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RESUMO: Durante os ultimos quinze anos, diversos avangos e novidades em tratamento de
amostras véem surgindo e ampliando as opgdes disponiveis. As técnicas analiticas instru-
mentais modernas tém contribuido em diversas areas especificas promovendo a eficiéncia,
rapidez e seletividade de variadas separacdes, embora relativamente limitadas em certos
critérios como versatilidade, custo e consumo de solvente. Técnicas classicas como a extra-
¢ao liquido-liquido ou extragdo em fase sodlida sdo, ainda, a primeira escolha durante o de-
senvolvimento de metodologias analiticas. A primeira é bastante simples, barata e versatil e
a segunda, apresenta grande flexibilidade de eluentes, além da seletividade. Alternativa-
mente, técnicas como a microextracdo em fase sdlida, extragdo em membrana e 0s novos
materiais de acesso restrito, apesar de possuirem vantagens em diversas situagdes, ainda
necessitam ser mais exploradas e aperfeicoadas para adquirir aceitagdo e competitividade
operacional.

PALAVRAS-CHAVE: preparacdo de amostra, extragao liquido-liquido, extracdo em fase
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Biological samples cleanup during analytical method development

ABSTRACT: Cleaning up biological or non-biological samples is the rate limiting step during
the development of an analytical method validation process. In spite of the fact that using
more technological instrumental, analytical techniques needs sample preparation. During the
past fifteen years a lot of advances and news are arriving and bringing up many options in
sample preparation. Selectivity, fastness and low solvent consumption are some desirable
goals to achieve in sample preparation. In this regard, classical methods as liquid-liquid ex-
traction and solid phase extraction appear as the main choices during analytical method de-
velopment. The first can be said as simplest, cheapest and versatile. The second has great
flexibility and specificity. Regarding solid phase microextraction (SPME), membrane extrac-
tion (ME) and the new restricted access material there is some advantages for specific ma-
trixes, although still requiring better exploration and improvement to acquire acceptation and
operational competitiveness.

KEYWORDS: sample preparation; liquid-liquid extraction; solid phase extraction, solid phase
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1. INTRODUGCAO

As diversas técnicas de pré-tratamento de amostras tém por finalidade a re-
cuperacgao do analito da matriz, eliminando-o de substancias que interfiram na anali-
se. A concentragdo do analito a uma escala possivel de ser quantificada realiza-se
posteriormente a determinacao do tipo de técnica e das condigbes de analise, de
forma a tornar a matriz compativel com o sistema analitico. Em alguns casos, esta
etapa serve também para modificar quimicamente o analito através de reagdes de

derivatizagdo. Algumas vantagens e desvantagens destas sdo apresentadas na Ta-

bela 1.

Tabela 1: Comparagao entre as principais técnicas de preparagao de amostras

TECNICA

PRINCIPIOS DA TECNICA

CARACTERISTICAS DA TECNICA

Extracgao liquido-
liquido

Distribuicdo do analito entre dois liquidos
imisciveis em fungdo de um coeficiente de
particao.

Boa reprodutibilidade, facil manu-
seio, utilizada para compostos pou-
co volateis. Exige solventes puros,
produz grandes quantidades de
residuos.

Extragao em
fase solida

Adsorgao seletiva do analito em materiais
sélidos e posterior dessor¢do com solventes.
Segue os mecanismos da cromatografia em
coluna classica.

Grande disponibilidade de materiais
adsorventes, altas recuperacgdes,
baixo consumo de solventes. Cartu-
chos e discos extratores tornam a
técnica mais cara, mais complicada
quando realizada manualmente.

Microextragao
em fase sélida

Distribuicao do analito entre duas fases imis-
civeis onde a fase extratora € um polimero
que reveste uma fibra de silica.

Técnica versatil, com baixo consu-
mo de solvente e necessidade de
pouca quantidade de amostra. Fi-
bras de extragdo reaproveitaveis.
Limites de quantificagdo altos, pou-
cos materiais de extragdo disponi-
veis.

Extragao por
fluido supercriti-
co

Solubilizagdo do analito por um fluido no esta-
do supercritio que depois é coletado em um
liquido ou adsorvente.

