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SAMPLE PREPARATION ASSISTED BY ELECTRIC FIELDS: FUNDAMENTALS, ADVANCES, APPLICATIONS, AND
TRENDS. Sample preparation is commonly considered a key step to achieve selective, sensitive, and reliable chemical analyses,
particularly those involving complex matrices. Although the application of electric fields to improve the speed and efficiency of
sample preparation methods has been proven, this approach is still considered to be state-of-the-art; hence, further development

is necessary to improve future applications. This review describes the fundamentals, advances, applications, and perspectives of

using electric fields to enhance sample preparation techniques such as liquid—liquid and solid-liquid extractions in conventional

and microscale devices.
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INTRODUCAO

A maioria dos métodos analiticos requer que as amostras sejam
previamente tratadas, visando a extracdo e pré-concentragdo de
analitos, eliminac@o de compostos interferentes, limpeza (clean up)
ou compatibiliza¢do quimica e/ou fisica das amostras com o sistema
analitico empregado.' Desta forma, o preparo de amostra contribui
significativamente para o aumento da detectabilidade e da seletividade
em andlises quimicas. No entanto, o preparo de amostras também €
geralmente a etapa mais lenta e uma das principais fontes de erros em
uma andlise quimica. A importincia desta etapa analitica contribuiu
para que fossem desenvolvidas diversas técnicas e métodos de preparo
de amostras, principalmente para amostras com matrizes complexas,
tais como fluidos bioldgicos, amostras ambientais, alimentos, etc.
Assim, foram desenvolvidas e consolidadas as tradicionais técnicas
de extracdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction - LLE) e a extra-
¢do em fase sélida (solid phase extraction - SPE).>* No entanto, as
chamadas técnicas de microextrag¢do em fase sélida (solid phase mi-
croextraction - SPME) e microextracdo liquido-liquido (liquid-liquid
microextraction - LLME) vém ganhando preferéncia, pois requerem
menores volumes de amostra, proporcionam extracdes mais rapidas,
além de empregarem menor quantidade de solventes organicos.

O emprego da energia proveniente de aquecimento, ultrassom
e radiacdes eletromagnéticas (micro-ondas e ultravioleta) para au-
mentar a eficiéncia e reduzir o tempo de preparo de amostras vem
sendo bastante explorado nas dltimas décadas.*” O emprego de
campo elétrico para auxiliar processos de extracdo ainda encontra-
-se em estdgio de amadurecimento,® porém vem ganhando bastante
aten¢do nos dltimos anos.*'> A migracio eletroforética de espécies
eletricamente carregadas (fons), devido a aplicacdo de um campo
elétrico em um sistema de extracdo, proporciona um aumento da
cinética de transferéncia (extraciio) dos analitos entre uma solucdo
doadora (amostra) e uma solucio aceptora. Adicionalmente, a direcao
de migracdo das espécies positivas e negativas pode ser controlada
pela orientacdo do campo elétrico, contribuindo para uma maior
seletividade do processo de extrag@o. A eletrodidlise foi um das téc-
nicas pioneiras de eletroextracio utilizada em preparo de amostras
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para fins analiticos.'® A extracgéo liquido-liquido assistida por campo
elétrico foi introduzida no inicio da década de 1990.' No entanto, o
emprego de campo elétrico em preparo de amostras ganhou um grande
impulso a partir do trabalho de Pedersen-Bjergaard e Rasmussen, '
que propds o emprego de campo elétrico em sistemas de microextra-
cdo em fase liquida suportada (membranas liquidas) em fibras ocas
de polipropileno. Desde entdo, diversos compostos dcidos, basicos
e zwiterionicos foram eletroextraidos de amostras complexas, tais
como fluidos biolégicos e amostras ambientais.’

O emprego de campo elétrico em preparo de amostras € uma area
com grande potencial para desenvolvimento e aplicagdes. Assim,
este artigo de revisdo tem o objetivo de apresentar os fundamentos,
aplicacdes e tendéncias das principais técnicas de extragdo assistidas
por campo elétrico, tais como a eletrodidlise e as eletroextragdes
em fase sélida e liquido-liquido (com e sem uso de membrana).
Adicionalmente, a tendéncia de miniaturizacido dos dispositivos de
eletroextracdo também € abordada nesta revisdo.

ASSOCIACAO DE MEMBRANA E CAMPO ELETRICO NO
PREPARO DE AMOSTRAS

As técnicas de extragdo que empregam membranas porosas
facilitam o preparo de amostras, principalmente quando matrizes
complexas estdo envolvidas. Ao utilizar uma membrana € possivel, por
meio de diversas estratégias, a extrac@io de analitos, separando-os de
compostos interferentes ou que possam danificar o sistema analitico.
Adicionalmente, o desenvolvimento de técnicas de extra¢ao em menor
escala, i.e. microextragdo, permite o preparo de amostra em volumes
da ordem de microlitros, com vantagens tais como o uso de menor
quantidade de solvente organico, maiores fatores de pré-concentra-
¢éo, com redugdo de tempo e possibilidade de automagdo.'® Técnicas
de microextragdo em membrana incluem a microextracdo em fase
solida protegida por membrana (membrane-protected solid phase
microextraction — MP-SPME) e as microextracdes em fase liquida,
que abrangem a microextragdo em fibra oca (hollow-fiber liquid phase
microextraction — HF-LPME), extracdo em membrana liquida reno-
vada (hollow-fiber renewal liquid membrane extraction — HFRLM),
microextracdo em filme fino (thin film microextraction — TFME),
eletrodidlise e a eletroextracdo em membrana (electromembrane
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extraction — EME).'® As duas tltimas técnicas mencionadas envolvem
o emprego de campo elétrico para auxiliar no processo de preparo de
amostras e serdo abordadas nas se¢des subsequentes desta revisao.

Eletrodialise

A eletrodidlise vem sendo utilizada a mais de 50 anos em diversas
aplicacdes, principalmente no tratamento de efluentes industriais e
na dessalinizagdo e purificacdo de dguas.'” A eletrodidlise consiste
em aplicar um campo elétrico a um sistema de didlise, como esque-
matizado na Figura 1. Cada eletrodo (cdtodo e anodo) € separado da
solucdo a ser tratada por meio de uma membrana trocadora de {ons,
sendo essa do tipo catidnica no lado do catodo e anidnica no lado do
anodo. Uma fonte de tensdo € utilizada para estabelecer um campo
elétrico entre os eletrodos. Sob o efeito da for¢a eletrostdtica, promo-
vida pelo campo elétrico, os fons migram e atravessam as membranas
de troca idnica. Assim, o campo elétrico proporciona um transporte
de massa mais rapido do que ocorreria apenas sob o efeito da difusdo
e evita o retorno destes fons para a solugdo tratada.

A eletrodidlise € considerada a técnica precursora de preparo de
amostras assistida por campo elétrico, uma vez que em 1938 Joseph e
Stadie®* reportaram o emprego da eletrodidlise para extra¢do de cloreto
e determinagdo de alcalinidade de soro sanguineo. Desde entdo, como
mostra a Tabela 1, a eletrodialise vem sendo empregada tanto na lim-
peza de amostras (clean up)'®*? como na extracdo seletiva e pré-con-
centragdo de analitos, os quais sdo determinados principalmente por

Tabela 1. Aplicacdes da eletrodidlise no preparo de amostras
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Fonte de tensao

Catodo (-) | Anodo (+)

Membranas de troca idnica

Figura 1. Esquema simplificado de um sistema de eletrodidlise

técnicas de separacio, tais como cromatografia'®?!?3-30 e eletroforese
capilar.?*313 A capacidade da eletrodidlise em proporcionar fatores de
pré-concentragdo da ordem de 50 vezes foi demonstrada por Buscher
et al.* na determinagdo de inositol trifosfato por eletroforese capilar.
Em algumas configuragdes de sistemas de eletrodidlise emprega-se
uma membrana de separag¢do (geralmente de acetato de celulose),
posicionada entre as membranas de troca idnica. Assim, como ocorre

Analito Matriz Técnica Analitica Ref.
Cloreto e alcalinidade Soro sanguineo Titulagdo volumétrica 13
Carbohidratos Agua do mar Cromatografia de particao 23
fons cobre (IT) Agua de lago Esp ectrometr;(a)rd:hzt;rslzrgﬁo atomica 34
Efedrina Soro sanguineo HPLC-UV 24
Calcio e magnésio Solugdes aquosas com elevada acidez CI 25
Paraquat, diquat e dcidos sulfonicos Aguas superficiais e de rio CI 26
fons inorgnicos Solugdes ;cézﬁfzzggén elevada CI 21
fons haleto Amostras de rochas CI 18
Anilinas e fenoxiacidos clorados Aguas superficiais HPLC-UV 27
fons inorganicos Amostras vegetais CI 29

Cloreto, enxofre e fosforo

Amostras certificadas de 6leos
lubrificantes, figado bovino e CI 28
suplemento alimentar

