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METHODS OF EXTRACTION AND/OR CONCENTRATION OF COMPOUNDS FOUND IN
BIOLOGICAL FLUIDS FOR SUBSEQUENT CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION. When
organic compounds present in biological fluids are analysed by chromatographic methods, it is generally
necessary to carry out a prior sample preparation due the high complexity of this type of sample,
especially when the compounds to be determinated are found in very low concentrations. This article
describes some of the principal methods for sample preparation in analyses of substances present in
biological fluids. The methods include liquid-liquid extraction, solid phase extraction, supercritical
fluid extraction and extraction using solid and liquid membranes. The advantages and disadvantages of
these methods are discussed.
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INTRODUCAO amostra ao sistema cromatografico (sistema completamente
automatico). No sistema “on-line”, a etapa de extracdo e/ou
As areas que tém interesse em analises de compostos egoncentracdo do analito é realizada no proprio sistema
contrados em fluidos bioldgicos sdo muitas: ambiental, farmacromatogréﬁco, onde sdo inseridos alguns acessorios.
céutica, andlises clinicas, medicina legal,"8tcA andlise Existem muitas publicaces especializadas descrevendo os
cromatografica de substancias presentes nestes tipos de matsrocessos de preparacdo de amostras para analise de analitos
zes (soro, plasma, urina, etc), em geral, requer um pré-tratandividuais ou classes de compostos, de forma que descrever
mento da amostra. As razdes para isso sdo inimeras, destacédos eles seria impossivel. Dessa maneira, neste artigo seréo
do-se a complexidade das matrizes biologicas, das quais Gfiscutidos os métodos de extracédo e/ou pré-concentracdo mais
compostos sdo obtidos, a existéncia de proteinas que sdo igtilizados em analises de compostos presentes em fluidos bio-
compativeis com as colunas cromatogréﬁ@aa concentragao l6gicos, as suas caracteristicas e aplicagdes.
das substancias a serem analisadas, a nivel de traco. As técni-
cas de extracéo e/ou pré-concentracéo permitem que a analig& TRACAO LiQUIDO-LIQUIDO (ELL)
dos componentes de interesse se torne possivel. A meta final e
a obtencdo de uma sub-fracdo da amostra original enriquecida Na extracdo liquido-liquido ocorre a particdo da amostra
com as substancias de interesse analitico, de forma que satre duas fases imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia
obtenha uma separacdo cromatografica livre de interferenteslia extracdo depende da afinidade do soluto pelo solvente de
com deteccdo adequada e um tempo razoavel de andlise. extracdo, da razdo das fases e do numero de extracdes. Para
As técnicas mais comumente utilizadas para extracdo e/oalguns sistemas, o valor da constante de distribuicgpeK-
pré-concentracdo de compostos presentes em fluidos biologtre as fases pode ser aumentado pelo ajuste do pH, para preve-
cos sdo: extracdo liquido-liquido, extracdo em fase sdlida, exdir a ionizagdo de &cidos ou bases, pela formagéo de par i6nico
tracdo com fluido supercritico e extragdo com membranas séom solutos ionizaveis, pela formacéo de complexos lipofilicos
lidas (didlise e ultrafiltracdo) ou liquidas. Estas técnicas decom ions metéalicos ou pela adi¢do de sais neutros, para dimi-
preparacdo de amostras tém sido automatizadas para uso emir a solubilidade de compostos organicos na fase afuosa
andlises de rotina, pois eliminam erros humanos de manipula- A ELL apresenta as vantagens de ser simples (na configu-
¢do, diminuem o tempo de assisténcia do analista durante ragdo mais comum usa-se um funil de separag¢do ou tubos de
analise, evitam o risco de contato com substancias prejudiciaisentrifuga) e poder utilizar um ndmero grande de solventes,
a salde e aumentam, significativamente, o nimero de anélisgsiros e disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma
de amostras por tempo. Estas técnicas podem ser subdivididasipla faixa de solubilidade e seletividade. Além disso, as pro-
em dois modos: “off-line” e “on-line®. No “off-line”, a etapa  teinas presentes nas amostras sdo denaturadas, eliminando a
de extracdo e/ou concentracdo do analito é realizada separadantaminagdo da coluna cromatogréafica. Por outro lado, esta
mente do sistema cromatografico. Apds o preparo, a amostratécnica possui uma série de desvantagens, tais como: as amos-
introduzida no sistema cromatografico por meio de um injetortras com alta afinidade pela dgua s&o parcialmente extraidas
como qualquer outra amostra. Hoje em dia, muitos equipamerpelo solvente orgénico, resultando em perda do analito; impu-
tos para extrag6es miltiplas sdo disponiveis comercialmenteezas do solvente sdo concentradas junto com a amostra, im-
Alguns deles fazem o processo de extracdo automaticamentplicando no uso de solventes ultrapuros; pode ocorrer a forma-
mas a transferéncia da amostra para o injetor cromatografico go de emulsdes, o que resulta em grande consumo de tempo;
manual (sistema semi-automatico), enquanto outros, além deolumes relativamente grandes de amostras e de solventes séo
extracdo automatizada, sdo também capazes de transferirraqueridos, gerando problemas de descartes; alguns solventes
organicos sdo toxicos; pode ocorrer adsorgdo dos analitos na
vidraria; decomposicdo de compostos instaveis termicamente,
e-mails: soniacnq@igm.unicamp.br; chc@igm.unicamp.br; na etapa de pré-concentracdo; o processo € suscetivel a erros e,
icsfi@igm.unicamp.br relativamente, de dificil automacao. Apesar destas desvantagens,
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a ELL é considerada uma técnica classica de preparacdo denostra e do tempo de andlise. Técnicas modernas, que possu-
amostra e tem sido ainda muito utilizada em analises de divelem alta sensibilidade, empregam 50 - 100 de plasma ao

