminoacidos se derivatizan
4 ., » cromoforos (Uv) o para que sean detectados por
eteccion
fluoroforos (FLD) FLD.

Meiora la Separa compuestos . .
jora »| que no se podrian Ej. Enantiomeros.
selectividad
resolver
Permitir la

\ 4

+ utilizado en GC

cromatografia

47



Derivatizacion
e Respuesta baja o nula a nuestro detector o
* Concentracion de analito en la muestra
j Respuesta
Derivatizacion L

Antes de
inyectar la
| Pre-columna o
muestra en el
equipo
Luego de El anzlallto se sepfraden la
i columnay antes de
» Post-columna »| inyectarla o
muestra en el ingresar en fel detector
equipo reacciona

La eleccion de cada método depende de la velocidad de reaccion vy la
compatibilidad de la reaccion (y reactivos) con la fase movil. 48



Derivatizacion

Derivatizacion Desventajas
Ventajas Pueden aparecer
* No tiene limitacidn cinética. picos de otros
> Pre-columna "| + Elexceso de reactivo puede derivados de la
separarse en la columna. reaccion.
Ventajas Desventajas
 Post-columna H— * Meétodo rapido. Incompatibilidad de
* La reaccion puede quedar reacciones (o
incompleta reactivos) con la
HPLC FM
(Solventes- —l Columna
Bomba-
muestreador) Mezclador

Reactor

Solventes
Bomba
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Concentracion de muestra

Muestra Nitrogeno o aire
) Por ej. Slv apolar
Slv compatible con , (Hx) incompatible
equipo? con sistemas fase

. reversa
Si
/ No

Cc analito alta en la

muestra?

Si sequedad
Se pueden tomar |
mL e inyectar Residuo se disuelve
en slvy mL
adecuado para
analisis

El analito tiene que ser estable térmicamente y no debe volatilizarse junto con el solvente,
generalmente este paso se realiza luego de secar la muestra con un desecante como MgSO, anhidro,
ya gue si tenemos agua sera muy dificil eliminarla sin descomponer el analito. 50



Retomando el ej de método SPE

5g tejido

Acondicionar cartucho

15 mL ACN

Vortex 15'

1- 2mL MeOH
12— 2mL H20

Sembrar sobrenadante

Sonicar 15

llavar 2ZmL H20

secar vacio (5min)

Centrifuga 10" 3000rpm

|

Eluir

Separar sobrenadante

2ZmL MeOH

X

Evaporar a sequedad 55 C

l"n.."entear con N2

Redisolver en 0.5mL MeQH

2 mL MeOH
después de
evaporar
redisolvemos
en 0.5 mL
MeOH
aumentamos
la cc del
analito.




Filtracion — Filtros de jeringa

Se realiza después de la preparacion de muestra y antes del andlisis en el equipo

e Técnica rapida y econdmica de remover particuladas e
interferencias.

* Hay una amplia variedad de materiales de membrana

* Protege elementos vitales del instrumento. Ej
Columna Analitica.

La compatibilidad quimica entre la membrana de
filtracion y la muestra es clave

A tener en cuenta:

* Resistencia de la membrana al solvente

e Uniodn del analito a la membrana

 Tamano y cantidad del particulado de la muestra

* Tipo de interferencias a separar

* Requerimientos especiales. (ejemplo: pre filtrado)

* Porosidad del filtro: depende de la cantidad de
particulas a separar. 0.2 — 0.45 um

e Diametro de filtro: depende del volumen de muestra.
4—-30mm 52




Filtracion — Filtros de jeringa

Caracteristicas de las membranas

Nylon

Compatibilidad muestras acuosas y organicas.

Membrana hidrofilica.

Incompatible:

Acidos > 1IN

Solventes halogenados

Celulosa Regenerada

Membrana hidrofilica

Compatible con practicamente todos los solventes de HPLC
Tolerarango de pH de 3a 12

Incompatible:

Ac. Sulfarico, HCI, nitrico, fosférico, DMF
Politetrafluoroetileno/Teflon (PTFE)

Membrana Hidrofdbica

Gran estabilidad térmica

Resistente a casi todos los solventes, acidos y bases
Puede usarse para bloquear el vapor de agua
Incompatible

Acido perclérico, dioxano, DMF 53




Filtracion — Filtros de jeringa

Eleccion de membrana: depende del solvente y equipo

* Solventes No-polares y agresivos: PTFE (Politetrafluoroetileno/teflon)

* Solventes organicos/acuosos: PTFE-L

* Preparacion de muestras bioldgicas: Cel. Regenerada

* Electroforesis capilar: PES (Polietersulfona)

* Matriz con alto contenido de sélidos: GMF (Microfibra de Vidrio)/pre-filtro

* Cromatografia HPLC: PVDF (Difluoruro de Polivinilideno)/Nylon/RC (Celulosa
Regenerada)/PTFE-L

* Cromatografia iénica: PES/PVDF

e Analisis de proteinas: PVDF

* Trazas de metales: PES

* Espectrofotometria UV-Vis: PVDF

Solventes Solventes organicos
Acuosos e PTFE

e Acetato de e PTFE-L

Celulosa e PVDF

e Nylon e Cel. Regenerada

e PES

e PTFE-L
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Fortificacion/Spike de muestra

Para determinar cuan efectivo es nuestro
método de extraccion.

1- A una muestra blanco que conocemos
qgue esta libre de nuestro analito a
determinar, se le agrega una
concentracion conocida del analito de
interés.

2- A la muestra fortificada se la trata con
el método de extraccion/prep de muestra.
3- Se procede con el método de analisis.
Se determina si la concentracién hallada
coincide con la concentracidon agregada.
A partir de esta informacion se saca un
porcentaje, denominado %Recuperacion.

f‘{f{f‘ff[f{l(f‘{f(

Cc agregada o mg 100%
Cc hallada o mg x=%Rec.
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Fortificacion/Spike de muestra

Fortificacion

Interpretacion

Preparacion de muestra de resultados y

reporte

Reprocesamiento?

o +ACN +Sa'es Centrfugacion Muestra (+)
y Fortificacién baja
S recup
E — @ gy Ly
5 — 57

Centrifugacion



Conclusiones

Interpretacion

Preparacion de muestra de resultados y
reporte

e Existen multiples métodos, siempre se busca utilizar el que menos tiempo y
costos requiera.

e (Cada combinacion muestra-analito tendra un proceso diferente. No es lo mismo
aplicar la preparacion de muestras de una muestra vegetal a una muestra de
agua. Ej. SPE muestra vegetal # SPE muestra agua.

* Se utilizan para extraer analitos de interés de distintos tipos de muestras. Los
analitos pueden ser contaminantes (se controla una cc minima) o benéficos para

la salud (se utilizan como aditivos en otros alimentos).
58
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