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RESUMO 

A preparação de amostra é considerada uma etapa primordial no processo de análise. A complexidade
da matriz e a forma como os compostos estão ligados é uma das principais dificuldades  na extração. Assim
um sistema de  solvente  aliado  a um método  de  extração,  ambos precisam ser  eficientes  frente  a  esses
percalços. Neste trabalho utilizou-se o planejamento fatorial 23  para determinar as condições ótimas para a
preparação da amostra. A análise das amostras foram realizadas em um Espectrofotômetro de fluorescência
molecular. Os fatores escolhidos para investigar a influência no sistema de extração foram: tempo de utilização
do ultrassom, o tipo de solvente (hexano ou diclorometano) e proporção solvente/amostra (1:1 e 1:3). O melhor
resultado foi obtido com a utilização do diclorometano, com o tempo de 10 min de ultrassom e a proporção
solvente/amostra  1:3.
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ABSTRACT 

The sample preparation is considered an essential step in the analysis process. The complexity of the
matrix and how the compounds are linked is one of the main difficulties in the extraction. Thus a solvent system
combined with an extraction method, both need to be effective against such mishaps. In this work we used the
23 factorial design to determine the optimum conditions for sample preparation. The analysis of the samples
were  performed  in  a  molecular  fluorescence  spectrophotometer.  The  factors  selected  to  investigate  the
influence  on  the  extraction  system  were:  time  of  use  of  ultrasound,  the  type  of  solvent  (hexane  or
dichloromethane)  and  ratio  solvent  /  sample  (1:1  and  1:3).  The  best  result  was  obtained  with  using  the
dichloromethane in time of 10 min of ultrasound and the ratio solvent / sample 1:3.
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INTRODUÇÃO 

Qualquer  amostra,  sendo  ela  orgânica
ou inorgânica, necessita passar pela etapa de
preparação  antes  de  ser  analisada.  A
preparação  da  amostra  exige  uma  criteriosa
extração pois essa etapa é determinante para a
análise da mesma. O sistema de extração ideal
deve  permitir  que  todos  os  compostos  de
interesse  presentes  na  amostra  sejam
totalmente extráidos para a fase orgânica para
que se tenha um resultado confiável, evitando-
se  assim,  os  falsos  positivos,  embora  a
incerteza  esteja  presente.  A  prepararação  da
amostra requer tempo para extrair  os analitos
de  interesse.  A  água  mesmo  sendo  um
solvente  universal  não  é  adequado  para
análise, pois a mesma mascara os resultados,
não  havendo  absorção  dos  compostos  neste
meio  por  fluorescência  molecular.  A  literatura
apresenta  várias  metodologias  para  extração
de orgânicos em amostras aquosas, entretanto
essas metodologias não justificam a escolha do
solvente no processo de extração. Por isso, foi
utilizado  um  planejamento  fatorial  23 (Barros,
2003; Rodrigues, 2005) com interpretação num
cubo geométrico 3D para analisar os resultados
e determinar a combinação adequada. A visão
estatística  de  um  planejamento  fatorial  23

fornece a condição ótima para preparação da
amostra  e  posterior  análise  (Leite,  2005).  Os
parâmetros  utilizados  neste  planejamento
foram:  tipo  de  solvente  (diclorometano  ou
hexano);  proporção  solvente/amostra;  e  a
influência  do ultrassom.  A  resposta  foi  obtida
através  de  um  Espectrofotômetro  de
Fluorescência Molecular (Queiroz  et. al. 2005).
A integração da área dos picos dos espectros
foram calculadas e associadas à concentração
dos analitos em cada amostra do planejamento
fatorial  que resultou em 8 experimentos.  Essa
área  foi  calculada  através  da  relação
comprimento de onda (nm) versus intensidade
do pico em cada uma das 8 amostras obtidas. 

A amostra sintética preparada continha
os  16  HPAs  (Hidrocarbonetos  Policíclicos
Aromáticos)  prioritários  pela  USEPA  (United
States Enviromental Protection Agency) (Bohm
et  al.  2002)  como  forma  de  observar  a
eficiência de extração daquela amostra.

Os  HPAs  são  compostos  orgânicos
provenientes do petróleo que apresentam uma
estrutura cíclica variando de dois a seis anéis.

Eles  têm  recebido  mais  atenção  desde  que
foram  encontrados  no  solo  pela  primeira  vez
(Blumer,  1975,  p.  53-55;  Sissino  et  al.  2003;
Artiola,  2004;  USEPA,  1999).  Os  HPAs
recebem uma atenção considerável  devido às
propriedades  mutagênicas,  teratogênicas  e
carcinogênicas  de alguns  deles  (Costa,  2001;
Yu et. al. 2004; Arbex, 2001). 

Neste  trabalho  os  HPAs  foram
analisados  pela  técnica  de  Fluorescência
Molecular no ultravioleta  (Queiroz et. al. 2005;
Atkins,  2002),  que  tem  sido  amplamente
empregada,  devido  à  rapidez  e  facilidade
analítica, ao custo relativamente baixo e a alta
sensibilidade.  Entretanto,  esse  método
apresenta  limitação  capaz  de  diferenciar
hidrocarbonetos  diferentes,  (Neves,  2006).  Os
principais  objetivos  foram:  1)  investigar  a
influência de três fatores que são considerados
determinantes no processo de extração: tipo de
solvente  (Cienfuegos,  2002);   proporção
solvente/amostra;  utilização  do  ultrassom
(Kummrow,  2004)  –  utilizando  a  técnica
analítica de fluorescência molecular, 2) utilizar a
interpretação  geométrica  para  determinar  a
condição ótima de extração líquido-líquido dos
HPAs (Giessing, 2003).

