ANALITO ORGANIKOEN
DETERMINAZIORAKO
LAGINAREN TRATAMENDUA

Laginaren tratamendua — 4 GAIA



Sarrera

e Analito organikoak:

0C, H, O N, (S + halogenoak) elementuez osatutako

analitoak

Konposizio kimiko berdinarekin egitura kimiko desberdinekin
konposatu asko (>10.000.000)

C,H,O: CH,;-CH,-OH (etanola); CH;-O-CH,; (dimetil eter)
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Sarrera

e Matrize desberdinak:
0 matrize organikoa edo ez-organikoa
o solidoa

o likidoa
0 gasa

Kasu bakoitzak tratamendu espezifikoa eskatzen du

e Helburua: analitoa(k) ahalik eta puruen
isolatzea (detektore espezifiko gutxi)

o egitura kimikoa mantenduz eta

o analitoen galerak, deskonposizioak, transformazioak
eta kutsadurak gutxituz




Sarrera

e Urratsak (batzutan bat baino gehiago batera):

o Erauzketa
v Baldintza leunegiak: berreskuratze baxuak

v Baldintza gogorregiak: analitoen galera, deskonposizioa

v Zenbateko etekina?
- Bata bestearen ondorengo erauzketak
- Lagin dopatuak

o Garbiketa
v Interferentziak eliminatu analitoa galdu gabe

o Aurrekontzentrazioa
v" A disolbatzailea lurrundu (errotabaporea, TurvoVap) eta B
disolbatzaile baten bolumen txikiagotan disolbatu



Sarrera

o Saikapen orokorra

« Solido-likido erauzketa

v Irabiaketa

v Soxhlet

v Ultrasoinuzko energia

v Mikrouhinezko energia

v Presiopeko erauzketa

v' Jariakin gainkritikoen erauzketa
- Likido-likido erauzketa

- Erauzketa fase gaseosoan

v Purga eta tranpa
« Erauzketa fase solidoan

v Erauzketa fase solidoan (SPE)
v Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

o Helburua: analitoa(k) matrizetik askatu

o Lagin solidoa + erauztatzailea

- Similia similibus solvuntur

o Prozesuaren gainean eragina duten aldagai
orokorrak

« Disolbakortasuna eta masa-transferentzia

v disolbatzailearen ahalmena analitoa disolbatzeko:

f(T)
v T 1t - difusio-abiadura 1

v disolbatzaile garbia — masa-transferentzia 1



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

o Prozesuaren gainean eragina duten aldagai
orokorrak

Matrize eta analito(ar)en arteko loturak
v T t - solutu-matrize loturak apurtu

v T 1t S disolbatzailearen biskositatea | -
disolbatzailea matrizera hobeto sartu

v P 1 - disolbatzailea fase likidoan nahiz eta irakite-
puntutik gora lan egin

v P 1t - disolbatzailea barnerago sartu — matrizeko
zirrikituetan dauden analitoak hobeto erauzi



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

o Solido-likido erauzketa

 Nahastura + tratamendua;

v Irabiaketa

v Soxhlet

v Ultrasoinuzko energia

v" Mikrouhinezko energia

v Presiopeko erauzketa (erauzketa arindua)

v" Jariakin gainkritikoen bidezko erauzketa (SFE)

o Tratamenduaren indarraren arabera:

 Berreskurapena
- Interferentzien presentzia
- Analitoen galerak, deskonposizioak, transformazioak



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e lrabiaketa
o Erauzketarako oso prozedura arina

o Matrizeari oso arinki lotuta dauden analitoetarako
o Aldagaiak:

Disolbatzailearen polaritatea
Irabiaketa denbora

Matrizearen natura

Mikotoxinak zerealetan (ura:metanol) edo animalia baten
gibelean (kloroformoa)

Erauzketa bukatuta: iragazketa
Disolbatzaile asko: analito(ar)en aurrekontzentrazioa

Batzutan, ultrasoinuzko energia laguntzeko



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Ultrasoinuzko energia

o lrabiaketa hutsean oinarritutako
erauzketak arintzeko

o Erauzketarako teknika arina

o Kabitazioa: mikroburbuilen
formazioa eta eztanda

o Modalidadeak:
Ultrasoinuzko bainua
Aukera merkea
Errepikakortasun mugatua
Ultrasoinu fokatua

