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Preparación de muestras

Preparación de muestra Análisis 
Interpretación 
de resultados y 

reporte

• Extracción solido-liquido
• Extracción por fluidos 

supercríticos
• Extracción liquido-liquido
• QuEChERS
• SPE
• Digestión ácida

HPLC
GC

Programas estadísticos o 
software de equipo

Derivatización



5

Preparación de muestras

Preparación de muestra Análisis 
Interpretación 
de resultados y 

reporte

• Extracción solido-liquido
• Extracción por fluidos 

supercríticos
• Extracción liquido-liquido
• QuEChERS
• SPE
• Digestión ácida

Derivatización

Escalables para extraer 
analitos de interés industrial
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Preparación de muestras

Preparación de muestra Análisis 
Interpretación 
de resultados

• Extracción solido-liquido
• Extracción por fluidos 

supercríticos
• Extracción liquido-liquido
• QuEChERS
• SPE
• Digestión ácida



Análisis 
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Preparación de muestras
Preparación de muestras/Método de extracción 
Es el aislamiento y/o la concentración de ciertos analitos objetivos (minoritarios o 
mayoritarios) desde la matriz, haciendo que estos compuestos estén en medio más 
adecuado para el siguiente paso de análisis.

Preparación de muestra
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Preparación de muestras
Preparación de muestras/Método de extracción 
Es el aislamiento y/o la concentración de ciertos analitos objetivos (minoritarios o 
mayoritarios) desde la matriz, haciendo que estos compuestos estén en medio más 
adecuado para el siguiente paso de análisis.

Por qué llevar a cabo preparación de muestras?
• Simplificar el análisis de muestras complejas
• Remover interferencias de la matriz
• Acelerar los análisis
• Concentrar o diluir la muestra
1. Mejorar la sensibilidad (aumenta la señal)
2. LOD/LOQ menores
3. Mejor resolución de picos cromatográficos 
• Cuestiones técnicas 
1. Alarga la vida de la columna cromatográfica 
2. Reduce la frecuencia del mantenimiento del detector
3. Las jeringas de inyección tienen menos tendencia a tener bloqueos
4. Reducción en la contaminación del equipo
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Preparación de muestras
Preparación de muestras/Método de extracción 
Es el aislamiento y/o la concentración de ciertos analitos objetivos desde la matriz, 
haciendo que estos compuestos sean más adecuados para el siguiente paso de 
análisis.

Por qué llevar a cabo preparación de muestras?
• Simplificar el análisis de muestras complejas
• Remover interferencias de la matriz
• Acelerar los análisis
• Concentrar o diluir la muestra 
1. Mejorar la sensibilidad (aumenta la señal)
2. LOD/LOQ menores
3. Mejor resolución de picos cromatográficos 
• Cuestiones técnicas 
1. Alarga la vida de la columna cromatográfica 
2. Reduce la frecuencia del mantenimiento del detector
3. Las jeringas de inyección tienen menos tendencia a tener bloqueos
4. Reducción en la contaminación del equipo
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Propiedades Fisicoquímicas del analito: Estructura química, peso molecular, solubilidad, 
propiedad acido-base (pKa) y respuesta frente al detector seleccionado para el análisis.
 
Concentración de analito en la muestra: Si la concentración es alta, la preparación de 
muestra es sencilla (la perdida de analito entre los pasos será insignificativa). Si la 
concentración es baja, puede requerir métodos más complejos.

• Respuesta baja o nula a nuestro detector
• Baja concentración de analito en la 

muestra

Características generales a considerar
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Propiedades Fisicoquímicas del analito: Estructura química, peso molecular, solubilidad, 
propiedad acido-base (pKa) y respuesta frente al detector seleccionado para el análisis.
 
Concentración de analito en la muestra: Si la concentración es alta, la preparación de 
muestra es sencilla (la perdida de analito entre los pasos será insignificativa). Si la 
concentración es baja, puede requerir métodos mas complejos con numerosos pasos. 

• Respuesta baja o nula a nuestro detector
• Baja concentración de analito en la 

muestra

Derivatización

Respuesta 
(señal) 

La derivatización es un paso que se intenta evitar ya empleamos más reactivos y solventes que pueden ser 
peligrosos. En contra de los principios de la química verde.  

Características generales a considerar
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Propiedades Fisicoquímicas del analito: Estructura química, peso molecular, solubilidad, 
propiedad acido-base (pKa) y respuesta frente al detector seleccionado para el análisis.
 
Concentración de analito en la muestra: Si la concentración es alta, la preparación de 
muestra es sencilla (la perdida de analito entre los pasos será insignificativa). Si la 
concentración es baja, puede requerir métodos mas complejos con numerosos pasos. 

