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Resumo

Se destaca la importancia de la preparacion de la muestra en los andlisis GC y GC-MS. Se ilustran
con ejemplos las consecuencias de algunos errores en la preparaciéon de la muestra, sobre los perfiles
cromatograficos de los extractos resultantes. Se describen las etapas principales de la cadena de eventos
que conducen a un extracto que permita determinar cromatograficamente los analitos de interés en
una muestra. Se incluye una breve revisiéon de los métodos de extracciéon mds comunes, sus alcances y
campos de aplicacién. El uso de blancos positivos y negativos, sustancias sucedaneas de los analitos y
otras recomendaciones para la prevencion de la contaminacién cruzada, la mejora de la recuperacion
y la obtencién de extractos con pocas interferencias, se presentan junto con explicaciones sobre su
conveniencia y efectos en el resultado final del andlisis GC-MS.
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Sample preparation: a crucial step in GC-MS analysis

Abstract

The importance of sample preparation in GC and GC-MS analyses is highlighted. Examples of
chromatographic profiles are used to illustrate the consequences of certain sample preparation mistakes.
The main steps of the chain of events that leads to a suitable extract are described, in the context of
the chromatographic determination of target analytes. A brief revision is made of the most common
extraction methods, their scope and application fields. The use of positive and negative blanks, as well
as surrogate substances and other recommendations for recovery improvement, the prevention of cross
contamination, and the achievement of extracts containing few interferences, are presented together with
explanations about their convenience and effects on the final analytical results.
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Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

El cromatograma obtenido por GC-MS no se ve bien, ya que presenta muchos picos
deformados, asimétricos, con deriva de la linea base y un ruido excesivo; ademds en los
espectros de masas se registran sefiales intrusas, que no son propias de las sustancias-target

Si, profesor, efectivamente, son la columna y el equipo que usé; ambos fallan; toca llamar al

No, sefior, no creo que la causa sea el equipo. La columna se ha instalado recientemente, es
nueva; el septum y el liner también se han cambiado hace poco, la cdmara de ionizacion se
limpié un par de dias atrds y el electromultiplicador es nuevo. El problema serdn sus manos.

Profesor:

presentes en el extracto.
Estudiante:

técnico, para que venga urgentemente y los revise.
Profesor:
Estudiante: ;Mis manos, profesor! ;Qué quiere decir con ello?
Profesor:

Sencillamente, la preparacion de la muestra fallé, es decir, que fue deficiente y poco
esmerada; hay muchas interferencias y contaminantes presentes en los extractos que inyecto,
se encuentran en éstos sustancias que no son compatibles con el sistema GC-MS. Hay que
repetir la extraccion, hacer limpieza del extracto y concentrarlo. Primero, debemos buscar
la falla en nosotros mismos y luego, compariero, echemos la culpa al equipo analitico. Como

se dice en un refran “Garbage in, garbage out”. A trabajar entonces, manos a la obra.

1 Introduccidén

La finalidad de muchas propuestas de
investigacion es buscar fondos para adquirir un
equipo analitico nuevo y de alta tecnologia. Entre
las maquinas “obligatorias” en un laboratorio
instrumental siempre figura un cromatografo de
gases (GC) acoplado a un espectrémetro de masas
(MS), GC-MS. En este instrumento, se unen dos
poderosas técnicas, la de separaciéon (GC) y la
espectroscopica (espectrometria de masas, MS),
que se usan no solo para detectar y cuantificar los
analitos de un extracto multicomponente sino
para identificarlos'*. La técnica GC-MS, a pesar
de sus grandes avances y desarrollos, multifun-
cionalidad, sensibilidad y reproducibilidad alta,
asi como la facilidad de manejo y robustez, posee
una limitacidn inherente, que reduce el numero
de sustancias que puede analizar, porque no
todos los compuestos pueden ingresar al sistema
GC-MS, sin que se empeore su funcionamiento

o la deteccion sensible. Esta limitacion esta rela-

cionada con la volatilidad, la termoestabilidad, la
polaridad y el peso molecular alto de los analitos
de interés. En otras palabras, para su andlisis por
GC-MS, los analitos-target deben ser estables
hasta temperaturas de 300-350 °C, volatiles o
volatilizables, i.e., existir en la fase gaseosa, sin
experimentar ninguna modificaciéon quimica, vy,
por lo general, su peso molecular no debe supe-
rar 500-550 Da. Tipicamente, por GC-MS se
analizan moléculas no polares y medianamente
polares con masas moleculares de hasta 400-450
Da. Todo ello implica que menos del 10% de
todas las moléculas existentes pueden ser anali-
zadas por GC-MS. En términos del numero total
de sustancias existentes en el planeta o sinteti-
zadas en el laboratorio -y que son aptas para el
analisis por GC-MS-, esta cifra es alta, pero si se
refiere a la fraccion porcentual que representan
de todas las especies moleculares existentes, este
valor es relativamente bajo. Por ende, la opera-
cion de un equipo GC-MS en el laboratorio debe

ser acompanada de una infraestructura de pre-
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paracion de la muestra necesaria para garantizar
el ingreso al aparato de sdlo aquellas sustancias
que son estrictamente compatibles con las técni-
cas GC o GC-MS. Suena obvio y trivial, pero, en
la practica, este hecho a menudo se menosprecia
y ello crea problemas analiticos, ya que puede
empeorar los resultados obtenidos por la téc-
nica GC-MS, generando a menudo los llamados
falsos negativos (no se detectan los analitos pre-
sentes, no hubo previa concentracién y limpieza
del extracto) o falsos positivos (se presenta una
confusion con las senales de interferencias que se

toman por las del analito).

Las limitaciones en cuanto a la naturaleza
quimica de las sustancias “compatibles” con la
técnica GC-MS, involucran la necesidad de su
aislamiento previo (extraccién) a partir de la
muestra (matriz) real. En la mezcla multicompo-
nente, se encuentran generalmente tanto los ana-
litos “amenos” al sistema instrumental GC-MS,
como los no aptos para este analisis. A menudo,
los componentes de interés se encuentran en
concentraciones a nivel de trazas y se necesita un
procedimiento de enriquecimiento (concentra-
cion y limpieza) del extracto, para poder detec-
tarlos. El tipo y la diversidad de mezclas comple-
jas -que se procesan-, es muy amplio e incluye
muestras ambientales (aire, aguas, suelos), de
origen bioldgico (especies vegetales, tejidos, célu-
las, fluidos fisioldgicos, etc.), alimentos y bebidas,
productos de quimica combinatoria, articulos de
uso personal, drogas y evidencias forenses (resi-
duos de incendios, explosivos, pinturas, etc.),
entre muchos otros.

Entre los compuestos analizables por
GC-MS figuran los de interés ambiental®®, aro-
mas y fragancias”®, drogas y sus metabolitos®"!,
pesticidas'?, solventes, acelerantes de incendios
maliciosos”, explosivos'*'*, aditivos de bajo y
mediano peso molecular presentes en distintos

productos finales, e.g., en polimeros'® o alimen-
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tos'”!8, semioquimicos (feromonas)” y produc-
tos naturales®”?!, entre otros. El sistema GC-MS
puede ser acoplado a diferentes dispositivos adi-
cionales, e.g., muestrador de espacio de cabeza
(Headspace Sampler, HS)**, equipo de purga
y trampa (P&T), un pirolizador, un horno para

desorcion térmica (Thermal desorption, TD), etc.