sos tipos de substancias presentes em fluidos bioldgicos, pomasso que 10 anos atras usavam-se 5-10 mL de amostra biol6-
extratos bastante limpos podem ser obtidos com alta seletivigica®?33 Volumes pequenos de amostra requerem volumes pe-

dade para alguns analitos. guenos de solventes para extracdo. Na tentativa de aumentar a
velocidade total de andlise foi necesséario que a ELL fosse
Aplicacbes de ELL em fluidos bioldgicos automatizada. Jemat al3* publicaram um trabalho comparan-

do a ELL manual com a automatizada e mostraram que é pos-
A escolha adequada do solvente orgénico e o ajuste de psfvel uma diminuicdo significativa no tempo de preparo de

da amostra sdo necessarios para assegurar uma boa recupexnaostra com o uso de sistemas automatizados, sem comprome-
¢cdo do analito. A extragdo de substancias basicas €, normakr a exatiddo e a precisdo. Varias técnicas de ELL automaticas
mente, realizada a pH maiores que 7 e a extragio de substamy semi-automaticas tém surgitto’® possibilitando que nime-
cias acidas é feita em pH menores que 5. Varios tipos deos elevados de andlises, até 2000/24h, sejam reafizatias
solventes organicos tém sido empregados na extracdo de dro-
gas acidas e basicas presentes em amostras de fluidos biol6§iXTRACAO EM FASE SOLIDA (EFS)

cos, tais como, éter dietilid'®, acetato de etild’*® hexano , ) . o
14 tolueno’® 16 diclorometand’? acetato de butild’, mis- Hoje em dia a extrag@o em fase soélida é uma das ferramentas

turas de solventds? etc. Quanto maior a afinidade do analito Mais poderosas e mais empregadas para a extracdo e/ou pré-con-
pelo solvente organico maior a recuperacao. centragdo de analitos presentes em matrizes compllexag. Esta téc-
Yoshida e Akané® descreveram, recentemente, a extracaonica foi revisada recentemente por Henfilan por Majors'® .A
de benzodiazepinicos em soro, por meio de um método dEFS emprega sorventes recheados em cartuchos, nas formas de
extracdo novo denominado “extracdo liquido-liquido a tempeRarril ou seringa, e os mecanismos de retencéo séo idénticos aque-
ratura sub-zero”. Os autores utilizaram acetonitrila G20 les envolvidos em cromatografia liquida em coluna. Um cartucho
como solvente de extracio, pois nesta temperatura ha uma dipico é formado por um tubo de polipropileno contendo cerca de
paracdo entre as fases. Apdés a extragdo, a fase conten@§ @ 500 mg de sorvente, com 406@ de tamanho de particu-
acetonitrila foi injetada diretamente no sistema cromatograficd@ fixado no tubo através de dois filtros. Em geral, os procedi-
e boa reprodutibilidade entre as extracdes foi obtida. mentos de EFS contém 5 etapas: i) ativacdo do sorvente para
A ELL foi empregada para a determinacdo de 25 pesticidage'xar 0s sitios ativos dlsponlvels;_ i) condicionamento do sorvente
organofosforados, em soro humano, por meio de extragdo coffPM Solvente adequado para ajustar as forcas do solvente de
n-hexano/acetato de etila (75:25, v/v) seguida por cromatogra€!Uicdo com o solvente da amostra; iii) introducdo da amostra,
fia em camada delgada de alta eficiéncia. Neste método uti”quando_oco'rre a retencdo do analito e as vezes de alguns interfe-
zaram-se 1 mL de amostra, 1 mL de solvente organico e 1 m[€Ntes; iv) limpeza da colun_aNpara retirar os interferentes menos
de solugdo aquosa de cloreto de s6dio saturada, sendo que'®§idos que o analito; v) eluicdo e colegéo do ar‘fé.!to _ o
sal foi empregado para diminuir a solubilidade do analito na Atualmente um nimero grande de sorventes s&o disponiveis
fase aquosa e também para evitar a formacdo de emulsdes. @merciaimente. Em geral, os materiais de recheio, emprega-
limites de detecg&o foram suficientemente baixos para detect&l0S para EFS, sdo similares aos usados em cromatografia li-
os pesticidas em pacientes intoxicadbs qwda.’ Assm, carvao atlvado_, glumlna, S|.I|ca gel, S|I|c,ato de
Uma metodologia para analise de bifenilas policloradasmagnésio (Florisil), fases quimicamente ligadas e polimeros,
(PCB) em soro usando ELL para subseqiiente analise por cr§Of €xemplo, o copolimero de estireno entrecruzado com
matografia gasosa, com detector espectrométrico de massddivinilbenzeno, tém sido empregados (Tabela 1). Dependendo
foi descrita por Pauwels e Schep@ndpos a ELL foi feita do solvente de condicionamento e de elglgao, 0s grupos mais
uma etapa de remocdo dos interferentes através da percmagfggquentemente usados como sorventes a base de silica quimi-
do extrato através de uma coluna de adsor¢do de silica géfmente ligada podem ser divididos em 3 categorias: i) fase
desativada. O sistema de solventes consistiu de 30 mL de féversa (FR) quando o sorvente € menos polar que o solvente
hexano, seguido de 10 mL de n-hexano:diclorometano (80:20€ eluicdo; ii) fase normal (FN) quando o solvente & menos
viv) e 10 mL de n-hexano:diclorometano (40:60, V/v). polar que o sorvente e iii) troca idnica (TI). A Tabela 2 mostra
Marqueset aP® publicaram uma metodologia para analise UM guia para selecéo de sorventes a serem~utlllzados Ha EFS
de estriquinina, que é um alcaldide altamente toxico para os Para aumentar a seletividade da extracéo os sorventes po-
seres humanos. Os autores empregaram uma mistura @M Ser combinados das seguintes maneiras:
toluenoh-heptano/alcool isoamilico (67:20:4, viv/v) para ex- i) Dentro de um mesmo cartucho de extragdo, usando as
trair a substancia téxica de amostras bioldgicas, para fins de chamadas fases mistas com varios grupos funcionais de ca-
investiga¢des clinicas e forense, com determinagd@o por croma- racteristicas diferentes ligados ao mesmo suporte;

tografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. ii) Fazendo sucessivas extragdes com cartuchos de diferen-
Outros exemplos representativos da ELL em amostras bio- tes recheios, passando o material eluido do primeiro cartu-
l6gicas incluem a extracédo de farmacos de leite materite cho para o segundo no modo “on-line” ou “off-line”;
em fluido cérebro-espinhl iii) Recheando o mesmo cartucho com diferentes sorventes,
em camadas, resultando em uma coluna de extragéo tipo
Automacio sanduiche.

. L Os recentes desenvolvimentos em EFS tém sido
Atualmente, com o surgimento de técnicas modernas de Sgjirecionados para a sintese de sorventes mais seletivos e para

paracdo, tal como a cromatografia liquida de alta eficiéncig,oyas configuracdes cromatograficas. Alguns exemplos estdo
acoplada a espectrometria de massas (CL/EM ou CL/EM/EM)citados a seguir.

andlises muito rapidas podem ser realizadas devido & alta sele-

tividade alcangada pelo detector (EM) quando se utiliza 0 mod§gyos sorventes

“SIM” (Monitoramento Seletivo de lons). Entretanto, a prepara-

¢do de amostra pode ser um fator limitante na velocidade total Fases mais seletivas, quimicamente ligadas & silica (ou a outro
da andlise, uma vez que a ELL envolve vérias etapas. Destporte), tém sido preparadas. Um exemplo é a fase fenilboro-
modo, numerosos esforcos tém sido feito para melhorar as téaato, Tabela 1, que seletivamente retém 1,2 cis-diol. Esta fase
nicas de ELL em fungdo do consumo de solvente, do volume dpode ser utilizada em andlises de nucleosideos, nucleotideos,
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Tabela 1. Exemplos de sorventes utilizados em EFS.

Quim. Nova

NAO POLARES

C18 Octadecilsilano ESi—(CHZ)17 -CH,
cs Octilsilano =Si-(CH,), -CH,
C2 Etilsilano =Si-CH, -CH,
C1 Metilsilano =Si—-CH,
PH Fenilsilano =Sj- @
CH Cicloexilsilano =Si-
POLARES
FL Florisil MgOsSi
AL Alumina Al>,03
Si Silica =Si-OH
CN Cianopropilsilano =Si-CH,-CH,-CH, -CN
20H Diolsilano =S~ CH, ~CH, ~CH, 0= CH, _(I:H B CI:HZ
OH OH
NH2 Aminopropilsilano =Si—-CH, -CH, -CH, -NH,
PSA N-Propiletilenodiaminossilano =Si-CH, -CH, -CH, -NH-CH, -CH, —NH,
TROCA IONICA
SCX Benzenossulfonilpropilsilano =Si-CH, -CH, - (") -SO;H*
PRS Sulfonilpropilsilano =Si-CH, -CH, -CH, -S0O;"Na*
CBA Carboximetilsilano =Si-CH,-CH, -COOH
DEA Dietilaminopropilsilano =Si-CH, -CH, - CH, - N(CH, - CH;),
SAX Trimetilaminopropilsilano =Si-CH, -CH, -CH, - N*(CH3)3CI’
PSA N-Propiletilenodiaminossilano =Si-CH, -CH, -CH, -NH-CH, -CH, —-NH,
COVALENTE
PBA Acido fenilboronico =Si-CH, -CH, -CH,-NH- ()

“B(oH),

Tabela 2. Guia para selecdo de sorventes a serem utilizados enf'EFS

Aplicacdes Grupo funcional do analito Matriz Sorventes Solvente de eluicdo
Extracdo néo-polar Grupos hidrofébicos Aquosa Octadecil Metanol

Abuso de drogas Anéis aromaticos Agua Octil Acetonitrila
Peptideos Cadeias alquil Tampdes Etil Acetato de etila
Pesticidas Fluidos bioldgicos Cicloexil Cloroférmio
Monitoramento de droga Fenil Metanol acidificado
terapéutica Cianopropil Hexano

Extracdo polar Grupos hidrofilicos N&o polares Cianopropil Metanol
Metabdlitos de Vitamina D Hidroxilas Hexano Diol Isopropanol
Separagfes de liquidos Aminas Oleos Silica Acetona
Carboidratos Heteroatomos Cloroférmio Aminopropil

Fenois Lipideos Amina

Extracdo por troca catidnica Cétion Aquosa Trocador fortemente ou  Tamp®8es béasicos
Catecolaminas Aminas Agua fracamente catibnico TampGes com alta
Herbicidas Pirimidinas Tampdes acidos forca idnica
Farmacos Fluidos biologicos

Extracdo por troca anidnica Anions Aquosa Trocador fortemente ou  Tamp®es 4cidos
Acidos organicos Acidos Carboxilicos Agua fracamente catidnico Tampdes com alta

