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PROCESO DE MEDIDA QUIMICA

Etapa pre-analitica %

Etapa analitica %
‘Etapa post analitica %




ETAPA PRE-ANALITICA

También llamada operaciones previas o
etapa preparativa de muestra

Incluye el acondicionamiento de la
muestra y la separacion de los analitos
de sustancias interferentes.

Es la etapa del analisis que lleva mas
tiempo, esta mas expuesto a errores y
requiere de mayor trabajo en el
laboratorio.
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ETAPA ANALITICA

Mediante instrumental analitico
especifico se intenta detectar,
1dentificar y cuantificar el o los
analitos de interés.
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ETAPA POST - ANALITICA

Donde se realiza la interpretacion de
los resultados y el tratamiento
estadistico de los datos.
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Figura 1: Esquema del proceso de medida quimico



PRECONCENTRACION DE ANALITOS

Cada método de analisis tiene un intervalo de
concentracion 6ptima y para la optimizaciéon de
la concentracion se debera tener en cuenta el
limite de deteccion del ensayo y el intervalo de
concentracion de trabajo. Con estas
conslderaciones se logra la mayor precision y
la mayor exactitud en el ensayo.

Incrementa la concentracion de analitos antes
del ensayo, este proceso puede llevarse a cabo
mediante técnicas de extraccion.



EXTRACCION

La extraccion es el proceso por el cual un
soluto pasa de una fase a otra.

Objetivo: separar el analito desde la
matriz o eliminar de la matriz a
componentes que podrian actuar como
interferentes en un analisis posterior (a
este ultimo objetivo, se lo suele denominar
purificacion de la muestra).



EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La EFS es la técnica mas usual en el
pretratamiento muestras antes de su
analisis por técnicas instrumentales como
por ejemplo HPLC (Cromatografia Liquida
de alto Rendimiento), GC (Cromatografia
en fase Gaseosa), entre otras.



La EFS se basa en la particion de los compuestos
entre una fase liquida (muestra) y una fase
solida (extractante) gobernada por fuerzas
intermoleculares entre ambas fases. Los
compuestos a ser extraidos deben tener mayor
afinidad por la fase solida que por la matriz de
la muestra (fase liquida). La retencion puede
involucrar fuerzas polares, no-polares y de
intercambio 16nico.

El analito retenido es posteriormente eluido con
un pequeno volumen de solvente de elucion
proporcionando extractos altamente
concentrados



La EFS puede utilizarse:

a) Para retener al analito de interés, permitiendo
que las interferencias (los componentes de la
matriz distintos de los solutos de interés) pasen a
través de la columna (elevada constante de
afinidad del analito con el adsorbente).

b) Para retener las interferencias, permitiendo
que los compuestos de interés pasen a través de
la columna disueltos en la fase acuosa de la
muestra (elevada constante de afinidad de
las interferencias con el adsorbente).



MECANISMOS

Existen tres tipos de mecanismos para la
extraccion en fase solida:

fase reversa ¢
fase normal ¢

Intercambio 16nico ¢

La diferencia entre estos mecanismos radica en
las distintas interacciones posibles entre los
ogrupos funcionales de los analitos o solutos y los
de la fase solida.

>




FASE REVERSA

Las retenciones en fase reversa implican
matrices polares o moderadamente polares
(usualmente fases liquidas como el agua) y una
fase estacionaria no polar. Las Fases
Estacionarias que mas se utilizan son las de
Carbono 8 (octilo) y Carbono 18 (octadecilo).

Para romper las interacciones intermoleculares
entre el soluto retenido en la superficie de la fase
fija (proceso que se denomina ELUCION) se
utiliza un solvente no polar o poco polar. En este
tipo de mecanismo, el objeto es retener al analito
de interés, por lo cual el pH de la muestra debe
ajustarse para que los solutos no tengan carga
neta, es decir estén en su forma neutra. <




FASE NORMAL

Las retenciones en fase normal implican
analitos polares en matrices no polares o
medianamente polares (acetona, solventes
clorados y hexano) y fase estacionaria
polar. Se utilizan grupos funcionales
polares unidos a la silicagel (-CN, -NH2,
—Di1oles). Un compuesto adsorbido por este
mecanismo se eluye mediante un solvente
mas polar que la matriz original (donde
estaban contenidos los solutos de interés

<




INTERCAMBIO IONICO

Implica la transferencia de uno o mas
1ones de la fase fluida al sélido por
Intercambio o desplazamiento de 1ones
de la misma carga, que se encuentran
unidos por fuerzas electrostaticas a
ogrupos funcionales superficiales.