• Respuesta baja o nula a nuestro detector
• Baja concentración de analito en la 

muestra

Derivatización

Naturaleza de la matriz: Remoción de componentes de la matriz suele ser paso critico 
cuando la concentración de analito se detecta con dificultad. La matriz puede contener 
impurezas cuyos picos (señal) interfieren con el pico de nuestro analito. También estas 
impurezas pueden dañar nuestro equipo de análisis.
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 señales que interfieran en nuestro análisis. 

Características generales a considerar

Respuesta 
(señal) 
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Preparación de muestras

Naturaleza de la muestra y tratamiento previo

Muestras liquidas (poco complejas)
1-Filtración, concentración 
2-Preparación de muestra
3-Análisis

Muestras solidas
1-Molienda, homogeneización, 
secado
2- Preparación de muestra 
(QuEChERS, SPE). Los analitos 
deben solubilizarse en solvente 
adecuado 
3-Análisis

Muestras gaseosas
1-Desorción con solvente
2-Análisis
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Preparación de muestras

Naturaleza de la muestra y tratamiento previo

Muestras biológicas 
1- Homogeneización
2- Desproteinización
3- Preparación de muestra 
4- Análisis

Desproteinización
Las proteínas se eliminan ya que pueden ser interferentes 
durante el análisis.

Se separan por precipitación por el agregado de varios agentes: 
solventes orgánicos, sales, ácidos o por ultracentrifugación. 

• Solventes orgánicos (ACN,MeOH,EtOH) agregados a una 
solución acuosa, disminuyen la solubilidad de las proteínas e 
inducen su precipitación.

• Salting in, agregado de sales neutras (NaCl), disminuye la 
atracción de las moléculas de las proteínas y aumenta su 
solubilidad. 

• Salting out, se aumenta la cc de sales, estas compiten con las 
moléculas de proteínas por el agua, logrando la precipitación 
de la proteína por deshidratación.

• Ácidos (perclórico, metafosfórico) forman sales insolubles con 
las proteínas cargadas positivamente.
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Preparación de muestra Análisis 
Interpretación 
de resultados y 

reporte
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Extracción solido-liquido

+Agitación: manual, mecánica o 
ultrasónica
+Temperatura en baño de agua 
+ Múltiples agregados de solvente 

A considerar:
• Las características del 

solvente
• El n° de extracciones
• Velocidad y tiempo de 

agitación
• Temperatura

Características de
Matriz y analito

Centrifugación-separación 
de sobrenadante-Análisis 
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Extracción solido-liquido=Extracción por fluidos 
supercrítico (SFE)

Propiedades de un fluido supercrítico
•Viscosidad de un gas
•Densidad de un líquido
•Baja tensión superficial

Fluido supercrítico

En estos valores críticos se llega a efectos extractivos 
similares al de los líquidos.

Presión PolaridadDensidad

Polar

No polar

P
re

si
ó

n

Metanol

Acetato de etilo

Hexano

El punto crítico es la presión y la temperatura a las cuales el gas y el líquido son 
indistinguibles, por encima de éste los fluidos presentan características de ambas fases.

Fluido supercrítico: CO2
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Extracción solido-liquido=Extracción por fluidos 
supercrítico (SFE)

Se liberan al aire o pueden permanecer en el extracto final, así que esto es una 

limitación de algunos debido a su toxicidad. 

El CO2 es uno de los más elegidos debido a su baja temp. critica ,baja toxicidad, 

no inflamable, se separa fácilmente del producto que se quiere extraer. 
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Extracción solido-liquido=Extracción por fluidos 
supercrítico (SFE)
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Extracción solido-liquido=Extracción por fluidos 
supercrítico (SFE)

Muchas de las sustancias extraídas son usadas 
para enriquecer otros alimentos. Esto se debe 
a que los extractos
obtenidos no contienen residuos ni 
contaminantes.

http://www.alimentosargentinos.gob.ar/contenido/sectores/tecnologia/Ficha_01_Fluidos.pdf
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Extracción liquido-liquido

Es la distribución de un analito entre dos líquidos inmiscibles (orgánico – 
acuoso)

Analitos neutros → extracción directa

Analitos ionizables → modificando pH del medio
• Analitos ácidos → acidificando el medio
• Analitos básicos → alcalinizando el medio

A considerar
+ Agitación
+ Temperatura
+ Múltiples agregados de solvente 
+ Combinación de solventes

Centrifugación-separación de 
sobrenadante-Análisis 
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QuEChERS

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe

1-etapa de extracción.
2-etapa de clean-up.