El mundo que nos rodea -y cuyas pequefas
“fracciones” o procesos son objetos de numero-
sos estudios analiticos-, es una mezcla compleja
de miles a millones de sustancias de naturaleza
quimica muy diversa. Por ejemplo, tan solo el
aroma de café puede contener mas de 800 sustan-
cias quimicas diferentes, practicamente, de todas
las clases de compuestos organicos y con diversas
funcionalidades, e.g., hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, acidos, éteres, ésteres, heterociclos,
etc.”. Las fragancias florales, extractos frutales y
aceites esenciales pueden estar compuestos por
centenares de sustancias®™?; el petréleo consti-
tuye otro ejemplo de una mezcla complejisima,
que posee 10°-10° sustancias, desde un simple
metano hasta agregados macromoleculares de
alto peso molecular (asfaltenos, resinas) de muy
complicada caracterizaciéon quimica”. Hay mads
de 100 mil proteinas en el cuerpo humano. Entre
diversos productos naturales, se han caracteri-
zado miles de terpenos y terpenoides®?, deri-
vados fendlicos y alcaloides™. Los ejemplos se
pueden continuar, pero la idea principal es clara:
en un laboratorio analitico se manejan -casi sin
excepcion- mezclas, a menudo muy complejas,
aunque en su interior, de interés analitico, pueden
figurar sélo alguno(s) compuesto(s) o analitos-
target (e.g., plaguicidas, firmacos o sus metabo-
litos, sustancias responsables por un off-flavour,
etc.) o sus homologos y derivados. Tipicamente,
se requiere determinar su presencia e identifi-
carlos (analisis cualitativo), pero frecuentemente
también hallar su respectiva cantidad (anlisis

cuantitativo). El andlisis cualitativo se lleva a
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cabo por GC-MS operado en modo de barrido
completo (full scan), mientras que la cuantifica-
cion del analito se hace, por lo general, en modo
de monitoreo de ion(es) seleccionado(s) (SIM,
Selected Ion Monitoring, por sus siglas en inglés)
0, en el caso de la configuracion MS tdndem, por
ejemplo, con analizadores de triple cuadrupolo,
QqQ, a través del monitoreo de reaccion multi-
ple (MRM, Multiple Reaction Monitoring, por sus
siglas en inglés).

No existe una técnica analitica instrumen-
tal completamente universal (es decir, que sirva
para todas las matrices) para separar, detectar,
cuantificar o identificar inequivocamente todos
los analitos-target presentes en una mezcla com-
pleja. Tampoco existe una técnica instrumental
capaz de hacerlo directamente, sin tratamiento
previo (aunque minimo) de la muestra, i.e., sin
llevar a cabo los procesos de extraccion, con-
centracion, fraccionamiento o la limpieza del
extracto. Por ejemplo, antes de someterlos al
analisis por GC-MS del aroma de una carne frita,
los compuestos volatiles deben ser aislados de la
matriz, ya que a la columna cromatogréfica capi-
lar no deben ingresar proteinas, triglicéridos o
acidos grasos. Cuando se necesita, por ejemplo,
determinar los residuos de drogas o sus meta-
bolitos en una muestra de orina, una alicuota de
ésta no se introduce directamente al equipo GC
o GC-MS, porque ni agua, ni sales presentes en
la orina son compatibles con este instrumento
y deben ser excluidas del extracto, antes de su
inyeccion. El agua, las sales organicas e inorga-
nicas, las sustancias termolabiles o de alto peso
molecular (e.g., proteinas, sacaridos, glicéridos,
glucdsidos, ceras, etc.), compuestos muy polares
(azucares, polifenoles, aminoacidos, etc.) no son
aptos para el andlisis por GC-MS vy, si eventual-
mente resultan ingresando al equipo, afectan su
resolucion, sensibilidad e imposibilitan la identi-

ficacion de analitos; la calidad del analisis puede
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empeorar irreversiblemente, mientras que el
funcionamiento del mismo equipo se compro-
mete severamente (y no es la “culpa” del equipo,

como en muchos casos se suele suponer)*'.

Lo expuesto anteriormente conduce a la
conclusion de que la muestra -para su analisis
por GC-MS-, inevitablemente debe “adecuarse”
Este proceso se llama “preparacion de la mues-
tra” (Sample Preparation) y conforma uno de
los pasos mds importantes en toda cadena ana-
litica. La etapa de preparacion de la muestra en
la cadena analitica puede ocupar del 60 al 85%
del tiempo total de analisis. Del éxito de esta
etapa dependerdn parametros analiticos tan
importantes como la eficiencia de recuperacion
de analitos, la reproducibilidad y la robustez de
la técnica, asi como la sensibilidad y selectividad
de todo el método, el tiempo requerido para el
analisis y su costo, etc. La robustez de la cadena
analitica depende, por lo general, de la fortaleza
de su eslabon mas débil, que en muchos casos,
precisamente lo conforma la fase de preparacion
de la muestra, i.e., la obtencién de un extracto
enriquecido con analito(s)-target e “idealmente”
libre de otros componentes de la matriz o interfe-
rencias incompatibles con el equipo GC-MS.

Enla gran mayoria de curriculos académicos
universitarios en el mundo, infortunadamente, si
mas bien se dictan diferentes cursos de Andlisis
Instrumental (Cromatografia, Espectroscopia,
Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética
Nuclear, Difracciéon de Rayos X, etc., Analisis
Forense, Ambiental, de Alimentos, etc.) y de
las estrategias de Identificacion de Compuestos
Organicos, la asignatura Preparacion de Muestras,
rara vez aparece como obligatoria. No obstante,
la calidad de un anélisis instrumental, el funcio-
namiento y el tiempo de vida util de un equipo
analitico (e.g., GC-MS), la frecuencia de su man-
tenimiento preventivo y correctivo son pardme-

tros derivados directamente de la “calidad” de la
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muestra (extracto) introducida, verbigracia, de
su cantidad, grado de limpieza y concentracion
de analitos, es decir, de su “adecuacion” previa
al analisis. En este caso, la piramide de errores
o posibles fallas en la cadena del analisis instru-
mental tendra en su base la competencia (know-
how) del operador y la preparacion adecuada de
la muestra (Figura 1). La mayoria de las fallas que
se presentan en el funcionamiento del equipo
analitico (descartando, por supuesto, aquellas
“genéticas” provenientes de su fabricacion) se
derivan tipicamente de: 1) su operacion correcta,
i.e, mantenimiento preventivo, cumplimiento
de recomendaciones para su uso, estabilidad de
la corriente eléctrica, etc., y, fundamentalmente
2) el tipo de la muestra (preparacion, concentra-
cién y limpieza adecuada del extracto), que se
introduce al sistema GC-MS.

