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SPME, SOLID PHASE MICRO-EXTRATION. Fundamental aspects of Solid Phase Micro-Extrac-
tion (SPME) are discussed in the present paper. The application of SPME as a microtechnique of
sample preparation for gas chromatographic analysis is considered and related to existing theo-
retical models. Both research prototypes and commercial SPME devices are considered.
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INTRODUCAO da amostra. Um destes métodos é a SPME, porque ndo utiliza
solvente, tem alto poder de concentracdo (adequando-se com
A qualidade de um método analitico é determinada, comas sensibilidades dos detectores de CG), é aplicavel a muitos
representado na Figura 1, pela qualidade de suas etapas, C@iffos de analitos e facilita o transporte do material extraido
seus erros experimentais. Por um lado, esta qualidade depenggra o cromatégrafd‘
da técnica de amostragem, com a qual seleciona-se uma fragdo
presumivelmente representativa da amostra primaria. Nesta frag QUE E SPME?
¢do devem-se identificar e quantificar analitos, que sdo os com-
ponentes quimicos que, também presumivelmemtdefinem. SPME é uma microtécnica, em que os processos de extra-
E comum n&o se analisar quimicamente matrizes na forma brigdo e pré-concentracdo de analitos ocorrem numa escala
ta, pois elas costumam ter e gerar interferéncias e incompatibdimensional que ndo é das mais usuais. O dispositivo basico
lidades com equipamentos analiticos. Para contornar tais prate SPME consiste de um bastdo de fibra o6tica, de silica fundi-
blemas sdo empregados procedimentoprdparo da amostra, da (FS) de 100 mm de diametro, com 10 mm de uma extremi-
com 0s quais procura-se isolar e concentrar os analitos a niveiade recoberto com um filme fino de um polimero (e.g., poli-
adequados e obter um nivel de limpeza da amostra que n&bmetilsiloxano = PDMS, poliacrilato = PA ou Carbowax =
comprometa a sua andlise quimica. Portanto, o preparo dawx) ou de um sélido adsorvente (e.g., carvdo ativo
amostra também inclui a sua compatibilizagdo com a técnicanicroparticulado = Carboxeh)O detalhe da Figura 2B repre-
que fornecera os dados quimicos. A SPME é uma opcéo relsenta uma fibra comercial em querecobrimente ou filme
tivamente recenfe que tem sido empregada para essas operaextrator, tem espessura de 1i0®.
¢Bes que criam o elo entre a matriz quimica e o instrumental
analitico, sendo particularmente interessante para Cromatogra-
fia Gasosa.
b
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O intensivo uso da Cromatografia Gasosa (CG) e os ffr’,?

consequentes desenvolvimentos tecnolégicos resultaram numa ) - ] . ]
poderosa técnica de separacdo que possibilita a deteccdo figura 2. Dispositivo da fibra de SPME: (A) Posicdo com a fibra
analitos virtualmente pur@sEm outros termos, a CG prepara Egt)ralgg %% i%l#hg f(itt‘,‘f;"er;'pgggrm3°dgfafﬂ2n;§gom%§t§gé%£ 3586 drlnnr1ne)n
d~e forma adrplré_lvel 0s a}r_lalltos para 'dent'flcagéo_ e quam'flca'sc")eg tl'p(i;cas da secédo comp recdbrimento de (d0de espessura.

¢do. Como técnica analitica ela depende da qualidade da etapa

de preparo da amostra, pois quase nenhuma matriz pode ser

diretamente injetada num cromatdégrafo gasoso. Este € o caso As espessuras dos recobrimentog, de fibras comerciais
tipico de anélise de matrizes de origem ambiental, que via deariam de 7um a 100um e seus volumes de 0,Q& a 0,7

regra contém além de particulados n&o volateis, termodegrad@l*®. A extragdo ocorre mergulhando-se a secdo recoberta na
veis, etc, agua em quantidades incompativeis com as colunasnostra, ou no seu “headspace”. As seguintes consideragdes ilus-
cromatograficas e detectores de CG. Portanto, a viabilizagdtram as vantagens da microescala de extragdo. Imagine-se uma
da analise por CG depende de um método adequado de prepaeticula, de 1uL, de solvente orgénico, colocada em 10 ml
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(10.000pL) de uma matriz aquosa com analitos organicos. Esta perfurar retirar  Ppara retirar
goticula de solvente representaria um décimo milésimo do volu- septo & Cmmaﬁégrafo
me da matriz. Por afinidade, analitos organicos migrariam da extrair dessorcio
matriz para a goticula de solvente onde seriam concentrados de =
acordo com seus coeficientes de particao entre o solvente orgéa- § =
nico e a matriz aquosa. Para fins quantitativos, depois de saturada ;
com os analitos, a goticula dallteria de ser retirada intacta ;
do seio da matriz — onde ela deveria ser imiscivel, mesmo sob | *
agitacdo - e injetada para Cromatografia Gasosa. O volume da
gota e o nivel de concentracdo dos analitos resultariam num O
cromatograma em que a superposicdo dos analitos a cauda do
pico do solvente ndo comprometeria a andalise quantitativa. A
microescala apresentaria mais uma vantagem: como, comparati-
vamente a matriz, em cada gota haveria pouco analito, as peque-
nas quantidades extraidas ndo descacterizariam as corresponden-
tes concentracdes na matriz. Desta forma, outras extracdes po-
deriam ser realizadas na mesma matriz, para dispor de replicatas
estatisticamente confidveis. Entretanto, na forma descrita acima, .
este procedimento seria inviavel pelas dificuldades experimen- EXTRAGAO  ANALISE CROMATOGRAFICA