Inositol fosfatos Cultura de leveduras CE-UV 20,31,32
Acido sulfanilico Solugdes aquos.aAs com elevada forca a1 19
idnica
Bromato Extrato aquoso de amostras de paes Quimiluminescéncia 35
Peptideos Liquido sinovial HPLC-MS 30
Cétions inorganicos Sangue total; plasma e soro sanguineos CE-C*D 33
Espectrometria de Ressonancia Ciclo-
Compostos organicos dissolvidos Agua do mar tronica de Ions por Transformada de 22
Fourier
Compostos organicos nitrogenados Efluente aquoso industrial Cromatografia de exclusdo 36
Compostos organicos nitrogenados Eftuentes aquosos ¢ dguas de lago e Espectrofotometria 37

torneira

CI: Cromatografia de fons. CE: Eletroforese capilar. C*D: Detec¢do condutométrica sem contato capacitivamente acoplada.
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com a didlise, a escolha adequada da porosidade da membrana de
separagdo possibilita a exclusdo de moléculas com elevada massa
molar.** Desta forma, a eletrodidlise € interessante para extragdo de
analitos a partir de amostras bioldgicas.!3?+3033 A eficiéncia da ele-
trodidlise € afetada pelo pH e a forca idnica das solu¢des da amostra
(doadora) e aceptora, bem como pelo potencial aplicado e o tempo de
extragdo. Portanto, estes pardmetros necessitam ser otimizados para
a obtengdo de boas taxas de recuperagdo dos analitos extraidos. Por
exemplo, Doan et al.*® obtiveram recuperagdes entre 96,3 ¢ 110% na
extracdo de cdtions inorganicos em amostras bioldgicas.

Eletroextracio em membrana

A eletroextragdo em membrana (EME) tem se mostrado espe-
cialmente interessante em preparo de amostras, quando comparada a
outras técnicas de microextragao em fase liquida, devido ao reduzido
tempo exigido para a obtencdo de valores significativos de recupera-
¢do de analitos. Em adicdo, EME tém sido utilizada para a extragio
de drogas, metais pesados e peptideos em diversos tipos de matrizes,
desde as mais simples (aquosas) a fluidos corporais, como leite ma-
terno e sangue.*® EME pode ser facilmente automatizada e miniatu-
rizada, além de proporcionar elevados fatores de pré-concentracdo de
analitos, cujas solugdes podem ser diretamente injetadas em sistemas
analiticos de separagio.”* Esta sec@o serd focada nos fundamentos
da EME, nos parametros relevantes que influenciam a extraco, suas
vantagens, limitagdes, aplicagdes e perspectivas futuras.

Fundamentos

A EME € uma técnica de microextra¢@o em fase liquida cuja forca
motriz € a diferenca de potencial aplicada entre duas fases liquidas
(doadora e aceptora), as quais sdo separadas por uma membrana
liquida suportada (supported liquid membrane — SLM).° Os primei-
ros trabalhos'> com EME foram publicados em 2006 e desde entio,
dentre vdrios avangos, esforcos tém sido voltados para a modelagem
tedrica e melhor entendimento dos fundamentos da técnica. O aparato
experimental empregado na EME € bastante similar ao utilizado na
microextra¢do em fibra oca (HF-LPME), como pode ser observado
no esquema apresentado na Figura 2, que evidencia as similaridades
entre as técnicas.

+ =
Eletrodos
Solugdo Solugo
Aceplora Aceptora
Il SLM L SIM
Solugdo = Solugdo ]
Doadora o) Doadora
Acains
Bama - Barra -
magnética magnética
(a) (b)

Figura 2. Aparato experimental utilizado em (a) EME e (b) HF-LPME

Em ambos os sistemas € empregada uma fibra oca com paredes
porosas, geralmente de polipropileno, impregnada com um solvente
organico (membrana liquida) imiscivel em dgua que separa as solu-
¢des doadora (amostra) e aceptora. Em HF-LPME, os analitos sido
transferidos da fase doadora para a fase aceptora devido a acdo de
forgas difusivas e convectivas.” Em EME, com a adi¢do do campo
elétrico, os analitos carregados migram em dire¢io ao polo de carga
contrdria, devido a suas respectivas mobilidades eletrocinéticas.*’
Por exemplo, posicionando-se o polo negativo na fase aceptora,
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localizada no interior da fibra oca, € possivel realizar a extracio de
analitos de carga positiva presentes na fase doadora. Sendo assim, um
componente relativo a migragdo eletroforética do fon € adicionado
ao fluxo de analitos através da membrana liquida suportada. Deste
modo, a velocidade do processo de extracdo € aumentada e o fluxo
de fons dependera, dentre outros fatores, da composi¢ao da SLM e
da diferenca de potencial aplicada. Este comportamento € descrito
pela equagao de fluxo:'!

D, v X-1 ~
Ji=_ i [1+ﬁ)(ﬁ)(ci—cme ) (ll)

em que J, representa o fluxo de um fon através da SLM, D, € o coe-
ficiente de difusdo para o fon na SLM, ¢, € a concentragdo deste fon
na interface SLM/fase doadora, c,, a concentracdo do fon na interface
SLM/face aceptora, v € a for¢a motriz (fungdo do potencial elétrico) e
X € o balango de fons, definido como a razdo entre as concentragdes
iOnicas totais na fase doadora e na fase aceptora.

Controlando-se a composicdo da SLM e o campo elétrico (diregcao
e magnitude) € possivel separar analitos de interferentes e minimizar
os efeitos da matriz da amostra.>* Além disso, a composicéo da fase
aceptora também pode ser utilizada como um parametro de seletivida-
de adicional.*® Esta versatilidade permite o uso direto da fase aceptora
em diversos sistemas analiticos, principalmente em instrumentos de
espectrometria de massas e de separag¢do, como cromatografia liquida,
cromatografia a gas e eletroforese capilar.’

Pardmetros relevantes

A recuperagio, definida pela razao entre a quantidade de analito
extraida pela quantidade total de analito presente na fase doadora,
¢ um parametro fundamental para determinagdo da eficiéncia do
processo de extragdo. Em EME, os fatores que podem afetar a recu-
peracdo e o fluxo de fons dos analitos incluem a taxa de agitacdo, a
temperatura, o tempo de extragdo, a diferenca de potencial aplicada
ao sistema e o pH das solucdes (doadora e aceptora).*? Além destes
fatores, a composicdo da SLM também € extremamente importante
e serd tratada no préximo item desta revisao.

Embora a extragio possa ser realizada sem agitagdo mecénica e/
ou aquecimento, estes parametros podem aumentar a eficiéncia do
processo.*? A agitagdo promove a convecgdo dos analitos em solugio e
reduz a camada estagnada na interface com a SLM e, por este motivo,
o seu emprego é sempre aconselhdvel.** A elevacdo da temperatura
gera um aumento no coeficiente de difuséio dos compostos na SLM
e facilita a particdo dos analitos entre as fases aquosa e organica.
Entretanto, a temperatura deve ser otimizada e controlada, uma vez
que valores elevados podem causar a formag¢ao de bolhas na regido
dos eletrodos ou ainda desestabilizar a SLM.*!

Tempos de extragdo prolongados, apds o estabelecimento do
equilibrio entre as fases aquosa e organica, ndo sdo aconselhdveis,
pois a longa exposi¢do ao campo elétrico pode gerar instabilidades
no sistema, especialmente na SLM. O fluxo de analitos pela SLM €
diretamente proporcional a intensidade da diferenca de potencial apli-
cada, porém, este parametro também deve ser otimizado. Potenciais
excessivos podem causar aquecimento por efeito Joule, levando a
instabilidade e perda de eficiéncia da extra¢do.*” Por fim, o pH das
fases doadoras e aceptoras deve ser otimizado, de modo que os ana-
litos apresentem carga (liquida) diferente de zero e o fendmeno de
eletromigracdo entre as fases possa ocorrer.

Membranas liquidas suportadas

A membrana liquida suportada desempenha um papel fundamen-
tal em um sistema EME, no que se refere a eficiéncia da extragao.
Sua composi¢do, que define o valor de , e sua espessura sio fatores
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determinantes para a obtencao de boa seletividade e elevados valores
de recuperagio dos analitos.’