Pode ser utilizada tanto em amos-
tras solidas, semi-sdlidas ou liqui-
das. Nao necessita de solventes
organicos. O analito precisa ser
soluvel no fluido supercritico.

Extragao em
membrana

Permeacgao seletiva do analito através de uma
membrana que separa duas fases liquidas.

Eficiente na separacdo de farmacos
de proteinas. Possui menor capaci-
dade de separagao e concentracédo
do analito; separacdo mais demora-
da.

Precipitagao
protéica

Adicdo de sais e solventes organicos que
competem com as proteinas pela agua dispo-
nivel.

Técnica muito simples; baixo custo.
Pouca eficiéncia na retirada de inter-
ferentes; baixa reprodutibilidade;
perda do analito.
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A etapa de preparagdo da amostra € comumente manual e decisiva para a
precisdo e a exatiddo do método, demandando maior tempo e empenho por parte do
operador (Majors, 1991) na selegcédo dos procedimentos rapidos, com poucas etapas,
capaz de produzir recuperagdes quantitativas e reprodutivas do analito e, de prefe-
réncia, com possibilidade de automacao (Queiroz et al., 2001). Dependendo do tipo
de matriz, alguns analitos (p.e. gases e vapores) ndao requerem nenhum tipo de tra-
tamento prévio, sendo analisados diretamente em equipamentos analiticos (p.e.
cromatégrafo a gas). Outras matrizes, como os medicamentos, podem envolver am-
pla gama de misturas de compostos organicos e inorganicos de origem sintética ou
bioldgica cuja preparagao para analise vai depender de cada caso em particular. A
escolha do tipo de tratamento empregado é feita em fung¢do das caracteristicas da
matriz e do analito e das condigdes de andlise empregadas que incluem, principal-
mente, o tipo de técnica e de instrumentagao disponiveis no local de trabalho.

Neste artigo serdo abordados métodos de preparagdo de amostras baseados
em procedimentos usados principalmente em analise de substancias organicas e
inorganicas utilizando técnicas de separagdo cromatograficas e eletroforéticas ou,
quantitativas como na absor¢cdo atdmica, espectrometria de massas, deteccao ele-

troquimica e ultravioleta, e outras técnicas correlacionadas.

1.1 EXTRACAO Liquipo-LiQuipo (LLE)

A LLE é feita pela adigao e agitagdo de um solvente imiscivel na matriz e a extragéao
acontece pela passagem do analito para o solvente imiscivel (Queiroz et al., 2001). Apds a
agitagéo sao formadas duas fases liquidas que sédo entdo separadas. A fase contendo o
analito pode ser evaporada, no caso de solventes organicos, ou pode ser, quando aquosa,
analisada diretamente no sistema cromatografico

A LLE é um processo baseado no equilibrio com o analito se distribuindo entre duas
fases imisciveis sendo que a quantidade total extraida esta relacionada com o coeficiente de
particdo entre essas duas fases. Dessa forma, pelo menos em teoria ndo é possivel esperar
extragcdes com recuperacao de 100%.

E importante lembrar que a LLE é mais eficiente se for realizada com duas aliquotas
de um volume */, de solvente do que uma Unica aliquota X daquele mesmo solvente (Fi-
gura 1A). Por outro lado, quando o analito possuir alta afinidade pelo solvente extrator o vo-

lume do mesmo pode ser reduzido sem muito prejuizo na recuperacao (Figura 1B).
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Figura 1: (A) Comparagédo do aumento da recuperacgdo através da utilizagdo de varias aliquotas
de um mesmo volume de solvente considerando um coeficiente de particdo de 1. (B) Compara-
¢ao de uma variagdo de volume para um analito que possui alta afinidade (coeficiente de parti-
¢ao 20) pelo solvente de extragao.
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A eficiéncia da LLE vai depender de alguns fatores como pH, complexacao e concen-
tracao salina, que devem ser ajustadas para aumentar a solubilidade do analito na fase ex-
tratora, elevando o coeficiente de particdo (Snyder et al., 1997). Reagdes de derivagao tam-
bém sédo utilizadas para aumentar a solubilidade do analito na fase extratora.

