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El proceso de medida quimico (métodos analiticos)

El proposito de un “estudio analitico” es obtener
informacion sobre alguin objeto o sustancia. La
sustancia puede ser solida, liquida, gaseosa o
material biologico. La informacion obtenida
puede ser quimica o fisica, estructural o de
propiedades superficiales, una secuencia en
proteinas o material genético, etc.

;Cuales son los pasos comunmente
involucrados en el proceso?

Sampling

:

Sample
preservation

:

Sample
preparation

:

Analysis




La preparacion de las muestras en un proceso de medida quimico

Puede tomar un tiempo considerable dada
la complejidad de las muestras y en muchos Homogenization,

/“ ’ ATIY Size reduction
casos es el “cuello de botella” de los analisis.

‘

Extraction

¢

Concentration

‘

Clean-up

¢

Analysis




Table 1.1. Common Instrumental Methods and the Necessary Sample Preparation

Steps Prior to Analysis

Analytes

Sample Preparation

Instrument”

Organics
Volatile organics
Metals

Metals

Ions
DNA/RNA
Amino acids, fats

carbohydrates
Microstructures

Extraction, concentration,
cleanup, derivatization

Transfer to vapor phase,
concentration

Extraction, concentration,
speciation

Extraction, derivatization,
concentration, specia-
tion

Extraction, concentration,
derivatization

Cell lysis, extraction, PCR

Extraction, cleanup
Etching, polishing, reac-

tive 1on techniques, ion
bombardments, etc.

GC, HPLC, GC/MS, LC/MS
GC, GC-MS
AA, GFAA, ICP, ICP/MS

UV-VIS molecular absorp-
tion spectrophotometry,
ion chromatography

IC, UV-VIS

Electrophoresis, UV-VIS,
florescence

GC, HPLC, electrophoresis

Microscopy, surlace spectros-
copy

“GC, gas chromatography; HPLC, high-performance liquid chromatography; MS, mass spec-
troscopy; AA, atomic absorption; GFAA, graphite furnace atomic absorption; ICP, inductively
coupled plasma; UV-VIS, ultraviolet—visible molecular absorption spectroscopy; I1C, ion chro-

matography.

(Somenath Mitra, “Sample Preparation Techniquésialytical Chemistry” 2003, Cap 1, pag %)



1) Extraccion de analitos desde muestras liquidas

Principio: reparto de X entre dos fases no miscibles (fase liquidaay
fase liquida, solida o gas b)

< =[x

Xa o« Xb
[ X1,

Factores que afectan la eficiencia del reparto de X desde una solucion acuosa
hacia la fase B (organica):

Presion de vapor (+)
solubilidad en agua (-)

Hidrofobicidad (+)

Disociacion acida (funcion del pH)
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Extraccion liquido-liquido: fases a y b liquidos no miscibles (LLE)
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1.1) Métodos de extraccion propuestos actualmente para muestras liquidas

Método Fases Sigla inglés
Extraccion liquido - liquido clasica L-L LLE
(referencia para muestras liquidas)

Extraccion L-L en vial L-L In-vial LLE
(Miniaturizacién de la ELL clasica)

1 a 2 mL muestra con 0,5 mL solvente organico

Técnicas de micro-extraccion con solventes

* Micro-extraccion con gota L-L SDME

* Micro-ext con gota desde espacio cabeza L-G-L HS-SDME

* Micro-ext liquido-liquido dispersiva L-L-L DLLME
Técnicas basadas en “sorcion”

Extraccidn en fase sélida (cartuchos de extraccién) L-S SPE
Micro-ext en fase solida L-S SPME
Micro-ext en fase solida desde espacio cabeza L-G-L HS-SPME
Extraccion por sorcion con barra agitada L-S SBSE
Extraccion asistida por microondas (Instrumental) L-L MAE / MASE




1.1.1) El método clasico

1.1.2) Micro-extraccion en gota

Micrcsylﬁf{%\ Simple SOME procedure

=
‘I,Iilll"ll LLLET

| Headspace
salvent meds — g
C _ -y
Tatal-immersion :._ Sfiring bar g
maode = P
\"-_-"' I"\"“-—-""

Fig. 1. Basic configurations for SDME and steps in the SDME immersion mode [13].