Vitaminas
Acidos Graxos
Fosfatos

Acidos Sulfonicos
Fosfatos
Aquoso

Tamp®@es béasicos
Fluidos biolégicos

forga idnica
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carboidratos e catecolaminas. Este sorvente foi aplicado na ex- A extragdo em discos foi originalmente introduzida para
tracéo seletiva de nucleosideos modificados em soro e urina dextracdo de tracos de materiais organicos em®&guan disco
pacientes portadores de diversos tipos de c#fter tipico, 47 mm de diametro e 0,5 mm de espessura, contém 500
A fase sélida também pode ser quimicamente modificadang de sorvente, por exemplo, particulas de C-8 ou C-18, de
com um grupo reativo ou pode ser carregada com uma solu¢c®pum de didmetro de particula e 6 nm de poro, imobilizadas
contendo um composto reativo para derivatizar o analito. Urmo suportg®’. O diametro do disco é escolhido de acordo com
exemplo é a reacdo de fenobarbitona com brometo de penta volume de amostra. Os discos s&do disponiveis em varios
fluorbenzila impregnado previamente na fase séfida didmetros, 4 a 90 mm. Didmetros de 25 a 47 mm séo particu-
Recentemente, extragdes altamente seletivas baseadas éammmente Gteis na andlise de urina, pois volumes relativamente
colunas recheadas com suportes contendo um anticorpo ou cognandes podem ser extraidos (10 a 50 mL). Didametros menores
polimeros impressos molecularmente, conhecidos como MIPsdo usados para determinagdo de drogas em plasma ou soro,
tém sido desenvolvidas. As etapas de extracdo, concentracdooade a evaporagcao do efluente ndo é aconselhavel.
isolamento sdo possiveis em um Unico passo. As fases de Os discos possuem uma série de vantagens devido ao seu for-
imunoafinidade, onde um anticorpo especifico & imobilizadomato, tais como leito mais homogéneo, pressées menores durante
em um suporte sdlido, tal como agarose ou silica, também tém aplicacdo da amostra e na elui¢cdo, auséncia de caminhos prefe-
sido utilizadas em analises de amostras de importancia biol&enciais, maior capacidade para o analito, melhor repetibilidade e
gica. Um exemplo é a determinacé@o de insulina em amostra®produtibilidade, vaz6es mais altas e menores volumes de
de plasma, onde a extracao seletiva é realizada em uma colueluentes para a dessor¢do. O melhor desempenho dos discos é
recheada com o seu anticorpo anti-insulina (nome originablevido ao tamanho menor da particula, que proporciona uma
AE9D6)*>. Os MIP sdo obtidos através da preparacdo deransferéncia de massa mais rapida. Uma das desvantagens do uso
polimeros com sitios de reconhecimento sintéticos e tém umede discos é que a etapa de condicionamento é mais critica. Dife-
seletividade pré-determinada para um ou mais an#iiths rente da EFS em cartuchos, a secagem do disco deve ser evitada,
Estes sitios de reconhecimento sdo obtidos pelo arranjo dgois, devido a grande area superficial, uma interface ar/agua é
monémeros funcionais polimerizaveis ao redor das moléculaformada facilmente, resultando em um decréscimo das recupera-
do analito. Assim sé@o formados complexos, através de interacages. Da mesma forma que os cartuchos, os poros dos discos
molecular, entre o analito e o0 monémero precursor. Os compodem ser obstruidos quando se extrai amostras contendo uma
plexos sdo fixados através de reacfes de entrecruzamento dencentracdo relativamente alta de macromoléculas ou de materi-
polimeros. A remog¢édo do analito da matriz polimérica formaal particulado. Assim, é aconselhavel filtrar as amostras aquosas
lacunas (sitios de reconhecimento) que irdo exibir afinidadeantes da extracdo ou usar pré-filtros inertes.
pelo analito. O potencial deste tipo de material é alto, uma vez Para aumentar a seletividade ou a capacidade dos discos,
gue oferece resisténcia mecanica a alta temperatura e a presgimge utilizar a técnica de empilhamento. Empilhando varios
e € inerte frente a condigdes extremas de &cidos, bases, iodiscos de mesmo sorvente ira aumentar a capacidade e se os
metalicos e solventes organicos. Estas caracteristicas sdo alsorventes forem diferentes, tem-se a retencdo de compostos
mente favoraveis para serem utilizadas em andlises de rotinaom caracteristicas diferentes.
Entretanto a aplicagdo deste material em andlises bioldgicas O processo de extragdo pode ser realizado de duas maneiras:
ainda é limitada; alguns exemplos de aplicacGes deste material jy A mais comum é empregar o mesmo aparelho utilizado

séo andlise de drogas em plasma e Btifra ) em CLAE para filtragdo de solventes e passar a amostra
Um outro material, denominado fase de acesso restrito, airavés do disco sob vacuo. Os analitos sdo retidos e sdo

possui uma superficie hidrofilica biocompativel na parte exter-  emovidos com um volume adequado de solvente:

na e hidrofébica no interior dos poros da particula do sorvente. i) O disco é suspendido na amostra liquida, por um peri-

O mecanismo de separagdo € baseado em uma combinagéo de hqq de tempo controlado, em seguida € seco e os analitos

excluséo e particdo. As moléculas grandes, tais como protei- g5 dessorvidos em um outro solvente apropriado.

