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Extração Líquido-Líquido: Partição*

[S]1

[S]2

Método baseado na solubilidade
relativa do analito entre duas
fases imiscíveis

Remover interferentes

 coeluir com os analitos

Adsorver forma irreversível FE

Concentrar analitos (níveis de
traços)

*"semelhante dissolve semelhante"

PREPARO DA AMOSTRA
PRIMEIRA ETAPA – DESENVOLVIMENTO MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS

Coeficiente de Distribuição ou 
Coeficiente de Partição

• Concentração do soluto

• Imiscíveis solventes
• [água (altamente polar e imiscível sol. Org.) / 

diclorometano, éter, hexano)

• Equilíbrio Partição

SUBSTÂNCIAS POLARES E IÔNICAS

Fase Orgânica
• “Semelhante dissolve semelhante”
• Imiscível em água (exclui acetona e álcoois de 

baixa massa molecular) – formar duas fases –
densidades diferentes

• Hexano, pentano, éter de petróleo, clorofórmio, 
diclorometano

• Puro, fácil evaporação, baixa toxicidade 
• Deverão ser evitados: tetracloreto de carbono, 

benzeno
• Densidades próximas – emulsão – materiais 

gordurosos

LLE – Propriedades físico-química de alguns solventes

Solvente Densidade (g/mL), 20°C Ponto de Ebulição (°C)

n-Hexano 0,66 69

Isoctano 0,69 99

Tert-butil metil éter 0,74 55,3

Tolueno 0,87 110,6

Acetato de Etila 0,90 77

Água 1,00 100

Diclorometano 1,33 40

Clorofórmio 1,47 61

Tetracloreto de carbono 1,58 76,72
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LLE
LLE – FUNIL DE SEPARAÇÃO

FASE 
INFERIOR

FASE 
SUPERIOR

FASE SUPERIOR

EXTRAÇÕES SUCESSIVAS
EMULSÃO ENTRE AS FASES
Suspensão coloidal de um líquido em outro  disperso sob a forma de 
gotículas > 0,1µm DI

Fosfolipídeos, ácidos graxos, 
triglicerídeos, proteínas
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EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO

• DESVANTAGENS

• Consumo de solventes orgânicos de alta pureza

• Exposição do analista a solventes orgânicos 
(tóxicos)

• Descarte de solventes orgânicos

• Concentração da fase orgânica

• Várias etapas para sua execução

• Formação de emulsão (pequenas gotas de uma solvente 
misturado no outro) – adição NaCl

• Baixa seletividade

 Extração LíquidoExtração Líquido--Líquido (LLE)Líquido (LLE)

• AUMENTAR A SOLUBILIDADE DO 
ANALITO NA FASE EXTRATORA

• KD <<1

• Analitos ácidos – solução aquosa 
ácida (pH = pKa –1)

• Analitos básicos – solução aquosa 
alcalina (pH = pKb +1 )

• Forma não ionizada portanto solúveis 
na fase orgânica

LLE – Ácidos e bases fracas

pH = pKa –1

pH = pKb +1 

LLE – ácido/base

DETERMINAÇÃO DE PESTICIDAS 
(MULTIRESÍDUO) EM AMOSTRAS DE ÁGUA

(J. Agric. Food Chem, vol 44, n.7, 1996)

• AMOSTRA DE ÁGUA: 1000 mL 
ACIDIFICADA pH 2 (HCl)

• EXTRAÇÃO: 3 VOLUMES DE 60 mL 
(15% HEXANO – DICLOROMETANO)

• EXTRATO – Na2SO4   agente secante

• EXTRATO FOI CONCENTRADO A 0,5 mL

• VOLUME INJETADO: 1 µL (SPLITLESS) 
GC-ECD

DETERMINAÇÃO DE PESTICIDAS 
(MULTIRRESÍDUO) EM AMOSTRAS DE 

ÁGUA
(J. Agric. Food Chem, vol 44, n.7, 1996)
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DETERMINAÇÃO DE LAMOTRIGINA E CARBAMAZEPINA EM 
PLASMA LLE – GC/TSD
M.E.C.Queiroz et al. (CHROMATOGRAPHIA v. 53, p. 485-488, 2001)

• 200 µL PLASMA

• 200 µL TAMPÃO BICARBONATO pH 11

• 1mL ACETATO DE BUTILA – 2,5 µg 4-METIL 
PRIMIDONA (PADRÃO INTERNO)

• AGITAÇÃO MECÂNICA – 10 MIN – CENTRIFUGAR

• EVAPORAR A FASE ORGÂNICA

• RESÍDUO – RECONSTITUIDO 50 µL METANOL

• VOLUME INJETADO – 1 µL – HP5 – GC/TSD

• D = 0,887 g/mL

DETERMINAÇÃO DE LAMOTRIGINA E CARBAMAZEPINA EM 
PLASMA LLE – GC/TSD

M.E.C.Queiroz et al. (CHROMATOGRAPHIA v. 53, p. 485-488, 2001)

LLE – AMBIENTAL

(baixa temp.)