La fase solida, fase estacionaria o
material adsorbente puede presentarse
en diferentes configuraciones:
Compactadas en discos, Empacadas en
cartuchos o Recubriendo una fibra
(microextraccion en fase sélida)



CARTUCHOS COMERCIALES

El relleno es de silicagel con modificacion quimica de
la superficie expuesta o de distintos polimeros y se
empaca dentro de cartuchos. La correcta eleccion del
adsorbente se hara en funcién de la estructura y
propiedades fisicoquimicas del analito que se desea
extraer (en particular la polaridad y la presencia de
determinados grupos funcionales) y de las
caracteristicas de los componentes de la muestra.
Entendiendo la interaccién intermolecular entre los
interferentes presentes en la muestra, el analito de
interés y el material adsorbente, se puede optimizar
la separacion




METODOLOGIA EXPERIMENTAL PARA LA
EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Paso 1: Seleccionar una fase estacionaria apropiada.
Comercialmente se dispone de tamanos variables de
cartuchos, que difieren en la cantidad de relleno,
influyendo en su capacidad para retener al analito.

La capacidad esta definida como la cantidad de analito
que puede retenerse en el cartucho. La capacidad
tipica de retencion de un adsorbente polar o no polar,
es menor al 1 % de la masa del adsorbente y
ocasionalmente puede alcanzar el 5 %.



Paso 2: Acondicionar la Fase Estacionaria.
Mediante solvatacion se prepara al
adsorbente para que la interacciéon con los
analitos sea reproducible. La solvatacion es
el proceso de atraccion y asociacion de
moléculas de un solvente con moléculas o
1ones de un soluto. Para extraccion en fase
reversa se acondiciona pasando un volumen
aproplado de agua, seguido por un volumen
de un solvente organico miscible en agua
(por ejemplo, metanol). Por ultimo, se
adiciona una solucién reguladora acuosa
para ajuste del pH.

ACONDICIONAMIENTO

preparacion del sorbente para
la interaccion con los analitos

£ N\

MeOH + agua

fase estacionaria



Paso 3: Transferir la muestra al cartucho
de extraccion. La cantidad de muestra
disponible puede estar comprendida en un
rango muy extenso, desde pocos microlitros
a varios litros, pero es una condicion
esencial que esté en una forma compatible
con el sistema de EFS. Para favorecer la
retencion del analito en el adsorbente y
para facilitar el flujo y distribucién de la
muestra en todo el relleno, es necesario que
la muestra esté limpia, es decir, sin
particulas n1 materiales en suspensiéon y
libre de todo tipo de material interferente.
Por este motivo, para muestras complejas
es necesario realizar un paso previo de
acondicionamiento, que puede consistir en
un proceso de desnaturalizacion previa de
macromoléculas biolégicas (proteinas,
hidratos de carbono, lipidos, etc.) La
muestra debe pasarse, a través del
cartucho, con una velocidad de flujo
apropilada, de lo contrario se puede ver

afectada la retencion de ciertos compuestos.

CARGA DE MUESTRA

interaccion de los analitos
con el sorbente

muestra (ajustar pH,
contenido de solvente,
fuerza iénica, etc.)



Paso 4: Lavar el empacado. Si el LAVADO

. . . ., eliminacion compuestos no
mecanismo de EFS implica la retencion deseadoso wtenios débiments
del compuesto de interés, el lavado i

L . . MeOH
debera eliminar los compuestos no e

deseados o retenidos débilmente. Para
ello, se debe utilizar el mismo solvente
en el que esta disuelta la muestra o
alguna otra solucién que no elimine el
analito de interés.