Cualquier muestra a procesar se puede con-
cebir como un sistema dindmico (Figura 2), en
donde interacttan tres “esferas” correspondien-
tes a sus “bloques” principales, a saber: 1) la
matriz, 2) las interferencias y 3) los analitos-tar-

Stashenko EE, Martinez JR

get. El aislamiento cuantitativo de los ultimos
es el objetivo principal de la preparacion de la
muestra. La meta es separar los analitos cuanti-
tativamente, sin alterarlos o modificarlos quimi-
camente, de manera predecible y reproducible,
dejando el extracto final libre de los componen-
tes de la matriz y de las interferencias. La canti-
dad de analitos separados con respecto a su can-
tidad original en la muestra refleja la eficiencia
de su extraccion. El aislamiento cuantitativo de
los analitos-target se hace mds facil y eficiente
cuando sus propiedades fisico-quimicas (e.g.,
temperatura de ebullicion, polaridad, etc.) son
muy diferentes de las de otros componentes de la
matriz; por ejemplo, es mas facil aislar un hidro-
carburo del agua que un fenol presente en ésta.

A pesar de que frecuentemente se logran
separar, con alta eficiencia, los analitos de la
matriz donde se encuentran (e.g., aire, agua,
suelo, alimento, fluido biolégico, tejido, etc.), en
el extracto final, empero, pueden “sobrevivir” las
interferencias, verbigracia, aquellas sustancias
“oportunistas” que poseen una afinidad dual,

Anélisis
de datos

Preparacion de
la muestra

Operador
quimico analista

Figura 1

Las causas y la magnitud de los posibles errores o fallas que puedan surgir en una cadena analitica,

representado alegéricamente como una pirdmide, que culmina con el respectivo andlisis instrumental (e.g.,

GC-MS) del extracto obtenido.
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29



Stashenko EE, Martinez JR

30

tanto por la matriz (e.g., agua, grasa), como por
el medio extractivo (e.g., disolvente, adsorbente).
En este caso, el analisis por GC-MS puede afec-
tarse por su presencia, porque las interferencias
pueden disminuir la resolucion, la selectividad

IVlatsi]

Interferencias Analito (s)

Figura 2 La “estructura” tipica de una muestra: matriz,
analitos-target e interferencias. Las interferencias
durante el proceso de extraccién de analitos-target
revelan su naturaleza dual, ya que pueden tener afinidad
tanto por la matriz, como por el medio extractivo (e.g.,
por un disolvente, un adsorbente, gas de purga, etc.).

Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

y, fundamentalmente, la sensibilidad del equipo
GC-MS, ya que generan la contaminacién pro-
gresiva del sistema analitico, dejan en €l la
“memoria” (efecto carry-over) o simplemente se
superponen a las sefiales generadas por el ana-
lito-target, imposibilitando su identificacién o
cuantificacion.

En la Figura 3 se reflejan, de una manera
muy simplificada, los posibles resultados de la
extraccion de una muestra compleja (Figura 2),
representados asi: a) La separacion de analitos es
deficiente, con bajo porcentaje de recuperacion
y sin la debida limpieza (clean-up) del extracto
(es decir, sin eliminacién de otros componentes
de la matriz e interferencias que afectaran nega-
tivamente el analisis por GC-MS); b) La eficien-
cia de extraccion es mucho mas alta, aunque se
requiere una limpieza adicional del extracto, ya
que aun perduran en éste las interferencias; c) La
extraccion es casi perfecta: se observa una alta
eficiencia (porcentaje de recuperaciéon de ana-
litos) y muy buena limpieza del extracto. Si el

(@)

(b) (c)

Figura 3 Representacién esquemdtica de los resultados posibles de una técnica de extracciéon. a) Extraccién
deficiente con recuperacién de analitos-target baja y limpieza del extracto deficiente. b) Exiracto caracterizado
por una buena recuperacién de analitos-target, pero requiere una mejor limpieza (aislamiento de componentes
de la matriz e interferencias). c) Extracciéon adecuada, con una eficiencia de recuperaciéon de analitos alta y una

limpieza del extracto muy buena.
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extracto obtenido (Figura 3c) esta conformado
por analitos de bajo peso molecular (<400 Da),
con volatilidad alta o mediana, termoestables y
no muy polares, éste es el extracto perfecto, apto
para el analisis por GC-MS. La siguiente tarea
en la cadena analitica consistira en la escogencia
correcta de la columna (fase estacionaria, dimen-
siones) y de los parametros operacionales del
equipo GC-MS (modo de inyeccién, tempera-
turas, flujos de gases, rango de masas, velocidad
de barrido, modo de adquisicion de la corriente

323, “Idealmente”,

iénica, full scan o SIM, etc.
la técnica de extraccion debe ser exhaustiva y
altamente selectiva, y permitir el aislamiento
unicamente de analitos de interés; sin embargo,
ello no siempre es posible. A menudo, hay que
recurrir también a un procedimiento adicional,
i.e. ala derivacion quimica de analitos, verbigra-
cia, su modificacién quimica®***; por ejemplo, la
metilacién de acidos grasos, acilacién de ami-
nas, sililacion de azucares; todo ello, con el fin
de incrementar la selectividad y la sensibilidad
de su deteccién, aumentar su estabilidad tér-
mica y volatilidad (de los derivados), y mejorar
sus caracteristicas cromatograficas (tiempos de
retencion mads cortos, forma de pico, su sime-
tria, etc.). Debido a la importancia que tiene la
etapa de preparacion correcta de la muestra,
varios libros especiales y excelentes monogra-
fias**¥, revisiones tematicas**** se han dedicado
a este tema. En éstos, se analizan aspectos mads
relevantes de varias técnicas de preparacion de
la muestra, incluyendo métodos modernos, para
el andlisis de extractos o fracciones volatiles por
GC-MS.

2 Observaciones generales
La cadena analitica tipicamente contiene los

siguientes cinco pasos: 1) Muestreo (Sampling);
2) Preparacion dela muestra (Sample Preparation),
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que incluye pre-tratamiento, extraccién, con-
centracion y limpieza (clean-up); 3) Separacion
(Separation), por regla general, cromatografica;
4) Deteccion (Detection), que puede incluir méto-
dos opticos, espectrométricos, electroquimicos,
radioquimicos, inmunoensayos, etc.; 5) Analisis
de datos (Data Analysis) y su interpretacion; vali-
dacion estadistica de resultados que conduce luego
a la toma de decision sobre los posibles cambios
en la metodologia utilizada, con la subsiguiente
repeticion o no del procedimiento realizado. En
todos los casos, es menester conservar (adecua-
damente) la contra-muestra (duplicado) para las
posibles repeticiones del ensayo o controversias

que pueden presentar los resultados obtenidos.