A SLM ¢€ preparada imobilizando-se um solvente organico em
uma membrana porosa, usualmente de polipropileno.** O solvente
organico adentra os poros da fibra oca por capilaridade, formando
uma membrana liquida. O solvente organico utilizado deve, ideal-
mente, possuir as seguintes caracteristicas: (1) ser imiscivel em agua,
para minimizar perdas de solvente para a fase aquosa; (2) ter baixa
volatilidade, evitando evaporag¢do durante o processo de extracdo; (3)
baixa viscosidade, para facilitar o transporte de fons; (4) ser liquido a
temperatura ambiente, possibilitado o seu confinamento nos poros da
fibra oca.*® Além disso, o solvente organico utilizado como SLM deve
apresentar afinidade adequada pelos analitos, de maneira a propiciar
alta porcentagem de recuperagdo, sendo este o fator mais dificil de ser
previsto teoricamente. Desta forma, a falta de um estudo sistemdtico
que pudesse correlacionar propriedades dos solventes organicos com
o fator de recuperacdo em EME fez com que grande parte dos traba-
lhos apresentados na literatura utilizasse o método de tentativa e erro
para determinar os solventes mais estdveis e eficientes para uso como
SLM.¥# Recentemente, Pedersen-Bjergaard et al. 344 realizaram
uma série de estudos de recuperagdo utilizando diversos solventes
organicos como SLM na extracdo de drogas basicas nao-polares (log
P >2)5), drogas bdsicas polares (log P <2,5) e drogas 4cidas. Nestes
trabalhos foram obtidos bons resultados utilizando 2-nitrofenil octil
éter (NPOE) puro, NPOE com adi¢ao de di-(2-etilexil)fosfato (DEHP)
e octanol, respectivamente. Os autores concluiram que interacdes do
tipo dipolo-dipolo e de liga¢des de hidrogénio sdo responsdveis pela
transferéncia de analitos carregados da fase aquosa para a fase orga-
nica e utilizaram a classificacio de solventes de Kamlet-Taft, baseada
na polaribilidade (w) e basicidade da liga¢do de hidrogénio (B), para
categorizar os tipos de solventes eficientes para a extragdo das drogas
estudadas.® Estes avancos e a realizagdo de estudos adicionais para
um melhor entendimento das interacdes dos analitos com a SLM
podem facilitar a etapa de escolha dos solventes usados na SLM.

Instrumentagdo, configuragdes e aplicagdes

De maneira classica, EME pode ser realizada em sistemas bifasicos
ou trifasicos. Em sistemas bifasicos, o analito € extraido de uma fase
doadora aquosa para uma fase aceptora organica, localizada no interior
da fibra oca.* Jd no sistema trifésico," a extragdo € realizada em um
sistema liquido-liquido-liquido, formado por uma fase doadora aquosa,
uma fase organica (SLM) e uma fase aceptora aquosa. Estes dois mé-
todos vém sendo utilizados no preparo de amostras para subsequentes
andlises por cromatografia gasosa (GC),* cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC),"%47 eletroforese capilar*®® e espectrometria
de massas (MS).** Exemplos recentes de aplica¢des incluem a extragao
de proteinas e peptideos,”? aminodcidos,* poliaminas, metais,**
compostos zwiterionicos*’ e vdrios tipos de drogas, como antidepres-
sivos,® estimulantes™ e anti-inflamat6rios.***® A extra¢do pode se dar
a partir de matrizes simples, como solugdes aquosas,” e de matrizes
complexas, como saliva,” plasma humano,’” leite materno®® e urina.®

A fim de melhorar a eficiéncia e a velocidade do processo de extra-
¢do com EME, novas abordagens t€m sido implementadas, sejam na
configuragdo do sistema em si, ou mesmo na composig¢do da fibra que
suporta a membrana liquida. Basheer ef al.®' soldaram termicamente
quatro folhas de uma membrana porosa de polipropileno, formando
um arranjo contendo trés compartimentos independentes, chamado
de membrana envelope. Usando esta membrana os autores foram
capazes de extrair simultaneamente drogas 4cidas e basicas, de dgua
de descarte, para posterior andlise por GC-MS. Nesta abordagem, a
SLM foi imobilizada na membrana envelope e os eletrodos foram
posicionados nos compartimentos laterais, os quais foram preenchi-
dos com solucdes acidas e bdsicas. A solugdo aceptora (50 uL de
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1-octanol) foi adicionada ao compartimento central, localizado no
centro da membrana envelope. Deste modo, as drogas dcidas e basicas
foram simultaneamente extraidas para as camadas exteriores da mem-
brana e subsequentemente coletadas na fase aceptora, demonstrando
a possiblidade de modificacio da técnica para extra¢do simultanea
de compostos carregados positiva e negativamente. Adicionalmente,
Safari et al>* demonstraram a extragio de cromo VI e III, utilizando
duas fibras ocas, uma ao redor de cada eletrodo, em um modo de
extra¢do denominado eletroextra¢do dual em membrana (DEME).

Em outro trabalho relevante, Eibak et al.®* utilizaram o conceito
de eletroextragdo em membrana planar, previamente reportado por
Huang et al.,® para o desenvolvimento de um sistema de extracdo
simultdneo em uma placa com 96 reservatorios. Essa eletroextragdo
em membrana em paralelo (Pa-EME) foi realizada utilizando vials
de 200 pL, cuja base foi retirada e substituida por uma membrana
planar contendo NPOE como SLM. Os vials foram imobilizados em
um suporte e este foi posicionado sobre a placa de 96 reservatorios.
Ambas as partes foram cobertas com uma folha de aluminio, a qual
foi utilizada como eletrodo na extragdo. Os autores puderam realizar
a extragdo em paralelo de drogas modelos, as quais foram analisadas
por CE-UV, HPLC-MS e andlise por injecdo em fluxo com detecgio
por MS. Assim, a Pa-EME possibilitou a realizagdo de extracdes e
andlises paralelas com redu¢do de tempo.

O desenvolvimento de novas composi¢des de SLM vem sendo
explorado para melhorar a eficiéncia da extragdo. Por exemplo,
Ramos-Payén et al.*®* adicionaram nanoparticulas de prata (AgNPs)
aos poros de uma fibra oca de polipropileno para a extragao de drogas
anti-inflamatdrias, como ibuprofeno e 4cido salicilico. Os autores
demonstraram que a presenga de AgNPs proporcionou um aumento
na taxa de transferéncia dos analitos através da SLM, levando a fatores
de recuperacdo de 1,2 a 2 vezes maiores do que os obtidos com SLMs
convencionais. Esta abordagem pode proporcionar ainda a funcionali-
zagdo da membrana utilizando-se nanoparticulas funcionalizadas. Em
adigdo, Hidalgo er al.* avaliaram a performance da SLM com AgNPs
imobilizadas em dgar em comparacdo as membranas de polipropileno
convencionalmente utilizadas. Pela extracdo também de drogas anti-
-inflamatdrias, os autores puderam obter fatores de pré-concentracio
dos analitos de 10 a 30 vezes maiores, quando a extragdo foi realizada
utilizando membrana agar-AgNP, evidenciando o aumento da migra-
¢do de analitos para a fase aceptora. Hasheminasab et al.>® propuseram
a introdugdo de nanotubos de carbono a SLM, aumentando a 4rea
superficial da membrana e proporcionando processos de adsor¢do e
desor¢do em adigdo ao transporte eletrocinético, contribuindo assim
para o aumento da recuperagdo dos analitos. Este método tem sido
utilizado em sistemas bifdsicos e trifdsicos para a extracdo de com-
postos orgénicos e inorgdnicos.’*® Em outra abordagem relevante,
Sun et al.*® substituiram a fase orgéinica imobilizada na membrana
por liquidos i6nicos baseados em hexafluorfosfato de imidazdlio na
extra¢do dos compostos bioativos stricnina e brucina de amostras de
urina humana. Os liquidos i6nicos tém propriedades fisico-quimicas
que possibilitam sua utilizagdo como SLM, tais como baixa volati-
lidade e toxicidade, polaridade ajustdvel e afinidade adequada para
extra¢do de compostos organicos e inorganicos.® A alta viscosidade
destes liquidos € uma desvantagem em extra¢des sem a utilizagdo do
campo elétrico, mas em EME possibilitam extracdes eficientes em
tempos da ordem de 5-10 minutos. Os valores de recuperacio obti-
dos para analitos em amostras de urina utilizando eletroextra¢do em
membrana com liquido i6nico (IL-EME) foram da ordem de 90% e
os limites de deteccao foram semelhantes aos obtidos com o emprego
de extracéo liquido-liquido e microextragdo em fase sélida.®® Estes
resultados evidenciam que os liquidos idnicos sdo uma alternativa
promissora para a confeccao de SLMs e apontam para uma drea com
grande potencial de exploracdo em EME.
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No caso da extrag@o de substancias altamente hidrofilicas, como
os aminodcidos asparagina (ASN) e glutamina (GLN), a EME
apresenta dificuldades devido a baixa afinidade dessas substincias a
SLM orgénica. Rezazadeh er al.”” demonstraram que a aplicacdo de
potenciais pulsados, ao invés de continuos, aumenta consideravel-
mente a estabilidade e recuperacdo deste tipo de analito. Este modo
é comumente referido como eletroextragdo pulsada em membrana
(PEME). Em exemplo recente, Rezazadeh ef al.®® utilizaram PEME
para a extraciio de ASN e GLN em matriz de gelatina para posterior
derivatizagio e determinacdo por HPLC-UV. Os autores reportam
valores de recuperacdo acima de 92,5% para os analitos citados.
Outras diversas aplicagdes da EME em preparo de amostras podem
ser encontradas em artigos de revisdo bastante abrangentes.!*!¢
Além disso, a Tabela 2 resume as aplicagdes da EME reportadas
recentemente, no periodo de janeiro de 2014 a abril de 2015.

Finalmente, a simplicidade da instrumenta¢@o necessdria 8 EME
viabiliza o seu desenvolvimento em dispositivos microfluidicos,
possibilitando a integracdo desta técnica de preparo de amostras a
sistemas miniaturizados de andlises quimicas. As vantagens, limi-
tacdes e avangos desta abordagem sdo tratados em secdo especifica
deste artigo de revisdo.