(C. Nerin, ]. Salafranca, M. Aznar, R. Batlle, Anal. Bioanal. Chem. 393
(2009) 809).
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1.1.3) Micro-extraccion liquido-liquido dispersiva

Fig. 1. Photography of different steps in DLLME: (a) before injection of mixture of disperser solvent {acetone) and extraction solvent (C2Cly) into sample solution,
(b} starting of injection, (c) end of injection, (d) optical microscopic photography, magnitede 1000 (that shows fine particles of C2Cly in cloudy state), () after
centrifuging and (f) enlarged view of sedimented phase (5.0 £ 0.2 pL). 11

Journal of Chromatography A, 1116 (2006) 1-9



1.1.4) Extraccion en fase solida (fase a liquida y b sélida) (SPE)

Se produce debido a los fendmenos de absorcion (3D) y/o adsorcion
(2D). En general se hace referencia a un proceso de “sorcion” (sorption)

Tipos de Sorbentes:
i) Polares:

Silica, Alumina, silicato de magnesio
(Florisil), silica-aminopropil, silica-
cianopropil, silica-diol.

Adsorption ..
(small pores) ii) Apolares:

. e T % s
T

L e gt Silica-C8, Silica-C18, carbon grafito

-. .,. ‘l:: 1". -._:“-; \
y aeaE :;:}
’%3 iii) Intercambio iOnico

Silica-sulfonato, Silica-amina 3aria

12



El método

]

N/
CONDITIONING

Conditionng the sorkent prior to sample
application ensures reproducibla retention
of the compound of interest (the solate).

o]

ELUTION

® Lindesired components remain

B Purified and concentrated isolate ready
for analysis

L

RETEMTION
W Adsorbed isolate

& Undesircd matrix constitucnts
4 Other undesired matrix components

RINSE
A Rinse the columns to remove undeasired
matrix componants

Table 2.6. SPE Sorbent—Analyte Interaction Mechanisms

Energy of
Frimary Interaction Interaction”
Mechanism Sorbents {kealymol)
Van der Waals Octadecyl, octyl, ethyl, phenyl, cyclohexyl, 1-10

styrene—divinylbenzene, graphitized carbon

Folar/dipole—dipole  Cvano. silica, alumina Flonsil 110
Hvdrogen bonding Amino, diol 5-10
Electrostatic Cation exchange, anion exchange 50-200

13



1.1.5) Micro-extraccion en fase solida (SPME)

Implica la miniaturizacion de la SPE

Se han utilizado diferentes fases “sorbentes”

SPME

Fase a liquida / Fase b solida

> Diferentes aproximaciones para este método

Fase a liquida / Fase b liquida
soportada por una fase solida

Supported PME

14



SPME mediante fibras recubiertas:

— -‘.J

C_

- a, EEEE

lower temperature higher temperature

Figure 249, Principle of SPME: 1, introduction of syringe needle of the SPME device (D) into
the sample vial and close to the sample (S), 2, moving the fiber {F) into the position outside the
syringe and into the sample (extraction]), 3, moving the fiber back into the syringe nesdle and
subsequent transfer of the device to the GC injector port (1) and capillary head (C), 4, penetra-
tion of the septum with syringe needle, 5, moving the fiber into the position outside the syringe
[desorption), 6, moving the fiber back into the syringe needle and withdrawing the needle.
[Reprinted with permission from Ref. 130, Copyright © 2000 Elsevier Science.)

(S. Mitra, “Sample Preparation Techniques in AneaftChemistry”, 2003, Cap 2)
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Table 2.7. SPME Fiber Selection Guide

Analvte Class

Fiber Type

Linear Range

Acids (C2-C8)
Acids (C2-C15)
Alcohols (C1-C8)
Alcohols (C1-CI18)

Aldehydes (C2-CH)
Aldehvdes (C3-C14)
Amines
Amphetamines

Aromatic amines
Barbiturates

Benzidines
Benzodiazepines

Esters [(C3—C15)

Esters ({C6—C18&)

Esters [C12—C30]

Ethers (C4-C12)
Fxaplosives (nitroaromatics)
Hydrocarbons (C2-C10)
Hydrocarbons (C5-C20)
Hydrocarbons (C10-C30)
Hvdrocarbons (C20-C404)
Ketones (C3-C9)

Ketones (C5-C12)
MNitrosamines

PAHs

Carboxen-PDMS
CW-DVB
Carboxen-PDMS
CW-DVB
Polyacrylate
Carboxen-FLDMS
100 pm PDMS
PDMS-DVE