No caso de amostras onde existem agentes complexantes na matriz, a extragdo po-
de ficar prejudicada se o analito estiver altamente ligado a este agente. Neste caso, podem
ser utilizados detergentes, acidos ou bases fortes ou outras substancias que gerem a lise do
complexo.

As principais vantagens da LLE sao as facilidades de operagdo manual e o relativo
baixo custo e variedade de solventes organicos utilizados. Ja os principais problemas apre-
sentados devem-se a producgio de residuos organicos, a formagado de emulsdes durante a
extragcdo, e as dificuldades de automacéo. Ademais ha necessidade de evaporagao de vo-
lumes consideraveis de solventes que introduzem vapores organicos no ambiente, a dificil

automacao e os baixos niveis de repetibilidade / reprodutibilidade das analises.

1.2 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

SPE é uma técnica bastante empregada em matrizes complexas e utiliza os mesmos

materiais adsorventes empregados em cromatografia liquida, dentre os quais se destacam
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os derivados de silica C8, C18 e CN (Queiroz et al., 2001). Os mecanismos de retengao na
SPE assemelham-se aqueles envolvidos na cromatografia liquida em coluna (Poole et al.,
2000) e, dependendo do adsorvente e do modo como é empregada, a SPE é divida em mo-
do reverso, modo normal e troca ibnica. Nos casos das fases reversas (C8, C18 e CN), a
retengdo do analito acontece devido, primeiramente, as interagdes de van der Waals nao
polares, entre as ligagdes carbono-hidrogénio do analito com os grupos funcionais da super-
ficie da silica. Ja no modo normal, as principais interagdes sao entre grupos polares do ana-
lito e da fase extratora através de ligagdes de hidrogénio, interagcdes n-n e dipolo-dipolo.
Finalmente, no modo troca idnica, interagdes eletrostaticas sado as responsaveis pela extra-
¢ao seletiva do analito (Snyder et al., 1997). A SPE conta com uma grande variedade de
adsorventes disponiveis, que podem ser empregados com os mais diversos tipos de matri-

zes e classes de compostos (Tabela 2)(Queiroz et al., 2001).

Tabela 2: Caracteristicas da SPE empregada nos modos reverso, normal e troca iGnica

SOLVENTES DE

ANALITOS MATRIZES GRUPOS ADSORVENTES ELUICAO
® |cos, pesticidas, biologicos, agua,  octilsilano =Si-(CHz)7-CHs tonitrila,  clo-
¢ 2 | peptideos tecidos, tampdes ~ metilsilano =Si-CHs roférmio, hexa-
S e cicloexilsilano ESi-% no ’
_ | Polares: carboidra-  Oleosas: oleos, silica' =Si-OH
g |tos, fendis, me- lipidios, tecidos alumina AlOs Metanol, eta-
o S | tabolitos de vitami-  gordurosos florisil MgOsSi nol, acetona
S 2 | nas aminoprolpilsilano=Si-(CH2)s-NH;
Catidnicos: bases Carboximetilsilano Tampdes
ibnicas ou ioniza- quijpgas: ﬂl,'"dos =Si-CHz-COOH basicos ou
veis (farmacos, tlolgglcots, a%”a’ sulfoniloronilsilano com alta
herbicidas, cateco- €cidos, lampoes . prop L forga ibnica
laminas) =Si-(CH3)3-SO3 Na
Anibnicos: acidos Dietilaminopropilsilano T ~ -
8 |idnicos ou ioniza-  Aquosas: fluidos  =Si-(CHz)o-CHs-N(CH,-CHa), d(‘;‘;“mes ag'u
& |Veis (acidos orgé-  biologicos, agua, com alta
e nicos, farmacos, tecidos, tampdes trimetilaminopropilsilano forca iGnica
g vitaminas, &acidos ESi-(CH2)3-N+(CH3)3C|‘ ¢
= graxos, fosfatos)

Atualmente, a SPE tem ganhado aplicagdes especificas com o desenvolvimento de
fases mais seletivas. Este € o caso do material extrator composto de fenilboronato (=Si-
(CH.)3-NH-(CsHs)-B(OH),) que possui aplicacdo na analise de nucleosideos, nucleotideos,
carboidratos e catecolaminas (Mitchell et al., 1992; Liebich et al., 1998). Extragdes seletivas
em materiais biolégicos também sao realizadas pela fixagdo de anticorpos ou polimeros im-

pressos molecularmente, como no caso da extragao de insulina do plasma (Rosenfeld et al.,
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1991). Varios sao os dispositivos empregados para SPE dentre eles os mais utilizados séo

os cartuchos e os discos de extragéo (Figura 2).

