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PREPARO DE AMOSTRAS PARA
ANALISE INSTRUMENTAL

META

Discutir as técnicas para preparo de amostras para a analise instrumental;
Entender os métodos de extracdo de analitos organicos;

Entender os métodos de extragdo de metais.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

entender as diferentes técnicas de preparo de amostras para analise instrumental;
saber diferenciar os tipos de preparo de amostras para analise de compostos organicos;
entender os diferentes tipos de métodos de extracao de metais.

PRE-REQUISITOS
Conhecimento das técnicas instrumentais de analise.

Elisangela de Andrade Passos



Na aula anterior foram abordados os aspectos gerais da cromatogra-
fia gasosa e liquida e os principais componentes de um cromatégrafo e
suas implicagdes nas analises. Também vimos os diferentes tipos de fases
estacionarias que sao utilizadas em cromatografia gasosa e liquida e suas
aplicacoes.

Nesta aula iremos abordar os aspectos gerais do preparo de amostras
para analise instrumental. A preparac¢ao de amostras para andlise ¢ 0 passo
subsequente ap6s as amostras terem sido coletadas e armazenadas. Normal-
mente, a coleta da amostras, que ¢ um passo fundamental para o processo
analitico, ocorre apos meticuloso planejamento, que levam em consideragao
condiges climaticas, amostradores, numero de réplicas, entre outros aspec-
tos. Muito raramente uma amostra coletada pode ser diretamente analisada,
port isso a importancia do seu preparo, que normalmente ¢ o fator limitante
na velocidade de geragao dos resultados. E nesta etapa também que muitos
dos erros de analise podem acontecer, por isso a importancia de entender e
saber aplicar os diferentes tipos de preparo de amostras para os diferentes
tipos de analitos e de analise instrumental.

Como vimos, a prepara¢ao de amostras é o passo entre a amostragem
e a analise. Este é o ponto onde os analitos sdo transferidos de uma matriz
amostral para uma forma possivel de analise instrumental. Um método de
extracao deve, preferencialmente, ser rapido, simples, barato e boa repetibi-
lidade. E sabido, no entanto, que dependendo da complexibilidade da matriz
amostral, esses atributos de extracdo podem ser inatingiveis, principalmente
quando os analitos a serem estudados estao em baixas concentragoes. Nesses
casos, o analista deve ficar atento a contaminagao, evitando-a com alguns
simples procedimentos, a saber:

minimizar o manuseio da amostra

usar o minimo possivel de aparato laboratorial

manter a area de preparo limpa

usar o minimo possivel de reagentes/solventes

A seguir (Fig. 1) sdo apresentados alguns métodos de extragao para
diferentes tipos de amostras.
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Métodos de extragao de analitos de interesse a partir de diferentes matrizes.

Basicamente, para extracio de compostos organicos de amostras
liquidas, dois métodos sao bastante difundidos e empregados: A extracao
liquido-liquido e em fase sélida. Vejamos

Extracio liquido-liquido (ELL): E o método mais popular de extracio
de compostos orginicos de amostras liquidas, principalmente a agua. F
empregado para analitos que tém baixa volatilidade e ndo sio passiveis de
extracao pelo método direto de purga e armadilha (Purge and Trap) ou pela
amostragem direta a atmosfera acima da amostra (Headspace). Esse tipo
de extracao baseia-se na distribuicao no analito entre duas fases distintas
(Eq. 01), a amostra aquosa e um solvente organicos imiscivel.
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onde D € o coeficiente de particio ou distribuigdo, C_ e CM1 representam
a concentracao do analito no solvente organico e na fase aquosa, respectiva-
mente. Pela equagio acima, vemos que quanto maior o volume de solvente
organico utilizado, maior sera a quantidade do analito no mesmo, pois D
deve permanecer constante. Se conhecermos o coeficiente de particao D,
podemos determinar qual a fracao de analito (FA) extraido pelo solvente,
segundo a Equacio (2):
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onde Vr ¢ a razao entre o volume da fase aquosa ¢ o volume da fase
organica.

