Técnicas de Preparo de Amostras

Extracdao com Solventes*

Resumo

O objetivo de uma analise quimica é a obtencao de dados qualitativos
e/ou quantitativos a respeito de um ou mais componentes de uma amostra.
Quando a técnica analitica escolhida é a cromatografia, o procedimento analitico
pode ser usualmente dividido em 3 etapas principais: pré-cromatografica,
cromatografica e pds-cromatografica.

A etapa pré-cromatografica envolve a amostragem, o transporte da
amostra até o laboratério onde sera efetuada a andlise, e a etapa de preparo da
amostra. Técnicas como LLE, SPE, SFE, ASE, SPME, dentre outras, sao
empregadas nesta etapa.

A etapa cromatografica visa a separacao do analito de seus principais
contaminantes, gerando os dados necessarios para a identificacdo e/ou
quantificacdo. Técnicas como HPLC-UV, GC-ECD, LC/MS/MS, GC/MS e outras sao
frequentemente empregadas.

A etapa pds-cromatografica visa tratar os dados qualitativos e
quantitativos obtidos.

No presente artigo, uma revisdo critica a respeito destas 3 etapas
envolvidas em uma analise cromatografica incluindo os fundamentos teoricos, a
instrumentacao, vantagens e limitagdes, e aplicagdes das principais técnicas, é

apresentada e discutida criticamente, do ponto de vista do autor.

* Fonte:
Fernando M. Lancas, “Avanc¢os Recentes e Tendéncias Futuras das Técnicas
de Separacao: uma visao pessoal”. Scientia Chromatographica vol. 0 nimero 0,

pag 17-44 (2008).



1. Introducao

A segunda metade do século XX observou um avanco sem precedentes
nas técnicas de separacdo, devido aos novos desafios gerados pelo aumento da
populacdo mundial e a demanda por servigos a partir do incremento tecnologico
marcante do periodo Pos-Guerra. Contrariamente as exigéncias anteriores a este
periodo, quase sempre razoavelmente atendidas por métodos fisicos simples de
analise como, por exemplo, gravimetria, a complexidade dos problemas
ambientais, de saude, alimentacdo, energia, e muitos outros, passou a exigir
técnicas de andlise mais complexas. Esta necessidade trouxe a exigéncia de
técnicas mais rapidas, eficientes e, principalmente, capazes de serem
automatizadas através de instrumentos complexos indisponiveis até a década de
1950. A popularizacdo dos computadores, gracas aos precos tornados mais
accessiveis, possibilitou o desenvolvimento de equipamentos totalmente
comandados por um computador pessoal de grande capacidade de processar
dados e armazena-los, a um custo o qual é hoje apenas uma pequena fracao do
custo da maioria dos equipamentos que ele comanda.

A complexidade analitica ndo é reservada apenas a area de
instrumentacao: métodos mais elaborados (muitas vezes mais de um método
usado para a mesma analise) tem que ser desenvolvidos e ou adaptados a esta
nova realidade, além de passarem por etapas extensas de valida¢do antes do uso
para que os dados sejam reconhecidos pelas agencias governamentais as quais
regulamentam a aceitacdo de resultados de analises quimicas. No caso particular
de métodos analiticos para emprego na area de Saude Humana, as exigéncias
quanto a validacdo das metodologias sdo enormes, variando de um pais para
outro e, muitas vezes, de um 6rgado para outro dentro do mesmo pais. Na analise
de compostos-alvo (target compounds) presentes em matrizes consideradas
complexas, como alimentos, ambientais, e fluidos bioldgicos, regra geral o
objetivo é analisar um ou alguns compostos em uma matriz na qual esta presente
em concentracdes muito baixas (geralmente referida como analise de tragos).
Nestes casos, usualmente é necessario, empregar uma série de etapas, incluindo:
extracdo do analito da amostra, sua purificacdo para elimina¢do de potenciais

contaminantes e interferentes, os quais podem comprometer o resultado



analitico, separacao empregando técnicas de separacdo de alta resolugdo (HRGC,
HPLC, CE e outros) e deteccdo por técnicas ainda mais complexas como, por
exemplo, a espectrometria de massas?.

A Figura 1 exemplifica um quadro tipico das varias etapas necessarias
para a realizacdo de uma anadlise tipica de um composto presente em baixas
concentragdes em matrizes complexas.