C—/
+“ reservatorio 4+——— sorvente
pic
sorvente ——» ',,.__::’.I.. — filtros

CARTUCHO

Figura 2: Representagéo de um cartucho e um disco, usados na SPE

Em ambos dispositivos, a amostra é forgada a passar pelo material extrator pela apli-
cacao de pressdao em uma das extremidades do cartucho ou disco. Para realizar a analise
simultanea de varias amostras e extragdes mais rapidas, geralmente sao utilizados sistemas

extratores com vacuo (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo dos dispositivos empregados na SPE. A = seringa; B = kitassato; C =
sistema extrator (Snyder et al., 1997).

Originalmente a SPE, empregando discos, foi utilizada em analises de tracos de
compostos organicos em agua (Hagen et al., 1990). Atualmente, ela se aplica aos mais dife-
rentes tipos de amostras principalmente em analises biomédicas de soro, plasma e urina
(Hearne & Hall, 1993). Nos discos sao empregadas quantidades de materiais extratores se-
melhantes aos cartuchos, porém as particulas extratoras se encontram distribuidas em uma
area muito maior resultando em camadas extratoras mais delgadas, o que facilita a passa-

gem da matriz (Tabela 3). Além disso, discos empregam geralmente particulas menores e
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mais homogéneas, o que também facilita a transferéncia de massa do analito, deixando o
leito do disco com menor quantidade de caminhos preferenciais. O resultado é que os dis-
cos apresentam vazdes mais altas, necessitam de menores volumes de eluente para a des-

sorgao e as extragdes sao mais reprodutiveis (Queiroz et al., 2001).

Tabela 3: Comparacao entre as caracteristicas de discos e cartuchos usados na SPE

PARAMETRO CARTUCHO Disco
Dimensao

(altura x diametro) 1,1x1,1cm 0,05x 4,7 cm
Area superficial 0,95 cm? 11.34 cm?
Massa de extrator 500 mg 500 mg
Vazio® a 85 kPa 30 mL min™ 100 mL min™
Velocidade linear® 0,525 cm s 0,15cm s’

2 = vazao tipica; "= com o fluxo especificado (Snyder et al., 1997)

Uma grande desvantagem dos discos € que sua eficiéncia de extragdo é bastante
dependente da etapa de condicionamento, o que torna sua operagcdo mais dificil e, devido
as suas particulas serem menores, os discos também estdo mais sujeitos a obstrugéo por
macromoléculas e materiais particulados, além de possuirem custo mais elevado que os
cartuchos.

Cartuchos sao os dispositivos mais utilizados para a SPE devido a sua facilidade de
manuseio, grande disponibilidade comercial e baixo custo. Os cartuchos de extracdo asse-
melham-se a seringas hospitalares sem o émbolo, dentro das quais se encontra o material
extrator acondicionado entre dois filtros (Figura 2). A porgdo da seringa acima do material
extrator € chamada de reservatorio e serve para acondicionar a amostra. Os cartuchos dis-
poniveis comercialmente em geral, possuem reservatérios de 0,5 a 10 mL e recheios que
variam de 35 mg a 2 g (Snyder et al., 1997). O maior problema dos cartuchos é a variagao
apresentada entre fabricantes e mesmo entre lotes de uma mesma marca devido as dife-
rencas de caracteristicas entre as particulas extratoras empregadas. Cartuchos também
apresentam eficiéncia mais baixa e maior consumo de solventes quando comparados aos
discos.

Diferentemente da LLE e da SPME, nas quais a extracido esta baseada no equilibrio,
a SPE é um processo onde normalmente recupera-se quase todo o analito da matriz em
uma unica extracdo. Apods a retengao do analito pelo adsorvente da coluna e eliminacédo dos

interferentes por lavagens sucessivas, procede-se a eluigdo do composto de interesse com
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pequenos volumes de um solvente adequado.

