EXTRACAO LIiQUIDO-LIQUIDO

MARIA EUGENIA QUEIROZ NASSUR
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Improvement: Remove Baseline Interferences
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Improvement: Remove Baseline Interferences
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To enrich sample for
- Higher detection sensitivity

Utilize SPE Chromatographic Bed
to Trace Concentrate
the Original Sample
for that Analyte -
Obtain Good Response

~
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Complex Sample Matrix:

Ion Suppression

50/50 Water/ACN + human plasma supernatant

Analytes in human plasma
with only Protein Precipitation
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im0 uss
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! G s e standards
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MRM for Terfenadine
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A (PPT) 80% ion suppression

050 100 50 200 250 3.00 350 Z00 450 S0
191 472.2 >M4R§4(6>'.4
B (SPE) Minimal ion suppression :
(Oasis® MCX)

0:50 100 150 200 250 3.00 3150 4.00 450 500

No loss in signal observed for analytes when the
interferences, which cause the suppression,
are removed by SPE.
Note: These samples are dried and reconstituted. Gradient time = 1.5 min

- Lower Limits of Detection
- Run more samples with less time

- Minimize costs in manpower and equipment maintenance

Extracgdo Ltquldo-Ltqmdo. Parti¢dao*

*"semelhante dissolve 1

¢ Método baseado na solubilidade
relativa do analito entre duas
fases imisciveis

+ Remover interferentes

¢ coeluir com os analitos

+ Adsorver forma irreversivel FE

¢ Concentrar analitos (niveis de
tracos)

PREPARO DA AMOSTR
PRIMEIRA E

0 METODOS CROMATOGRAFICOS

SENVOLVIM

Cocficiente de Distribui¢do ou
Coeficiente de Parti¢ao

5 g * Concentracao do soluto
Qaq = Yorg

* Imisciveis solventes

* [4gua (altamente polar e imiscivel sol. Org.) /
[Sorg] diclorometano, éter, hexano)

[Sa:] | * Equilibrio Parti¢ao

solubility of organic (g/100 mL)

solubility of water (g/100 mL)

SUBSTANCIAS POLARES E IONICAS

Fase Organica

* “Semelhante dissolve semelhante”

+ Imiscivel em agua (exclui acetona e alcoois de
baixa massa molecular) — formar duas fases —
densidades diferentes

» Hexano, pentano, éter de petroleo, cloroformio,
diclorometano

* Puro, facil evaporagdo, baixa toxicidade

» Deverao ser evitados: tetracloreto de carbono,
benzeno

* Densidades proximas — emulsdo — materiais
gordurosos

LLE - Propriedades fisico-quimica de alguns solventes

Densidade (¢/mL), 20°C | Ponto de Ebulicio (°C)

n-Hexano 0,66 69
Isoctano 0,69 99
Tert-butil metil éter 0,74 553
Tolueno 0,87 110,6
Acetato de Etila 0,90 77
Agua 1,00 100
Diclorometano 1,33 40
Cloroférmio 1,47 61
Tetracloreto de carbono 1,58 76,72
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LLE — FUNIL DE SEPARACAO

FASE
INFERIOR

FASE
SUPERIOR

Fase inferior

Extragdo de uma solugao aquosa utilizando o CH,CI, (d = 1,33g/ml)

A — solugdo aquosa contém a
substancia desejada.

B - Diclorometano € usado para
extrair a fase aquosa.

C — A pipeta é colocada no frasco
conico.

D - A fase orgénica é removida e
transferida para um recipiente
seco. A fase aquosa permanece
no frasco original.

7] on

FASE SUPERIOR

Extragéo de uma solugéo aquosa utilizando o éter dietilico (d = 0,7174g/ml)

A - a solugdo aquosa contém a
substancia desejada.

B — Eter & usado para extrair a
fase aquosa.

C — A fase aquosa é removida e
transferida para um recipiente. A
fase que contém éter permanece
no frasco original.