O procedimento pré-analitico inicia-se ja no delineamento do
planejamento do procedimento a ser utilizado, prevendo todas as etapas pelas
quais a amostra devera passar. Uma vez estabelecido o protocolo do estudo, a
amostragem é usualmente a primeira etapa do procedimento experimental. Ela
visa a selecdo de alguns componentes de um universo, o qual possa representa-lo
com a maxima fidelidade possivel. Por exemplo, no caso de um pomar
contaminado com pesticidas, na pratica seria impossivel analisar-se todos os
frutos possivelmente contaminados. A amostragem serve para assegurar que as
frutas a serem avaliadas, neste exemplo, representam de maneira fidedigna o
pomar como um todo. No caso de amostras de alimentos, por exemplo, o Codex
Alimentarius recomenda varios guias (guidelines) para a amostragem de frutas e
vegetais. Regra geral, ap6s a amostragem a parte selecionada para a analise é
encaminhada para o laboratdério de analise - quase sempre longe do local onde a
amostragem ocorreu. Assim, o transporte e armazenagem sao de extrema
importancia para assegurar a integridade da amostra a ser analisada. Raramente
a amostra ja se encontra em uma forma apropriada para a analise, requerendo
que as substancias de interesse sejam removidas da matriz original (por
exemplo, para andlise de hormoéOnios em frango é necessario inicialmente
remover-se o hormonio da matriz para depois efetuar-se a analise instrumental
- por exemplo, através de HRGC). Esta etapa é usualmente denominada preparo

da amostra.

[ Homogeinizacao ]—
Extragdo Concgnlra?ao Limpeza Anglise
ou diluicéo (clean-up)

[ Reducao do tamanho

Figura 1. 1.Diagrama esquematico das principais etapas envolvidas na analise quimica de amostras complexas.



O preparo da amostra tem como principal objetivo isolar o(s)
componente(s) de interesse de outros compostos presentes na matriz os quais
poderdo interferer posteriomente na determinag¢do analitica. Muitas vezes esta
etapa é também denominada de extragdo mas, em muitos casos, ndo é necessaria
uma etapa de extracdo para que o analito possa ser avaliado por uma técnica
instrumental. Ap6s o isolamento dos compostos de interesse da matriz, pode ser
necessaria uma etapa complementar de limpeza (“clean up”) da amostra,
particularmente em se tratando de analises complexas. A limpeza da amostra
(“clean up”) é quase sempre empregada na andlise de amostras ambientais,
fluidos bioldgicos, alimentos e similares pois, devido a grande quantidade de
compostos presentes nestas matrizes, invariavelmente a técnica de extracao ndo
sera suficiente para gerar uma extrato isento de contaminantes. Muitas vezes
nesta etapa muda-se o solvente original de extracdo para evitar problemas
posteriores com detectores de cromatografia, por exemplo, ou efetua-se a
concentracdo dos compos- tos de interesse pela reducdo do volume de solvente.
Assim, esta etapa complementa a anterior visando a preparacao da amostra o
mais isento possivel de compostos quimicos os quais possam interferer na
técnica instrumental de analise. Alguns autores incluem o “clean up” como uma
forma de preparo da amostra, outros ndao. O importante é entender o papel de
cada uma delas. Apds esta etapa, a amostra esta pronta para a analise
instrumental. A analise instrumental, neste caso cromatografia, visa a
determinacdo da identidade (analise qualitativa) e da quantidade (analise
quantitativa) do composto presente inicialmente na amostra em andlise. As
técnicas mais utilizadas para esta finalidade sao a cromatografia gasosa (GC) e a
cromatografia liquida (LC), acopladas a técnicas apropriadas de detecg¢ao. Outras
técnicas como eletroforese capilar (CE), cromatografia com fluido supercritico
(SFC), e outras, também tem sido utilizadas, porém em menor escala. A
identificacdo dos componentes isolados é geralmente feita através do
acoplamento entre a técnica cromatografica de separacdo e uma técnica de
identificacdo, como a espectrometria de massas (MS). A quantificacao é efetuada
avaliando-se a area ou a altura dos picos gerados no cromatograma, através de

softwares dedicados a esta finalidade.



Neste volume inaugural do periddico Scientia Chromatographica, cujo
objetivo é exatamente discutir estas técnicas de preparo de amostra, separacdo
(LC, GC, SFC e outras) e identificacao (Espectrometria de Massas, dentre outras),
este trabalho visa apresentar, de forma critica e atual, segundo o ponto de vista
do autor, os recentes avancos na area e as tendéncias futuras. Esses assuntos
serdo ampliados e discutidos em detalhes nos futuros volumes do periédico em
questdo, através das varias sessOes dedicadas as etapas pré-cromatograficas,

diferentes técnicas de separacdo e etapas pds-cromatografia.