(Sólido/líquido)

*fungicida

*

cold-induced aqueous acetonitrile phase separation

LLE – DROGAS DE ABUSO (amostras biológicas)

ANALITOS            AMOSTRA                    SOLVENTES (mL)                ADITIVOS
(mg ou mL)

Analitos – não ionizados

(sólido/líquido)

EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA

Extração de 
compostos 
orgânicos de 
soluções líquidas

Alternativa a 
extração 
líquido-líquido

SeringaSeringa
(polipropileno(polipropileno))

amostra 
líquida

suporte 
sólido a 
base de 

sílica
(~ 40 µm)

EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA -- SPESPE

frits de 
polietileno 
ou aço inox

( 20 µm))
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CARACTERÍSTICAS  - SPE

• PARTÍCULAS DE TAMANHO SUPERIOR ÀS DE 
HPLC

• VÁCUO OU PEQUENA PRESSÃO POSITIVA 
(SERINGA) PARA MOVIMENTAR A AMOSTRA E 
ELUENTES

• A AMOSTRA ISOLODA É ELUÍDA GERALMENTE 
NO MENOR VOLUME POSSÍVEL

• A COLUNA SPE NORMALMENTE É USADA UMA 
ÚNICA VEZ E DESCARTADA

VANTAGENS VANTAGENS -- SPESPE

•• EFICIÊNCIAEFICIÊNCIA

-- EVITA FORMAÇÃO DE EMULSÕES

- GERALMENTE DISPENSA EVAPORAÇÃO

- EXTRATO MAIS PURO

- MAIORES TAXAS DE RECUPERAÇÃO 

- EXTRATO CONCENTRADO

VANTAGENS - SPE

• ECONOMIA

- ELIMINA VIDRARIA

- MENORES VOLUMES DE SOLVENTES 
ORGÂNICOS

- DIMINUI O TRABALHO MANUAL

• REPETIBILIDADE

- EVITA TRANSFERÊNCIA DE EXTRATO 

- COEFICIENTE DE VARIAÇÃO TÍPICO 2-3%

VANTAGENS VANTAGENS -- SPESPE

• RAPIDEZ
- MAIS RÁPIDO QUE LLE
- PERMITE PROCESSAR MUITAS 

AMOSTRAS SIMULTANEAMENTE

• SEGURANÇA
- MANIPULA MENORES QUANTIDADES DE 

SOLVENTES (E AMOSTRAS) TÓXICOS 
E/OU INFLAMÁVEL

SELETIVIDADE
VARIEDADE DE FASES DISPONÍVEIS INSTRUMENTAÇÃO INSTRUMENTAÇÃO -- SPESPE
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Fase reversa

Fase Normal

CONDICIONAMENTO 
DA COLUNA SPE

– NECESSÁRIO PARA 
"ATIVAR" A FASE

– Aumentar a área 
superficial

– Eliminar interferentes

PROCEDIMENTO SPE

CONDICIONAMENTO 
EXTRAÇÃO EM FASE REVERSA

• ANALITOS: APOLARES
• FASE ESTACIONÁRIA: C18, C8
• METANOL: 2 VEZES O VOLUME DA COLUNA, 

NÃO DEIXE SECAR A FASE
• ÁGUA, TAMPÃO OU OUTRO SOLVENTE 

(SIMILAR À SOLUÇÃO DA AMOSTRA): 1 VEZ O 
VOLUME DA COLUNA, NÃO DEIXE SECAR A 
FASE

• Remove excesso de metanol
• Superfície com solvente similar à amostra 

(polaridade, pH, força iônica)