Las tendencias modernas en el desarrollo de
la cadena analitica se basan en los conceptos de:
a) Miniaturizacion; b) Integracién de varios pro-
cesos y su Automatizacion (extraccion, limpieza,
concentracion, analisis); ¢) Hyphenation (acopla-
miento de técnicas de preparacion con diferentes
métodos de separacion y deteccion, por ejemplo,
HS-SPME-GC/MS, P&T-GC/MS o SPE-LC/MS,
GCxGC-MS-TOF, LC-GC, entre muchos otros)
e (d) Implementacion de métodos de extraccion
basados en la filosofia de preparacion de la mues-
tra QUEChERS (“catchers”) y de quimica verde.
Muchos métodos de preparaciéon de la muestra,
hoy en dia, sobre todo, para el analisis de residuos
de pesticidas en diferentes matrices, se disenan
acorde con la filosofia QUEChERS** (Figura 4);
es cuando se minimiza el uso de solventes y el
analisis instrumental se hace con detectores selec-
tivos (de captura de electrones, ECD; selectivo de
nitrégeno y fosforo, NPD; fotométrico de llama,
FPD; de quimioluminiscencia, entre otros) o por
GC-MS operado en modo SIM o en modo MRM,
cuando se usan las configuraciones tdndem, por
ejemplo, analizador de triple cuadrupolo, QqQ.
Otra tendencia moderna importante es imple-

mentar las técnicas solventless (sin uso de solven-
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‘QUEChERS

Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe

Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

Figura 4 Muchos métodos de preparacién de la
muestra, hoy en dia, sobre todo para el andlisis de
residuos de pesticidas, estdn disefiados de acuerdo
con la filosofia de técnicas QUEChERS, que abarcan los
métodos de extraccion rapidos (Quick), faciles de llevar
a cabo (Easy), econémicos (Cheap), efectivos (Effective),
robustos (Rugged) y, sobre todo, seguros (Safe).

tes), basadas en el monitoreo de analitos en fase
vapor directamente o usando crio-atrapamiento,
sorbentes sélidos o membranas; en general, el
enfoque es buscar y optimizar los métodos de

extraccion rapidos, efectivos, robustos y seguros.

En la mayoria de los casos, la extraccion de
analitos se acompana de su concentracion en
un extracto final (rotoevaporacion, flujo de gas
inerte, evaporadores especiales, equipos tipo
Kuderna-Danish, etc.) (Figura 5) y de la limpieza
(clean-up) que permita aislar las interferencias
(cromatografia en columna, extraccion en fase
solida, SPE; cromatografia liquida, LC; cromato-
grafia de permeacion en gel, GPC; etc.). La etapa
de clean-up es necesaria para evitar que las inter-
ferencias (proteinas, grasa, azufre, sales, resinas,
otros) ingresen a los equipos GC o GC-MS. Se
busca siempre en la preparacion de la muestra la
técnica que mas se acerca a la “ideal’, verbigracia,
que sea altamente selectiva y sensible, eficiente
y facil de llevar a cabo, ademads, que debe ser

rapida, robusta y econdmica y con la posibilidad

(0)

Figura 5 En muchos extractos obtenidos, los analitos

se encuentran en concentraciones por debajo de los
niveles minimos de deteccién o cuantificacion de las
técnicas cromatogrdficas GC o GC-MS empleadas
y requieren, previo a su andlisis, la concentracién.
a) Dispositivo sencillo, “manual” para la concentracién
de la muestra con flujo de gas inerte (por lo comin,

|II

nitfrégeno). b) Concentrador tipo Kuderna-Danish,
donde generalmente se concentran extractos obtenidos
por las técnicas de extraccién liquido-liquido (LLE) en
continuo o Soxhlet. c) Evaporador automdtico provisto
de controles de flujos de gases, temperatura y tiempo
del proceso de evaporacién-concentracion.

de automatizar el proceso e identificar quimi-
camente la estructura de los analitos aislados y
cuantificarlos reproduciblemente.

Previo a su analisis, es importante conser-
var correctamente tanto a la muestra, como a los
extractos obtenidos. Segun el tipo y el origen de

Scientia Chromatographica 2011; 3(1):25-49



Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

la muestra (agua, suelo, alimento, tejido vegetal
o animal, fluido fisioldgico, etc.), existen diferen-
tes protocolos y normas (acorde con las agencias
reguladoras, EPA, ASTM, AOAC, etc.) para su
conservacion adecuada, el tipo de recipiente a
usar, la temperatura, humedad yluz o la necesidad
de la adicién de algunas sustancias (conservantes,
antioxidantes) o realizacién de procedimientos
adicionales (agregacion de sales o solventes, cam-
bio de pH, temperaturas muy bajas, etc.), que
impiden el deterioro de la muestra, e.g., su oxida-

cidn, hidrdlisis o la formacion de artefactos.

La muestra, incorrectamente guardada,
puede experimentar cambios en su composi-
cion y producir pérdidas de algunos analitos de
interés. Esto puede acontecer a razén de algu-
nos cambios fisicos (evaporacion, precipitacion,
difusion, percolacion, adsorcion, etc.) y quimicos

3 - Hexanona
2 - Hexanona
3 - Hexanol
2 - Hexanol
Ciclohxanol

| Limoneno
Linalool
Trans-anetol BHA
Triclorobenceno
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(oxidacion, reduccion, hidrolisis, degradacion
microbiana, fotdlisis, etc.) y conducir a los falsos
negativos (por ejemplo, la conversion de fenoles,
inicialmente presentes en la muestra, a acidos)
o a los falsos positivos (formacion de artefactos,
e.g, “aparicion” de algunas sustancias controla-
das, que no estaban presentes inicialmente en
la muestra y se formaron durante su almace-
namiento, por ejemplo, hidrocarburos aroma-
ticos — fenoles). El material del empaque, los
recipientes y las tapas pueden retener algunos
analitos (por ejemplo, adsorcion de hidrocarbu-
ros poliaromaticos en la superficie de vidrio) o,
al contrario, “aportar” al extracto sustancias (adi-
tivos, colorantes, ftalatos, etc.), que no estaban

presentes inicialmente en la muestra original.

Un ejemplo curioso aparece registrado en la

Figura 6. Hace unos afios, en nuestro laboratorio,

[ Tetraclorobenceno
Cariofileno

il Cadineno

Carvona Ledol
Dihidrocarvona

Difenilamina

Benzotiazol

Figura 6 Cromatograma del extracto de las tapas de tubos de ensayo, obtenido por extracciéon con hexano
caliente y su posterior concentracién con flujo de N,,. Se observan compuestos traza presentes en el disolvente
hexano “concentrado” y los compuestos que estuvieron en contacto con las tapas durante la manipulacién o
almacenamiento de muestras. Las tapas pueden revelar la “historia” quimica del laboratorio y de los analitos que
en él se manejaban. GC-MS (El, 70 eV). Columna DB-5 (60 m). Inyeccién (1 uL) en el modo split (1:30).
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donde se llevaban a cabo varios trabajos de grado,
se usaban y se re-usaban tubos de ensayo con sus
respectivas tapas. Los sellos de caucho de estas
tapas se sometieron a la extracciéon con hexano
caliente y el extracto obtenido, que se concentré6
casi a sequedad con un flujo de nitrégeno seco, se
inyect6 al equipo GC-MS. En el cromatograma
resultante es posible leer la “historia” del labora-
torio, a través de las sustancias impregnadas en
la tapas plasticas y extraidas de ellas. Las hexano-
nas, hexanoles y ciclohexanol fueron impurezas
del hexano y “aparecieron” cuanto este solvente
se concentrd varias veces (se hizo blanco del
disolvente concentrado); los terpenoides (lina-
lool, cariofileno, ledol, otros) provenian de varios
trabajos realizados en el drea de fitoquimica,
los clorobencenos provenian de los estudios de
aceites dieléctricos (PCBs) y el benzotiazol y la
difenilamina fueron, respectivamente, el agente
derivatizante y el patrén interno, usados en los
estudios de antioxidantes y para la cuantifica-
cién de farmacos. Para los servicios analiticos es
menester, para evitar la contaminacién cruzada
y los efectos de carry-over, usar el material (e.g.,
tapas) desechable. Esto, por supuesto, eleva bas-
tante el costo de los analisis.