2. Técnicas de Amostragem

A amostragem é, invariavelmente, considerada uma das etapas mais
criticas do procedimento analitico, uma vez que a selecdo incorreta do material a
ser analisado inviabiliza qualquer tentativa de corre¢do posterior do problema?.
Deve ser lembrado que a amostragem visa o isolamento de uma quantidade
muito pequena de uma amostra a qual faz parte de um universo muito maior
(exemplo: alguns litros de agua para representar a condicao de um rio inteiro!!!).
Neste caso, o material organico presente na dgua varia de ponto a ponto tanto na
extencdo quanto na profundidade, dificultando sobremaneira o projeto de
amostragem. Além disso, pelo fato do rio ser um sistema dinamico e ndo estatico,
o momento da amostragem também é importante, o que requer o registro
também do momento da amostragem para futuras correlagoes.

De forma analoga, a amostragem de sedimentos de rio é uma etapa
igualmente complexa e dificil, ampliada pelo fato de poucos guias internacionais
a este respeito (diferentemente de agua e solo). Apesar dos esforcos da
Comunidade Européia em normatizar as técnicas de amostragem de solo, pouco
avan¢o foi atingido na pratica 3-5. Independentemente da matriz, e das
substancias de interesse, a analise de matrizes complexas - especialmente as de
alimentos, ambiental, e fluidos biolégicos - deve ser precedida de um plano de
amostragem, preferencialmente validado. O planejamento, execucao,
interpretacdo de resultados, e redacdo dos relatorios de analise deverdo estar

dentro de um sistema de qualidade compativel com sua finalidade 6.



3. Técnicas de Preparo de Amostras

Apéds a etapa de amostragem, a parte isolada a qual agora deveria ser
denominada sub-amostra mas que, na pratica, continua sendo denominada
amostra, deveria idealmente ir diretamente para a analise instrumental, o que
raramente € feito. Isso deve-se ao fato de que em geral o produto da amostragem
contém contaminantes proprios da matriz, além de outros agregados durante o
processo ou transporte (por exemplo, € comum recebermos no laboratério
amostras de batata, para analise de residuos de pesticidas, contendo terra). A
sub-amostra, contendo os compostos de interesse e os contaminantes, e
doravante denominada amostra por simplicidade e por refletir a nomenclatura
efetivamente utilizada nos laboratéorios de analise, devera entiao ser

transformada para outra forma mais apropriada para a analise.

No caso de analise de farmacos em fluidos biolégicos, por exemplo, a
presenca de proteinas e outras macromoléculas, assim como de outras
substancias menores, pode interferir,de diferentes maneiras, na analise. Deve ser
lembrado que estas matrizes contem centenas de compostos quimicos, a maioria
em concentracdo superior a do farmaco, o que dificulta ainda mais sua
determinacdo qualitativa e quantitativa. Muitas vezes existe ainda a necessidade
de converter-se uma substancia da forma na qual se encontra para outra mais
amena para a analise (devido a problemas de estabilidade térmica, falta de
volatilidade, auséncia de grupos funcionais adequados para deteccao
espectroscOpica e outras), através de procedimentos de derivatizacdo. Este
conjunto de ac¢Oes, usualmente denominado genericamente de preparo de
amostras, envolve diversas etapas no laboratério, das quais a mais importante e
complexa é, sem duvida, a etapa de extracdo. Em muitos casos atualmente, a
etapa de extracdo pode ser combinada com a concentracdo dos analitos,
derivatizacdo e outros procedimentos, em uma Unica etapa para o preparo da
amostra.

Existem varias técnicas de extracdo, dependendo do estado fisico, quimico
e a complexidade da amostra e dos compostos a serem extraidos, sendo as

principais discutidas a seguir.



3.1. Extrac¢ao Liquido-Liquido (LLE)

Na extracdo liquido-liquido (LLE, “liquid-liquid extraction”) duas fases imisciveis
sdo empregadas: uma fase A, a qual contém o solute de interesse X, e uma fase B
a qual sera colocada em contacto com ela. Desta forma, ocorrera uma
distribuicao do soluto X entre as duas fases, ap6s o que o componente X podera
ser submetido a outro processo de extracdo ou encaminhado para a analise por
HPLC.