Sales y adsorbentes 
deben interaccionar 
solo con 
componentes de la 
matriz

Listo para 
analizar
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QuEChERS

Sobrenadante: 
contiene los 
analitos de 
interés
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QuEChERS
1-Etapa de extracción
• Acetonitrilo: es un buen solvente para la extracción, 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: MgSO4 provee una separación de fases completa (organica-acuosa), posee 
buena capacidad de adsorción de agua. NaCl en conjunto con MgSO4 favorece la 
separación de las fases.

2-Etapa de clean-up
• Sales: MgSO4 para proporcionar una limpieza adicional eliminando el agua 

residual y otros compuestos mediante quelación.
• Adsorbentes: 
1. Amina secundaria primaria (primary secondary amine, PSA), eficaz para retener 

los ácidos grasos, ácidos orgánicos, azúcares 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 lipofílicos (muestras de origen 
animal).
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QuEChERS

Carbón grafitizado
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QuEChERS

Clean-up de diferentes muestras
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QuEChERS
Métodos oficiales para análisis de múltiples pesticidas en alimentos (frutas y 
verduras) – en continua expansión hacia nuevas matrices y analitos 
AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) International Official method 
2007.01
EN method EN 15662 
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SPE

Extracción en fase solida (Solid Phase Extraction)

Basada en interacciones con sorbentes
Ventajas
•Alta eficiencia en separaciones de analitos e impurezas
•Útil para enriquecimiento de trazas (analitos en bajas cc)
•Fácilmente automatizada
•Gran variedad de fases disponibles
Desventajas
•Adsorción irreversible de algunos analitos
•Desarrollo de métodos complejo
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SPE

Extracción en fase solida (Solid Phase Extraction)

Las columnas o cartuchos de polipropileno están 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 iónico.
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SPE
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Fase reversa/no polar
Interacción con grupos funcionales C8

Fases hidrofóbicas

Fuerzas de Van der Waals
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Modo mixto

Atracción electrostatica

Fuerzas de Van der Waals
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Manifold

Presión negativa

Presión positiva
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SPE - procedimiento
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SPE

Metodología de extracción

La selección de las condiciones 

óptimas para la extracción 

dependen de la naturaleza del 

analito y de la matriz.

Pasos:

1- Lavado y activación de la 

columna. 

2- Aplicación de la muestra. 

3- Lavado de la columna. 

4- Elución del analito. 
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SPE

1- Lavado y activación de la columna. 

El objetivo es solvatar los grupos funcionales de la 

columna. Los analitos no pueden interactuar con 

el relleno si los grupos no se encuentran 

“activados”. Por ej, las cadenas de fase reversa 

(C18 o C8) deben “estirarse” para lograr la 

interacción.

En fase reversa se suele utilizar: 2 volúmenes de 

columna de un solvente orgánico + 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.

Activación: Equilibra la columna. Se hace fluir un 

solvente igual o similar al empleado como medio 

de disolución de las muestras. 
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SPE

2- Aplicación de la muestra. 

La muestra se aplica en la columna a un 

flujo determinado (1 a 5 mL/min). 

Si las muestras posee una alta proporción 

de solidos suspendidos puede tapar la 

columna. Por lo que se recomienda filtrar 

las muestras que son muy turbias o con 

materia en suspensión. 

Se retiene fuertemente el analito y 

también algunas impurezas. 
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SPE

3- Lavado de la columna. 

Eliminación 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. 
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SPE

4- Elución del analito. 

Se eluye con un solvente tal que posea la fuerza de 

elución apropiada para liberar al analito.
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SPE

MeOH: metanol
ACN: acetonitrilo
IPA: isopropanol
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Modelos de cartucho SPE
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Pasos 
siguientes

ej de método SPE
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Pasos 
siguientes

ej de método SPE
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Derivatización

Mejora la 
detección

Mejora la 
sensibilidad

Señal/respuesta cc

Permite la 
detección

Agrega grupos 
cromóforos (Uv) o 
fluoroforos (FLD)

Ej. Aminoácidos se derivatizan 
para que sean detectados por 
FLD.

Mejora la 
selectividad

Separa compuestos 
que no se podrían 
resolver

Ej. Enantiomeros.

Permitir la 
cromatografía

+ utilizado en GC

Objetivos
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Derivatización

• Respuesta baja o nula a nuestro detector
• Concentración de analito en la muestra Derivatización

Respuesta

Derivatización

Pre-columna

Post-columna

Antes de 
inyectar la 

muestra en el 
equipo

Luego de 
inyectar la 

muestra en el 
equipo

El analito se separa en la 
columna y antes de 

ingresar en el detector 
reacciona

La elección de cada método depende de la velocidad de reacción y la 
compatibilidad de la reacción (y reactivos) con la fase móvil.
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Derivatización

Derivatización

Pre-columna

Post-columna

Ventajas
• No tiene limitación cinética.
• El exceso de reactivo puede 

separarse en la columna.