Energia puntu batean fokatua

Eraginkorragoa: bolumen txikiak, denbora
laburrak, etekin altuak



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Soxhlet erauzketa

o erauzketa sinpleena eta gehien erabiltzen dena
o behin eta berriro errepikatzen den distilazioa

o abantailak:

Erauzketa-metodo estandarra

Laginaren kantitate handiak erabili daitezke
Tenperatura altutan egiten da lan
Analitoen galerak minimizatuta

Iragazketa ez da beharrezkoa

Ez da matrizearen menpekoa

Merkea da



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

Condenser
e Soxhlet erauzketa )
o mugak: %

Erauzketa denbora luzeak
(8-48 h) Extraction chamber

e )/
Thimble

Siphon arm

Disolbatzaile bolumen
handiak (200-500 mL) Vapo,/l\

Analitoen balizko
degradazioa

Extraction solvent

Boiling flask




Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Mikrouhinezko energia

o Mikrouhinak: 0.3-300 GHz maiztasunezko uhin
elektromagnetikoak

o molekulen eta dipoloen errotazioa sortarazten dute
— marruskadura — beroa

o disolbatzailea polarra izan behar da
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Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Mikrouhinezko energia

o Ontzi irekiko (inguruko presioa) eta ontzi itxiko
(presiopeko) mikrouhin-labeak

o MU-zko energiarekiko gardenak diren ontziak:
polieter imida edo tetraflurometoxil polimeroa eta
perfluoroalkoxi edo tefloizko estaldura

o Beroketa azkarra eta eraginkorra

o Tenperatura eta presioa kontrola daitezke

o Erauzketa bukatuta lagina iragazi behar da

o Disolbatzailearen aukera, funtsezko puntua

o Soxhlet-en baino disolbatzaile gutxiago eta denbora
laburrago



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Mikrouhinezko energia: ontzi itxiak

o ontzi itxiko mikrouhinezko labeetan: ontzi barruko
tenperatura 2-3 aldiz disolbatzailearen irakite-tenperatura

o erauzketa azkarrak (15-60 min)
o disolbatzailearen bolumen txikiak (15-30 mL)

o laginak irabiatzeko aukera

o lagin hezeak erabil daitezke roporae C2Vity Type Microwave System
and e Mapnetron

Sensor Connectors Woee Guide A ulenne
e

o 8-12 lagin aldi berean

o Laginak iragazi behar dira

Cavlyy
Eshausted

o Choerni mal
Fume Hual

Chemieslly Resictant x ‘“5::”“‘"“?““*
Coating on Cavity Walls



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Mikrouhinezko energia: ontzi irekiak

o Presio atmosferikoan egiten da lan

o Energia puntu batean fokatzen da

o Analitoen galerak minimizatuta

o Analitoen balizko degradazioa Hozkailta —————3

.“'.‘.'.
AVAVLAV,

o laginak iragazi behar dira

2T

o Soxhlet antzekoa: arinagoa

o
* Magnetroia ®
1 © ME— Ontzia
* Uhin-~gida @ || Disolbatzaile

=

I—— Mikrouhin fokalizatuak \ .
Sedimentoa

a :Mikrouhin fokalizatuen labea



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

* Presiopeko erauzketa

o Presiopeko lapiko baten antzera, presio (1500-
2000 psi) eta tenperatura (50-200 °C) altutan
egiten da lan

o erauzketa azkarra (L5 min)
o disolbatzailearen bolumen txikiak (15-40 mL)
o iragazketarik ez
0 automatizatuta
o aldi berean 24 lagin

o sinplea baina garestia




Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

* Presiopeko erauzketa

ASE Schematic

Load sample into cell.