De acordo com a teoria geral do equilibrio quimico, para um processo

reversivel
X A XB

A constante de equilibrio pode ser expressa pela lei de distribuicdo de

Nernst como

_ [Xlg

K, =
X1,

onde Kp é a constante de equilibrio, [X]g a concentracdo de X na fase B
(numerador da expressao), e [X]a a concentracdo de X na fase A. A situacao
experimental ideal seria aquela na qual o equilibrio fosse altamente favorecido
no sentido da transferéncia de X para a fase B, ou seja, que o valor de KD fosse
elevado. Valores pequenos de Kp indicam que o processo é desfavorecido e que a
transferéncia de X para a fase B ocorrera em pequena extensdo. Esta equacado
possui 3 restri¢des principais, as quais sao usualmente observadas para extracdo
de solutos a serem analisados por LC: (1) a concentracdo de X deve ser bastante

baixa em A e em B; (2) a forma molecular de X deve ser a mesma nas duas fases;
(3) as duas fases devem ser imisciveis. Dependendo da forma com a qual as duas
fases sdo colocadas em contacto, trés modos principais de extracdo sdo possiveis:

batelada, continua, e em contra-corrente.



3.1.1. Extracdo em batelada

Na extracdo em batelada, um liquido contendo o soluto dissolvido é
agitado com um segundo liquido imiscivel, em um recipient fechado, até que o
equilibrio seja estabelecido. As duas fases sdo colocadas em repouso e, entao,
separadas mecanicamente para que a fase contendo o soluto de interesse seja
usada em outras operacodes (outras extracdes, ou a andlise instrumental). Este
procedimento é usualmente realizado com um simples funil de separagdo. A
extracdo em batelada é uma forma de extracao liquido-liquido bastante utilizada
em laboratoérios analiticos. Apresenta como principais vantagens a simplicidade,
pequeno investimento na aquisicdo dos dispositivos de vidro necessarios para a
extracdo, recuperacdo boa do soluto se o experimento for bem projetado e
executado, e requer pequena especializacio do operador. Como principais
desvantagens estao o grande volume de solventes toxicos utilizados e a
exposicdo do operador ao contato com seus vapores; tempo de extracdo
geralmente longo para que uma boa transferéncia do soluto ocorra de uma fase
para a outra; dificuldade em informatizar a técnica; baixa seletividade. Um
grande esforco foi dispendido na ultima década com a inten¢do de contornar
estas dificuldades, com algum sucesso. O desenvolvimento de micro dispositivos
em chips, e de dispositivos roboticos para LLE 7-19, sugerem que a miniaturizagdo
desta técnica podera, em breve, provocar o ressurgimento de seu uso em larga

escala.

3.1.2. Extragdo continua

Nesta forma de extracdo um liquido é passado continuamente, de forma
dinamica, através de (ou sobre) um liquido estacionario o qual contém a
amostra, até que todo o componente desejado seja removido. As duas fases sdo
separadas fisicamente, e a que contém o constituinte de interesse usada para
outras operac¢des. Uma vez que o liquido extrator passa através ou sobre o
material rapidamente, provavelmente na extra¢do continua nao seja estabelecido

um equilibrio. Entretanto, como o processo de extracdo continua por um tempo



prolongado (geralmente varias horas) todo o componente de interesse pode ser
extraido. Quando o valor de Kp for muito pequeno para o analito de interesse (Kp
< 1) e consideravelmente diferente do valor de Kp dos outros components da
amostra, muitas extragdes em batelada deverdo ser necessarias para a remog¢ao
do componente de interesse da amostra. O projeto do equipamento utilizado na
extracdo continua deve levar em conta se o solvente a ser adicionado a amostra
(solvent extrator) é mais leve ou mais pesado do que a solucdo contendo os
solutos de interesse (Figura 2).

O extrator apresentado na Figura 2a é empregado quando o soluto
extrator é mais leve do que a solugao contendo a amostra. O solvente é colocado
no frasco (A), e aquecido fazendo com que os vapores passem para o topo do
tubo central (B), condensando no condensador (C).

As gotas do condensado caem através do funil de aste longa (D) para o
fundo da solugdo a ser extraida. As gotas do extratante sobem pela solucao,
extraindo a medida em que se movem, até alcancar a superficie.

Quando o nivel do liquido extratante no tubo central atinge o brago lateral

(F), o extratante volta para o frasco de destilacdo (A).

Extrator para uso Extrator para uso
com solventes mais com solventes mais
leves que a 4gua pesados que a agua

Figura 2. Exemplo de equipamentos empregados em extracao continua.