D - A camada etérea é transferida
para um novo frasco. A camada
aquosa € transferida de volta ao
frasco original

EXTRACOES SUCESSIVAS

;Smgle Second Sequential Extraction Third Sequential Extraction
Extraction
1 x 50 mL 1 x50 mL Ix50mL  2x50mL 1 x50 mL Ix50mL 3 x50mL
Percent Repeat Percent  Additional ~ Cumulative  Repeat Percent ~ Additional ~ Cumulative
Ky Extracted Extracted Recovery Extraction Extracted Recovery Extraction
500 96.154 96.154 3.697 99.851 96.154 0.142 99.993
250 92.593 92.593 6.859 99.451 92.593 0.508 99.959
100 83.333 83.333 13.890 97.223 83.333 2315 99.538
50 71.429 71.429 20411 91.839 71.429 5.832 97.671
5 20.000 20.000 16.000 36.000 20.000 12.800 48.800

EMULSAO ENTRE AS FASES
Suspensio coloidal de um liquido em outro disperso sob a forma de
goticulas > 0,1pm DI

b Mtsra ke peotebia pron
Efeito da Forca Iénica sobre
a Solubilidade das Proteinas

Adicao NaCl - “salting in”

(baixa concentracio e baixa valéncia
de citions e dnions)

Deixar o funil de separacio em descanso por algum tempo
Adicionar dgua ao sistema (desestabiliza a emulsio)

Centrifagar
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EXTRACAO LIiQUIDO-LIQUIDO

* DESVANTAGENS

e Consumo de solventes organicos de alta pureza

« Exposicio do analista a solventes organicos
(toxicos)

* Descarte de solventes organicos

* Concentracio da fase orginica

* Varias etapas para sua execucio

° Formacﬁo de emulsao (pequenas gotas de uma solvente
misturado no outro) — adi¢iao NaCl

¢ Baixa seletividade

* AUMENTAR A SOLUBILIDADE DO
ANALITO NA FASE EXTRATORA

- Kp<<t

» Analitos acidos — solugao aquosa
acida (pH = pKa —1)

* Analitos basicos — solugao aquosa
alcalina (pH = pKb +1)

* Forma nao ionizada portanto soltveis
na fase organica

LLE — Acidos e bases fracas
pH = pKa -1
HA

— H Fase organica

Fase aquosa
Ka

HA + H,0 HyO" + A

1| Fase orgénica
Fase aguosa

OH™ +HB"

pH = pKb +1

LLE — acido/base

CO0H. e COONa" 00
Weak Base | = A i
gy —
(NaHCO3) / HCl) A (O]
Benzoic Acid Sodium salt of benzoic acid Benzoic Acid
Hy NH;or H,
Acid Q/ Base
o ) 2)
(HCT (K2€03) g
Aniline Protonated aniline Andine
OH N OH
‘ = Strong Base | A i i -
—
= (NaOH) P —“(ch Z 3)
Phenol Sodium salt of phenol Phenol

DETERMINACAO DE PESTICIDAS
(MULTIRESIDUO) EM AMOSTRAS DE AGUA
(J. Agric. Food Chem, vol 44, n.7, 1996)

« AMOSTRA DE AGUA: 1000 mL
ACIDIFICADA pH 2 (HC])

EXTRACAO: 3 VOLUMES DE 60 mL
(15% HEXANO — DICLOROMETANO)

¢ EXTRATO - Na,SO, agente secante
e EXTRATO FOI CONCENTRADO A 0,5 mL

VOLUME INJETADO: 1 pL (SPLITLESS)
GC-ECD

Integrator response

DETERMINACAO DE PESTICIDAS
(MULTIRRESIDUO) EM AMOSTRAS DE
AGUA
(] Agrlc Food Chem, vol 44, n.7, 1996)
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DETERMINAGAO DE LAMOTRIGINA E CARBAMAZEPINA EM
PLASMA LLE - GC/TSD
M.E.C.Queiroz et al. (CHROMATOGRAPHIA v. 53, p. 485-488, 2001)

* 200 yL PLASMA
+ 200 yL TAMPAO BICARBONATO pH 11

* 1mL ACETATO DE BUTILA - 2,5 ug 4-METIL
PRIMIDONA (PADRAO INTERNO)