Uma grande vantagem da SPE é a sua capacidade de automacgao. Diversos traba-
Ihos tém sido publicados nas duas ultimas décadas descrevendo meétodos que empregam
SPE automatizada (Rossi & Zhang, 2000). A SPE automatizada confere maior capacidade e
velocidade de andlise ao método, aumentando sua precisdo e tornando-o mais seguro e
menos tedioso ao operador.

No modo "on-line", o dispositivo automatizado de SPE faz parte do sistema cromato-
grafico. A comutagdo de colunas € uma das técnicas utilizadas neste modo. Nesse caso,
uma coluna faz a separacao dos interferentes e pré-concentracao do analito e, através de
uma valvula, a fracdo contendo o analito é transferida para uma segunda coluna de maior
eficiéncia que vai entao realizar a separacao desejada. A limitacao desta técnica é que, com
freqUéncia, ocorre perda da eficiéncia com mudangas nos formatos dos picos e efeito me-
moaria (carryover) do analito, o que prejudica as analises seguintes (Rossi & Zhang, 2000).

Outro dispositivo utilizado no modo “on-line” sdo as chamadas “workstations”.
“Workstations” sédo plataformas robotizadas, com colunas de extracdo descartaveis, capazes
de extrair, dependendo da marca e das condigbes de operacédo, até 400 amostras por hora
(Smith & Lloyd, 1998).

Apesar da grande eficiéncia dos sistemas automatizados, eles ainda apresentam
problemas de sobrecarga de analito, incompatibilidades com amostras instaveis e custos
ainda muito elevados que precisam ser justificados (Rossi & Zhang, 2000).

Em geral, as principais desvantagens da SPE sdo o maior tempo de execugao e
complexidade operacional quando realizada de forma manual. Além disso, destaca-se o
custo adicional dos cartuchos e discos que séo utilizados geralmente uma unica vez (Lord &
Pawliszyn, 2000).

1.2.1 EXTRACAO EM FASE SOLIDA ATRAVES DE MATERIAIS DE ACESSO

RESTRITO

As técnicas que empregam materiais de acesso restrito (RAM) sdo quase sempre
consideradas como uma técnica distinta da técnica de SPE, entretanto, como a retencao do
analito acontece (como na SPE) em um suporte soélido € conveniente apresenta-la aqui.

Os chamados materiais de acesso restrito (RAM) sdao materiais ligados a silica de
uma maneira que a mesma apresente carater polar em sua superficie externa e apolar no
interior dos poros da particula. Dependendo do tipo de grupos e da maneira que esses gru-
pos sao ligagdes as particulas de silica os RAM podem combinam um ou mais mecanismos

de separacao (Figura 4).
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Os RAM encontram-se disponiveis principalmente como recheio de colunas croma-
tograficas metalicas, portanto, apresentam basicamente a aparéncia e o funcionamento de
uma coluna cromatografica analitica. Essas colunas podem ser utilizadas sozinhas ou em
combinagé@o com outras no chamado modo de comutacao de colunas (column-switching).

A caracteristica fundamental dos RAMs é que os mesmo permitem seletivamente a-
través de meios quimicos ou fisicos que somente determinados tipos de compostos sofram
retencdo no interior dos poros das particulas retentoras (Figura 4).

Os RAMs tém sido usados para determinacéo de farmacos e principios ativos em
amostras bastante complexas como plasma, soro, sem a remogao prévia das proteinas
(Unger, 1991; Boos & Grimm, 1999, Cassiano et al., 2002).

Atualmente existem sete categorias de RAM disponiveis comercialmente:

- RAM com barreiras fisicas. Primeiro tipo a ser desenvolvido. Consiste de particulas
de silica com poros de cerca de 8 nm que excluem macromoléculas. O interior dos poros
desse tipo de material é apolar e a superficie polar.

- RAM de silica-alquildiol. Segundo RAM mais utilizado é também constituido de par-
ticulas de

silica com poros ainda menores (6 nm) e com interior com grupos alquila e superficie
com grupos diol.