Paso 5: Eluir el compuesto de
interés. Para la elucion del analito
retenido se utiliza una soluciéon
que rompa las interacciones entre
el analito y el adsorbente. El
eluido se colecta para su posterior
analisis. Para que la elucion sea
mas eficiente es conveniente
utilizar dos alicuotas de volumen
de solvente, en vez de una sola. La
eficiencia es optima con tiempos
de contacto entre el solvente de
elucion y la fase estacionaria de
20 a 60 segundos

ELUCION
Se rompen las interacciones
analito-sorbente

£\

MeOH

recoleccion —
del eluido
> | analito
. concentrado

l

B reaccion de
identificacion




EXTRACCION LIQUIDO - LIQUIDO

Esta técnica se utiliza cuando la diferencia entre
los puntos de ebullicion de los compuestos de una
mezcla es pequena, pero existe una marcada
diferencia en sus solubilidades relativas en
distintos solventes organicos.

La distribucién diferencial o disolucion selectiva o
particion de un soluto o analito entre dos fases
liquidas inmiscibles, es la base de los procesos
extractivos.

Esta distribucion esta regida por la Ley de
NERNST



LEY DE NERNST

A temperatura constante cualquier soluto se
distribuira entre dos solventes inmiscibles (sistema
liquido bifasico) de forma tal que la relacién de las
concentraciones de equilibrio de la especie en unay
otra fase es igual a una CONSTANTE, a esta
constante la denominamos Constante de
Distribuciéon, Constante de Reparto o Coeficiente de
Particion

Kd = Conc.de analito en fase organica

Conc.de analito en fase acuosa

Fase organica: solvente utilizado para la extraccion

Fase acuosa: constituida por la solucion muestra



Hablamos de “Constante de Reparto” porque efectivamente
uno o mas solutos se reparten en cada fase del sistema de
liquidos inmiscibles segun las solubilidades relativas que
tengan en cada uno de ellos, llegando a un equilibrio. Es
decir, la particion si se mantienen las condiciones del
sistema (temperatura, naturaleza de los solutos y
naturaleza de los liquidos) se dara siempre de la misma
forma por lo cual el cociente de las concentraciones en una
y otra fase, llegado al equilibrio, tendra un valor constante.

La extraccion liquido-liquido discontinua es una técnica
ampliamente utilizada en las Sistematicas Analiticas
aplicadas a Toxicos Organicos Fijos. Estas familias de
especies toxicas tienen puntos de ebullicién relativamente
altos por lo que no pueden ser aislados de sus matrices
originales (muestras bioldgicas y no bioldgicas) por técnicas
como la destilacién simple, la microdifusiéon o head space,
que s1 permiten la separacion de principios volatiles, que
presentan puntos de ebullicion bajos y alta presion de
vapor



OPTIMIZACION DE UN PROCESO
EXTRACTIVO LIQUIDO-LIQUIDO

Deben considerarse ciertas variables:

1. Estructura Molecular Soluto - Solventes:
“lo semejante disuelve a lo semejante”

Un compuesto organico sera soluble en otro
sl esta quimicamente emparentado con él, es
decir, los dos principios deben pertenecer a
la misma serie homologa o a series con
ciertas propledades comunes.



2. Valor de pH de fase acuosa (muestra a extractar). El
valor de pH debe ser acorde a los principios que se desean
separar de la matriz original, teniendo como premisa que
los solutos con carga neta son solubles en agua por
Interacciones electrostaticas con las moléculas de agua que
tienen dos enlaces polarizados. Para que un soluto sea
soluble en solventes organicos y pueda ser extractado de la
fase acuosa debe estar en su forma neutra, no i6nica. Esto
1mplica que para separar compuestos de caracter 4cido se
acondicionara el valor de pH a 3 o 4, para asegurar que no
se produzca la disociacion de los grupos carboxilo, porque
existe un exceso de protones en el medio acuoso. Para
separar compuestos de caracter alcalino se acondicionara el
valor de pH a 9, para asegurar que no se produzca la
protonacién de grupos amino de las bases a extractar (lo
que significaria la adquisicién de una carga neta positiva lo
que hace inviable su disolucién en solventes organicos), el

pH 9 1implica la presencia en el medio acuoso de un exceso
de oxhidri]

AH + OHy, © A™ + Hy0

+ OH™ (ac) + HyO



3. Fuerza Ionica de fase acuosa: Se puede mejorar
el rendimiento de los procesos extractivos s1 se
adiciona a la muestra un electrolito fuerte
(hidrosales) como, por ejemplo, cloruro de sodio.
Los 1ones sodio y cloruro en solucion
Interaccionan electrostaticamente con las
moléculas polarizadas de agua y debilitan de esta
forma los enlaces intermoleculares de los solutos
con el agua que los mantenian en solucion, esto
facilita el paso de las sustancias de interés
toxicologico al solvente de extraccion.