+ AGITAGAO MECANICA - 10 MIN — CENTRIFUGAR
+ EVAPORAR A FASE ORGANICA

+ RESIDUO — RECONSTITUIDO 50 pL METANOL

* VOLUME INJETADO -1 pyL — HP5 - GC/TSD

- D=0,887 g/mL

DETERMINAGAO DE LAMOTRIGINA E CARBAMAZEPINA EM
PLASMA LLE - GC/TSD
M.E.C.Queiroz et al. (CHROMATOGRAPHIA v. 53, p. 485-488, 2001)

rime (min)

LLE - AMBIENTAL *fungicida

cold-induced aqueous acetonitrile phase separation

LLE — DROGAS DE ABUSO (amostras bioldgicas)

Agrotoxicos® Aguadeimigagio — > 4mL  Acetonitrila® 80 ANALITOS AMOSTRA SOLVENTES (mL) ADITIVOS
R m mL
(baixa temp.) (mg ou )
Piretroides® Agua de irrigacdo e 100mL  n-Hexano— * 01 10 % NaCl (m/v) —— — T =
4gua subterrdnea THC®, e 525, i)
A 5 itrila® 40 1,5 % NaCl (m/v) $rmioli S NaOH
Carbamatos® Agua potével 2mL Acetonitrila’ X % (m/v) s o somg Cloroférmiofisopropanol 50
(41, vh)
A iduai i a i NaOH
Herbicidas e Aguas residuais 250mL  Diclorometano 30,0 10mL ge ;ol:](;acci R ciieb i ilorometano élg ) T:m -
pestilca® saturadade Cocaina, BEY, EME", CE'e  Unhas s0mg mmfz'“‘;"géi‘ifi’mv i
Azul de metileno  Aguas residuais 55mL  Acetonitrila’ 45 2,25 g de sulfato de AEMES (s()lido/liq l,lidO) n-Heptano (50: A
e protetor solar amdnio v/\;;v) o de " ——
ok i ] tano/acetar o\
82 compostos Agua potavel 400mL  Tolueno 0,5 150 g de NaCl Canabinoides Saliva 1,5mL Zm :{34 sy gseKd
ani tamponado pH 6,5-7,0 1, 3
o . : diazepinicos e saliva 1,0mL Acetato de etila Tampéo pH
Metil-kresoxima  Frutas, vegetais e solos 10g Diclorometano 40 50 g de NaCl Be;u_c;e T:zep L 95
i zolpi
®* QAT P B NeOH
i ( SOI ldO/ 1 1qul d()) Estricnina Plasma 01mL Eter etilico/diclorometano a
Dioxano Agua potével 10mL  Diclorometano 20 2 gde NaCl - (3:1,v/v)
) 4 10
Esteroides anabdlicos Urina 0,5mL n-Hexano
; f androgénicos
+ Clorpirifés, A-cialotrina, permetrina e bifentrina; * LLE com partiio em baixa temperatura,  Permetrina, resmetrina e cipermetrina;
Aldicarb, carbofuran e carbaril; ¢ EPTC, propaclor, AD-67, aktinit e acetoclor, { LLE assistida pelo salting out; ¢ Inseticidas organoclorados e ) o
organofosforosos, pesticidas triazinas e acetanilidas, cloroanilinas e fensis. Analitos — niio ionizados
~ r
EXTRAGAO EM FASESOLIDA EXTRACAO EM FASE SOLIDA - SPE
Seringa

Startab Scientiic

3
2
H
H
H

On-line SPE Devices

Extracao de
compostos
organicos de
solugdes liquidas

Alternativa a
extragcao
liquido-liquido

amostra
liquida

suporte
solido a
base de
silica
(~ 40 pm)

(polipropileno)

rits de

blietileno
acgo inoX
20 pm)