Geralmente, uma simples extracao liquido-liquido nio ¢ suficiente para
recuperar todo o analito para uma determinada analise. Por isso, frequent-
emente, € realizada sucessivas extracoes. ApoOs a primeira extra¢ao, a quan-
tidade de analito remanescente na fase aquosa deve ser 1 - FA. Lembre-se
que, mantido os volumes de extracio, a porcentagem do analito extraido
em cada passo serda o mesmo, fazendo com que, a cada extra¢ao, mais e
mais analito seja separado para a fase organica.

A instrumentac¢ao mais simples para a extra¢ao liquido-liquido ¢ o funil
de separacao, que dispoe de uma valvula em sua parte inferior que permite
a retirado do liquido mias denso (Fig; 2).
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Funil de separacio para extracio liquido-liquido.
(Fonte: http://www.prof2000.pt/users/anitsirc/decant.%20em%20funil.gif acessado em
08/03/2011)

Extracao em Fase Solida (EFS): Também conhecida como extracio
liquido-sélido, ela baseia-se na retengao dos analitos de interesse por um
adsorvente solido. Neste tipo de extracao, um tubo ¢é recheado com o ad-
sorvente (cartucho de EFS), pelo qual a amostra liquida é passada. Uma vez
terminada a passagem da amostra liquida pelo cartucho de EFS; o analito
que ficou retido no mesmo ¢ recuperado pela passagem de uma pequena
quantidade de solvente, que retira o analito pré-concentrado no cartucho
de EFS e o transfere para um solvente organico (Fig. 3).
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Modelo esquematico de uma extracio em fase solida. 1. Column Solvation (solvatagio da coluna/
condicionamento); 2. Sample Loading (Adi¢ao da amostra); 3. Column Washing (lavagem da coluna);
4. Target Compound Elution (Eluigdo dos compostos de interesse); Eluted interferentes (Interfer-
entes eluidos); Target Compound (Composto alvo/de interesse).

(Fonte:http:/ /www.biotage.com/graphics/9223.jpg acessado em 08/03/2011)

Da mesma forma que a extra¢ao liquido-liquido, a separa¢ao dos anali-

tos por EFS ¢ regida pela particio do composto de interesse entre duas
fases, uma aquosa, contendo a amostra e a outra sélida, que ira adsorver
os analitos. Como vimos na Figura 3, o processo ¢ bastante simples e traz
uma série de vantagens sobre a extra¢ao liquido-liquido, pois esta técnica é
rapida; nao consome grandes quantidades de solventes organicos; a etapa
de concentragao do solvente, quando necessaria, também ¢ rapida; oferece
maior seletividade e precisio, devido aos diferentes tipos de adsorventes;
e gera menor residuo pos extragao.
Micro-Extracio em Fase Solida (SPME): a sigla SMPE vem do inglés, Solid
Phase Micro Extraction. Esta ¢ uma técnica de extracao razoavelmente nova
e utiliza uma fibra revestida com um material polimérico para a extragao
dos compostos de interesse. Esse fato, por si so, ja demonstra a grande
vantagem de utilizar esse tipo de extra¢ao, pois existe uma infinidade de
revestimento para uma grande gama de analitos organicos. Além disso,
nao utiliza solvente organico, pois os analitos sao adsorvidos na fibra, que
¢ levada diretamente ao instrumento de analise, como mostra a Figura 4.



CONCENTRACAQ DESSORCAO

Etapas envolvidas em uma micro-extragao em fase sélida.
(Fonte: http:/ /www.scielo.bt/img/fbpe/qn/v22n2/1113f1.gif acessado em 08/03/2011)

A extracdo de analitos de amostras sélidas normalmente ¢ mais dispen-
diosa do que as extra¢oes em amostras liquidas. Isso de deve ao fato de que
os analitos em amostras solidas estao mais ligados a matriz amostral. Desta
forma, geralmente um etapa de reducdo do tamanho de particulas (mac-
eracao, moagem, etc.) ¢ fundamental para a extra¢ao de amostras sélidas.
Extracdo por Soxhlet: Basicamente, neste tipo de extragao, a amostra solida
¢ imersa diversas vezes em um solvente extrator, que vai concentrando o

extrato (Fig. 5).