100 pm PDMS
PDMS-DVE
PDMS-DVE
PDMS-DVE
CW-DVB
PDMS-DVE

100 pm PDMS
30 pm FDMS

7 um PDMS
Carboxen-PDMS
PDMS-DVR
Carboxen-PDMS
100 pm PDMS
30 pm FDMS

7 um PDMS
Carboxen-PDMS
100 pm PDMS
PDMS-DYVD

100 pm PDMS
30 pm FDMS

7 um PDMS

10 ppb-1 ppm
S0 pph—30 ppm
10 ppb-1 ppm
50 ppb—75 ppm
100 ppb-100 ppm
| ppb—300 ppb
50 ppb—50 ppm
50 ppb—50 ppm
100 ppb—100 ppm
50 ppb—50 ppm
5 ppb-1 ppm
500 ppb—100 ppm
5 ppb-500 ppb
100 ppb—50 ppm
5 ppb—10 ppm
ppb—1 ppm
5 ppb-1 ppm
I ppb-500 ppb
1 pph—=1 ppm
10 ppb-10 ppm
500 ppt—1 ppb
100 ppt=500 ppb
5 ppb—500 ppb
ppb-1 ppm
5 ppb-10 ppm
1 ppb—200 ppb
500 ppt—1 ppm
100 ppt=500 ppb
SO0 ppt—300 pph

v L L

v L L

Sowrce: Reprinted from Refl 135, Copyright © (1999 Marcel Dekker, Inc

16



1.1.6) Microextraccion en fase solida desde el espacio de cabeza (HS-SPME)

Similar a la técnica anterior, pero aqui en lugar de recoger la fase gaseosa del
espacio de cabeza, se realiza una “sorcion” de los analitos presentes en este,
sobre una fibra recubierta con un “sorbente”.

Piarce Vial Expase Fiber Refract Fiber

Septum Adsorb Analytas Remove From Vial Piers GC Expass Fiber Fetiact Fiber
T Sepum Desorb analytes Ramove From GG
1 2 3
4 I 5 & I

28 X 7N i
| 'II \ 'h.—__..-_.f.-j i&i-_-_:ﬂﬁ)

Etapa de extraccion y pre-concentracion Etapa de desorcion y determinacion

(equilibrios L-G y G-L) cromatografica

17



1.1.7) Extraccion por sorcion en barra agitada (Stir Bar Sorptive Extraction)

Principio: Una barra de agitacion es recubierta con un sorbente (PDMS) y
sumergida en una solucidn acuosa para extraer los analitos desde esta.

Ventajas: mayor volumen de sorbente que SPME (100 uL v/s 0,5 uL) mejora
eficiencia de extraccion para compuestos menos hidrofobicos

_[X]g _ _
KD - [X]B - KPDMS/W “‘ Kow
A
KOW ~ KPDMS/W — [X]PDMS — rnF’DMS X VW
[X]w my VPDMS

Rec=1-(1+K, x Veous )1
VW 18



1
D'g T iron bar //
0.8 —

0.7 - .IU?I. !x;//f
N T I / SBSE SPME

05— = | |
N / )
0.3 j//gf{ o 1
0.2 -
0.1 / i
__// hd

0 | | |
1 10 100 1000 10000 100000

KOW

Recovery

Figure 2.52. Theoretical recovery ol analvtes in SBSE and SPME (rom a 10-mL water sample
as a function of their octanol-water partitioning constant. Volume of PDMS on SPME fiber:
0.5 pL; volume of PDMS on SBSE stir bar: 100 pL. (Reprinted with permission from Rel. 141,
Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Inc.)
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1.1.8) Extraccion liquido-liquido asistida por microondas sistema abierto

2.0 cm ;Qué parametros afectan la eficiencia
T de la extraccion en MAE?

Potencia aplicada
13 cm
Temperatura de extraccion

Tiempo de extraccion

Tipo de solvente usado
1.5 cm
Air-cooled condenser Volumen de solvente usado

Masa de muestra

Sample

20



2) Extraccion de analitos desde muestras solidas

Principio: reparto de X entre una fase solida a y fase liquida o fluido
supercritico b)

_[X],
Xa - Xb KD_[X]

a

21



2.1) Métodos de extraccion propuestos actualmente para muestras solidas

Método Fases Sigla inglés
Extraccion Soxhlet S-L SOX

(clasica de referencia para muestras solidas)

Dispersion de matriz en fase solida S-L SPMD
Extraccion con fluidos supercriticos S - FSupC SFE
(Instrumental, uso de CO,)

Extraccion por solventes acelerada (Instrumental alta S - FSubC ASE

presion y/o temperatura, condiciones subcriticas)

Extraccion asistida por microondas (Instrumental) S—-L MAE / MASE
Extraccion asistida por ultrasonido (Instrumental) S-L USE

22




2.1.1) Extraccion Soxhlet

Meétodo robusto, exhaustivo, con pocos pardmetros
que pueden afectar la eficiencia de extraccion. Se
considera como método de referencia.