Ventajas
• Método rápido.

• La reacción puede quedar 
incompleta

Desventajas
Incompatibilidad de 

reacciones (o 
reactivos) con la 

FM

Desventajas
Pueden aparecer 

picos de otros 
derivados de la 

reacción.

HPLC 
(Solventes-

Bomba-
muestreador)

Columna

Solventes 
Bomba

Mezclador

Reactor Detector
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Concentración de muestra

Nitrógeno o aire 

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 MgSO4 anhidro, 
ya que si tenemos agua será muy difícil eliminarla sin descomponer el analito.

Muestra

Slv compatible con 
equipo?

Por ej. Slv apolar 
(Hx) incompatible 
con sistemas fase 
reversa

Cc analito alta en la 
muestra?

Se pueden tomar 
mL e inyectar

Se evapora el slv a 
sequedad

Residuo se disuelve 
en slv y mL 
adecuado para 
analisis

Si

Si No

No
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2 mL MeOH
después de 
evaporar 
redisolvemos 
en 0.5 mL 
MeOH
aumentamos 
la cc del 
analito.

Retomando el ej de método SPE



52

Filtración – Filtros de jeringa

A tener en cuenta:
• Resistencia de la membrana al solvente
• Unión del analito a la membrana
• Tamaño 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 

partículas a separar. 0.2 – 0.45 µm
• Diámetro de filtro: depende del volumen de muestra. 

4 – 30 mm

• Técnica rápida y económica de remover particuladas e 
interferencias.

• Hay una amplia variedad de materiales de membrana
• Protege elementos vitales del instrumento. Ej 

Columna Analítica.

La compatibilidad química entre la membrana de 
filtración y la muestra es clave

Se realiza después de la preparación de muestra y antes del análisis en el equipo
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Características de las membranas

Nylon
Compatibilidad muestras acuosas y orgánicas.
Membrana hidrofílica.
Incompatible:
Ácidos > 1N
Solventes halogenados
Celulosa Regenerada
Membrana hidrofílica
Compatible con prácticamente todos los solventes de HPLC
Tolera rango de pH de 3 a 12
Incompatible:
Ác. Sulfúrico, HCl, nítrico, fosfórico, DMF
Politetrafluoroetileno/Teflon (PTFE)
Membrana Hidrofóbica
Gran estabilidad térmica 
Resistente a casi todos los solventes, ácidos y bases
Puede usarse para bloquear el vapor de agua
Incompatible
Ácido perclórico, dioxano, DMF

Filtración – Filtros de jeringa
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Elección de membrana: depende del solvente y equipo 

• Solventes No-polares y agresivos: PTFE (Politetrafluoroetileno/teflon)
• Solventes orgánicos/acuosos: PTFE-L
• Preparación de muestras biológicas: Cel. Regenerada
• Electroforesis capilar: PES (Polietersulfona)
• Matriz con alto contenido de sólidos: GMF (Microfibra de Vidrio)/pre-filtro
• Cromatografía HPLC: PVDF (Difluoruro de Polivinilideno)/Nylon/RC (Celulosa 

Regenerada)/PTFE-L
• Cromatografía iónica: PES/PVDF
• Análisis de proteínas: PVDF
• Trazas de metales: PES
• Espectrofotometría UV-Vis: PVDF

Solventes 
Acuosos
• Acetato de 
Celulosa
• Nylon
• PES
• PTFE-L

Filtración – Filtros de jeringa

Solventes orgánicos
• PTFE
• PTFE-L
• PVDF
• Cel. Regenerada
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Resumen de etapas

Posible 
concentración 
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Fortificación/Spike de muestra

Para determinar cuan efectivo es nuestro 
método de extracción.

1- A una muestra blanco que conocemos 
que está libre de nuestro analito a 
determinar, se le agrega una 
concentración conocida del analito de 
interés. 
2- A la muestra fortificada se la trata con 
el método de extracción/prep de muestra. 
3- Se procede con el método de análisis. 
Se determina si la concentración hallada 
coincide con la concentración agregada.
A partir de esta información se saca un 
porcentaje, denominado %Recuperación. 

Cc agregada o mg____100%
Cc hallada o mg______x=%Rec.
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Preparación de muestra Análisis 
Interpretación 
de resultados y 

reporte

Fortificación/Spike de muestra

Fortificación 

Reprocesamiento?
Muestra (+) 

y Fortificación baja
recup
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Conclusiones

Preparación de muestra Análisis 
Interpretación 
de resultados y 

reporte

• Existen múltiples métodos, siempre se busca utilizar el que menos tiempo y 

costos requiera.

• Cada combinación muestra-analito tendrá un proceso diferente. No es lo mismo 

aplicar la preparación 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 mínima) o benéficos para 

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