Extrator Soxhlet
(Fonte: http:/ /www.qmc.ufsc.br/organica/exp7/images/anim_soxhlet.gif acessado em 08/03/2011)



Neste aparato de extra¢do, a amostra seca ¢ colocada em um cartucho
que na camara de extracao. O Solvente que ¢ destilado do reservatorio é
levado para a camara de extragdo, preenchendo-a gradualmente, até o seu
nivel atingir o sifao, que retornara o solvente, para o seu reservatorio. Dessa
forma, a amostra é por varias vezes colocadas em contato com o solvente
destilado e retorna para o reservatério, onde os compostos extraidos sao
concentrados.
Extracio por solvente acelerada: Assim como cozinhar alimentos sob
alta pressao e temperatura acelera o processo de cozimento, a extragdao de

analitos de uma amostra solida a altas pressoes e com temperatura acima do
ponto de ebulicao do solvente de extragao acelera e melhora a extragao de
compostos de amostras solidas. Para isso, ja existe instrumentacao (Fig, 6).

1

Aparato de extracdo por solvente acelerada. 1 — Reservatorio nitrogénio gasoso; 2 — Bomba de
pressurizagao; 3 — Valvula; 4 — Forno; 5 — Célula de extracdo; 6 — Frasco coletor; 7 — Manometro.
(Fonte: http:/ /www.scielo.br/img/revistas/jbchs/v20n5/a16£ig01.gif acessado em 08/03/2011)

Neste tipo de instrumento, a amostra solida seca é colocada em uma
célula extratora, onde é colocado solvente sob pressao e aquecido. O tempo
de extra¢io, dependendo do analito, pode ser de alguns minutos. A eficiéncia
de extracao também ¢ aumentada devido as altas pressOes e temperaturas,
pois o solvente tem melhor contato com a matriz da amostra.

Extracao por Ultrassom: A extragao utilizando ultrassom ¢ outra técnica
bastante difundida para amostras solidas. O processo ultrassonico permite
que o solvente extrator tenha maior contato com a matriz da amostra. A van-
tagem do uso do ultrassom ¢é que ele permite que sejam realizadas dezenas
de extragoes simultaneas com baixo custo, pois o banho ultrassonico per-
mite a acomodagao de diversos frascos extratores a0 mesmo tempo. Além
de ser mais rapida do que a extracdo por soxhlet, a eficiéncia de extragdao
¢ comparavel a este, e melhor quando se trata de compostos semivolateis.
Extracao com fluido supercritico: Um fluido supercritico ¢ uma substancia
acima de sua temperatura e pressao critica. Por apresentar caracteristicas
de gas e solvente, simultaneamente, esse tipo de fluido é muito atrativo




como extrator. Pela necessidade de altas temperaturas e pressoes, também
requer, como a extra¢do por solvente acelerada, equipamentos especiais
para sua realizacdao. Basicamente, o fluido supercritico mais comumente
utilizado € o CO,, e a instrumentagao se resume em um reservatorio deste,
uma bomba de pressurizacao e uma célula de extragao. Apods a extragao,
o CO,, que a temperatura ambiente € um gas, € dissipado, permanecendo
apenas o extrato desejado.

Apbs a extracdo por solvente, muitas vezes existe a necessidade de
reducio do volume para a analise instrumental. Em funcao disto faz-se a
evapora¢ao do excesso de solvente extrator. Isso pode ser feito num evapo-
rador rotativo ou sob fluxo de nitrogénio, dependendo da quantidade e do
tipo de analito que se quer determinar. Depois da reducao do volume, pode
ou nao haver a necessidade de limpeza da amostra. Isso depende do tipo
de matriz e do analito, pois muitas vezes, durante o processo de extragao,
centenas de compostos, além do analito de interesse, podem ser extraidos.
Normalmente, a limpeza da amostra envolve o uso de uma coluna recheada
com alguma fase estacionaria que retém o analito de interesse, que pode
ser recuperado com um segundo solvente de extra¢ao, ou pelo contrario,
a fase estacionaria pode reter os interferentes, deixando o analito pronto
para a analise.