O processo é entdo repetido. A Figura 2b ilustra extrator empregado
quando o solvente de extracdo é mais denso do que a solucao que contém a
amostra. O solvente extrator é colocado no frasco de destilacao (A) e aquecido;
0s vapores passam para a parte superior do tubo diretamente na superficie da
solucdo a ser extraida (D) e, por serem mais densas, as goticulas atravessam a
solucdo até o fundo, extraindo a medida em que descem. A pressao hidrostatica
forcara o extratante através do braco lateral (E) e de volta para o frasco de
destilacdo. O processo é entdo repetido até que todo o soluto de interesse tenha
sido removido. Processos de extracdo continua sao, usualmente, bastante
demorados (horas até dias). A vantagem desta técnica é que solutos com valores

de Kp pequenos, os quais dificilmente seriam extraidos por processos de

batelada, podem ser removidos da amostra através de uma extracdo continua.

3.2. Extragdo Liquido-Sélido

Existem varias técnicas analiticas empregadas na extragdo dos compostos
de interesse em matrizes sdlidas e semi-solidas, desde simples e baratas (porém
com varios inconvenientes) como a extracdo com solvente sob agitacao, até
bastante sofisticadas como as técnicas que empregam solventes pressurizados.
Na pratica atual, as técnicas mais empregadas para este tipo de amostra
empregam solventes liquidos ou um fluido pressurizado (SFE, ASE, SWE e
outras). Dentre as técnicas que empregam solventes liquidos a Extracao Soxhlet

(Sox) e a Extracao em Fase Solida (SPE) sdo as mais utilizadas.

3.2.1. Extragdo Soxhlet

A Extracdo Soxhlet, ou alguma de suas variagdes, foi uma das técnicas de
extracdo mais empregadas para amostras solidas na segunda metade do século
XX. O equipamento utilizado nesta técnica é relativamente simples (Figura 3), o
que auxiliou na sua popularizacdo. O so6lido a ser extraido é, geralmente,
pulverizado e colocado em um cartucho feito de papel de filtro ou de algodao (E),

no centro da camara (A).



Figura 3. Extrator Soxhlet.

O solvente extrator é aquecido no frasco (B) e os seus vapores sobem
através do braco lateral (C) até o condensador (D) onde é liquefeito. O liquido
permanece nesta camara aumentando de volume e extraindo o so6lido até que o
nivel de liquido atinja o topo do braco lateral (F). Neste ponto, a pressdo
hidrostatica dentro da camara faz com que o solvente seja sifonado de volta ao
frasco de destilagdo. Este processo continua até que todo o soluto tenha sido
removido do sdlido. Trata-se, portanto, de uma extracdo continua do tipo
liquido-solido.

A principal limitacdo desta técnica é o tempo necessario para obter se um
bom rendimento de extracdo, usualmente variando desde muitas horas até dias,
0 que tem feito com que novas técnicas mais rapidas e automatizadas venham
sendo desenvolvidas com a inten¢do de substitui-la.

Em meados da década de 1970, uma nova técnica foi introduzida, visando
solucionar as principais limitacdes da Extracdo com Solventes, havendo sido
denominada Extracdo em Fase Sélida, SFE (“Solid Phase Extraction”), a qual sera

descrita em outras partes do presente trabalho.



Referencias Bibliograficas

1. Langas, F.M.,, ].Braz. Chem. Soc. 14,183(2003).

2. Poole, C. F,; Poole, S. K.; Chromatography Today, Elsevier: Amsterdam, 1995.
3. Sastre, ].; Vidal, M.; Rauret, G.; Sauras, T.; Sci. Total Environ. 2001, 264, 141.
4. Muntau, H.; Rehnert, A, Desaules, A.; Wagner, G., Theocharopoulos, S.;
Quevaullier, Ph.; Sci. Total Environ. 2001, 264, 27.

5. Theocharopoulos, S.; Wagner, G.; Sprengart, ].; Mohr, M,, -E.; Desaules, A.;
Muntau, H.; Christou, M.; Quevaullier, P.; Sci. Total Environ. 2001, 264, 51.

6. Rosiane Nickel DVGQB - LACEN/PRSistema de Gestao da Qualidade nos

laboratoérios Clinicos-Documentacdo da Qualidade.
http://www .lacen.saude.pr.gov.br/arquivos/File/SESLAB/Doc_Qual.pdf
7. Miyaguchi H, Tokeshi M, Kikutani Y, Hibara A, Inoue H, Kitamori T, J.

Chromatogr. A 1129, 105 (2006).

8. Ooe K et. Alii,, ]. Nucl. Radiochem. Sci. 8,59 (2007).

9. Cai ZX, Fang Q, Chen HW, Fang ZL, Anal. Chim. Acta 18, 556 (2006).
10. Okuko Y. et alii, Chem. Eng. Sci. 63,4070 (2008).

11. Langas, F.M., “Extracdo em Fase Sélida”, Ed. Rima, 2005.