‘ Solvent
Fill cell with solvent Tims ) . /
A

1 4

Heat and pressunze cell

Hold sample at pressure
and temperature.
Pump clean solvent info
sample cell.
0
5

Purge solvent from cell

with N, gas.
Collection

. Vial
Extract ready for analysis. Total 12—14 i 123814

Purge Valve

1L

Static
\ET




Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Jariakin gainkritikoen bidezko
erauzketa (SFE)

o Jariakin gainkritikoen ezaugarriak:

likido eta gasen bitartekoak

Fase likidoak baino biskositate
baxuagoa:

lagin solidoan errazago sartu

Fase gaseosoak baino dentsitate
altuagoa:

andalitoak errazago garraiatu




Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Jariakin gainkritikoen bidezko erauzketa
(SFE)

o Gehien erabiltzen den erauztatzailea: CO,
egoera gainkritikoan T eta P xumetan (31.3°C, 72.9 atm)
ez da toxikoa ezta korrosiboa ere
Kimikoki inertea, merkea
Apolarra da: analito apolarrak soilik

CO, + modifikatzailea (metanola): analito polarrak ere



Solido-likido erauzketa (lixibiazioa)

e Jariakin gainkritikoen bidezko
erauzketa (SFE)

o Analitoa jasotzeko tranpa:likidoa edo hoztutako
solidoa (tranpa kriogenikoa)

o erauzketa azkarrak (30-60 min)
o disolbatzailearen bolumen txikiak (5-10 mL)

o iragazketarik ez —
Expansion Valve

Feed
&
l

o Automatizatuta

. . \ <
o lagin kantitate mugatua SEE
Vessel i’ SFE § Collection
o Ekipoa garestia da . Loop § § Vessel
( Lot b !
Gas
Pum T— Makeup Gas

Modifier



o Saikapen orokorra

« Solido-likido erauzketa

v’ Irabiaketa
v Soxhlet
v Ultrasoinuzko energia
v Mikrouhinezko energia
v Presiopeko erauzketa
v’ Jariakin gainkritikoen erauzketa
- Likido-likido erauzketa (Gorkarekin ikasitakoa)

- Erauzketa fase gaseosoan

v Purga eta tranpa
« Erauzketa fase solidoan

v Erauzketa fase solidoan (SPE)
v Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)



o Saikapen orokorra

« Solido-likido erauzketa

v Irabiaketa
v Soxhlet
v Ultrasoinuzko energia
v Mikrouhinezko energia
v Presiopeko erauzketa
v Jariakin gainkritikoen erauzketa
o Likido-likido erauzketa (Gorkarekin ikasitakoa)

- Erauzketa fase gaseosoan

v Purga eta tranpa
« Erauzketa fase solidoan

v Erauzketa fase solidoan (SPE)
v Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)



Erauzketa fase gaseosoan

e Oinarriak

o Analito lurrunkorren bapore-presio altua

0 Solidoa edo likidoa den matrizearen eta fase
gaseosoaren artean analitoak duen banaketan
oinarritzen da



Erauzketa fase gaseosoan

e Purga eta tranpa (P&T)
o analito lurrunkorrak matrize solido eta likidotan
o urratsak: purga-desortzioa-tranparen garbiketa

o Aintzindariak: buru-guneko erauzketa (estatikoa
eta dinamikoa (P&T))

Kroma-
tografora

Termostatoa

Lagina bialean
Gasa buru-
-gunean




Erauzketa fase gaseosoan

e Purga eta tranpa (P&T)

o aldagaiak:
v erauzketa-denbora eta —tenperatura
v tranparen izaera (Tenax, silikagel, ikatz aktiboa,...)
v desortzio-denbora eta —tenperatura
v garbiketa-denbora eta —tenperatura
v gatz inerteen gehitzea

v tranpak CO, eta N,-rekin hoztu

o \flash movies\P&T.swf



o Saikapen orokorra

« Solido-likido erauzketa

v Irabiaketa
v Soxhlet
v Ultrasoinuzko energia
v Mikrouhinezko energia
v Presiopeko erauzketa
v Jariakin gainkritikoen erauzketa
o Likido-likido erauzketa (Gorkarekin ikasitakoa)