Igualmente, es muy importante tener pre-
caucion cuando se guardan los extractos -ya
obtenidos-, en frascos (viales), para su posterior
analisis por GC o GC-MS. El almacenamiento
prolongado del extracto en disolvente, e.g., diclo-
rometano, puede conducir a que a éste pasen
los compuestos, productos de la degradacion
del septum de la tapa, y en el cromatograma del
extracto se observan entonces los picos intrusos,
cuya presencia puede no permitir la cuantifica-
cidén correcta de analitos o generara la superpo-
sicion de las senales. En la Figura 7, se observa
otro ejemplo, en el cual se comparan las fraccio-
nes volatiles de una bebida tipo Cola, obtenidas

por dos técnicas de extraccion, una solventless,

Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

— HS-SPME
— LLE (CH,CL)

i T 1 T

10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

Figura 7 Cromatogramas de: 1) la fraccién voldtil
obtenida por HS-SPME (fibra PDMS/DVB, 65 um) de
la bebida tipo Cola (linea verde) y 2) el extracto de
la misma bebida obtenido por el método LLE por
lotes, con diclorometano (linea negra). En el extracto
LLE aparecen (resaltadas con un circulo) sustancias
“intrusas” (productos de degradacién de la silicona del
septum de la tapa, co-extraidos por el CH,Cl, durante
el almacenamiento de la muestra). Se observa, que la
extraccion de los analitos voldtiles de la bebida por LLE
fue bastante deficiente, en comparacién con el método
HS-SPME. GC-MS (El, 70 eV). Columna DB-5 (60 m).

micro-extraccion en fase solida en modo heads-
pace, HS-SPME, vy la otra, extraccion liquido-
liquido, LLE, por lotes, usando diclorometano.
La ultima, ademas de resultar menos sensible y
contaminante, present6 problemas de co-extrac-
cién de productos de degradacion de un septum
de silicona de la tapa del frasco donde se alma-
cend el extracto, antes de su inyeccion al GC-MS.

Uno de los procedimientos fundamenta-
les en la cadena analitica y de preparacion de la
muestra es el andlisis de blancos. Estos se divi-
den en blancos positivos (cuando se utiliza la
muestra “simulada” enriquecida con el analito
de interés, afiadido a la matriz en cantidad cono-
cida), y blancos negativos [una muestra (matriz)
desprovista de analito-target]. Los blancos posi-
tivos demuestran que el método de extraccion
funciona y es reproducible y cuantitativo. Los
blancos negativos son obligatorios para demos-
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trar que el procedimiento empleado es limpio,
libre de la posible contaminacién cruzada prove-
niente de material de vidrio, manos, tapas, man-
gueras, jeringas, disolventes, viales, septa u otras
partes del instrumento analitico (GC, GC-MS),
e.g., inyector, linea de transferencia, camara
de ionizacion, columna, etc., que estan involu-
crados en el analisis y estan en contacto con la
muestra. Para demostrar que el equipo GC-MS
no posee efectos de memoria (carry-over), entre
los extractos -que se analizan-, se intercalan los
disolventes puros, cada 3-5 muestras o mas fre-
cuentemente, si el andlisis es de trazas y cuando
es particularmente critico el resultado obtenido
(analisis ambiental, forense, etc.).

El principal propdsito de la preparacion de
la muestra es el aislamiento con alta eficiencia
(recuperacion) de los analitos de interés. Pero,
;como se sabe que el proceso de extraccion es
eficiente, cuantitativo y reproducible? Para ello,
se utilizan diferentes estrategias, pero, muy a
menudo, se emplea un festigo, una sustancia
surrogate, es decir, un compuesto sucedaneo con
caracteristicas fisico-quimicas similares a las de
los componentes-target a extraer. El surrogate
debe ser una sustancia pura (material de referen-
cia certificado), estructuralmente similar al com-
puesto o compuestos a aislar y cuantificar, no
debe estar presente en la muestra, ni reaccionar
con ninguno de sus componentes. Es una sus-
tancia similar a un patrén interno, pero se agrega
a la muestra antes de someterla a la extraccion.
Desde el punto de vista quimico y analitico, los
mejores surrogates son analogos deuterados de
los analitos-target, aunque no siempre es posi-
ble conseguirlos. La ventaja de un analisis por
GC-MS de un extracto enriquecido con la sus-
tancia surrogate (analogo deuterado), es que el
surrogate y el (los) analito(s)-target pueden ser
analizados y cuantificados simultdneamente y sin

la necesidad de que sus picos cromatograficos se
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separen en la columna (de hecho, co-eluyen). Por
ejemplo, para cuantificar naftaleno (PM. 128) en
una muestra, se puede usar como surrogate su
deuteroanalogo (P.M. 136). El analisis cuantita-
tivo del naftaleno se basa en las mediciones de las
corrientes idnicas parciales de iones moleculares
de naftaleno (M*, m/z 128) y de su analogo deu-
terado (M *, m/z 136). El célculo del porcen-
taje de recuperacion con base en las cantidades
del surrogate afadido (C__ ) y extraido (Cexp), se
hace como se ilustra en la Figura 8. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que la incorpora-
cion de la sustancia surrogate en la muestra real
no siempre refleja la misma manera en la cual los
analitos-target fueron incorporados en la matriz;
por ello, los porcentajes de recuperacion de las
sustancia(s)-surrogate pueden ser mas altos que
los de los analitos-target, sobre todo, cuando la
matriz es heterogénea y muy compleja (suelo,

lodo, tejido vegetal, roca, etc.).

La cuantificaciéon de analitos-target se basa
en la curva de calibracion, que puede ser obte-

nida tanto por el método de estandarizacion

Muestra Extraccion Extracto

Muestra

+“surrogate” con solvente

% de Recuperacion = (C,,/Cieo) x 100
| S =

Figura 8 Proceso esquemdtico de la adiciéon de una

final concentrado §

sustancia-surrogate a la muestra (matriz), que luego
se somete al proceso de exiraccién. La cantidad de
surrogate extraida, con respecto a la afadida, permite
calcular el porcentaje de recuperacién de analito(s)-
target, estructuralmente similar(es) a la molécula del
surrogate.
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externa, como interna, usando un compuesto
estandar (Istd, Internal Standard), que se agrega
al extracto final concentrado, para cuantificar
tanto a los analitos-target, como a la sustancia-
surrogate recuperada, para hallar el porcentaje de
recuperacion del surrogate y, por consiguiente,
de los analitos.