Vantagens, limitagcoes e perspectivas
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envolve instrumentagdo simples e que pode, mediante a sele¢do dos
pardmetros que influenciam a extracdo, apresentar seletividade a
determinados analitos ou grupo de analitos. Dentre todos os para-
metros relevantes ao processo, a composi¢do da membrana liquida
suportada € o mais importante, porém o conhecimento limitado
sobre as propriedades dos compostos a serem escolhidos ¢ ainda
uma das limitacdes da EME. Felizmente, os recentes trabalhos
voltados a este aspecto vém contribuindo para que a comunidade
cientifica se aproxime de um modelo tedrico que possa auxiliar na
escolha da SLM e, consequentemente, facilitar o uso da EME em
aplicacoes especificas. O desenvolvimento de SLMs e membranas
suporte alternativas pode também contribuir para o melhoramento
da seletividade do processo. Uma limitacdo da EME decorre do
fato desta técnica ndo ser adequada a extragdo e pré-concen-
tragdo de compostos neutros. Por outro lado, esta desvantagem
reverte-se em uma caracteristica relevante quando os interferentes
sdo espécies ndo idnicas. O desenvolvimento de sistemas para
realizacio de extragdes multiplas e simultineas (paralelas) é uma
tendéncia que proporciona um aumento no nimero de amostras
que podem ser analisadas em um determinado periodo de tempo
(frequéncia analitica). Finalmente, o rdpido desenvolvimento da
EME e as vantagens desta técnica de preparo de amostras indicam
que em breve haverd o surgimento dos primeiros dispositivos

A EME ¢ uma técnica de preparo de amostra rapida, que

comerciais.

Tabela 2. Aplicacoes recentes® da eletroextragdo em membrana liquida suportada

Analito Membrana liquida Matriz Técnica Analitica/deteccio Ref.

Angiotensina II antipepitideo 1-n0nan0]1)—}|::2}iclifcanona * Padrdes aquosos HPLC-UV 52

Asparagina e glutamina NPOE* + TEHP‘+ DEHP Gelatina HPLC-UV 68

Tério 1-octanol + DEHP Padrdes aquosos Espectrofotometria UV-VIS 69

Peptideos modelo 1-octanol + DEHP Padrdes aquosos HPLC-UV 51

Acido mefenénico e diclofenaco 1-octanol Plasn;;lrihnlilmano HPLC-UV 70

Potéssio ENB com éter coroa Padrdes aquosos CE-UV 71

Drogas anti-inflamatérias 1-octanol Padrdes aquosos HPL.C acop la(.io a ﬂuprescen— 63

cia e arranjo de diodos

Poliaminas DEHP + ENB Saliva CE-C‘Df 53

Clorofendis ENB® Padrdes aquosos CE-UV 72

Morfina, oximorfona e metil- NPOE + DEHP Urina HPLC-UV 73

morfina

Derivados de piridina NPOE + DEHP Urina GC-MS 74

Estricnina e brucina Liquido ionico ENB Urina HPLC acoplado a arranjo de 66

diodos
Amitriptilina, fluoxetina e ha- NPOE Padrdes aquosos CE-UV
loperidol IPNB¢# Plasma humano FIA-MS 62
P UPLC-MS

Papaverina e outras drogas HPLC-UV

modelo NPOE Metanol CE-UV 75

Morfina NPOE + TEHP+ DEHP Urina Sensor voltamétrico 76

Dextrometorfano NPOE Plasma humano Sensor de oxldg de grafeno 77
Urina reduzido

Metadona e outras drogas ba- NPOE Padrdes aquosos Micro-HPLC-UV 59

sicas Plasma humano LC-MS

Arpnnpnhna, prometazina e NPOE Padrdes aquosos Sonda EME acoplada a MS 73

imipranima CE-UV

Antidepressivos NPOE Plasma humano LC-MS/MS 79

Metadona e tramadol 'l-octanol Plasma .humano GC-FID 65

Nitrobenzeno Urina

strabalhos publicados no periodo de janeiro de 2014 a abril de 2015. "DEHP - di(2-etilexil)-fosfato. ‘"NPOE — 2-nitrofenil-octil-éter. ‘TEHP — tris(2-etilexil)-

fosfato. ®ENB — 1-etil-2-nitrobenzeno. Detec¢do condutométrica sem contato capacitivamente acoplada. eIPNB — 1-isopropil-4-nitrobenzeno.
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ELETROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO SEM
MEMBRANAS

A extragdo liquido-liquido sem membranas,'** também conheci-
da pelos nomes de eletroforese bifésica e eletroparti¢do,’! consiste na
aplicacdo de um campo elétrico perpendicular a interface entre dois
liquidos imisciveis. Com isso, a distribui¢do final das espécies entre
as fases € governada tanto pela mobilidade eletroforética do analito
quanto por sua constante de distribui¢do entre as fases (Figura 3).

O Carga Positiva - Afinidade pela fase A
o Carga Positiva - Afinidade pela fase B
Eletrodos

O Carga Negativa - Afinidade pela fase A

@ carga Negativa - Afinidade pela fase B

Figura 3. Diagrama da eletroforese bifdsica. As moléculas sdo separadas
de acordo com sua carga e a sua afinidade pelas fases presentes no sistema

Segundo relatos da literatura, os primeiros trabalhos utilizando
duas fases liquidas e campo elétrico datam da primeira metade do
século XX, com os dispositivos comerciais para desemulsificacdo
ou remocdo de solventes,® enquanto os primeiros estudos da trans-
feréncia de massa através de interfaces sdo das décadas de 1960 e
1970.% Todavia, a eletroextracdo liquido-liquido impulsionada por
campo elétrico foi apresentada pela primeira vez no fim da década de
1980, quando a segunda fase foi introduzida por Stichlmair ef al.* aos
processos convencionais de eletroforese, na tentativa de minimizar o
efeito do aquecimento (efeito Joule) na dispersdo das moléculas. 83
No entanto, o papel da interface no processo de separacio sé se tornou
mais claro recentemente.* De acordo com alguns autores, ocorrem
mudangas na tensdo superficial da interface devido ao aumento de
cargas nesta regiao.®

Em um dos primeiros trabalhos publicados sobre o assunto,
Stichlmair' ressalta que a eletroneutralidade é condigao necessdria
para o efeito desejado e que o transporte de fons na interface deve
ser compensado pela geragdo de fons nos eletrodos. Além disso,
alguns dos requerimentos da extracio liquido-liquido se mantém: as
fases devem apresentar diferengas de densidade e tensdo interfacial
suficientes para formar uma interface definida, e baixa viscosidade,
de maneira a melhorar a transferéncia de massa.'*

Contudo, o principal requerimento para que a extragio funcione
nestas condi¢des € que as duas fases escolhidas sejam imisciveis
e condutivas. Na composicdo da fase organica € possivel utilizar
solventes organicos que absorvam quantidades suficientes de dgua
para que se tornem condutivos, como € o caso do n-butanol.'*#¢ Por
outro lado, podem ser utilizados aditivos capazes de conduzir corrente,
como a trioctilamina.’’

Alternativamente, € possivel utilizar sistemas aquosos bifdsicos
— constituidos por duas solu¢des aquosas imisciveis.®$8 Qutras
duas possibilidades descritas na literatura,'* mas pouco usuais, sdo
os sistemas terndrios, em que a dgua se apresenta dissolvida em
ambas as fases organicas, como glicerina-acetona-dgua e os sistemas
agua-surfactante nao-idnico.

Sistemas aquosos bifasicos

Os sistemas aquosos bifdsicos foram reportados pela primeira
vez no final do século XIX, mas sé foram introduzidos como fer-
ramenta de separagdo algumas décadas depois.®**! Estes sistemas
ocorrem porque solugdes aquosas contendo componentes hidrofilicos
incompativeis — como poli(etileno-glicol) (PEG) e dextrana — acima

Quim. Nova

da concentracdo e temperatura criticas tendem a dividir-se, formando
duas fases, cada uma delas rica em um dos polimeros. As tensdes
interfaciais destes sistemas sdo significativamente menores que as
relatadas para sistemas envolvendo fases organicas.”>** Estes sistemas
apresentam maior biocompatibilidade e menor impacto ambiental,
além de custo reduzido,* tendo sido utilizados em alguns processos
de eletroextragio 3889959

Como consequéncia das diferencas nas composi¢des das fases, os
analitos apresentaram distribui¢do ndo equitativa entre elas,” assim
como observado em extragdes dgua-6leo (Figura 4).

Figura 4. Distribui¢do do corante (amarelo VI) entre fases de PEG (superior)
e dextrana (inferior)

Eletroextracao a partir de gotas

A extracdo a partir de gotas sob campo elétrico €, em parte, bas-
tante semelhante ao discutido nos tépicos anteriores. Entretanto, uma
complexidade adicional resulta dos efeitos de coalescéncia/ruptura,
e de mudangas no fluxo no interior da gota, em sua geometria ou
na estrutura de sua interface, induzidos pelo campo elétrico.®*® Por
esse motivo, € tratado na maior parte dos casos como uma técnica
independente.