CONDICIONAMENTO CONDICIONAMENTO 
EXTRAÇÃO EM FASE NORMALEXTRAÇÃO EM FASE NORMAL

• ANALITOS: POLARES

• FASE ESTACIONÁRIA: CN, DIOL, 
NH2

• SOLVENTE POLAR

• SOLVENTE SIMILAR AO DA 
AMOSTRA

• DESLIGUE O VÁCUO ANTES DE 
SECAR A COLUNA
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ADIÇÃO DA AMOSTRA

– VOLUMES DE µL A LITROS; 
VOLUMES EXCESSIVOS 
REDUZEM A EFICIÊNCIA DE 
EXTRAÇÃO

– AJUSTE DE pH

– ADIÇÃO DA AMOSTRA COM 
VÁCUO OU PRESSÃO 
POSITIVA

– FLUXO- RETENÇÃO DO ANALITO

PROCEDIMENTO SPEPROCEDIMENTO SPE

LIMPEZA DO SUPORTE SÓLIDOLIMPEZA DO SUPORTE SÓLIDO

–– ELUIÇÃO DE MATERIAL NÃO ELUIÇÃO DE MATERIAL NÃO 
DESEJADO OU NÃO RETIDO É DESEJADO OU NÃO RETIDO É 
LAVADO COM MESMO LAVADO COM MESMO 
SOLVENTE DA AMOSTRA (~ 1 SOLVENTE DA AMOSTRA (~ 1 
VOL.)VOL.)

–– PASSANDO UM SOLVENTE + PASSANDO UM SOLVENTE + 
FORTE QUE DA AMOSTRA FORTE QUE DA AMOSTRA 
PODE REMOVER ALGUMAS PODE REMOVER ALGUMAS 
IMPUREZAS INDESEJÁVEISIMPUREZAS INDESEJÁVEIS

PROCEDIMENTO PROCEDIMENTO -- SPESPE

ELUIÇÃO DO COMPOSTO DE ELUIÇÃO DO COMPOSTO DE 
INTERESSEINTERESSE

–– ELUIÇÃO COM PEQUENO ELUIÇÃO COM PEQUENO 
VOLUME DE SOLVENTE VOLUME DE SOLVENTE 
ADEQUADO (FORTE)ADEQUADO (FORTE)

–– DUAS ALÍQUOTAS PEQUENAS DUAS ALÍQUOTAS PEQUENAS 
SÃO MAIS EFICIENTES DO QUE SÃO MAIS EFICIENTES DO QUE 
UMA GRANDEUMA GRANDE

–– INTERAÇÃO POR ALGUNS INTERAÇÃO POR ALGUNS 
SEGUNDOS AUMENTAM A SEGUNDOS AUMENTAM A 
EFICIÊNCIA DA EXTRAÇÃOEFICIÊNCIA DA EXTRAÇÃO

PROCEDIMENTO PROCEDIMENTO -- SPESPE
FASE REVERSA (analitos média polaridade a 
apolares) – C18, 3 mL, 200 mg

Fase normal SiOH, 3 mL, 500 mg

Preparo da amostra
Homogeneizar peixe tampão acetato 0,1 mol/L pH 5,2
Extração – acetato de etila
Extrato seco – DCM

Limpeza FE: DCM

Eluição: metanol 

Antibiótico – cloranfenicol em peixe

Delta 9 THC na urina

Coluna: C18, 3 mL, 500 mg

Urina: Diluir ácido acético glacial

Condicionamento: 6 mL MeOH, 6 mL HCl 0,01 mol/L

Limpeza FE: 2 x 500 µL ACN: HCl 0,01 mol/L (6:4 v/v)

Eluição: 2 x 500 µL n-heptano: acetato de etila
(85:15 v/v)
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SPE - DISCOS

SPE - DISCOS ANÁLISE DE ORGANOFOSFORADOS NO AR
EXPOSIÇÃO OCUPACIONAL

ANÁLISE DE ORGANOFOSFORADOS NO AR
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MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA  
SPME - JANUSZ PAWLISZYN et al. 1990

7 a 100 m    0,03 a 0,7 L 

V fase << V amostra

Nova geração – fibras de metal
(mais robustas) T:450°C – inerte – não contém ferro

CombiPAL type autosampler

- Mais inerte do que aço inox

Matriz e soluto (volátil)

alíquota

Dessorção muito eficiente – todo analito é introduzido na 
coluna
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SPME 

Combi Pal

SPME

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

Analytica Chimica Acta 670 (2010) 63–71canabinóides

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

Analytica Chimica Acta 670 (2010) 63–71

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

J Pharm Biomed Anal 47 (2008) 907–912

Cateter

Interface Y

Recirculação do 
sangue

Manual 
seringa

- Veia jugular
- Artéria 
carótida
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Fibras de metal – C18
quimicamente ligada

In vivo SPME

69

In-vivo lung sampling with SPME
RP – TROCA IÔNICA