4. Area superficial expuesta: Cuando se quiere
extractar el principio activo presente en un
comprimido de una especialidad farmacologica o un
comprimido que contiene (presuntlvamente) una
droga de diseno, se pueden adoptar dos tecmcas una
es someter a extraccmn con solvente organico
directamente al comprimido, la otra técnica requiere
la disolucién previa del comprimido en agua, se ajusta
el pH de esta disolucion y se practica entonces una
extraccion liquido-liquido. Tanto en una como en la
otra se requiere que el comprimido sea transformado
en un fino polvo, previo a ser extractado. Esto se
funda en que el area superficial que estara expuesta a
la accion del solvente aumenta significativamente
cuanto mas pulverizado se encuentre el comprimido
solido original y en el caso de la previa disolucion en
agua, la reduccion a polvo facilita la disolucion



RENDIMIENTO DE UN PROCESO
EXTRACTIVO

El “Rendimiento” de un proceso extractivo puede
elevarse s1 se practican sobre la misma muestra
dos 0 mas extracciones sucesivas. APUNTE

Después de una primera extraccion una fraccion
del soluto es retirada de la muestra acuosa
original por el solvente organico utilizado como
extractante. No obstante, como la fase acuosa
aun contiene una cantidad remanente de soluto
después de un primer ensayo extractivo, es
recomendable repetir el proceso de extraccion con
nuevas cantidades de disolvente de extraccion,
para optimizar su separacion.



S1 tengo un volumen “V” de solvente de
extraccion, tengo dos opciones:

1.- Practico un solo ensayo extractivo con la
totalidad del volumen “V”

2.- Fracciono el volumen “V” en alicuotas de
menor volumen y practico tantas extracciones
sucesivas como fracciones de volumen tenga.

Se demuestra que debe optarse por la alternativa
“2” ya que es mas eficiente practicar n
extracciones con n fracciones de un volumen V/n
de solvente de extraccion que una tunica
extraccion con un volumen V de solvente.

S1 se practican extracciones sucesivas, se reiunen
las fases organicas obtenidas en cada ensayo en
un “extracto organico” Gnico



Del extracto organico se tiene que recuperar el o
los solutos extraidos, para lo cual en una primera
etapa se hace pasar ese solvente organico por un
agente desecante con el fin de eliminar toda traza
de humedad que pueda haber quedado
contaminando el extracto organico luego de la
operacion de separacion de la fase acuosa. Uno de
los reactivos desecantes mas utilizados en estas
operatorias es el sulfato de sodio anhidro (exento
de agua) que tiene alta capacidad para retener
moléculas de agua.



Terminado este proceso, es necesario eliminar el
solvente organico del Extracto Organico para
concentrar el o los solutos extractados,
obteniendo lo que se denomina extracto seco.
Esto se lleva a cabo por técnicas de destilacion o
evaporacion.



MECANICA OPERATORIA

El proceso extractivo se puede llevar a cabo en
“Ampollas de Decantacion”

Este material de laboratorio tiene un diseno
especlal que permite, una vez finalizada la
extraccion, la separacion de las fases inmiscibles
involucradas




o La fase que se descarga
depende de la densidad del
solvente extractante,
relativa a la densidad del
agua. Si el solvente es mas
denso que el agua se
ubicara en el fondo de la
ampolla y cuando se abra
la llave es el que se
descargara, si el solvente
es menos denso que el
agua, se ubicara en la
ampolla por encima de
muestra acuosa y cuando
se abra la llave de paso, es
la fase acuosa la que se
descarga.