CARACTERISTICAS - SPE

+ PARTICULAS DE TAMANHO SUPERIOR AS DE
HPLC

+ VACUO OU PEQUENA PRESSAO POSITIVA
(SERINGA) PARA MOVIMENTAR A AMOSTRA E
ELUENTES

+ A AMOSTRA ISOLODA E ELUIDA GERALMENTE
NO MENOR VOLUME POSSIVEL

+ A COLUNA SPE NORMALMENTE E USADA UMA
UNICA VEZ E DESCARTADA

VANTAGENS - SPE

« EFICIENCIA

- EVITA FORMACAO DE EMULSOES

- GERALMENTE DISPENSA EVAPORACAO
- EXTRATO MAIS PURO

- MAIORES TAXAS DE RECUPERACAO

- EXTRATO CONCENTRADO

VANTAGENS - SPE

« ECONOMIA
- ELIMINA VIDRARIA

- MENORES VOLUMES DE SOLVENTES
ORGANICOS

- DIMINUI O TRABALHO MANUAL
 REPETIBILIDADE

- EVITA TRANSFERENCIA DE EXTRATO

- COEFICIENTE DE VARIACAO TiPICO 2-3%

VANTAGENS - SPE

* RAPIDEZ
- MAIS RAPIDO QUE LLE

- PERMITE PROCESSAR MUITAS
AMOSTRAS SIMULTANEAMENTE

« SEGURANCA
- MANIPULA MENORES QUANTIDADES DE
SOLVENTES (E AMOSTRAS) TOXICOS

E/OU INFLAMAVEL

SELETIVIDADE
VARIEDADE DE FASES DISPONIVEIS

INSTRUMENTAGCAO - SPE




Sorbent -- Chromatographic packing material
(Stationary Phase)

Syringe Barrel Style

Retention Mechanisms:
=2 1. Reversed Phase (RP)
2. Normal Phase (NP)
3. Ion-Exchange (IEX)

|__Filter/Frit

Sorbent

- Filter/Frit

Fase reversa

Packing | Pore Size (nominal, A) Particle Size Range (um)

(ST 125 55-105
g 125 37-55
Csg 125 37-55
€2 125 37-55
NHy 125 55-105
cN 125 55-105
Diol 300 37-55

Silica 125 55-105
Florisil 60 50-200

Fase Normal

NAO POLARES

PROCEDIMENTO SPE

cig Octadecilsilano =Si-(CH,),-CH,
c8 Octilsilano =Si—(CH,), - CH,
o . et CONDICIONAMENTO
cH Cicloexilsilano =si-
POLARES DA COLUNA SPE
e 2 i it .
skt s =si 7CI(:7(H_7CH_VfD—EH;fC}Iflgl_, — NECESSARIO PARA
NH2 Aminopropilsilano =8i~CH, ~CH, ~CH, - NH, "ATIVAR" A FASE
Psa N-Propiletilenodiaminossilano =Si~CH, ~CH, ~CH, ~ NH—CH, ~CH, ~ NH, _ Aumentar a drea
superficial
— Eliminar interferentes
CONDICIONAMENTO CONDICIONAMENTO

EXTRACAO EM FASE REVERSA

+ ANALITOS: APOLARES
+ FASE ESTACIONARIA: C,4, Cg

* METANOL: 2 VEZES O VOLUME DA COLUNA,
NAO DEIXE SECAR A FASE

+ AGUA, TAMPAO OU OUTRO SOLVENTE
(SIMILAR A SOLUCAO DA AMOSTRA): 1 VEZ O
VOLUME DA COLUNA, NAO DEIXE SECAR A
FASE

* Remove excesso de metanol

* Superficie com solvente similar & amostra
(polaridade, pH, forga ionica)

EXTRACAO EM FASE NORMAL

ANALITOS: POLARES

FASE ESTACIONARIA: CN, DIOL,
NH,

SOLVENTE POLAR

SOLVENTE SIMILAR AO DA
AMOSTRA

DESLIGUE O VACUO ANTES DE
SECAR A COLUNA




PROCEDIMENTO SPE

— VOLUMES DE pL A LITROS;
VOLUMES EXCESSIVOS
REDUZEM A EFICIENCIA DE
EXTRACAO

— AJUSTE DE pH

— ADICAO DA AMOSTRA COM
VACUO OU PRESSAO
POSITIVA

— FLUXO- RETENCAO DO ANALITO

Adicio da amostra

PROCEDIMENTO - SPE

— ELUICAO DE MATERIAL NAO
DESEJADO OU NAO RETIDO E
LAVADO COM MESMO
SOLVENTE DA AMOSTRA (~1
VOL.)