Desventajas: lento, con consumo de solvente
relativamente alto (50 a 150 mL por muestra). Cada
vez menos usado en rutina.

| Condenser

.—""’/

[i::

Pl
|-i iLi. Siphon

Porous

-
=
z
=
L

/

Solvent and
Extract

23



2.1.2) Dispersion de matriz en fase solida

MSPD ‘-égéél

Solvent

Aminopropyl,

P, o o C8, C18,.. ,.

L
et

it P "3
Mixture (sample —sorbent) Flori
sil
Blending TR (co-column)
u :‘ﬂh‘"ﬂ Elution
Transfer blend Compress
to column

Fig. 4. Schematic procedure of matrix solid-phase dispersion [MSPD).

24



2.1.3) Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Se aprovechan las caracteristicas particulares que poseen los fluidos bajo
condiciones supercriticas para la extraccion de los analitos desde matrices

solidas particularmente.

pressure

.

%

temperature

La curva T-C es la interfase entre el estado
gaseoso y el liquido. Cada punto sobre esta
curva indica cierta temperatura y presion a
las que el gas puede licuarse. Mas alla del
punto C, el gas no se licua al incrementar la
presion, sino que se comprime en un fluido
supercritico.

Densidad similar al liquido y viscosidad
similar al gas.

Mas comun CO,
25



Takle 35, EPA-Recommended SFE Methods for Environmental Samples

Pump

Supercritical

CO,

Madifier

Cven Extraction
T H//! Cell

Pump

0
Restrictor fﬂ

Collector

Figure 3.6. Schematic diagram of an off-line SFE system.

Total
Recoverable

Pest rorlenim Vaolatile lewe Valatile  Cwrpanochlorine
Hydroarbons  PAHs PaHs Pesticides PCHs
Extraction 0 0y OO CHyOH 0y 0y
fluid Ha(h(95:1:4
'r',-'.'r'..'.'l':lu
Pressure [psi) G100 1750 4400 4330 17
Deensity 0385 0.3 .63 087 075
[zfmL}
Temperatare 8O B0 120 50 B0
|
Static equili- 0 10 10 20 10
hration
time {rmin}
Dwvnamic 30 10 3 30 40
exlraction
time {rmin}
Flow rate 1.1-1.5 20 4.0 10 25
[mL/min}

“For HPLD determination only. OO —methanol-dichbromethane (95:1:4 viviv) should be

wsiad For G,

Desventaja:

Depende de la constitucion de la
matriz. El CO, supercritico es apolar,
requiere de modificadores para extraer
compuestos polares (metanol,
acetonitrilo).

26



2.1.4) Extraccion con solventes acelerada (ASE)

También se le conoce como extraccion con fluidos presurizados (PFE). Utiliza
solventes convencionales a elevada temperatura (100 a 180 °C) y presion (1500
a 2000 psi) para incrementar la extraccion de los analitos desde la muestra.

Se ided como alternativa a SFE ya que no requiere de modificadores. Los
resultados publicados con uso de este método han mostrado muy buena
eficiencia de extraccidon, mejorando incluso las prestaciones de SFE.

;Como actua?

Bajo alta presion se incrementa el punto de ebullicion del solvente y la extraccion se
realiza a mayor temperatura.

A alta temperatura se incrementa la solubilidad de los analitos y la transferencia de
masa. Disminuye la viscosidad y la tension superficial del solvente.

Junto a ello la alta presion permite que el solvente penetre en los intersticios de la
muestra, facilita la extraccion de analitos atrapados en los poros.

27



Saolvent

Owven

Extraction
Cell

Static
Valve

1] ] ;
Callection

.- Mitrogen viad '

Figure 3.7. Schematic diagram of an ASE system. (Reproduced with permission from Dionex
Corp.)

(S. Mitra, “Sample Preparation Techniques in AnaeditChemistry”, 2003, Cap 3)
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2.1.5) Extraccion asistida por microondas (MAE)

El primer reporte sobre la extraccion de compuestos organicos (pesticidas)
desde matrices solidas data de 1986 (Ganzler y col.). Posteriormente gran
incremento en investigaciones sobre su uso.

;Como actua?
Microondas intervalo frecuencia 0,3 a 300 GHz (entre radio frecuencia e infrarojo).

Los hornos de microondas para uso en laboratorio operan a 2,45 o 0,9 GHz (los
domésticos sélo a 2,45 GHz).

Al aplicar las microondas a moléculas polares en estado liquido o sélido, estas rotan
por reorientacién de los dipolos bajo la radiacién (4,9 x 10 ° veces por segundo). La
rotacion no es libre sino que hay friccion con el entorno, lo cual genera calor.