Entre as peculiaridades induzidas no comportamento das gotas
que auxiliam no aumento da transferéncia de massa, estdo o aumento
da velocidade das gotas através do meio e o aumento da circulagio
de fluido dentro e ao redor das gotas.**® Em alguns casos, o campo
elétrico € utilizado simplesmente para promover a dispersdo do li-
quido em gotas e sua posterior coalescéncia,” ndo exercendo papel
na transferéncia de massa. Nesse caso, o processo € mais proximo
de uma extracdo liquido-liquido comum do que da eletroextracao,
ndo sendo, portanto, parte do escopo deste trabalho.

Aplicacoes

Batelada

A eletroextracio liquido-liquido em batelada foi inicialmente
realizada em tubos com formato de U, em um esquema semelhante
ao apresentado na Figura 5.

Um reator como esse foi utilizado no trabalho inicial de
Stichlmair'* e por Zhai et al.%%% para a extra¢do de aminodcidos,
utilizando solu¢des aquosas de poli(etileno-glicol) e dextrana. A con-
figura¢do em U apresenta a desvantagem de proporcionar apenas uma
pequena drea de contato entre as fases. A alternativa para aumentar
a drea na qual ocorre a transferéncia de massa sdo sistemas em que
as fases sdo colocadas uma sobre a outra, de maneira a aumentar a
drea interfacial. Um sistema semelhante foi utilizado no trabalho
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Controles de corrente e tensdo
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Solugdes

doadora e
aceptora
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Fonte Banho para
resfriamento

Eletrodos

Figura 5. Esquema de um extrator em batelada utilizado para eletroforese
bifdsica

de Glitzenstein et al.'™ para a transferéncia de dcido acético entre
querosene e dgua.

Devido a inexisténcia de uma membrana entre os liquidos, o uso
em fluxo continuo € usualmente feito em cocorrente, com os dois
liquidos escoando paralelamente, facilitando o estabelecimento de
regime laminar. Esta configuracao pode ser vista no trabalho de Theos
e Clark'" para separacdo de protefnas. Uma excegdo € o trabalho
de Luo et al.,*® no qual corantes sdo extraidos com fluxos de dgua e
butanol em contra-corrente.

Integracdo com outras técnicas

Van der Vlis ef al.' propuseram em 1994 o acoplamento da ele-
troextragdo liquido-liquido com a separagdo por eletroforese capilar,
por meio de um processo de trés estdgios. No primeiro, um capilar é
preenchido com eletrdlito iniciador e os primeiros 5% do comprimento
sdo preenchidos hidrostaticamente com eletrdlito terminador. A seguir,
o capilar € posicionado em solu¢@o de acetato de etila contendo o ana-
lito. Em seguida, o potencial € aplicado, promovendo a eletroextragao
do analito para o eletrdlito terminador. A solucdo de amostra original
é removida utilizando-se pressdo para minimizar a entrada do solvente
no capilar. No segundo estdgio, o capilar € posicionado no eletrdlito
terminador e o analito € concentrado por isotacoforese com contrapres-
530, enquanto o remanescente de acetato de etila € removido devido a
aplicacdo de pressdo. Na etapa final, o capilar é novamente posicionado
no eletrdlito de corrida e o processo de eletroforese capilar tem inicio.
Neste caso, B-alanina foi utilizada como modificador no acetato de
etila, de forma a promover o aumento de condutividade e manutengao
da corrente. A técnica descrita foi mais tarde aperfeicoada pelos au-
tores, de maneira a acomodar o acoplamento com um espectrometro
de massas,'® resultando finalmente em um injetor desenvolvido de
maneira que a eletroextracao pudesse ser acoplada a técnicas que nao
envolvem o uso de potencial elétrico, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia.'™ Cerca de 20 anos mais tarde, Lindenburg et al.'%>1%
publicaram uma série de trabalhos empregando a eletroextracdo otimi-
zada por Van der Vlis et al.,'"” acoplada a HPLC-MS como ferramenta
para estudos metaboldmicos e peptiddmicos.

EXTRACAO EM FASE SOLIDA ASSISTIDA POR CAMPO
ELETRICO OU ELETROEXTRACAO EM FASE SOLIDA
(E-SPE)

Fundamentos

Os primeiros trabalhos empregando a extracdo em fase sélida
(SPE) convencional foram descritos no inicio da década de 1970 e
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alguns anos depois cartuchos de extragdo passaram a ser comerciali-
zados.!” A SPE estd entre as principais e mais difundidas técnicas de
preparo de amostras complexas, como fluidos bioldgicos, amostras
ambientais (solo, sedimentos, efluentes e dguas superficiais) e de
alimentos.'”

Os procedimentos de SPE empregando cartuchos sdo comumente
realizados em quatro etapas principais (Figura 6): 1) preparacdo do
sorvente para recebimento da amostra liquida; 2) aplicacdo da amostra
e extragdo dos analitos; 3) remog¢do ou limpeza dos interferentes e
4) eluic@o dos analitos purificados e pré-concentrados. A passagem
dos liquidos durante todas essas etapas pode ser promovida por uma
diferenca de pressao, exercida por uma bomba de vacuo ou bomba
peristaltica.

Um dos grandes desafios da SPE convencional continua sendo
obter e empregar materiais sorventes nos quais os mais diferentes
analitos tenham afinidade adequada, sem que haja coextragio
expressiva de interferentes (Figura 6). Na SPE nem sempre a oti-
mizacdo das condigdes (solvente, pH e forga idnica) das amostras e
das solugdes de limpeza e de eluicdo final permite obter um extrato
suficientemente livre de interferentes e sem perdas significativas dos
analitos (Figura 6).

Uma das frentes de desenvolvimento mais recente da SPE consiste
na utilizagao de campo elétrico para que mecanismos eletroforéticos
e cromatograficos possam simultaneamente proporcionar uma melhor
seletividade e eficiéncia de extragdo. Esse procedimento de extragao
em fase sélida assistida por campo elétrico, também chamada de
eletroextracdo em fase sélida, foi batizado pela sigla E-SPE por
Orlando er al.""'*?

Na E-SPE dois eletrodos sdo posicionados ao longo do cartucho
de extracdo, sendo um acima e outro abaixo dos filtros que suportam
o sorvente. Uma diferenga de potencial elétrico € aplicada durante
uma ou mais etapas (aplicaciio da amostra, limpeza ou eluicio final)
da extrag@o, formando um campo elétrico ao longo do sorvente, de
maneira que os efeitos eletroforéticos possam auxiliar no processo
de extragao.

Os principais efeitos eletroforéticos provenientes da aplicacdo
do campo elétrico em E-SPE sdo: 1) a migracao eletroforética; 2) a
eletrosmose; 3) o aquecimento (efeito Joule) e 4) a polarizagdo de
concentracdio (Figura 7). Nos procedimentos de E-SPE os efeitos
eletroforéticos s3o os mesmos descritos para as técnicas de separacao
por eletroforese (em gel e capilar) e podem ser divididos em efeitos
seletivos e ndo seletivos para a extragdo.'" Os efeitos eletroforéticos
seletivos sdo a migracdo eletroforética (representada pela velocidade
eletroforética, v, ) e a polarizag@o de concentragdo, pois dependem da
carga do analito ou dos interferentes."*!"* A v, é um componente de
movimento que pode ser explorada para promover a migracao seletiva
dos analitos e/ou dos interferentes carregados em contra ou pré-fluxo
em relacdo ao movimento de convecgdo promovido pela diferenga
de pressdo aplicada (Figura 7). J4 a polarizag@o de concentragdo € a
expansdo da dupla camada elétrica sobreposta no interior dos poros do
sorvente que leva a um maior adensamento de contra-fons (fons de car-
ga oposta ao potencial zeta desenvolvido na superficie do sorvente).!*
No exemplo da silica, na qual os grupos silandis dissociados geram
um potencial zeta negativo (-), a polarizagio da concentra¢io faz
com que haja uma maior concentracio de cations no interior dos poros
em relagdo a regifio externa da particula de sorvente.!'* Neste caso,
como consequéncia, os cdtions apresentam uma afinidade e sorcéo
aparente maior pelo sorvente durante a aplica¢do do campo elétrico
(Tabela 3). Para compostos neutros, tanto a v, como a polarizagao
de concentrag@o ndo apresentam efeitos apreciaveis (Figura 7, Tabela
3). Dois efeitos eletroforéticos nio seletivos também contribuem
para o procedimento de E-SPE, a eletrosmose (representada pela
velocidade do fluxo eletrosmético, v,,) € 0 aquecimento proveniente
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Figura 6. Esquema comparando uma extragdo ideal por SPE e uma extragdo real, em que a remogdo de interferentes é insuficiente e/ou ocorre perdas do

analito durante uma ou mais etapas. Circulos pretos e quadrados brancos representam interferentes e analitos, respectivamente

do efeito Joule. Esses efeitos podem ser considerados nao seletivos,
pois independentemente dos compostos (analitos ou interferentes)
serem carregados ou neutros, 0 movimento e a sor¢do deles serdo
influenciados com a mesma intensidade pela v, e pelo aquecimento
(Figura 7, Tabela 3). Apesar do v, ndo depender em geral da carga dos
analitos ou dos interferentes, este parametro ¢ fortemente dependentes
de diversas caracteristicas do sorvente e do ambiente quimico da
fase liquida, como potencial zeta, drea superficial, porosidade, pH,
constante dielétrica, entre outros.!'> J o efeito Joule depende do
potencial aplicado, da corrente elétrica resultante e da vazdo das
solucdes. Com o aquecimento durante a aplicacio do campo elétrico
a afinidade dos compostos pelo sorvente geralmente diminui, o que
pode ser traduzido pela diminui¢@o da constante de distribui¢do do
analito pelo sorvente (K)) (Tabela 3).'"