Entre los principales problemas comunes,
que acompanan a diferentes métodos de pre-
paracion de la muestra, figuran el tiempo muy
prolongado que requiere esta etapa (60-85% del
tiempo total), su elevado costo (materiales, disol-
ventes, patrones, personal, etc.), la eficiencia de
recuperacion de analitos de la matriz, a menudo,
muy pobre y una baja reproducibilidad, asi como
la probabilidad de contaminacion cruzada'y erro-
res en la interpretacion de resultados. Las fuentes
mas frecuentes de la contaminacién cruzada son
los reactivos, agentes derivatizantes, disolventes,
material de vidrio, tapas, mangueras, pipetas,
manos (sic!), atmdsfera del laboratorio, entre
otras. El respectivo blanco del procedimiento
permite garantizar que el proceso de preparacion
de la muestra esta libre de la contaminacion cru-
zada. Para ello, se lleva a cabo la preparacion de
la muestra, i.e., extraccidn, a partir de la matriz
simulada sin analito(s)-target. Por ejemplo, se
realiza el analisis de disolvente concentrado, que
permite vislumbrar tanto sus impurezas, como
los posibles artefactos provenientes del material
de vidrio, pipetas, columnas de limpieza, etc.;
para las técnicas de extraccion en fase vapor
(headspace) es importante obtener el blanco de la
atmosfera del laboratorio, asi como realizar una
adquisicion de datos en el equipo GC-MS, pero
sin inyectar ninguna muestra, para descartar los

efectos carry-over del aparato.

Se puede concluir, resumiendo, que entre
los puntos clave de la preparacion de la muestra
figuran la eficiencia de extraccion, la calibracion

con patrones para la cuantificacion correcta de

Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

analitos, los analisis de blancos de procedi-
miento (tanto positivos, como negativos), el uso
del material certificado de referencia, el andlisis
de duplicados, la verificacion sistematica de la
curva de calibracidén, la debida calificacion del
operador y técnico del laboratorio, la bitacora y
el registro minucioso de todo el acontecimiento

analitico, entre otros aspectos.

3 Métodos de extraccién mds comunes
en la preparacién de la muestra
para el andlisis por GC-MS

En los ultimos anos el desarrollo de diferen-
tes técnicas de extraccion y de preparacion de la
muestra ha experimentado un incremento excep-
cional, gracias a su importancia para el andlisis
instrumental. En la Figura 9 se puede observar
este crecimiento, sobre todo, en la tltima década.
Las revistas donde mas se publican los resultados
de investigacion que involucran distintas técni-
cas de extraccion son, en su orden decreciente,
las siguientes: Journal of Chromatography A,
Analytica Chimica Acta, Analytical Chemistry,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, entre
otras. Es interesante anotar, que las areas donde
mas se desarrollan y aplican las diferentes téc-
nicas extractivas son quimica, bioquimica, ana-
lisis biologico, agricola y ambiental, entre otras
(Véase Figura 10).

La escogencia correcta de la técnica de
extraccion depende de muchos factores. Entre
éstos, figuran: 1) la naturaleza de la matriz (ori-
gen, estado de agregacion, homogeneidad, esta-
bilidad y representatividad) y del analito a aislar
(su volatilidad, polaridad, reactividad y termoes-
tabilidad, en qué concentracién se encuentra y
cdmo estd distribuido en la matriz); 2) el propo-
sito mismo del andlisis, i.e., cualitativo o cuan-
titativo; 3) la necesidad de la confirmacion de
la estructura quimica del analito (identificacion

Scientia Chromatographica 2011; 3(1):25-49
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Figura 9 Desarrollo cronolégico de publicaciones cientificas sobre los métodos de extraccién para andlisis

instrumental. Las principales revistas donde se publica sobre este tépico. Base de datos: Scopus (Elsevier, 2011).
Periodo de observacién: 1980-2010. Palabras-clave: “Extraction techniques” OR “Analytical method”. Fecha de

consulta: 19 de enero de 2011.

por técnicas espectroscdpicas); 4) la premura del
analisis, es decir, qué tan urgente es el resultado
(por ejemplo, para determinar el tipo de veneno
o sustancia tdxica en el jugo gastrico, para apli-
carle rapido un antidoto correcto a un paciente
intoxicado); 5) las implicaciones legales que pue-
den representar los resultados de analisis obteni-
dos (por ejemplo, en campos forense, ambiental,
control de doping) y, por dltimo, 6) es impor-
tante saber si el método de extraccion es cono-
cido, regulado o debe ser establecido, optimizado
y validado. Para los analisis de extractos por
GC-MS, lo mas importante es tener el extracto
“limpio” (sin componentes no compatibles con
esta técnica) y suficientemente concentrado,

para que los analitos se encuentren en él en la

Scientia Chromatographica 2011; 3(1):25-49

concentracion conmensurable con los niveles
minimos de deteccion/cuantificacion del sistema

GC-MS respectivo.

Los métodos de extraccion de los analitos-
target pueden dividirse grosso modo en tres gru-
pos grandes, a saber: 1. Métodos Destilativos.
I1. Métodos Extractivos. II1. Métodos de Headspace.
Algunas técnicas sui generis pueden combinar
dos métodos de diferentes grupos, por ejemplo,
destilacion-extraccion simultanea con solvente®
(SDE, Simultaneous Distillation-Extraction, por
sus siglas en inglés). Las técnicas de destilacion
estan basadas en las diferencias (deben ser gran-
des) de las propiedades fisico-quimicas de los
analitos a aislar y de la matriz; concretamente,

sus temperaturas de ebullicion (volatilidades o
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Figura 10 Principales éreas de aplicaciéon de diferentes técnicas de extraccion empleadas previamente al
andlisis instrumental. Base de datos: Scopus (Elsevier, 2011). Periodo de observacion: 1980-2010. Palabras-
clave: “Extraction techniques” OR “Analytical method”. Fecha de consulta: 19 de enero de 2011.

presiones de vapor). La fraccion de interés podria
ser tanto la que se destila (volatil), como el rema-
nente (fondo de destilacion). Para el analisis por
GC o GC-MS se utiliza comunmente la fracciéon
volatil. Las destilaciones pueden llevarse a cabo
de diferentes maneras: 1) Arrastre con vapor
(SD, Steam Distilllation, pos sus siglas en inglés);
2) Hidrodestilacion (HD, Hydrodistillation, por
sus siglas en inglés) o 3) Destilaciéon con agua-
vapor. Véase la Figura 11 para diferenciar los
tres métodos que se utilizan fundamentalmente
para la destilacion del material vegetal y obten-
cion de aceites esenciales o, en algunas aplicacio-
nes, para el aislamiento de fracciones volatiles
de productos finales (jabones, champs, algunas
bebidas, cremas dentifricas, etc.). Los extractos
o fracciones volatiles destilados por SD, HD o
SDE presentan mezclas perfectas para su anali-
sis por GC-MS. Sélo pueden requerir un secado,

e.g., con sulfato de sodio anhidro, previo a la
inyeccion del extracto al cromatdgrafo. Algunos
procesos de destilacion suceden a presion redu-
cida (vacio), en columnas especiales (destilacion
molecular); muchos se realizan a escala indus-
trial; pero, en general, no son aptos para estudiar

y aislar compuestos a nivel de trazas.