nas, nao conseguem penetrar nos poros e eluem rapidamente,Nos ultimos tempos, os discos estdo tendo uma grande acei
enquanto as moléculas pequenas entram nos poros e sao retidas,. pos, 9

para posterior eluicao e andlise, Figura 1. Este tipo de materié??ao em analises blome_dlcas. Isto se deve a neces.5|dade de

tem sido usado para andlise direta, sem remocao prévia €todos que usem quarltldad,es redu2|das~ de ar~nostra, possuam

proteinas, de amostras de plasma e %0%6 poucas etapas de extragao/pre-conpgntragao e n&do consumam um
tempo excessivo. O volume de elui¢do baixo (30 gilp@er-

mite, em alguns casos, fazer a injecdo direta no sistema

cromatografico. Em outros casos uma simples diluicdo com agua

destilada é suficiente para inje¢do. Isto ndo somente elimina o

vl Pl i tempo requerido para evaporagdo do solvente, mas também evi-
: ta qualquer perda devido a transferéncia de amostra. Os avangos
L b recentes desta técnica séo descritos por Blevins &Hall
il e ol Ly ek . ~ “ H ”
ke padadrvad Técnicas de extracdo “on-line

Os processos de EFS podem ser realizados em dois modos:
“off-line” ou “on-line”. Na configuragdo “on-line”, o sistema
de extracdo em fase sélida faz parte de um sistema de CLAE,
e é frequentemente inserido na alca de amostragem, sendo,

Figura 1. Fase de acesso restrito.

Novas configuracbes experimentais para EFS apos a coleta, conectado diretamente na linha de alta presséo
da fase moével que atua como eluente da amostra.
Extracdo em Discos Faz parte da extragdo “on-line” uma técnica chamada de

comutacdo de colunas, que inclue todos os métodos nos quais
O segundo formato de EFS mais utilizado depois do cartua direcdo do fluxo da fase mével é alterado por meio de uma
cho é o disco (ou membrana carregada de particula). Nestglvula rotatéria, onde o efluente de uma coluna é desviado
tipo de EFS, as particulas ativas sdo imobilizadas em umpaara uma outra coluna apds um certo intervalo de tempo. A
matriz inerte e estavel de microfibrilas de politetrafluoretileno primeira coluna é frequentemente de baixa eficiéncia e faz um
(PTFE) ou vidro. enriguecimento ou pré-concentracdo da amostra. A fragéo con-
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Figura 2. Diagrama do sistema “comutacdo de colunas”. A) Pré-concentragdo e B) Dessorgcdo e separagdo cromatografica.

tendo o analito é transferida para uma segunda coluna que
possui alta eficiéncia. O arranjo mais comum est4 mostrado na
Figura 2. Quando o injetor esta na posicao “carregar”, a amos-
tra € bombeada pela bomba 1 através da pré-coluna, onde os
analitos séo retidos. Simultaneamente, a fase mével é bombe-
ada pela bomba 2 passando diretamente para a coluna analiti-
ca. Quando a etapa de pré-concentragdo termina, a valvula de
injecdo é colocada na posicao “injetar” e entdo a fase movel
passa pela pré-coluna e remove os analitos, enviando-os para a
coluna analitica, onde sao separados. Uma revisdo sobre o uso
desta técnica aplicada em andlises de drogas presentes em flui-
dos biolégicos foi publicada por Campins-Faktal®:. Um
exemplo do uso de comutagédo de colunas é a determinacdo de
acido Grico e creatinina em fluidos biol6gi€bs

Uma outra configuracéo para tratamento de amostras “on-line”
€ o acoplamento de cromatografia liquida com cromatografia ga-
sosa (CL-CG). A CL é usada para fazer uma pré-concentracdo ou
enriquecimento de tragos, enquanto a separacéo de alta resolugéo
(em coluna capilar) e a deteccao sédo feitas por CG. Neste proce-
dimento o tempo gasto na prepara¢do de amostras € minimo. Um
exemplo de aplicacéio desta técnica € a determinacéo de beta ==L apindcr
bloqueadores em amostras de plasma e em®ifha

Microextracdo em fase sélida (MEFS)

A microextragdo em fase sélida € uma técnica moderna B N )
desenvolvida por Arthur e PawlisAn Neste procedimento é Figura 3. llustragdo esquematica do método MEFS — “Headspace”.
empregada uma fibra oética, de silica fundida, recoberta com

um filme fino de um polimero (e.g., polidimetilsiloxano, _. . .
P (e.g., p ' gicas. Alguns exemplos s&o andlise de etanol em séhgue

poliacrilato ou carbowax) ou de um adsorvente solido (e.g. o ; :

~ : : . . e . esticidas em urina e san§feentorpecentes em uriffae
carvao ativo microparticulado). Esta fibra 6tica, que é umapntide ressivos em sandﬁeéa P
fase extratora, € acondicionada dentro da agulha de um@ P
microseringa, para a extracdo dos andiftos

A extracdo pode ser feita de duas maneiras:

i) Mergulhando a fibra diretamente na solucéo da amostra. QO fluido supercritico é o estado da matéria acima da tempera-
Durante a extracdo a amostra € agitada e o tempo € contrgyra critica e da pressao critica onde o vapor e o liquido tém a
lado. Os analitos séo concentrados por 2 a 15 min; apSgmesma densidade e o fluido ndo pode ser liquefeito pelo simples
esta etapa a fibra é recolhida para dentro da agulha;  aumento da pressdo. Dentro de uma variedade de fluidos
i) Através da técnica de "headspace”, na qual a amostra &percriticos, 0 CO& o mais utilizado, pois nao é caro, é relati-
frequentemente aquecida e os componentes volateis s&mmente n&o-téxico, néo-inflamavel, tem, comparativamente a
adsorvidos na fibra, conforme Figura 3. outros fluidos, baixa temperatura critica, 3C,3e pressdo criti-
Apés a extracdo os analitos presentes na fibra saea, 7,4 MPa, além de ser facilmente removido apés a extfacéo
dessorvidos termicamente pela sua introducéo no injetor aque- Em EFSC o fracionamento pode ser feito através de mu-
cido de um cromatografo a gés. danca de pressédo e/ou temperatura. Modificadores, tal como
As vantagens do método de MEFS s&o que o procedimentmetanol, também podem ser empregados para mudar a seleti-
analitico é mais simples e mais rapido que ELL e EFS, envidade de um fluido supercritico. Comparados com solventes
geral extratos mais limpos s&o obtidos, ndo usa solventes paliguidos, fluidos supercriticos tém viscosidades mais baixas e
a eluicdo. Por outro lado o analito necessita ser volatil e termimaiores coeficientes de difusdo de solutos, o que facilita a
camente estavel para ser dessorvido e determinado por CG.transferéncia de massa durante a extragéo.
Este método tem sido revis&de varios artigos tém sido A extracdo pode ser feita em matrizes sélidas, semi-sélidas
publicados reportando o uso deste sistema em matrizes biol®u liquidas. A extragcdo com fluido supercritico tem mostrado

EXTRAGAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (EFSC)



Vol. 24, No. 1 Métodos de Extragdo e/ou Concentracdo de Compostos Encontrados em Fluidos Bioldgicos 73

ser uma alternativa viavel aos métodos tradicionais de extra-

metbrana
¢do, ELL e EFS, para analises de fluidos bioldgicos. As van- _ .
tagens desta técnica sdo que a EFSC elimina o tempo gasto @ OCe ot ®
com a remocdo de solventes, que sdo utilizados nas técnicas ., . g 9
convencionais de preparagdo de amostras; ndo utiliza solventes o © r e et
organicos, que sdo normalmente téxicos, diminuindo assim os o .O re o *®
riscos de manipulagdo e minimizando os custos. Entretanto, as 1 . 2

desvantagens sdo que o analito deve ser solavel no fluido
supgrcrltlco, 0 que pode ser contornado atravNes da adlg_ao ﬁgura 4. Representagdo esquematica de uma membrana: 1) fase
aditivos no eluer_lte, e que a etapa de remogao do anallt,o_ adora e 2) fase receptora.

amostra pelo fluido supercritico € a etapa mais problematica

do processo. As estratégias para a extragdo seletiva de analitos
em amostras sélidas foram descritas por [&vy

A EFSC de drogas em plasma pode ser feita combinada com '.0" - O:o’ ;o‘ iy L T
EFS® ou diretamente na amosttaTambém tem sido reportada JRp o ‘Go L) * /- lo'\ . ¢
na literatura a extracdo de compostos organoclorados (PCB) em A B&hﬂﬂ s ‘}J oot e
leite materno ou soro através de EFSC combinada com EFS oI OC%@O &JHEDOQ o 0 ® ° =
acopladas, de forma “on-line”, com CG (EFSC-&G) LR 0 o0

Porosa Niio porosa

TECNICAS DE EXTRACAO COM MEMBRANAS

Membranas solidas

Bl U&B&Bﬂﬂ %U@F
Esta técnica foi recentemente revisada por van der Mérbel D.&&O&@ BJHPD(‘J
Uma membrana é uma barreira seletiva entre duas fases, confor-

me mostra a Figura 4, sendo que a fase 1 é chamada de doadora Simétrica Assimétrica

e a fase 2 de receptora. A separacdo € obtida devido a capagiyyra 5. Representacéo esquematica de: A) membranas porosas e

dade da membrana de transportar alguns componentes da fag® porosas e B) membranas porosas simétricas e assimétricas.
doadora para a receptora mais rapidamente que outros. Em geral

a membrana nunca é uma barreira semi-permeavel perfeita. As

membranas podem ser classificadas baseadas na estrutura e58 para volumes iguais de doador e receptor. Portanto ela
mecanismo de separagdo. Quanto a estrutura, as membramndeve ser usada quando a concentragdo do analito é alta ou
podem ser porosas ou ndo porosas e simétricas ou assimétricgsando a detec¢do ndo constitui um problema.

como pode ser visualizado na Figura 5. O fendmeno que ocorre Para contornar este problema, a didlise continua é aplicada. Neste
quando uma espécie passa através de um meio é chamado aso o soluto que atravessa a membrana é retirado continuamente
permeacdo. Os mecanismos envolvidos na permeacdo baseiade compartimento receptor, mantendo, consequentemente, o gradi-
se em forcas dirigidas: diferenca de concentragdo, diferenca dente de alta concentracdo e, portanto, um fluxo maior é obtido. A
potencial elétrico ou diferenca de pressdo. Neste trabalho serd@fdlise continua é mais rapida e, em principio, o analito pode ser
descritas apenas as técnicas que levam ao fluxo molecular badeansferido quantitativamente para o sistema cromatografico. Uma
adas em forgas dirigidas de concentragédo (didlise) e de pressdesvantagem inerente ao processo continuo é a alta diluicdo do
(ultrafiltracdo), pois foram encontradas pouquissimas aplicageanalito que requer que uma coluna de pré-concentracéo seja inclu-
em amostras bioldgicas da técnica baseada em diferenca de fgda na alca de amostragem do injetor cromatografico.

tencial elétrico (eletrodialise) e os trabalhos publicEd:ao Polimeros hidrofilicos sdo os mais utilizados como material

apresentaram aplicacdo para uso em andlises de rotina. para didlise, especialmente celulose regenerada e acetato de ce-
lulose, que sdo manufaturados em diferentes configuragbes, sdo