- RAM com silica recoberta com ligante combinado. Este tipo de material é compos-
to por particulas de silica com poros maiores (13 nm) que possui um revestimento de um
ligante com regides hidrofilicas e hidrofébicas (e.g. poliglicidol).

- RAM com barreiras quimicas. Neste material, particulas de silica de fase reversa
(C8 e C18) recebem um recobrimento com um polimero adequado (e.g. polioxietileno) que
apresenta permeabilidade quimica seletiva.

- RAM de silica recoberta de proteinas. Particulas de silica sao recobertas de protei-
nas e dessa forma funciona como uma barreira quimica como descrito anteriormente.

- RAM com materiais funcionais mistos. Combinacao de dois tipos de revestimentos
em uma unica particula de silica.

- RAM de fase hidrofébica protegida. Este tipo de material € composto de silica re-
vestida com um composto apolar de cadeia longo (polioxietileno) que por sua vez € embebi-
do com grupos fenil hidrofébicos.

A maior promessa dos RAM é a extrema simplicidade do procedimento depois de o-
timizado. Os métodos utilizando RAM sao todos executados em modo “on-line” e consistem
na injecdo direta de um determinado volume de amostra e analise cromatografica direta
normalmente em sistema de gradiente.

Em extragbes utilizando colunas RAM sem comutagdo ndo deve ou ndo deveria o-

correr perda do analito uma vez que todo ele é injetado no sistema cromatografico. Dessa
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forma recuperacdes de 100% sao teoricamente sempre obtidas ou mesmo a recuperagao
nao é considerada.

Algumas desvantagens dos RAM sao sua baixa vida util e dessa forma seu custo
mais elevado, além disso, RAM apresentam capacidade de receber de cada vez apenas
algumas centenas de microlitros de amostra, o que muitas vezes, € insuficiente para que a

massa de analito presente naquele volume atinja o limite de detecgéo desejado.

Moléculas menores s&o capazes de interagir com os sitios
/ de retengéao

Proteinas e outras macromoléculas
nao conseguem interagir com a par-
ticula

Sitios exclusores em porg¢ao mais exterior da super-
icie impedem a retengcado de macromoléculas

— Sitios retentores na por¢do mais interna
retém o analito

Figura 4: Representagao do principio de funcionamento de um material de acesso restrito.

1.2.2 OUTROS FORMATOS E MODOS DE EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

Além de cartuchos e discos existem outros formatos de utilizar os mesmos adsorven-
tes da SPE.

Um desses formatos alternativos sdo as SPE em pipetas. O dispositivo de pipeta pa-
ra SPE nada mais € que uma ponteira de pipeta a qual é acondicionado um disco de SPE. A
grande vantagem desse formato € a facilidade de utilizagao pela simples conexdo com uma
pipeta semi-automatica. Além disso, através da SPE no formato de pipeta, o fluxo da amos-
tras e de solventes pode ocorrer nas duas dire¢des (bidirecional), o volume de solvente é
ainda mais reduzido e o descarte das pipetas evita contaminacdes cruzadas.

Outro formato muito parecido com as pipetas € a microextragdo com seringas reche-
adas (MEPS) (Figura 5). A diferenga basica desse sistema para a pipeta € a sua capacidade

de utilizagdo apesar do risco de contaminacéo cruzada.
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Figura 5: Representacao da seringa de MEPS (Abdel-Rehim et al., 2005).

Existe também, além dos dispositivos de pipeta e seringa, um modo alternativo de
realizar a extragdo em fase soélida convencional. Em vez de passar a amostra pelo cartucho
a amostra (solida) é triturada juntamente com as particulas extratoras. Este procedimento de
SPE chamado de dispersdo da matriz em fase solida € conveniente para amostras sélidas,
mas demonstra vantagens muito especificas para alguns casos em particular. Contudo, esta
€ uma alternativa que deve ser avaliada e pode ser utilizada em substituicdo ao procedimen-

to convencional.