Con miras a aumentar la eficiencia de
extraccion y reducir sustancialmente el tiempo
de destilacion, en los ultimos 25 afios se emplea
activamente la radiaciéon de microondas como
fuente de calentamiento® ™, tanto del agua
(hidrodestilacion ~asistida por microondas,
MWHD, Microwave-Assisted Hydrodistillation,
por sus siglas en inglés), como de disolvente o de
la muestra, segin las constantes dieléctricas, e,
del uno o del otro (para que la sustancia absorba

la radiacion de microondas, debe poseer ¢ alta,
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Arrastre con vapor

Agua + vapor

Hidrodestilacion

2%

Figura 11

Obtencién de aceites esenciales por arrastre con vapor (fuente externa de vapor, e.g., caldera);

destilacién con agua-vapor (vapor himedo obtenido por calentamiento del agua hasta su vigorosa ebullicién)

e hidrodestilacién (calentamiento del agua con el material vegetal sumergido, generalmente muy delicado, por

ejemplo, flores).

i.e, momento dipolar), formando un grupo
de métodos de extraccion asistida por radia-
cion de microondas (MAE, Microwave-Assisted
Extraction, por sus siglas en inglés). El método
MAE se utiliza mas que todo para la extraccion
de muestras sélidas (material vegetal, suelo, teji-
dos, etc.) con agua o con un disolvente orga-

nico®,

La segunda familia de técnicas, comprende
diversos métodos extractivos, en los cuales el
aislamiento de analitos esta basado en diferen-
cias de sus solubilidades en disolvente(s) o de
su capacidad de adsorcion o absorcidon sobre un
sorbente (carbdn activado, gel de silice, alumina,
tamiz molecular, etc.) o en un polimero poroso
(PDMS, Tenax, Porapak, Chromosorb, resinas
sintéticas, etc.). Entre los métodos extractivos
“clasicos” figuran, la extraccion liquido-liquido,
LLE (Liquid -Liquid Extraction, por sus siglas en
inglés), en modo continuo o por lotes (batch).
La selectividad de extraccién se logra con una
escogencia correcta del disolvente (polaridad,
temperatura de ebullicion, constante dieléctrica,
capacidad de formar puentes de hidrégeno, dis-
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ponibilidad, accesibilidad, costo, etc.); a menudo,
el extracto obtenido debe someterse a los proce-
sos de limpieza y concentracion. A pesar de una
serie de problemas que acarea la técnica de LLE,
entre otros, la formacion de emulsiones, alto
costo, tiempos prolongados de extraccion, difi-
cultad de automatizacion, disposicion de disol-
ventes toxicos, posibilidad de contaminacion
cruzada, etc., en la ultima década, se observa
un numero creciente de trabajos publicados que
involucran el uso de LLE (Figura 12).

Como una alternativa a la LLE, desde hace
ca. 40 afnos, se ha implementada la extraccion en
fase sélida, SPE (Solid-Phase Extraction, por sus
siglas en inglés)*>*, que permite reducir sustan-
cialmente el uso de disolventes y combinar en un
solo paso la extraccion, limpieza y concentracion
de analitos-target; ademas; el método incluye
la posibilidad de la automatizacién, implemen-
tada en varios equipos comerciales con conexion
en linea al cromatdgrafo. Los datos estadisticos
muestran el crecimiento de la aplicacion de este
método de preparacion de la muestra en diferen-
tes areas de investigacion (Figura 12).
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La extraccion con fluido supercritico, SFE
(Supercritical Fluid Extraction, por sus siglas en
inglés), a pesar del costo alto en comparacién con
otras técnicas, en los ultimos diez afios ha expe-
rimentado un intenso crecimiento (Figura 13).
SFE se ha usado en las dareas de productos natu-
rales, ambiental, alimentos, forense y en muchas
aplicaciones industriales. La selectividad del
método SFE se alcanza variando los parametros
operacionales, fundamentalmente, de la densi-
dad de fluido supercritico (presién y tempera-
tura), asi como usando modificadores®”®°, Para
el analisis por GC-MS, a menudo, se requiere la

limpieza adicional del extracto SFE, para elimi-
nar grasas o pigmentos, ceras u otros compues-
tos de alto peso molecular, segtin la naturaleza de

la matriz que se uso.

Entre los métodos extractivos mas antiguos
(centenario, sic!), pero tal vez, menos selecti-
vos y mas “sucios” -en cuanto al extracto que
se obtiene-, figura la Extraccién Soxhlet, que se
usa en los analisis de suelos, polimeros, pro-
ductos naturales, etc., en dreas de bioquimica,
ciencias agricolas, bioldgicas, ambientales, etc.

(Figura 14), pero no presenta el crecimiento tan
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Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

Journal of separation science

Food chemistry

Journal of food engineering

Analytica chimica acta

Separation science and technology

JAOCS Journal of the american oil chemists society
Chromatographia

Journal of chromatographic science

Journal of chemical and engineering data
Fluid phase equilibria

Analytical chemistry

Journal of agricultural and food chemistry
Industrial and engineering chemistry research

Journal of supercritical fluids

54 3000 -
54
54
56

56

Stashenko EE, Martinez JR

[\

Ul

(=]

(=]
L

2000 -~
1500 -
1000 -
500 -
0

Nutmero de registros

I
7 1980]1985|1990]1995|2000|2005

Ntmero de |1984]1989]1994(1999|2004/2010
75 ®  registros 26 | 133[571]1346[1291|2530

564

Numero de registros (n > 50) 0

T T T T T 1

100 200 300 400 500 600

Figura 13 Desarrollo cronolégico de publicaciones cientificas sobre el método de extraccién con fluido

supercritico, SFE. Las principales revistas donde se publica sobre este método. Base de datos: Scopus (Elsevier,

2011). Periodo de observacién: 1980-2010. Palabras-clave: “Supercritical Fluid Extraction”. Fecha de consulta:

19 de enero de 2011.

rapido que ostentan otros métodos, e.g., MAE,
SFE, SPME, entre otros, y que se reemplaza fre-
cuentemente, hoy en dia, por el método mas efi-
ciente, de la Extraccidon con Solvente Acelerada,
ASE  (Accelerated-Solvent Extraction, por sus
siglas en inglés)®"%2, donde la mayor selectividad,
rapidez y la considerable reduccion del tiempo y
de la cantidad de disolvente se logran en un solo
paso de extraccion, concentracion y limpieza, en
modo automatico y con posibilidad de acopla-

miento en linea con GC-MS.