Dialise resistentes a varios modificadores organicos e podem ser utili-

zados no intervalo de pH de 2 a 8. Entretanto, estes materiais

Na diélise os solutos difundem do lado doador para o ladmao sdo muito estaveis quimica e termicamente e estdo sujeitos
receptor da membrana como resultado de um gradiente de coa-ataques de bactérias. Tem sido mostrado também que essas
centracdo e é principalmente utilizada para a separacdo daembranas interagem com diversas classes de solutos organicos
solutos de massa molar baixa dos de massa molar alta. em solucdes aquosasUm outro parAmetro importante é o cha-

Para a obtenc&o de recuperagdes elevadas por unidade amdo corte de massa molar nominal, que é definido como a
tempo deve-se ter uma membrana com grande area superficimhenor massa molar do soluto que é retida 90% ou mais na
um grande coeficiente de difusdo, uma camada fina e uma baisolucdo doadora. O termo nominal é usado porque a forma e a
tortuosidade. Entretanto, a maior desvantagem desta técnicacarga do soluto irdo afetar a sua velocidade de migragdo. Mem-
que, com o aumento do tempo, o gradiente de concentra¢do leranas com cortes de 100 a 500.000 sdo comercialmente dispo-
consequentemente, o fluxo decrescem lentamente até se tornaiveis e alguns exemplos estdo mostrados na Tabela 3. A espes-
rem zero. Além de ser lento, as recuperagdes sdo de somerdera da membrana é normalmente de 10 a200

Tabela 3. Exemplos tipicos de membranas para didlise disponiveis comercialmente.

Material Nome Comercial Fornecedor Estrutura Corte de Massa
Molar Nominal

acetato de celulose - Gilson (Franca) MP 15.000

éster de celulose Spectra/Por Spectrum (EUA) "MP 100

celulose regenerada Spectra/Por Spectrum (EUA) " MP 1000-500.000

celulose regenerada Visking Reichelt (Alemanha) “MP 10.000-20.000

celulose regenerada Spectra/Por Spectrum (EUA) bolsa 6.000-500.000

* MP = membrana planar
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barhaiL A Ultrafiltragéo

i
Na ultrafiltrag&o tanto o soluto como o solvente s&o permeados
na membrana através de um gradiente de pressdo. Baseados no
tamanho do poro, as membranas podem ser subdivididas em

hiperfiltracdo ou osmose reversa (0,1-1nm), ultrafiltracdo (1-
100nm) e microfiltragdo (100-1.000 nm).
A ultrafiltracdo tem sido largamente utilizada para a remo-
¢do de proteinas e de outras macromoléculas em anélises de
r amostras biol6gic8%° pois tem uma série de vantagens: é

aw i ib-
diakier

~EH
-

vl o i e

vl

uma técnica simples, as membranas sdo disponiveis comercial-
mente (Tabela 4) e ndo possui problemas de diluicdo da amos-
E U i tra e nem de troca de solvente.

Um problema comum que ocorre € quando a solucao a ser
filtrada contém solutos que ndo podem passar pela membrana.
Neste caso, hd a formagdo de uma camada de gel devido ao
acumulo de solutos retidos, que fornece uma resisténcia adici-
Alkikor 3 onal a transferéncia de massa. Este problema pode ser
Figura 6. Representagdo esquemética de um sistema ASTED damlnlmlzado pela remogao COnStante d_estes S,O|UtOS da superfi-
Gilson. CET = coluna de enriquecimento de tragos. ce da~ me_mbrar!rfl. Qutro lncqnvenlente e que pO(_:ie ter

interacdes indesejaveis das moléculas com a mentfraas
como proteina-proteina e proteina-membfana

Um exemplo interessante citado na literatura é a andlise
enantiosseletiva de drogas em plasma humano através q\gf
dialise, pré-concentracdo em uma coluna curta, seguido de
separacdo por CLAE em coluna quifal . N ) Lo .

Um equipamento para enriguecimento sequencial automatico. Técnicas de extracdo através de membranas liquidas tém

de tracos de dialisados (ASTED, Gilson), combinando a form ido descritas recentemente na literattit Estes sistemas séo
son-line” de dialise com CLAE, tem sido usado com sucesso ndarticularmente interessantes para o preparo de amostras, que

andlise de compostos presentes em matrizes bioldgicas compl%?]?jear:%lgsagarsec%c;s;er:éogénoer;?ef;r aCrrl;oAsEtr;:rgi;zzlevi[je;serZ?ﬁ
xa$*% Este sistema, Figura 6, consiste de um amostrador autQ> |

matico equipado com dois diltidores (1 e 2) adaptados a umgglventes apolares. Os dois modos principais de extragdo atra-

seringa de 1 mL, uma valvula rotatdria de 6 portas e uma cela dees de membranas liquidas estdo descritos a seguir:

didlise que usa uma membrana de acetato de celulose de 15.000

Da. Antes de chegar na cela de didlise, a amostra pode sofrbticroextracdo com solvente com extragéo posterior

diluicdes, adicdo de padrdo interno ou reacdes quimicasimultdnea (MES/EPS)