CARACTERISTICAS DEL DISOLVENTE DE
EXTRACCION

Que no sea miscible con el otro disolvente. El agua o una
disolucion acuosa suele ser uno de los disolventes
1mplicados. El otro disolvente es un disolvente organico.

Que el componente deseado sea mucho mas soluble en el
disolvente de extraccion que en el disolvente original.

Que el resto de componentes no sean solubles en el
disolvente de extraccion.

Que sea suficientemente volatil, de manera que se pueda
eliminar facilmente del producto extraido mediante
destilacion o evaporacion.

Que no sea toéxico ni inflamable, no obstante, debe tenerse
presente que hay pocos disolventes que cumplan los dos
criterios: hay disolventes de baja toxicidad, pero
inflamables como el hexano, otros no son inflamables pero
tienen mayor riesgo téxico como el diclorometano o el
cloroformo, y otros son téxicos e inflamables como el
benceno.



La cantidad de soluto que pase desde la muestra acuosa al
solvente extractante sera tanto mayor cuanto mayor sea el
valor de la Constante de Distribucion, es decir, cuanto
mayor afinidad tenga el soluto por el solvente organico
seleccionado como extractante, mayor sera la fraccion de
soluto que abandone la muestra acuosa para disolverse en
ese solvente organico.

Después de unos 15 minutos de agitacion suave, se deja la
ampolla en reposo en su soporte y a los pocos minutos
ambas fases vuelven a separarse nitidamente por mera
decantacion en funciéon de sus diferentes densidades e
inmiscibilidad.

Cuando la interfase delimita claramente a ambas fases se
procede a descargar (abriendo la llave de paso) la fase
inferior (de mayor densidad). Si el solvente de extraccion es
menos denso que la muestra acuosa, una vez separadas las
fases, quedara retenido en la ampolla porque al abrir la
llave se descargo la fase acuosa. Por el contrario, si el
solvente es mas denso que el agua (por ejemplo
diclorometano, cloroformo), al abrir la llave se descargara el
solvente de extraccion.



o Cualquiera sea el caso, el solvente de extraccion,
se hace pasar por sulfato de sodio anhidro
contenido en un embudo de vidrio revestido
Internamente con papel de filtro, esta operacion
permite eliminar trazas de agua procedentes de
la muestra acuosa extractada




Finalmente, el extracto organico ya desecado, se
concentra por simple evaporacion para obtener un
Extracto Concentrado (ain conserva parte del
volumen del solvente extractivo a pesar de la
evaporacion) o un Extracto Seco, el cual es resultado
de la completa evaporacion del solvente organico. Los
Extractos Concentrados se destinan directamente, a
los ensayos analiticos de deteccion e 1dentificacion vy,
en su caso, de cuantificacion. Los Extractos Secos
deben ser previamente resuspendidos en un reducido
volumen de solvente organico (determinados recursos
analiticos requieren que el Extracto Seco se
redisuelva en un solvente diferente del utilizado en la
extraccion por eso se requiere la evaporacion total de
este Ultimo)



DESTILACION

Es un método comunmente utilizado para la
purificacion de liquidos y la separacion de
mezclas con el fin de obtener sus componentes
individuales.

Se basa fundamentalmente en los puntos de
ebullicién de cada uno de los componentes de la
mezcla. Cuanto mayor sea la diferencia entre los
puntos de ebullicién de las sustancias de la
mezcla, mas eficaz sera la separacion de sus
componentes; es decir, los componentes se
obtendran con un mayor grado de pureza.



La técnica consiste en calentar la mezcla hasta que
ésta entra en ebulliciéon. A medida que la mezcla se
calienta, la temperatura aumenta hasta que alcanza
la temperatura de la sustancia con punto de ebulliciéon
mas bajo mientras que los otros componentes de la
mezcla permanecen en su estado original. A
continuacion los vapores se dirigen hacia un
condensador que los enfria y los pasa a estado liquido.
El liquido destilado tendra la misma composicion que
los vapores y; por lo tanto, habremos conseguido
enriquecer el liquido destilado en el componente mas
volatil (el de menor punto de ebullicién). Por
consiguiente, la mezcla sin destilar se habra
enriquecido con el componente menos volatil (el de
mayor punto de ebulliciéon).
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