Si se habla de una verdadera “revolucion
verde” en las técnicas de preparacion de la mues-
tra, esta serd la Microextracciéon en Fase Sélida,
SPME, que en los ultimos ca. 20 afos, logré tener
un crecimiento sin parangén (Figura 15), gober-

nar las areas de andlisis de volatiles de origen bio-

Scientia Chromatographica 2011; 3(1):25-49

légico, estudios ambientales, forenses (aceleran-
tes de incendios, residuos de explosivos, analisis
de drogas en fluidos y tejidos), alimentos, moni-
toreo de diferentes procesos in vitro e in vivo (ana-
lisis de aliento, procesos de fermentacion, cam-
bios microbioldgicos, farmacocinética, etc.)* .
La SPME combina la extracciéon y concentracion
de analitos-target y puede usarse en tres modos:
1) en headspace, 2) por sumergimiento directo
de la fibra en la muestra y 3) usando una mem-
brana protectora. Es una técnica amena al anali-
sis de compuestos por GC-MS, mds aun que en
el mercado existen los dispositivos que permiten
realizar este proceso de modo automatico y aco-
plado en linea con el cromatégrafo (Figura 16).
La selectividad del método SPME se logra:

1) variando las condiciones operacionales (tem-

41
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Figura 16 Cromatégrafo de gases acoplado a
un sistema de preparacién de muestras con SPME
automatizado.

peratura, salting-out, modo de exposicion de la
fibra, agitacion y el tipo de recubrimiento de la
fibra, entre otros; 2) usando sistemas de detec-
cién cromatografica selectivos (ECD, FPD, NPD,
MS-SIM, etc.) y 3) aprovechando la derivacion
de los analitos-target en matriz o directamente
sobre la fibra®. Una de la aplicaciones mas
interesantes de SPME es la extraccion de anali-
tos-target acompanada de su derivaciéon 1) en
la matriz; 2) en la fibra saturada con un agente
derivatizante®” (Figura 17) o 3) directamente en
el puerto de inyeccion del cromatdgrafo.

Los métodos de muestreo de espacio de
cabeza (Headspace) en sus versiones “clasicas”
se dividen en: (1) Headspace estatico (S-HS) y
(2) Headspace dindmico. Las fracciones volatiles
recogidas son aptas para el analisis GC-MS, ya
que la fase vapor no contendra los componen-
tes de matriz e interferencias no volatiles, muy
polares (idnicas) o de alto peso molecular. El
S-HS se aplica a las muestras con analitos-target
en concentraciones relativamente altas y que
no requieren la pre-concentracion. Son andlisis
por GC-FID de BTEX (benceno, tolueno, etil-
benceno y xilenos) en agua, la cuantificacién
de trihalometanos en agua potable, alcoholemia
(alcohol en sangre), compuestos volétiles en pin-

Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

turas, polimeros y determinacion de disolventes
residuales en farmacos, hidrocarburos en sue-
los, analisis de bebidas y perfumes, entre otras
muchas aplicaciones®. Cuando la concentra-
cion de analitos-target es muy baja en la mues-
tra (ppt, ppb), se requiere su enriquecimiento
(pre-concentracion) y el muestreo se hace en
modo de Headspace dinamico. Basicamente,
los analitos se recogen, al purgar la fase vapor
con un gas inerte, en un solvente, o se “conge-
lan” (crio-atrapamiento) o, se ad(b)sorben en un
sorbente (método de purga y trampa, P&T), del
cual se recuperan por la accion de temperatura

(Termodesorcién, TD)™ o se eluyen con solvente.

El uso de la fase vapor por encima de la
muestra (headspace) como medio para realizar
los procesos extractivos tiene grandes venta-
jas desde el punto de vista analitico, porque se
eliminan muchas interferencias. En el estudio
de productos naturales, el muestreo headspace
directo ha permitido el estudio in vivo de la frac-
cion volatil alrededor de plantas completas, o
sus partes’'. Tradicionalmente, se distinguen los
métodos estatico y dindmico de muestreo, aun-
que las técnicas de sorpcion de gran capacidad
desarrolladas en la dltima década involucran
ambos aspectos’. El gran desarrollo de la técnica
de SPME ha servido para identificar, en sus mul-
tiples aplicaciones, algunos aspectos que pueden
mejorarse. Esto ha generado una coleccion de
nuevos métodos de muestreo a micro-escala, que
logran una mayor capacidad de concentracién
de los analitos de interés y tal como la SPME, son
susceptibles de automatizacion. In varios casos, se
logra una capacidad de concentracion superior a
la de SPME porque se emplea un volumen mayor
de fase sorbente (polimérica, normalmente).
En la técnica de trampa de adsorcién dentro
de la jeringa (INCAT, Inside Needle Capillary
Adsorption Trap por sus siglas en inglés), una
capa de polimero recubre el interior de la aguja

Scientia Chromatographica 2011; 3(1):25-49
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Figura 17 a) Modo de derivacién directa de los analito-target sobre la fibra SPME, previamente saturada con un

agente derivatizante (tomado de ref. 67). b) Andlisis de sustancias carbonilicas volétiles en el humo de cigarrillo:
extraccién selectiva por la fibra de SPME saturada con PFPH (pentaflGorfenilhidracina) y deteccién de hidrazonas
formadas in situ por GC-ECD.

de una jeringa, o el interior se rellena con carbén  inglés) a la técnica de muestreo en la que la aguja
activado”. Se denomina HS-SPDE (Headspace  de una jeringa hermética para muestreo de gases

Solid-Phase Dynamic Extraction por sus siglasen  se recubre con polimero absorbente (PDMS), en

Scientia Chromatographica 2011; 3(1):25-49
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el que se depositan los analitos cuando la jeringa
se acciona repetidamente sobre la muestra™. El
numero de ciclos de succiéon y expulsion del aire
determina la cantidad de analitos que se acumu-
lan. Estos son desorbidos posteriormente en el
puerto de inyeccion del cromatdgrafo, tal como
se practica con SPME.

Otros ejemplos de técnicas de muestreo
derivadas de SPME que usan mayor volumen de
fase absorbente son SBSE (Stir Bar Solid-Phase
Extraction) y STE (Sorption Tape Extraction).
En la primera, la barra magnética de agitacion
se recubre con polimero absorbente. Luego de su
exposicion a la solucion que contiene los analitos
de interés, la barra de agitacion se somete a ter-
modesorcion para la transferencia de los analitos
al cromatografo”. En STE, una cinta delgada de
PDMS se coloca por un tiempo fijo directamente
en contacto con la superficie de la planta, la piel
o el objeto que se muestrea. Los analitos se trans-
fieren posteriormente al cromatografo por ter-
modesorcion”.

En la microextraccion en fase liquida
(LPME) los analitos se disuelven en una pelicula
de disolvente que se forma en el interior de la
aguja de una jeringa, o en su extremo, formando
una gota”. El tipo de solvente, y el tamaio o el
numero de ciclos de uso de la jeringa, son los
principales parametros que se modifican para
optimizar la extraccién. La revision hecha por
Koning, Janssen y Brinkmann*, contiene tablas
que presentan referencias representativas del uso
de muchas de estas técnicas modernas de prepa-
racion de muestras para analisis GC o GC-MS.

4 Conclusiones

El éxito del andlisis cromatografico depende
fuertemente de una preparacién esmerada de
la muestra. El analista debe tener en cuenta la
naturaleza quimica de los analitos de interés y

Preparacién de la muestra para el andlisis por GC-MS

de la matriz que los contiene, para seleccionar la
técnica de muestreo apropiada. Se han logrado
grandes avances en miniaturizacion, integracion,
selectividad, eficiencia, reproducibilidad, reduc-
cion de costos y robustez de las técnicas de mues-
treo, extracciéon y concentracién, pero siguen
siendo indispensables ciertas practicas de ase-
guramiento de la calidad de la cadena analitica,
tales como el uso de blancos, sustancias testigo,

etapas de limpieza y réplicas.
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