1.3 MICROEXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

A microextragao em fase sélida (SPME) € uma técnica relativamente nova (Arthur &
Pawliszyn, 1990) que apresenta vantagens como a economia de tempo e solvente, resu-
mindo o processo de extragdo em praticamente um Unico passo. A principio, essa técnica foi
desenvolvida para andlise de compostos volateis por GC. Com o desenvolvimento de novos
materiais de extragcao, a SPME foi sendo adaptada a HPLC e aos mais diversos tipos de
matrizes e classes de compostos (Alpendurata, 2000). Atualmente, esta técnica é aplicada
em analises ambientais de ar, solo e agua, estudos toxicolégicos com cabelo, saliva, soro,
sangue e outros tecidos, além da analise de alimentos, analises forenses e estudos com
células e organismos vivos (Alpendurata, 2000; Augusto & Valente, 2002).

A SPME é uma microtécnica de extragao de amostras, tanto pelas dimensdes do su-
porte de extracdo empregado como pelos volumes de matrizes e solventes necessarios. Na
SPME utiliza-se uma fibra o6tica de silica fundida, recoberta com um adsorvente adequado
(Figura 6 a). A fibra se encontra acondicionada dentro de uma espécie de agulha em um

amostrador semelhante a uma seringa, ficando exposta somente no momento da extragao.
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Figura 6 (a): Representacdo dos componentes de um amostrador e uma fibra empregados em
SPME; (b): Técnicas de SPME por “headspace” e imersao direta.

O processo de extracao por SPME pode ser realizado por imersédo da fibra direta-
mente na matriz ou através da exposi¢ao no espaco confinante chamado “headspace”, onde
a fibra entra em contato somente com os vapores do analito que podem ser liberados da
matriz por aquecimento (Figura 6 b). A técnica de “headspace” é especialmente util quando
existe alguma incompatibilidade entre a fibra e a matriz, sendo bastante empregada na de-
terminacdo de compostos volateis por GC. Ja a extracao direta é utilizada para compostos
menos volateis e termossensiveis, sendo 0 modo mais empregado para analises por HPLC.

Apos a extragao pela fibra, o soluto é dessorvido empregando aquecimento (GC) ou
quantidades reduzidas de um solvente adequado (HPLC). Os custos reduzidos na SPME
devem-se, ainda, ao fato das fibras de extracdo serem utilizadas varias vezes antes de se-
rem descartadas.

O processo de extracdo na SPME esta baseado no coeficiente de particao do analito
entre a matriz e a fibra de extragdo, sendo a quantidade extraida, na maioria dos casos,
muito inferior a quantidade total do analito presente na amostra, permitindo que a mesma
amostra seja analisada em replicata (Lord & Pawliszyn, 2000).

Como a SPME ¢é um processo baseado no equilibrio e a quantidade de analito extra-

ida depende da sua concentragao no estado livre, esta técnica pode ser aplicada na deter-
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minagao da ligagdo de farmacos as proteinas plasmaticas (Vaes et al., 1996), uma vez que
a SPME néo provoca a lise da ligagao farmaco-proteina como no caso da LLE.

As fibras sdo, em sua maioria, constituidas de um ou mais polimeros sendo as mais
utilizadas e de maior disponibilidade no mercado as de polidimetilsiloxano (PDMS), poliacri-
lato (PA), carbowax (CW) e as combinadas polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB),
Carboxen-PDMS e Carbowax-DVB. Essas fibras possuem espessuras que variam entre 7 e
100 um e comprimento de normalmente 1 cm. Materiais extratores derivados de silica poro-
sa C8 e C18 (Liu et al.,, 1997a, 1997b) e silica/carbono grafitizado (Mangani & Cerciarini
1995) empregados em cromatografia liquida, também vém sendo recentemente utilizados.

O desenvolvimento da interface de inje¢cdo para HPLC (Chen & Pa-
wliszyn,1995)(Figura 8) permitiu que a dessor¢ao fosse realizada no préprio sistema croma-
tografico. Hoje, sistemas completamente automatizados s&o disponiveis comercialmente
(Lord & Pawliszyn, 2000). A maioria das interfaces serve como uma espécie de “T” conecta-
do entre a bomba do cromatografo e a coluna, fazendo assim a fungéo do amostrador (Figu-
ra 8).