 Erauzketa fase gaseosoan

v Purga eta tranpa
« Erauzketa fase solidoan

v Erauzketa fase solidoan (SPE)
v Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko erauzketa (SPE)

o Oinarria: analitoaren fase solido batekiko eta fase
likido batekiko afinitate desberdina

o Oinarrizko urratsak:

v Karga: lagina (lagina bera edo erauzkina) fase solido
egoki batean zehar pasarazten da

v Eluzioa: fase solidoan atxikituta  geratutako
konposatuak selektiboki eluitu daitezke disolbatzaile
egoki baten bolumen txiki batekin

o Helburuak:

v Interferentzien eliminazioa (clean-up)
v Analitoen aurrekontzentrazioa

v Fase-aldaketa

v Laginaren kontserbazioa eta garraioa



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko erauzketa (SPE)
o Hainbat ezaugarri:

v Disolbatzaile organikoen bolumen baxuak
v" Analitoak frakziotan biltzeko aukera

v Automatizatzeko aukera

o Sorbatzaileen sailkapena:

v Apolarrak  (alkil-silikak: C,g estireno-dibinilbenzeno:
amberlite XAD-2;...): alderantzizko fasea (analito
apolarrak disolbatzaile polarretan: PAH uretan)

v Polarrak (silika, alumina, florisil,...): fase normala (erauzi
organikoen garbiketa, serie eluotropikoa)

v Trukatzaile ionikoak (anionikoak eta kationikoak)

v Esklusio molekularreko sorbatzaileak (porodun gelak)



Erauzketa fase solidoan

e Serie eluotropikoa

"
Hexanoa ”o,.
Iso-oktanoa Qo
Karbono tetrakloruroa

Kloroformoa
Diklorometanoa
Tetrahidrofuranoa
Etil esterra

< Etil azetatoa
6@» Azetona
Q/)(« . Azetonitriloa
Isopropanola
Metanola
/))O' Ura
s,



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko erauzketa (SPE)

o Kartutxoak




Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko erauzketa (SPE)

o Diskoak




Erauzketa fase solidoan
e Fase solidozko erauzketa (SPE)

1. Column Solvation 2. Sample Loading 3. Column Washing 4. Target Compound Elution

Y G

e CL L
2 I N
&
K & &
-
\ A
Wi |

Eluted Interferences

:-. Target
8 - Compound



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko

erauzketa (SPE)
> Prozesu osoaren o]
laburpena

| Sample pre - treatment |

* Laginaren prestaketa

* Kartutxoaren egokitzea _” _‘ ® o3
Retained |21 1
* Kartutxoaren orekatzea | interferences |52+ ]

* Laginaren karga

 Kartutxoaren garbiketa | » : T
|

-

|
- —| | -| Eluted analytes ® '
4% o o

* Eluzioa

\flash movies\SPE 1 protocol.swf



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko

erauzketa (SPE)
- — Particulate remaoval
- Laginaren prestaketa | i I
 Partikulen eliminazioa : = _Q.b

* Baldintza kimiko egokiak

] B
B " '
+
»-
s
_-_,' *_.-.‘ ¥
® Particulate
* Proteins with bound |_TF_|‘_;_I

analyte molecules

\flash movies\SPE 2 sample pretreatment.swf



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko
eraUZketa (SPE) Non - conditioned (activated) sorbent |

o Zutabearen egokitzea:

Fase solidoaren garbiketa eta
solbatazioa

Unconditioned

\flash movies\SPE 3 column conditioning.swf



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko
erauzketa (SPE)

o Zutabearen orekatzea

= Fase normala:
» Fase geldikorra polarra:
florisil _
. Sorl;,ant bed is i g_i; S.'Iample applied
» Fase mugikorra apolarra: Sl RGO Yt
similar in nature .
h exano to the analyte |

= Alderantzizko fasea:

» Fase geldikorra apolarra:

Cl8

» Fase mugikorra polarra:
metanol

[

: |
Analyte
breakthrough
when the column
is not properly
equilibrated

i@tquumration||f§cmumn pH | [ @ wisciviiy | ([€) (>

e =

\flash movies\SPE 4 equilibration.swf



Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko
erauzketa (SPE)

o Lagina kargatu

* Analitoak + ahalik eta
interferente gutxien

\flash movies\SPE 5 sample loading.swf

i
I I | | Fixed volume at
| . [ equal flow rate
|. - l. - - |

B | r

High lingar | | Low linear velocity |—
velocity

i

o

T—T‘ Equal

R L O

i@ineaweiﬁ?ﬁ?i i_@ﬁigh velocity | i'ﬁanuelnciw | (<) )]




Erauzketa fase solidoan

e Fase solidozko
erauzketa (SPE)