Para entender as informagdes acima citadas leia o artigo intitulado
“Microextra¢do em fase sélida: aspectos termodinamicos e cinéticos* que
esta disponivel na plataforma. Em seguida, faga um resumo sucinto das
principais idéias de cada texto.

Os analitos metalicos sao encontrados de diversas formas no ambiente,
incluindo fons hidratados, complexados, 6xidos insolaveis, hidroxidos, entre
outros. Podem estar fortemente ligados as matrizes amostrais. Em qualquer
€as0, assim COMO 0s COMPOStOs Organicos, os metais, na maioria das vezes,
precisam ser extraidos da amostra para a andlise instrumental.

Em matrizes aquosas, os metais podem estar dissolvidos ou associados
ao material particulado. Dessa forma, se dissolvido, uma etapa de pré-
concentracao muitas vezes se faz necessario. No caso de estar associado ao
material particulado, este pode ser filtrado e ser tratado como matriz sélida,
onde normalmente uma etapa de digestdo 4cida esta envolvida. Vejamos:



Digestao acida: Os metais associado ao material particulado ou a amostras
s6lidas sio normalmente extraidos utilizando 4cidos. Acidos como o acido
nitrico (HNO,), Acido cloridrico (HCI) e Acido Fluoridrico (HF) sio
bastante utilizados, juntamente com espécies oxidativas, tais como H O,
e H,SO,. Basicamente, ap6s eliminagio da matéria organica associada a
matriz, esta e levada, juntamente com um pequeno volume de 4cido (ou
mistura destes), a0 aquecimento por determinado tempo. Apds a esta
etapa de extragao, pode ou nio haver a necessidade de concentragdo da
amostra. Isso dependera da concentracio do analito na amostra. Deve-se
ressaltar que o uso de aquecimento na extragao de metais, seja em frascos
abertos ou fechados, normalmente esta associado a determinagao do que
chamamos de metais totais. Quando existe a necessidade de determinacao
de metais biodisponiveis, uma extracao branda deve ser utilizada. Esta
extra¢do branda varia com a metodologia adotada e com o tipo de metal a
ser determinado (Fig, 7).

Digestao acida.
(Fonte: http:/ /bcortez.files.wordpress.com/2008/08/aula-2-preparo-de-amostras.ppt acessado em
08/03/2011.)

Digestao com auxilio de microondas: E utilizada em detrimento da ex-
tracao em frascos abertos para a determinagao de metais totais. O principio
do forno de microondas ¢ o mesmo daqueles utilizados em nossas cozinhas,
porém adaptado a realidade de um laboratério, onde o controle de pressao
e temperatura ¢ fundamental (Fig. 8).
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Digestdao com auxilio de microondas
(Fonte: http:/ /beottez.files.wordpress.com/2008/08 /aula-2-preparo-de-amosttas.ppt acessado em
08/03/2011.)

Extracao por ultrassom: Ao contrario da extragdo com forno de mi-
croondas, a extracao com ultrassom ¢ um procedimento brando de extragao.
E utilizada principalmente na determinacao de analitos bastante soluveis

em agua (Fig. 9).

Extragao por ultrassom.
(Fonte: http://www.lfequipamentos.com.br/produtos_detalhes.aspx?ProdutoID=657&Categoria
ID=2 acessado em 08/03/2011.)

Extraciao organica de metais: Este tipo de extracao ¢ utilizado para a
determinagao de analitos metalicos i6nicos dissolvidos em agua. Sabe-se
que espécies i06nicas sao praticamente insoliveis em solventes organicos.
Dessa forma, quando um complexo metalico pode ser formado entre a
espécie metalica e um agente quelante, este pode ser extraido da fase aquosa
mediante uma simples extracao liquido-liquido.



Para entender as informagdes acima citadas leia o artigo intitulado
“Mecaniza¢ao no preparo de amostras por microondas: o estado da arte*
que esta disponivel na plataforma. Em seguida, fagca um resumo sucinto
das principais idéias de cada texto.