A dessorgao pode ser feita no modo estatico, através da inje¢do de um pequeno vo-
lume de solvente com uma seringa de injecdo, ou no modo dindmico, através de uma mu-
danga da valvula fazendo o solvente do sistema cromatografico entrar em contato continuo
com a fibra (Figura 8). No modo estatico, o solvente de dessorgéo ndo precisa ser necessa-
riamente o mesmo do sistema cromatografico e a dessorgéo ocorre a pressao atmosfeérica.
Ja o modo dinamico, é utilizado nos casos em que a transferéncia de massa do analito para
o solvente é rapida (Lord & Pawliszyn, 2000). Além da interface para HPLC, a SPME conta
também com interfaces para eletroforese capilar e cromatografia por fluido supercritico (Li &
Weber, 1997; Hirata & Pawliszyn, 1994).

Atualmente, as principais limitagdes da SPME sao os limites de quantificagdo muito
altos, especialmente na determinagao de farmacos em fluidos bioldgicos; existem também
variagoes entre diferentes lotes e marcas de polimeros extratores e o efeito memodria do

analito freqientemente gera problemas na quantificagao (Ulrich, 2000).
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Figura 7: Cromatdgrafo liquido acoplado a uma interface de inje¢ao para SPME. Representacéo dos
métodos de dessorgdo dindmica e estatica (Lord & Pawliszyn, 2000)

Novos dispositivos de SPME estdo sendo desenvolvidos onde a extragao o-
corre dentro de tubos. Um desses dispositivos € o chamado de “SPME in tube” (Fi-
gura 9). Neste sistema o polimero extrator aparece revestindo o interior de um capi-
lar de silica fundida e a extracdo ocorre dentro desse sistema. Uma variagao da
SPME in tube é a SPME wire-in-tube. Neste dispositivo um fio de ago inoxidavel é
acondicionado no interior do capilar para diminuir o volume interno do mesmo e pro-

porcionar uma extragao mais eficiente.
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Figura 8: Modos de SPME in tube (A) e SPME wire-in-tube (B).

A técnica de ME (extragdo em membrana) € uma técnica semelhante a LLE
(extracdo liquido-liquido) convencional mas que possui as vantagens de evitar a
formagdo de emulsdes, ter alto poder de concentracdo empregando quantidades
reduzidas de solventes e ainda, apresentar excelente capacidade de automacao
(Jénsson & Mathiasson, 2001). Nesta técnica, a solugdo onde encontra-se o analito
de interesse (matriz) € chamada de fase doadora e a fase para onde o analito ira
transferir-se € chamada de fase receptora. Essas duas fases sdo separadas por
uma membrana seletiva que ira permitir a passagem somente dos compostos que
forem soluveis na mesma ou daqueles que tiverem tamanho adequado para passar
entre seus poros (Figura 10). A passagem e a concentragcédo do analito na fase acep-
tora é promovida controlando-se parametros como pH, concentragao salina, tempe-
ratura e aditivos das fases doadoras e aceptoras (Jonsson & Mathiasson, 2000). A
ME pode ser dividida de acordo com o tipo de membrana em ME porosa e n&o poro-
sa ou, de acordo com as fases envolvidas, em mono, bi ou trifasicas (Jonsson & Ma-
thiasson, 2001). A possibilidade da fase aceptora ser aquosa permite que o analito
extraido seja injetado diretamente no sistema cromatografico em modo reverso e
também em eletroforese capilar. A técnica de ME mais utilizada para extragao de
farmacos em fluidos bioldgicos € a chamada liquido suportado por membrana (SLM).
Nesta técnica, a membrana é formada por um filme de liquido organico suportado
em um material poroso. Os liquidos mais empregados em membranas sao hidrocar-
bonetos de cadeias longas como n-undecano ou querosene e alguns compostos
mais polares como di-hexil éter, tri-octilfostato e outros (Jonsson & Mathiasson,

2001). As membranas compostas por esses liquidos sao estaveis por até alguns
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meses. As limitagdes da ME sao principalmente os tempos de extragao relativamen-
te mais longos que a LLE e a estabilidade reduzidas de membranas mais polares

como di-n-hexil éter.

Analito de interesse

\

\
] -] -] - «— Fase receptora
Membrana | L
> %
] () ()
o o "
Interferentes 4'" o . OP o9 ©n <4— Fase doadora

Figura 9: Esquema representando um dispositivo de extragdo em membrana.
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