— PASSANDO UM SOLVENTE +
FORTE QUE DA AMOSTRA
PODE REMOVER ALGUMAS
IMPUREZAS INDESEJAVEIS

PROCEDIMENTO - SPE

— ELUICAO COM PEQUENO
VOLUME DE SOLVENTE
ADEQUADO (FORTE)

— DUAS ALIQUOTAS PEQUENAS
SAO MAIS EFICIENTES DO QUE
UMA GRANDE

— INTERACAO POR ALGUNS
SEGUNDOS AUMENTAM A
EFICIENCIA DA EXTRACAO

Eluig¢do

FASE REVERSA (analitos média polaridade a
apolares) — C18, 3 mL, 200 mg

Prepare Sample

Condition
3 ml MeOH

Equilibrate
3 ml water

Load Sample
max. 1000 ml

Wash Impurities
3 ml MeOH - water (2:98, v/v)

I
Elute Analyte
2x 2 ml MeOH — acetone (1:1, v/v)
or CH,Cl,

Fase normal SiOH, 3 mL, 500 mg

S . . OH cl
Antibiodtico — cloranfenicol em peixe Q)j’u\ﬁ\
cl
noo ©

N
Preparo da amostra °:

Homogeneizar peixe tampao acetato 0,1 mol/L pH 5,2
Extracao — acetato de etila
Extrato seco — DCM

Limpeza FE: DCM

Eluicao: metanol

Delta 9 THC na urina

Coluna: C18, 3 mL, 500 mg

Urina: Diluir acido acético glacial

Condicionamento: 6 mL MeOH, 6 mL HCI 0,01 mol/L.
Limpeza FE: 2 x 500 pnLL ACN: HCI1 0,01 mol/L (6:4 v/v)

Eluicao: 2 x 500 pL. n-heptano: acetato de etila
(85:15 v/v)




Solvent volume is directly proportional to bed mass

Sorbent per

Maximum Mass

Typical Sample

Typical Elution

Well Capacity Volume (Pre- Volume
Dilution)

2mg 0.03 t0 0.05 mg |5 to 200 pL < 50 uL

5mg 0.15to 1 mg 10 to 200 L < 150 uL

10 mg 0.35to 2 mg 50 to 400 pL < 250 uL

30 mg 1to5mg 100 L to 1 mL > 400 pL

60 mg 2to 10 mg 200 pL to 2 mL > 800 uL

SPE - DISCOS

SPE - DISCOS

ANALISE DE ORGANOFOSFORADOS NO AR
EXPOSICAO OCUPACIONAL

ANALISE DE ORGANOFOSFORADOS NO AR

Representagéo de formatos alternativos de dispositivos
para SPE.

Filtro —
Disco = Filtro —

«— Camada fina

« Filtro

<« Fase solida
« Fivo

()




Diposable Pipette tip eXtraction (DPX)

DPX - tip

discharge sample

elute

aspirate sample

solid phase B

EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Extragao em ponteira de pipeta descartavel (disposable
pippete extraction — DPX)

Microsseringa—» = <« Solvente de eluigéo

TiP

Fase sclida —

Amostra — «— Analitos

EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

SPE usando dispersao da matriz

Fase sélida + Trituragio da

.~ amestra _~  amostra + fase
- sélida

/ Aplicagiio da Adigio de

amostra solvente e
‘ dispersa na - eluigio do
fase sélida no analito
cartucho
A—
Bomba
vicuo

MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

SPME = JANUSZ PAWLISZYN et al. 1990

Plunger
Barrel
Plunger Retaining Screw K Qi E

Zslot

Hub-Viewing Window

Septunq Piercing Needle
Adjustable Needle j
Guide/Depth Gauge

Fiber Aftachment Tubing

Coatéd Fused Silica Fiber

Sealing Septum

V fase <<V amostra

72100 pm 0,032 0,7 L | THeN =

Nova geragdo - fibras de metal

(mais robustas) T:450°C - inerte - ndo contém ferro

- Mais inerte do que aco inox

T L& _
[Gersrey

‘ CombiPAL type autosampler ‘

Dessor¢io muito eficiente — todo analito é introduzido na
coluna

Matriz e soluto (volatil)