. _-— T
o Zutabearen garbiketa (oo yeiing |

* |Interferentzieak eliminatu +
analitoak eutsi

|_§Cnlumn Wash 1 | iécmumn Wash 2 | !écmumn Wash 3 |

\flash movies\SPE 6 column washing.swf



Erauzketa fase solidoan
o

e Fase solidozko
C erauzketa (SPE) .

o Eluzioa too strong

o Analitoen eluzio
kuantitatiboa

\flash movies\SPE 7 elution.swf | @© Hydrophobic ] @ tonic | @ mixedmose [140) (o))



o Saikapen orokorra

« Solido-likido erauzketa

v’ Irabiaketa
v Soxhlet
v Ultrasoinuzko energia
v Mikrouhinezko energia
v Presiopeko erauzketa
v Jariakin gainkritikoen erauzketa
o Likido-likido erauzketa (Gorkarekin ikasitakoa)

 Erauzketa fase gaseosoan

v Purga eta tranpa
« Erauzketa fase solidoan

v Erauzketa fase solidoan (SPE)
v Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)



Erauzketa fase solidoan

e Mikroerauzketa fase
solidoan (SPME)

o SPE egokitua, deskripzioa:

v" Sorbatzaile baten geruza duen
silizezko fibra bat, orratz huts batek
babestuta.

Orratza xiringa baten enboloari
dago lotuta

Enboloaren bidez fibraren posizioa
kontrola daiteke

o SPME, urratsak:

Lagina eta zuntza kontaktuan
Erauzketa

Desortzioa

«— Plunger

—

Plunger retaining

screw ey
Adjustable needle
guide/depth
/ gauge
Fiber attachment Septum-piercing
needle needle

Septum

Stirring
bar

Aluminum block heater




Erauzketa fase solidoan
e Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)

o Erauzketa: Laginean murgilduta edo buru-gunean

o Desortzioa: termikoa edo disolbatzaile egokian

\flash movies\SPME.swf



Erauzketa fase solidoan

e Mikroerauzketa fase solidoan (SPME)

templada (CW/TPR)

Fase estacionaria Grosor Aplicacién Uso [ g atu.rf::
recomendado de operacién
Polidimetilsiloxano (PDMS) 100 pm Volétiles no polares, GC/HPLC 200-270 2
30 pum semivoldtiles no polares y 200-270 °C
7 pm compuestos no polares 220-320 °C
de alto peso molecular
Polidimetilsiloxano/ 65 pm Volatiles, aminas GC 200-270 °C
divinilbenceno 60 pum y compuesfos HPLC
(PDMS/DVB) nitroaromaticos
Poliacrilato 85 pum Semivolétiles polares GC/HPLC 220-310°C
Carboxen/ 75 pm Gases y compuesios GC 240-300<C
polidimetilsiloxano de bajo peso molecular
(Carboxen/PDMS)
Carbowax/ 65 pm Alcoholes y compuestos GC 200-260 °C
divinilbenceno polares i3
(CW/DVB)
Carbowax/resina 50 um Surfactantes HPLC




Azken oharrak

e Deribatizazioa

o Erreakzio kimikoa deribatizatzaile egokiren bat
erabiliz: analitoen eraldaketa kimikoa (kuantitatiboa)

v analitoen detekzioa hobetzeko

v polaritatea aldatzeko

v egonkortasunat

v lurrunkortasunat

v" matrize-aldaketa — separazio-baldintzak 1

AZido haloazetikoak 0 #°' 1 _ ester haloazetikoak (1)
o Aplikatu ahal izateko, erreakzioa:

v Azkarra
v Kuantitatiboa
v Azpiprodukturik gabekoa



Azken oharrak

e Deribatizazioa

o Deribatizatzaileen adibideak:

v" Gas-kromatografia: hegazkortasuna hobetzeko:

- NaBH,, NaBEt,, NaBPr,
MeHg" + NaBEt, (giro azidoan) — MeHgEt (1)

v Likido-kromatografia: detekzioa hobetzeko:

» Talde kromoforoak

> 4-dimetilaminiazobenzeno-4-sulfinilo

- Talde fluorogenikoak
> O-ftaldeido



Azken oharrak

e Disolbatzailearen eliminazioa

o Airean

o Errotabaporea

o N,-zko korrontea:TurvoVap