(derivatizagdo). A amostra é carregada para o compartimento

doador da cela de didlise por meio do diluidor 1. O solvente A microextracdo com solvente com extracéo posterior simul-
receptor e os compostos de massa molar baixa se difundem attdnea (MES/EPS) utiliza uma membrana liquida organica ndo
vés da membrana e sdo enviados continuamente para a colunasigortada< 80 pL), mantida dentro de um anel de PTFE, situ-
enriquecimento de tragcos (CET) através do diluidor 2. A didliseado entre duas fases aquosas, uma doadora (onde se aplica a
pode ocorrer nos modos: mével, estagnada ou pulsada. Apdésamostra) e a outra receptora (de menor volume que a doadora).
término da etapa de enriquecimento de tragos, aciona-se a valvidafase doadora é agitada, por meio de um agitador magnético,
injetora para a posicdo “injetar” e os compostos, que ficaram repara facilitar o processo de transferéncia de massa. Neste siste-
tidos na CET sdo eluidos para a coluna analitica do sistemaa os analitos n&o-carregados sdo extraidos da fase doadora
cromatografico (CLAE), onde séo analisados. Durante a andlispara a fase organica, e simultaneamente a fase receptora extrai
cromatografica a cela de didlise é purgada e a CET é regenerada compostos da fase organica. H& varios pardmetros que gover-
para que possa injetar a amostra seguinte. Este sistema permitem estas extragées sendo mais importante o pH. Apds a extra-
gue mais de 100 amostras sejam analisadas em um periodo de¢@b, uma aliquota da fase receptora é injetada diretamente no
h. Embora este método forneca menor tempo de didlise, o problsistema de CLAE para quantificagdo. Extragéo quantitativa, com
ma de interacdo de drogas com a membrana é um fator liffitante um fator de enriquecimento de cinco vezes ou mais, pode ser

thlpides | odienne w3 brumrie r
A raTupiog celurm CLAF

embranas liquidas

Tabela 4. Exemplos de membranas disponiveis comercialmente para ultrafiltracdo.

MEMBRANA ciTct PEPSINA OVOALBUMINA 2 ASB*

Whatman 10.000 80-95% 90-95% >95% >95%
MEMBRANA CITC AQTG® OVOALBUMINA ASB GGS
Whatman 30.000 50-70% 45-60% 70-95% >95% >95%
MEMBRANA OVOALBUMINA ASB GG APO’ TIRO®
Whatman 50.000 25-60% 80->95% >95% >95% >95%
Whatman 100.000 0-20% 0-20% >95% >95% >95%
Whatman 300.000 - 0-20% 70-90% 40-70% >95%
Whatman 500.000 0-10% 0-20% 0-20% 0-20% >95%

onde: 1-CITC = Citocromo C (12.500); 2-Pepsina (34.500); 3- Ovoalbumina, (42.000); 4-ASB = Albumina Soro Bovina (67.000);
5-AQTG = Alfa Quimotripsinogénio (24.500); 6-GG = Gama Globulina (160.000); 7-APO = Apoferritina (480.000); 8-TIRO=
Tiroglobulina (660.000).
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obtida facilmente. Esta técnica, por empregar pequenos volu- 6.
mes de amostra, de 0,3 a 1,5 mL, é muito interessante para
fluidos biolégicos' %2 7.

Extracdo em liquido suportado em membrana (ELSM) 8.

A técnica de extracdo em liquido suportado em membrana 9.
consiste de um liquido organico sorvido sobre uma membrana

porosa fina, a qual forma uma barreira entre duas fases aquosad.0.

O principio desta técnica é o mesmo descrito no item anterior,
entretanto a fase organica é suportada por uma membrana.

O uso de ELSM para a remocdo de compostos organicosll.

ionizaveis de solucdes aquosas € uma alternativa promissora

em relagdo a ELL e a EFS, devido a seletividade alta e asl12.

vazoes relativamente rapidas que podem ser obtidas. Compara-

da a membranas poliméricas, esta técnica oferece velocidade43.

de transferéncia de massa mais rapidas e a possibilidade de

utilizacdo de grande variedade de liquidos orgénicos e aditivos,14.

sem comprometimento da estabilidade da memBtaBEata téc-
nica foi revisada recentemente por Jonsson e Mathi¥s¥on

determinacdo por CLAE com detector eletroquirffico
CONCLUSOES

Apesar do surgimento de técnicas modernas de separagéozo
onde se pode obter alta seletividade e sensibilidade, em termos
de deteccdo, para um dado analito (ou classe), presente e
matrizes complexas, o preparo de amostra ainda é necessario €
€ a etapa mais problemética da analise. H4 um numero enorm?2
de publicacdes nesta area e este artigo apresenta o estado da
arte em termos de técnicas de extracdo e/ou concentragdo de
compostos presentes em fluidos biol6gicos. 23

Em geral, mais de um tipo de técnica de extracdo e/ou con-~
centracdo pode ser empregada para uma certa amostra. A escoy,
Iha da técnica de extracdo e/ou concentracdo a ser utilizada
deve levar em conta as seguintes caracteristicas: i) ser simples;
ii) ser rapida; iii) ter custo baixo; iv) fornecer extratos relati-
vamente livres de interferentes; v) ter recuperacgfes altas, com
boa exatiddo e precisdo, para os analitos de interesse.

As inovagBes nos métodos de preparo de amostra estédo vol-
tadas, principalmente, para a automacao e miniaturizacao e va-
rios fabricantes tém disponibilizado sistemas automaticos de
preparo de amostra, particularmente na area de extracdo em
fase soélida, que é a técnica mais utilizada atualméristas
técnicas automatizadas séo Uteis quando um volume grande de
amostras deve ser processado ou quando o analista fica expo
to a algum tipo de risco ao manipular as amostras. Entretanto
equipamentos automaticos sdo, relativamente, caros e deve-sg1
levar em conta o custo/beneficio.

O método de preparagdo de amostra selecionado juntament
com a etapa de andlise cromatogréafica devem ser validados para
assegurar a sua qualidade e confianca.

Os varios métodos de extracdo e/ou concentragdo de analito
encontrados em fluidos biologicos apresentam as suas vanta-
gens e desvantagens, cabendo ao usuéario analisa-los e optay,
por aquele que mais |he convier.
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