DESENVOLVIMENTO 

Neste trabalho foi utilizado uma amostra
sintética de água deionizada contaminada com
os  16  HPAs  prioritários  (Boehm  et  al.  2002).
Utilizou-se  um  planejamento  fatorial  23 para
verificar  a  melhor  combinação  do  sistema de
extração da amostra sintética (Brito, 2003).

A combinação dos três fatores (tipo de
solvente,  proporção solvente/amostra, uso do
ultrassom) em dois  níveis (mínimo e máximo)
resultou em 8 ensaios para a extração líquido-
líquido das amostras sintéticas de água como
mostra a Tabela 1. 

A  extração  das  amostras  dos  8
experimentos  foram  realizadas  aleatoriamente
(através  de  sorteio)  a  fim  de  se  diminuir  a
propagação de erros. 

Depois de submetidas às combinações
do planejamento fatorial, os extratos orgânicos
foram  levados  ao  espectrofotômetro  de
fluorescência  para  serem  analisados.  Os
espectros obtidos do espectrofluorímetro foram
plotados  no  software  Origin  Pro  7.5  para
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posterior cálculo da área (Barbosa, 2008). 
As  8  combinações  do  planejamento

fatorial 23 estão apresentadas na Tabela 2 com
seus respectivos níveis mínimo (-) e máximo (+)
de cada experimento.

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Os  resultados  em  termos  de
concentração,  obtidos  dos  espectros  de
fluorescência molecular (Castillo, 2004) através
da relação comprimento de onda (nm) versus
intensidade  de  cada  solução  sintética  obtida,
foram colocados  em um cubo  geométrico  3D
para  se  determinar  o  melhor  sistema  de
extração da amostra sintética preparada. E por
fim verificar  qual  o tipo de influência  de cada
fator  investigado.  A  interpretação  do  cubo
geométrico  nos  permitiu  identificar  como  os
fatores influenciam no sistema de extração da
amostra.

Cada  um  dos  8  vértices  do  cubo
corresponde às  respostas (concentrações dos
extratos  orgânicos  nas  8  combinações  do
planejamento  23)  que  pode  ser  verificado  na
representação da Figura 1.

Observando o cubo da Figura 1, pode-
se  verificar  que  o  uso  do  solvente
diclorometano  (nível  máximo  (+))  influencia
positivamente  na  extração,  uma  vez  que
apresenta  uma elevação na concentração em
todos  os  ensaios  nos  quais  ele  é  utilizado.
Contudo,  consegue-se  uma  otimização  do
processo  quando  se  utiliza  o  diclorometano
juntamente com a proporção solvente/amostra
1:3  (também  nível  máximo  (+)).  O  fato  do
diclorometano  possuir  um  poder  de  extração
superior  ao hexano  se deve  ao valor  do seu
índice  polar.  O  hexano  apresenta  um  índice
polar  bastante  baixo  em  comparação  ao
diclorometano. Além disso, o hexano apresenta
uma  toxidade  maior  por  ser  um  solvente
bastante volátil.  Analisando o cubo geométrico
quando  comparamos os  vértices:  1  com 2;  3
com  4;  5  com  6;  7  com  8,  verificamos  um
aumento  nas  respostas.  Isso  evidencia
positivamente  a  influência  do  uso
diclorometano.  Para  analisar  a  proporção
solvente/amostra  comparamos  os  vértices  1
com 5; 2 com 6; 3 com 7; 4 com 8. Percebe-se
que as melhores respostas são obtidas através
da proporção 1:3  solvente/amostra.  E por  fim
analisamos  a  influência  do  uso  do  ultrassom

comparando-se  as  respostas  dos  vértices  1
com 3; 2 com 4; 5 com 7; 6 com 8. Verifica-se
também  que  o  uso  do  ultrassom  aumenta
significativamente as respostas.

CONCLUSÕES: 

A otimização  do processo  de extração
de HPAs de uma amostra aquosa exige alguns
requisitos  que  devem  ser  levados  em
consideração  para  se  ter  um  resultado
confiável, evitando-se assim os falsos positivos.
Por isso, o trabalho acima descrito foi realizado
com a ajuda de um planejamento fatorial  que
permitiu  verificar  a  influência  dos  fatores
combinados  em  seus  dois  níveis,  mínimo  e
máximo.  Portanto,  a  combinação  do
planejamento  fatorial  23 utilizando  o  solvente
diclorometano  na  proporção  1:3
solvente/amostra  com  agitação  no  ultrassom
forneceu  uma  melhor  e  satisfatória  resposta,
indicando  assim,  uma  eficiente  extração  dos
compostos  de  interesse.  A  utilização  da
interpretação geométrica do cubo revelou que:
a)  Pôde-se  observar  uma  diferença  entre  os
dois  tipos  de  solventes  utilizados,  entretanto,
não pode-se descartar  a possibilidade do uso
do  hexano  que  também  apresentou  bons
valores na extração dos HPAs;
(b)  A  proporção  1:3  mostrou  em  todas  as
combinações  valores  representativos  quando
na sua interação entre o diclorometano, e;
(c) A utilização do ultrassom indiscutivelmente
favorece a recuperação dos HPAs.
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Tabela 1 - Fatores utilizados na análise com os respectivos valores dos níveis mínimo (-) e máximo (+).

Fatores
Níveis

(-1) (+1)

Solvente Hexano Diclorometano

Proporção
Solvente/Amostra

1:1 1:3

Ultrassom Sem Com

Tabela 2 - Matriz de planejamento dos ensaios.

Ensaio Solvente
Proporção

Solvente/Amostra
Ultrassom

1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
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Figura 1 - Representação do cubo com as respostas em cada um dos oito vértices referentes aos oito ensaios
do planejamento fatorial 23. 
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