\ C Thermal desorption on

A Extraction step for HS-SPME ... GC injection port

™,

SPME
holder

SPME fiber
assembly

Saples o)
Hot plate Lenl
stirrer

@Pierce @ Expose @Retract
m iber/ fiber/

D Off-line solvent
desorption

— _, Direct syringe injection
into GC, HPLC or CE

aliquota E+—SPME fiber assembly

septum  extract  remove

B Extraction step for DI-SPME

SPME
hoider |7
—

SPME fiber
assembly

) 1
Sample—»| /
{
Hot plate.
stirrer

@Pierce @ Expose  @Retract |
sample fiber/ fiber/
septum  extract remove

o
E Solvent desorption using
SPME interface

10



Drogas de abuso - cabelo
HS-SPME/GC-MS-MS

= eh;m)" SPME-Device

- Vmg Fl

- 40 ng THC-D3 \ g
- 1mL NaOH (1M)

-03gNaCO,

250°C|

space S
and preheating (15 min) (40 min) GC-injection port

(10 min)
canabinéides

Desorption in

Analytica Chimica Acta 670 (2010) 63-71

Drogas de abuso - cabelo
HS-SPME/GC-MS-MS

Pounts
&00:
500 THCD,
Angmgt
w230
BN
400 0300ngmg?
w2238
30 THC
00700z mg”
w227
0 D
0018 ngmg™
w2174
100,
o
50 55 90 95 100 105 110
mimutes

Analytica Chimica Acta 670 (2010) 63-71

IN VIVO SPME - SAMPLING OF FLOWING

BLOOD
o” 2
DIRECT IN VEIN SAMPLING with use of /
in-dwelling catheter (applicable to large
animals such as dogs, pigs) ’

Sampler for in vivo microextraction
(based on a hypodermic necdie)
Tissue with blood vessel

SPME extraction phase

Musteata F.M., Pawliszyn J., J. Biochem. Biophys. Meth., 2007, 70(2), 181-193
Es-haghi, A; Zhang, X.; Musteata, F.M.; Bagheri, H.; Pawliszyn, J.; Analyst, 2007, 132(7), 672~
678

Blood sampling without blood draws for in vivo
pharmacokinetic studies in rats

Handle
A e - Veia jugular
Tissue Silicon ﬁlue ;.
ea - Artéria
Blood vessel , e
SPME probs cardtida
B
~—— SPME holder
Septum
— Cateter
=
" Blood ait Interface Y

Recirculagio do

= & /
or
e Blood in
& & - | — Biocompativeubing | sapoue

J Pharm Biomed Anal 47 (2008) 907-912
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Fibras de metal — C18
quimicamente ligada

e

In vivo SPME

In vivo Application: Tissue-specific Bioaccumulation of Drugs in Fish
X. Zhang, J. Cai, K. Oakes, F.Breton, M. Servos and J. Pawliszyn Anal. Chem. 81, 7349-7356 (2009).
H R——— Carbamazepine in muscle and adipose
wa
o
o %
eMIE
i
. . . a
Time (day)
RP - TROCA IONICA
Oasis MCX Oasis MAX
Mixed-Mode Cation Mixed-Mode Anion

eXchange sorbent for bases eXchange sorbent for acids

Oasis HLB
Hydrophilic-Lipophilic Balanced
reversed-phase sorbent for acids,
bases, and neutrals

Hudrophilic

K, 1R
Retention /eﬁ'} P

pK, <1

of Polars =
Oasis WCX M_xoe:i:‘sod wwe( :
Mixed-Mode Weak Cation fixed Mode es
eXchange sorbent for strong nion eXchange

s and quaternary amines, sorbent for strong acids

Stable from pH 0-14
Water-wettable
No silanol interactions
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