Em E-SPE tanto a v, como a v, podem atuar no mesmo sentido
ou em sentido contrdrio ao fluxo de convecgdo, dependendo princi-
palmente da polaridade dos eletrodos, das cargas dos compostos e
do potencial zeta ({) do sorvente empregado. Além disso, v, e Ve
podem estar no mesmo sentido ou em sentidos contrdrios um em re-
lag@o ao outro, dependendo da carga dos analitos e do { do sorvente
(Figura 7).110-112

E facil observar que a E-SPE possui uma série de recursos adicio-
nais em comparagdo a SPE, que podem ser explorados para modular
a seletividade da extrag@o de analitos e interferentes carregados ou
neutros durante as diferentes etapas do procedimento de preparo de

amostras. Morales-Cid et al.,* em uma das primeiras revisdes na lite-
ratura sobre o emprego de campo elétrico em técnicas de preparo de

E-SPE
Velocidade eletroforética (v,,)

!

Cop

E-SPE
Velocidade eletrosmética (v,,)

Cétions
I
SPE
Convecgdo o

Cations

B il i

Anions

L

Figura 7. Representa¢do do movimento de convecgdo presente em SPE
associados aos movimentos eletroforéticos (eletrosmose, Vv,, e migragdo
eletroforética, v,,) em E-SPE. Movimento de convec¢do promovido por
diferenca de pressdo presente em SPE e E-SPE, Cp,,(®); Movimentos ele-
troforéticos em contrafluxo (W) ou pro-fluxo (®) da v, eV, em fungio da
carga do analito (cdtion ou dnion) e do potencial zeta do sorvente (-C ou +()
presentes em E-SPE

Tabela 3. Comparacdo das constantes de distribui¢do (K,) entre o sorvente e compostos neutros e idnicos para SPE convencional e E-SPE, sob efeito da

polarizagdo de concentragio e de aquecimento

KLE-SPE
Composto K,SPE Polarizacdo de concentracdo )
Aquecimento
-6 +G
NeUtrO KI)-SI’EN KD-SPEN = KD-E-SPEN KD-SPEN = KD-E-SPEN KD_SPEN> KD-E-SPEN
Catlon KD—SPEC KD—SPEC< KD—E—SPEC KD—SPEC> KDVE—SPEC KD_SPEC> KD—E—SPEC
Anlon KDVSPEA KDVSPEA>KD—E—SPEA KD—SPEA<KD7E—SPEA KD_SPEA> KD—E—SPEA

-C e +{ sdo os potenciais zeta negativo e positivo do sorvente, respectivamente.
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amostras, resume 0s seguintes beneficios que podem ser explorados
com essa abordagem em extragdo em fase sdlida: 1) favorecimento
dos processos sortivos devido a orientagdo das moléculas; 2) aumento
da cinética de transferéncia de massa devido as v, e v, ; 3) maior
eficiéncia da convecgdo também devido as v, e v,

ep’

Instrumentacio e configuracoes da E-SPE

Os primeiros cartuchos do tipo seringa para E-SPE foram des-
critos e patenteados por Orlando e Rath!''®em 2007 e apresentados
posteriormente em um artigo cientifico.!'! Nao existiam cartuchos
comerciais de E-SPE e sua montagem demandou, além das partes
convencionais dos cartuchos de SPE (filtros, sorvente e corpo do
cartucho), dois eletrodos de ago inoxidavel (Figura 8).

Eletrodo superior —» @
<+—Filtro de PTFE

Eletrodo inferior —» «—Filtro de PTFE

£
Conexdes omﬂcu/
— W@

Propulsor de solvente
(bomba peristaltica ou de vacuo)

Fonte de eletroforese

Figura 8. Dispositivos e cartuchos com eletrodos adaptados para E-SPE

Os cartuchos de E-SPE (Figura 8) receberam em sua montagem
uma tela de aco inoxiddvel abaixo do filtro inferior que funcionou
como eletrodo. Para a aplicacdo do campo elétrico, um segundo
eletrodo removivel (eletrodo superior) composto de uma espiral de
aco inoxidavel foi introduzido pela abertura superior do cartucho.

Com os cartuchos adaptados para aplicagio de campo elétrico o
procedimento de extracéo € executado de maneira bastante semelhante
ao procedimento convencional de SPE e, para tanto, é preciso em-
pregar um sistema propulsor de solvente como bombas peristélticas
ou bombas de viacuos. Um dos grandes diferenciais dos sistemas de
E-SPE para os de SPE estd na necessidade de empregar uma fonte de
corrente ou tensdo continua ajustdvel, que € conectada aos eletrodos
do cartucho. Durante a extracéo € de fundamental importincia con-
trolar e monitorar a corrente e o potencial elétrico. Nos trabalhos de
Orlando et al."'*!1211 multimetros foram usados para esse propdsito
como mostra a Figura 8.

Aplicacoes em preparo de amostra

Morales-Cid ef al.''” em 2008 empregaram pela primeira vez o
termo extragcdo em fase sdlida assistida por campo elétrico. Neste
trabalho foi construido um sistema de extracdo em fase sélida em
fluxo empregando uma minicoluna de extragdo com 3 mm de didmetro
interno, contendo 14 mg de sorvente a base de silica-C18, a qual foi
acoplada a um equipamento de eletroforese capilar com detec¢do por
espectrometria de massas. Esse sistema foi avaliado na determinagio
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de trés antimicrobianos (tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina)
e de quatro aminas (propilamina, 3-metil-1-butanamina, 1-metilbu-
tilamina e heptilamina) como compostos modelo. O campo elétrico
para o dispositivo de E-SPE foi gerado pela mesma fonte de tensdo
de separag@o usada no equipamento de eletroforese capilar. Usando
voltagens de -10 kV o campo elétrico foi capaz de aumentar o sinal
da tetraciclina em até 7,5 vezes, o que foi atribuido tanto ao efeito
de empilhamento (stacking) das moléculas em um menor volume de
solvente de elui¢do como ao formato do pico, mais estreito e com
melhor simetria. Resultados semelhantes também foram obtidos
para os demais analitos. Apesar de utilizarem os mecanismos eletro-
cromatograficos no processo de extragdo, neste trabalho os autores
empregaram um dispositivo que configura uma coluna de SPE e nio
um cartucho de SPE convencional do tipo seringa. Neste trabalho
também foi necessdrio utilizar potenciais elétricos elevados para obter
os resultados desejados, o que ocasionou problemas de escape de
descargas elétricas sobre a bomba peristéltica utilizada. Esse sistema
foi avaliado somente para solugdes padrio e ndo foi demonstrado seu
desempenho em amostras complexas.

Em um dos primeiros trabalhos'!’ envolvendo E-SPE foram ex-
traidos dois corantes catidnicos e seis anidnicos em solucdo tampao,
além de trés antimicrobianos em amostras de leite. Neste trabalho,
um exemplo expressivo da maior eficiéncia da E-SPE em relagdo a
SPE foi observado para os resultados de testes de recuperagdo para
o corante cationico azul de metileno, extraido de solug¢do tampio
(Figura 9). Neste exemplo foram avaliadas duas polaridades dife-
rentes dos eletrodos durante a aplicagdo do campo elétrico na etapa
de limpeza. Os resultados de recuperagdo evidenciaram que a E-SPE
poderia ser empregada tanto para favorecer a permanéncia do corante
no cartucho quanto para auxiliar a saida de compostos carregados
(analitos ou interferentes).

100

50

Recuperagao (%

L gl

0 [ l
SPE E-SPE(-+) E-SPE(+/-)

Figura 9. Recuperagdo média (n = 3) do corante cationico azul de metileno em
extragdes empregando a SPE (coluna cinza) e a E-SPE (colunas preta e brancay).
Condigoes da etapa de limpeza: SmL de tampao citrato 0,75 mmol L'pH 4,68 adi-
cionado de 30% (v/v) de 2-propanol; vazdo de 1,5 mL min'; 500 mg de silica-C18
como sorvente; potencial elétrico de 200V com eletrodo superior negativamente
carregado (coluna preta)(contrafluxo) e positivamente carregado (coluna branca)

(pro-fluxo). Barras de erro representando o desvio padrio'"’

Posteriormente, Orlando er al.''" avaliaram a E-SPE para a ex-
trag@o do antimicrobiano marbofloxacina em sua forma catidnica em
amostras de leite. Dependendo da polaridade empregada nos eletrodos
a recuperacdo dos analitos foi aumentada (2,3 vezes) ou diminuida
(4,2 vezes) em relacdo a extragdo sem aplica¢@o de campo elétrico.
Estes resultados comprovaram, pela primeira vez, que a E-SPE possui
grande potencial para ser empregada em amostras complexas.