Esto genera las condiciones adecuadas para que se produzca la extraccion de los
analitos desde la matriz hacia el solvente.

29



Temperature

and Pressure Magnetron
Sensor Connectors WavelGuide Antenna
v ¥

4—Magnetron

Stirrer Isclated
[ Electronics
Exch:.:ged / Roormn Air .
to Chemieal T3\ ——— i MAE sistema cerrado
Furme Hood \“ /

Chemically Resistant
Coating on Cavity Walls

Figure 3.9. Schematic diagram of a closed-vessel cavity MAE system. (Reproduced from Ref.
85, with permission from the American Chemical Society.)

Rellux Sy=tam

— Watar
Circulation

MAE sistema abierto ,—‘:,Mmm"

¥— Wave Guide
W~

L Focused Microwaves

Fipure 3,11, Schomatc dlagmn of an open-vesssl, waveguldetype MAE swiem. (Reprodoced
from Ref. &, with permission from Elsevier Scimoe. )

30
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MAE sistema cerrado

1 g of soil
1 mL water-acetonitrile {1:1)
5 mL n-hexane

J

Microwave extraction
2 min 250W
10 min 900W

TFM vessel

T'&Il'lpﬁl'iﬂlll"& Senser

!
CUTTTT

Cooled and transfer

n-hexane to bottom
conic tube

e soaked soil

—

|

Analysis by
GC-ECD

CTTTTT

Evaporation under N
redissolution to 1 mL
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2.1.6) Extraccion asistida por ultrasonido (USE)

También conocida como “sonicacion”, utiliza las vibraciones ultrasonicas
para facilitar el contacto intimo entre la muestra y el solvente de extraccion.

Es rapida, con bajo consumo de solvente, pero en ocasiones con una baja
eficiencia de extraccion y con posibilidades de descomponer algunos
analitos.

Se utilizan dos modalidades: Con sonda o con bano de ultrasonido

| N

N

Litragoric AN
— 1 e -]
i / Frobe
- L Ty
[~ ]
- Snlsant
— i
T Solid Sampls
b ™ - - -

- x’_| 32




Table 3.15

. Advantages and Disadvantages of Various Extraction Technigues

Technique

Advantages

Disadvantages

Soxhlet extrac-

Lion

Automaoted
Soxhlet
extraction

Ultrasonic
extraction

Supercritical
fiuid
extraction
(3FE)

Accelerated
solvent

extraction
(ASE)

Microwave-
assistod
extraction
(IMAE)

Mot matrix dependent

Very inexpensive equipment

Unattended operation

Rugged. benchmark method

Filtration not required

Mot matrix dependent

Inexpensive equipment

Less solvent (50 mL)

Evaporation integrated

Filtration not required

Mot matrix dependent

Relatively inexpensive
equipment

Fast extraction (10-45 min)

Large amount of sample
(2-30 g)

Fast extraction (30-75 min)

Mimmal solvent use
(510 mL})

COa s nontoxic, nonflan-
mable, environmentally
friendly

Controlled selectivity

Filtranion not required

Evaporation not needed

Fast extraction (12— 18 min)

Small amount of solvent
(15-40 mL)

Large amount of sample
fup o 100 g)

Autoraated

Easy 1o use

Filtration not required

Fast extraction (2030 min)

High sample throughput

Small amount of solvent
(30mL)

Large amount of sample
(2-20 g)

Slow extraction [up to 2448 hrs)

Large amount of solvent
(300500 mL)

Mandatory evaporation of
extract

Relatively slow extroction
(2 bours)

Large amount of solvent
(100300 mL)

Mandatory evaporation of
extract

Extraction efficiency not as high
Labor intensive

Filtration recuived

Matrix dependert

Small sample sizz (2--10 g}
Expersive equipment

Limited applicability

Expersive equipment
Cleanup necessary

Polar solvents needed

Cleanup mandatory

Filtration required

Moderately expensive equipment

Degradation and chemical
reaction possible




Determinacion de analitos en las muestras (extractos)

Método Sigla inglés
Cromatografia de gases con diferentes detectores GC

- Captura de electrones (halogenados) GC-ECD

- Fotométrico de llama (fosforados y azufrados) GC-FPD

- Nitrogeno / Fésforo GC-NPD

- Ionizacion de llama GC-FID

- Espectrometro de masas (confirmativo) GC-MS
Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC

- Arreglo de diodos HPLC-DAD
- Espectrometro de masa (confirmativo) HPLC-MS
Cromatografia en capa fina TLC
(Método de “screening”)

Electroforesis capilar EC
Electrocromatografia capilar CEC
Espectroscopia de fluorescencia molecular FS
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