A analise de amostras gasosas depende do tipo de amostragem e do tipo
de analito a ser determinado. Se a amostragem ¢é feita com amostrador ativo,
onde um filtro é utilizado para a retirada do material particulado de uma
atmosfera a ser analisada, entdo, o filtrado pode ser submetido a extragao
por ultrassom ou soxhlet, se o analito a ser determinado for um composto
organico. Se o que se deseja determinar for um metal, entao procede-se um
extragao por digestao acida.

Se, por outro lado, o analito for um gas (CO,, NO,, etc), ou um com-
posto organico volatil, entao pode-se levar a amostra diretamente a analise
ou fazer sua pré-concentracio utilizado o mesmo principio da extragao
em fase solida.

Nesta aula foram apresentados e discutidos os principais métodos de
extracdo para as diversas matrizes amostrais e analitos. Vimos que uma
determinacdo analitica nao termina na amostragem, pelo contrario, ¢ a
partir desta etapa que inicia-se um exaustivo trabalho de secagem, moagem
e extracao, de forma a minimizar os interferentes, aumentar a sensibilidade
e promover assim melhor precisao e exatidio em um método analitico.

Os métodos de preparo de amostras para analise instrumental sdo
um importante passo no desenvolvimento analitico. Insere-se entre a
amostragem e a analise instrumental propriamente dita. Por isso sua im-
portancia, pois esta etapa deve ser realizada com o maior rigor possivel para
que ndo exista erro na determinag¢ao do analito desejado. Devemos lembrar
que o preparo da amostra é dependente do tipo de amostra e do tipo de
analito a ser determinado. Assim, para determinac¢ao de analitos organicos
em amostras solidas, podemos utilizar métodos classicos, como a extragao
por soxhlet, ou métodos que utilizem equipamentos modernos, como o



ultrassom e o extrator acelerado por solvente. Em amostras liquidas, o mé-
todo mais difundido ¢ a extracgao liquido-liquido. Porém, técnicas modernas
como a extracao em fase solida e a micro extracao em fase sélida estio
ocupando lugar de destaque em metodologias analiticas para determinagao
de compostos organicos em matrizes aquosas. Quando tratamos da deter-
minacao de analitos metalicos, o procedimento mais utilizado ¢ a extragao
por digestao acida. Tanto para analitos em amostras solidas ou presentes
em material particulado. Para a analise de metais em agua pode-se fazer
sua complexacio com um agente quelante organico e fazer sua extragao,
tal qual a extragao liquido-liquido. Amostras gasosas podem ser analisadas
diretamente apds a amostragem ou entdo utilizar um pré-concentrador,
que em algumas vezes reage com o analito a ser determinado, sendo sua
quantificagdo feita indiretamente. Em suma, independente da amostra a ser
determinada, é fundamental que o método de preparagao da mesma seja
confiavel, reprodutivel, baixo custo e de facil execucio.
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Considere uma extrac¢ao liquido-liquido onde o coeficiente de distri-

bui¢ao D ¢ 5 e o volume da amostra é de 100 mL. O que sera mais eficiente,
uma extracao com 100 mL. de solvente imiscivel ou 2 extra¢des com 50 ml.?

Para a extracao com 100 mL, a fracao do analito extraido sera
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Dessa forma, uma unica extracio com 100 mL nos oferece 83 %
de eficiéncia. Se considerarmos que uma tnica extragao com 50 mL
nos da 71 % de eficiéncia e que uma segunda extragao com 50 mlL,
dos remanescente 29 % da amostras tera também uma eficiéncia de
71 % (os volumes da amostra e do solvente extrator continuam 0s
mesmos), ao final, teremos um total de 92 % de analito extraido. Isso
nos mostra que ¢é preferivel fazer duas ou mais extragdes a uma tinica
com o mesmo volume de solvente.



- Sinto-me capaz de diferenciar as técnicas de preparo de amostras para
analise instrumental?

- Consigo entender os diferentes tipos de preparo de amostras para analise
de compostos organicos?

- Consigo entender os diferentes tipos de métodos de extracao de metais?

Na proxima aula faremos uma breve introducio ao laboratério, ressal-
tando a necessidade do uso de equipamento de protecao individual (EPI)
e das normas de seguranca em laboratorio.
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