Em 2014, Ribeiro'"®explorou a E-SPE visando melhorar a elimina-
¢do de interferentes e também elevar a recuperacdo de seis quinolonas e
seis sulfonamidas em amostras de ovos. Os melhores resultados foram
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obtidos aplicando o campo elétrico tanto nas etapas de limpeza como
na elui¢io. O objetivo desta estratégia foi forcar a permanéncia dos
analitos anidnicos nos cartuchos na etapa de limpeza e posteriormente
facilitar a saida destes durante a eluicdo, sem a necessidade de empregar
grandes quantidades de solvente organico. Os resultados de recuperacio
obtidos coma E-SPE foram superiores a SPE para todas as quinolonas e
sulfonamidas avaliadas. A maior diferenca de recuperagio observada foi
para a quinolona enrofloxacina (84% E-SPE versus 1% SPE) ao passo
que a menor diferenga foi para a quinolona norfloxacina (69% E-SPE
versus 37% SPE). Além dos resultados superiores de recuperacio
obtidos com o emprego da E-SPE, ficou comprovado que a presenga
de interferentes no extrato final foi diminuida por empregar menores
teores de solvente organico para a eluicdo dos analitos.

Outra recente abordagem de aplicagdo de campo elétrico em
procedimentos envolvendo extragdo sélido-liquido foi apresentada em
uma patente recente.'!” Nessa patente o uso de campo elétrico foi ava-
liado pela primeira vez na dispersao da matriz em fase sélida (MSPD,
do inglés matrix solid phase dispersion). A MSPD convencional é
uma técnica de preparo de amostras baseada na sorgdo diferencial
dos analitos e interferentes em um agente dispersante e, por isso,
compartilha alguns principios com a técnica de SPE.'” De forma
geral, a extragdo MSPD em sua forma mais simplificada € realizada
em duas etapas principais. A primeira € a etapa da dispersdo que €
realizada a partir da mistura e trituracio da matriz (sélida, semi-sélida
ou liquida) em um sorvente sélido capaz de sorver preferencialmente
os interferentes. Nesta etapa, o agente dispersante € capaz de romper
particulas e/ou tecidos em matrizes complexas, liberando os analitos
e a0 mesmo tempo promovendo a sor¢do seletiva dos interferentes.
Ap6s a dispersdo da matriz com o dispersante a mistura resultante ¢
introduzida em uma coluna de extracdo que pode ser um cartucho de
SPE. A segunda etapa consiste na extracdo e coleta dos analitos de
interesse com um solvente adequado capaz de promover a remogio
seletiva dos analitos de interesse da matriz que sdo coletados em um
tubo para posterior andlise, ao passo que os interferentes permanecem
retidos no material dispersante. Apesar da simplicidade e da facilidade
de execucdo, algumas limitagdes, como o baixo poder de remogao de
interferente e a baixa recuperagdo de analitos fortemente sorvidos,
restringem as aplicacdes da MSPD para a determinagio de analitos
em amostras complexas. Visando contornar algumas destas limitacdes,
Orlando et al."" descreveram pela primeira a dispersdo da matriz em
fase solida assistida por campo elétrico (E-MSPD). Nesta patente
foram apresentados resultados de E-MSPD de duas quinolonas e uma
sulfonamida em amostras de solo. Apds a dispersdo de 2 g de solo em
500 mg de silica quimicamente modificada com um trocador anidnico
forte, o material dispersado foi introduzido em um cartucho contendo
500 mg de silica C18. Empregando um potencial elétrico de 70 V com
polaridade positiva sobre o eletrodo superior os antimicrobianos em sua
forma catidnica foram extraidos, percolando 30 mL de solugéo tampao
Mcllvaine pH 4,0 e acetonitrila (1:1, v/v). Empregando essa estratégia
os resultados de recuperacéio com a E-MSPD foram no minimo 60%
superiores aqueles obtidos com a MSPD convencional.

Nesta avaliag@o ficou demonstrado que na E-MSPD as v, e v,
atuando em pré-fluxo de convengdo, foram capazes de auxiliar a
extragdo dos analitos fortemente sorvidos no solo em comparacio
ao procedimento convencional, sem aplicacdo do campo elétrico.
Essa estratégia ndo somente elevou a recuperag@o dos analitos como
também reduziu a porcentagem de modificador organico e o volume
total de solvente de extracio.

Perspectivas

De forma geral, o uso de campo elétrico demonstra uma enor-
me capacidade para elevar a seletividade das técnicas de preparo

Quim. Nova

de amostras baseadas na sorc¢do liquido-sélido, como na E-SPE e
na E-MSPD. Até o momento existem poucos trabalhos descritos
empregando essas técnicas e, por esse motivo, as suas reais vanta-
gens ainda nido foram amplamente avaliadas. Como as técnicas de
E-SPE e E-MSPD nio estdo limitadas a um tipo de matriz, sorvente
ou classe de analitos, o escopo de aplicagdes destas técnicas pode
ser estendido para a extracdo e pré-concentragdo de compostos
inorgdnicos, macromoléculas (proteinas, peptideos, polimeros) em
matrizes complexas, como alimentos, solos e amostras bioldgicas
como plantas, tecidos e secrecdes (saliva, ldgrima e suor). Além das
muitas aplicagdes ainda ndo avaliadas, existe também a necessidade
de estudos dos mecanismos eletrocromatograficos envolvidos no
processo. Como a E-SPE e E-MSPD possuem caracteristicas ope-
racionais distintas, como intensidade do campo elétrico, vazdo de
solugdes, tipos de materiais, densidade de recheio e tamanho dos
poros das particulas, modelos préprios ou no minimo ajustados a
essas novas realidades precisardo ser propostos. E preciso destacar
também que E-SPE e E-MSPD sdo inovagdes ambientalmente
corretas, pois necessitam de menores quantidades de solventes or-
ganicos, quando comparadas as respectivas técnicas sem assisténcia
de campo elétrico.

Finalmente, apesar de empregar instrumentacio simples e de
baixo custo, ainda serd preciso que dispositivos comerciais sejam
desenvolvidos e estejam disponiveis comercialmente para que a
E-SPE e E-MSPD possam se tornar acessiveis e sejam avaliadas e
utilizadas por outros grupos de pesquisa.

MINIATURIZACAO

A partir do trabalho de Manz er al."™ em 1990, em que foram
propostos os microssistemas (microchip) de andlise, foram iniciadas
pesquisas na tentativa de miniaturizar os processos realizados em
laboratdrio, entre eles as técnicas de eletroextracdo. Os fundamentos,
vantagens e limitagdes da miniaturizacdo em si foram explorados de
forma detalhada em diversos artigos de revisdo publicados nos tltimos
anos,'?"1?% e ndo serdo abordados em profundidade nesta revisio.

Os chamados microdispositivos se caracterizam por possuir
pelo menos umas das dimensdes caracteristicas abaixo dos 100
um. Nessa escala, a influéncia de determinados fendmenos fisicos
¢ diferente da observada no cotidiano. Um exemplo dessa diferenca
€ a predominancia do regime laminar de escoamento, no qual a
transferéncia de massa s6 € possivel por difusdo, ndo havendo mis-
tura entre as correntes de fluido.”*® Neste dominio microfluidico a
aplicac@o de campo elétrico se torna uma poderosa ferramenta para
o aumento da eficiéncia nos processos de extracdo.® Além disso, no
caso da extracdo em fase sélida, a possibilidade de usar potencial
elétrico para o transporte da amostra através da fase estaciondria'®!
(bombeamento eletrosmético) diminui significativamente a com-
plexidade do chip, pois elimina a necessidade de implementagdo de
bombas e vilvulas no dispositivo.

Demandas

Os materiais utilizados em microescala diferem um pouco da-
queles empregados em processos convencionais, devido as demandas
impostas pelos processos de fabricagdo. Um exemplo € o dispositivo
para eletroextracdo através de membranas utilizado por Kim ez
al.’> Neste caso, o chip e a membrana foram fabricados em silicio
e aluminio, respectivamente. Estes materiais ndo representam uma
escolha corriqueira nos processos de filtragdo convencionais, mas
sdo bastante populares em dispositivos miniaturizados. Isso porque,
por meio de técnicas derivadas da microeletronica, € possivel obter
estruturas de alta qualidade em dimensdes muito reduzidas. Além



Vol. 38, No. 8

disso, o dispositivo e a membrana podem ser fabricados em etapas
sucessivas de um mesmo processo, evitando a necessidade posterior
de integrag@o.

Vidro € um outro material bastante utilizado como substrato em
diversas técnicas de microfabricacdo da inddstria eletronica. Por
isso e por sua semelhanga com a silica, esse material ainda € bas-
tante comum em dispositivos de separag¢do por campo elétrico. No
entanto, os materiais poliméricos sio atualmente a principal op¢ao
na fabricag¢@o de microssistemas de andlise, devido ao baixo custo
e a facilidade de fabricagdo.!*>!3* A principal consequéncia desta
mudanga € a diminuicdo do fluxo eletrosmético e da hidrofilicidade
das paredes, podendo provocar resultados bastante divergentes
daqueles encontrados em mesoescala, além da menor resisténcia
quimica a solventes organicos. Boa parte dos materiais poliméricos
pode ser atacada ou entumecer em contato prolongado com solventes
organicos,**!* o que pode representar uma dificuldade adicional nas
extragdes envolvendo uma fase organica.

No caso particular da eletroextragdo em fase sélida, a principal
demanda € o posicionamento da fase estaciondria na regido deseja-
da, no interior do chip. Algumas solucdes apresentadas na literatura
s30 o uso de pilares ou estrangulamento dos canais, de maneira a
imobilizar as particulas do sorvente. Outra alternativa discutida € a
polimerizag@o da fase sdlida dentro dos canais, principalmente por
meio de radiagdo ultravioleta.'* Finalmente, pode-se mencionar a
imobilizacdo da fase sélida ao longo das paredes do capilar, ao invés
de seu preenchimento completo.'*” As pequenas dimensdes do canal
permitem que a eficiéncia de extracio seja elevada, uma vez que a
distancia entre o centro do canal e a fase sélida € pequena e pode ser
rapidamente percorrida pelos compostos em solugdo.

Quanto as fases liquidas utilizadas, quase sempre s3o mantidas as
condigdes otimizadas para as técnicas convencionais. Por exemplo,
nos trabalhos em que a eletroextracdo liquido-liquido foi miniaturi-
zada®*13%1% as condig¢des de extragdo foram semelhantes as empre-
gadas em trabalhos envolvendo sistemas de extragdo com dimensdes
convencionais. A escolha se deve, neste caso, a compatibilidade dos
solventes com os analitos e pouco tem a ver com a miniaturizaco. !4

Aplicacoes

O dispositivo de eletroextragdo miniaturizado mais simples € o
apresentado por Kerby et al.'*! Neste dispositivo o campo elétrico é
utilizado para separar {fons por meio de uma bifurcagiio de microcanais
e apenas uma solugdo € utilizada no processo. Estrutura semelhante
foi utilizada por Shin et al.' para a extra¢do de nanotubos de car-
bono. Contudo, nesse segundo trabalho, ao invés da bifurcacdo foi
utilizado um chip em forma de H, com duas entradas (eletrélito e
amostra) e duas saidas (uma com solug@o contendo os nanotubos e
outras contendo amostra limpa). No meio um canal permite o contato
entre as duas solugdes, beneficiando-se do fluxo laminar imposto pela
microescala. Neste trecho o potencial para eletroextragdo € aplicado.

O grupo de Hardt utilizou a extrag@o liquido-liquido auxiliada
por campo elétrico para separar moléculas de DNA e protefnas de
acordo com seu tamanho."**!*143 Schoonen er al.'** desenvolveram
um microdispositivo para eletroextragio liquido-liquido em que uma
solucdo aquosa aceptora permanece estitica e uma solucéo organica
doadora € mantida em fluxo laminar. O campo elétrico € aplicado per-
pendicularmente ao fluxo, favorecendo a migragdo eletroforética dos
analitos para a fase aceptora. Essa configurag¢@o permite uma elevada
razdo entre os volumes das solu¢des doadora e aceptora, o que resulta
em elevados fatores de pré-concentragio, como os obtidos (34 a 80
vezes) pelos autores para extragdo de carnitinas. Kuban ef al.' aco-
plaram um microdispositivo de eletroextragdo com membrana a um
capilar, para a separac@o de biomoléculas de soro e plasma sanguineo.
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Ramsey e Collins'* utilizaram a eletroextra¢éo em fase sélida como
forma de pré-tratamento de amostras em microchips, previamente a
separacdo por cromatografia eletrocinética micelar. Usando o mesmo
principio, Kutter et al.’*” apresentaram um chip com canais em forma
de cruz, semelhante ao utilizado para eletroforese capilar, com a fase
estaciondria C-18 imobilizada nas paredes do canal.

Petersen et al.'*® foram os primeiros a reportar um sistema de
EME em chip, no qual uma membrana porosa de polipropileno
(25 um de espessura) foi imobilizada entre duas placas de acrilico,
contendo canais microusinados. A solu¢do doadora foi bombeada
através dos microcanais com auxilio de uma bomba de seringa e um
potencial elétrico de 15 V foi aplicado através da membrana durante
a extra¢do. Usando NPOE como membrana liquida suportada os
autores avaliaram o chip em eletroextra¢des de drogas basicas, como
petidina, nortriptilina, metadona, haloperidol e loperamida em urina
humana. Apds a eletroextracdo, a solu¢do aceptora, composta por
HCI 10 mmol L, foi analisada por eletroforese capilar e os valores
de recuperagdo dos analitos variaram de 20 a 60%. Utilizando o
mesmo chip em outro trabalho,'¥ as solugdes doadora e aceptora
foram bombeadas pelo chip, de maneira que a solucdo aceptora foi
continuamente (em fluxo) analisada por espectrofotometria UV-vis
e espectrometria de massas. Empregando os mesmos analitos do
trabalho anterior, os autores obtiveram recuperagdes de 65 a 86% e
fatores de pré-concentragio acima de 75 vezes. Em uma nova versao
do chip para EME, uma pequena cimara de reacao foi integrada para
monitoramento in vivo do metabolismo da droga amitriptilina.'*

Nestes trabalhos descritos sobre EME em chip, a etapa de extra-
¢do foi realizada separadamente, sendo necessdria a transferéncia da
amostra pré-concentrada para o sistema de separacdo e/ou deteccao.
Porém, uma perspectiva futura € a integragdo da EME e demais etapas
de andlises em uma mesmo dispositivo microfluidico. Neste sentido,
Seidi et al.'¥ implementaram a EME em um dispositivo portatil para
determinacdo de fons chumbo (II). Uma bateria de 9 V foi utilizada
para aplicar o campo elétrico através de uma membrana liquida de
1-octanol imobilizada nos poros de uma membrana de polipropileno.
A presenga de iodeto de potassio (KI) na solugdo aceptora levou a
formagdo do precipitado amarelo de Pbl,. Usando a camara de um
telefone celular os autores relacionaram a intensidade da cor do pre-
cipitado com a concentragdo de fons chumbo (II) extraidos. Com uma
eletroextrac@o de 20 min foi possivel alcancar um limite de deteccio
de 20 ng mL"! e repetibilidades e reprodutibilidades de 3,8-7,0% e
9,8-11,9%, respectivamente.

CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de métodos e técnicas de preparo de amostras
continua sendo um assunto de grande relevancia devido a necessi-
dade de andlises de amostras cada vez mais complexas, bem como
em fung¢do da alta demanda por determinagdes seletivas de analitos
em concentracdes a niveis cada vez menores. Este artigo de revisio
demonstrou que o emprego de campo elétrico em procedimentos de
preparo de amostras pode contribuir de forma significativa para a
reducdo de tempo e aumento da eficiéncia de extra¢do de analitos ou
remogdo de interferentes. Além disso, um dos objetivos dessa revisao
¢ mostrar que esse campo de pesquisa encontra-se em estigio de
grande expansdo e ainda com muitos desafios para serem superados.
Por exemplo, a eletrélise em meio aquoso causa variagdes de pH ou
pode levar a reacdes de oxirreduc@o dos analitos, comprometendo a
eficiéncia da eletroextracao.

Estudos tedricos fundamentais vém contribuindo para um melhor
entendimento do efeito do campo elétrico e de varios outros parime-
tros nos processos de extra¢do. A miniaturizacdo dos processos de
eletroextracéio segue uma tendéncia mundial em quimica analitica e
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traz as conhecidas vantagens, como a maior portabilidade, rapidez
e menor consumo de amostras e reagentes. Além disso, a miniaturi-
zacdo pode trazer novos desafios ou solugdes para os processos de
eletroextracgdo.

Uma evolucido do emprego de campo elétrico em preparo de
amostras seria o desenvolvimento de estratégias que permitissem
aplicagdes também para analitos eletricamente neutros. Neste sentido,
aeletroextracéio em fase sélida e o emprego de carreadores carregados,
como as ciclodextrinas catidnica e anidnica, apresentam um grande
potencial para esta finalidade. Finalmente, o crescente nimero de gru-
pos de pesquisa envolvidos, os avangos obtidos e, 0 mais importante,
as vantagens do auxilio de campo elétrico em preparo de amostras
levam-nos a acreditar que em breve surgirdo os primeiros dispositivos
comerciais para eletroextracio. A confirmacio desta possibilidade
certamente traria uma maior visibilidade para a drea, além de levar
a novas demandas de desenvolvimento.
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