tais inerentes, por exemplo, a manipulacdo de volumes tdo pe- .
quenos de solvente. Na SPME o recobrimento da fibra age dg9ura 4. Uso do amostrador de SPME para o processo de extragao
modo similar a goticula do exemplo acima; entretanto, por estaf ° de dessorcdo do material extraido para analise por CG.
imobilizado no suporte de FS, a sua introducao e remocéo quan-

titativa da matriz é facilitada, contornando grande parte dos pro- Com a fibra retraida na agulha, o septo do frasco de

blemas praticos associados ao exemplo discutido. Porém, sob gmostra é perfurado e a fibra é exposta & amostra. Termina-
demais aspectos a SPME mantém todas as demais complexidgo o tempo de extracdo a fibra é novamente retraida, a agu-
des inerentes aos métodos de extragdo convencionais. lha é retirada do septo e levada para insercdo no CG. Com
Realizada a extragdo, a fibra € retirada da amostra e inserida fibra retraida o septo do injetor é perfurado, a fibra é

no injetor do cromatografo gasoso, onde os analitos sdo termixposta para dessorcdo térmica e, terminada a dessorgéo, é
camente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e carregad@graida e a agulha retirada. Apds o procedimento é alta-
para a coluna cromatografica. Com as dimensfes antes menghente recomendavel vedar a agulha com um pedaco de
onadas as fibras extraem pequenas quantidades de analito,s@pto, para evitar contaminacées da fibra, o que também
que facilita sua dessorcéo e subsequente separacdo cromaffrxilia amostrar em locais distantes e transportar o conjunto
grafica. As fibras sdo frageis, razdo pela qual o dispositivipara o laboratérid

mostrado na Figura 2 foi projetado para que ela possa ser re- As fibras disponiveis comercialmente para CG estéo relaci-
traida para dentro do tubo hipodérmico durante operacdes qushadas na Tabela 1. As sugestdes de aplicacdes desta tabela
possam danifica-las (Figura 2A), tais como a de transporte e asgo necessariamente genéricas, pois as fibras relacionadas fo-

de perfurar o septo do frasco de amostra e o do injetor deam desenvolvidas para uso geral. Fibras para problemas espe-
Cromatografo. A operacao Completa para extragao e dessorga};(pﬁcos ainda nao sao comercia"zaﬁas

para andlise cromatogréafica é descrita a seguir.

injetor do cromatégrafo

~ FUNDAMENTOS DA TEORIA DA SPME
DESCRICAO E USO DO SISTEMA DE SPME

COMERCIAL Numa extracdo por SPME as moléculas do analito tem de
se deslocar da matriz e penetrar no recobrimento e, para isto,
resisténcias a transferéncias de massa devem ser vencidas, até
Gue se estabeleca um equilibrio de particdo (ou de adsorcéo,
ara o caso de recobrimentos sélidos) do analito, entre a fibra

d Fi 3 a fibra & ambolo. N '0 meio que a envolve. Portanto, a teoria de SPME baseia-se
como mostrado na Figura 3, a fibra € presa a um émbolo. Ng, ¢ingtica de transferéncia de massa entre fases e na termodi-

extremidade oposta ao émbolo, o tubo hipodérmico fica expoSiamica que descreve o equilibrio de particdo do analito entre
to, fpons além de proteger a fibra ele & a agulha com que s§9,5 A discussdo teérica, apresentada sequenciadamente em
perfurados septos. Na Figura 3B & mostrado que no corpo dsrins artigos é extensa, de tal forma que agrupada em livro

amostrador existe uma fenda em forma de “Z", na qual cor&,pre 5 técnica cobre 72 paginas. Aqui esta discussdo foi
um pino que, preso ao émbolo, guia o seu deslocamento. bstancialmente abreviada

movimento de exposicao da fibra, quando o pino atinge o corte

transversal da fenda (Figura 3B), um pequeno giro do émbol : X
trava a fibra na posicdo “exposta”. e EQUILIBRIO DE PARTICAO EM SPME

Com o dispositivo da fibra (Figura 2) eamostrador(uma
espécie de seringa, Figura 3) o manuseio das fibras para extr
cdo é bastante facilitado. O dispositivo da fibra, que ndo pod
ser manipulado diretamente, é usado com o amostrador ond

A SPME é um processo baseado em equilibrios simultaneos
em sistemas multifasicos. Um sistema trifasico ideal simples é
o de uma fibra mergulhada numa matriz aquosa com um hea-
dspace; sistemas reais sdo mais complexos pois, nem o heads-
pace nem a matriz sdo solugdes ideais, os analitos podem
interagir entre si, com as paredes do frasco e eventualmente
Lom o bastdo de silica fundida da fibra. Os fundamentos da
distribuicdo de massas na extracdo podem ser descritos a partir
do que ocorreria num sistema ideal trifasico: antes da extracao,
np moles do analito estariam presentes, com uma concentragao

A sequéncia de procedimentos para realizar a extracdo e @, em um volume ¥ da matri?; quando completada a extra-
dessorgéo no injetor do cromatégrafo é mostrada na Figura ¢80, os B moles se distribuiriam entre as fases, isto%g§,ma

Figura 3. (A) Vista interna do amostrador de SPME com a fibra ex-
posta; (B) vista com a fibra exposta e o émbolo travado pelo pino n
centro da fenda em “Z".
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Tabela 1.Fibras de SPME disponiveis comercialmérite

Tipo? Composigcdo Quimica i/ pm ATOC P Aplicacédo sugerida
N&o-polares Polidimetilasiloxano (PDMS) 100; 200-220 Basicamente para compostos apolares.
30; E possivel usar com polares.
7 220-320C
Polares Poliacrilato (PA) 85 220-3%0 Medianamente a altamente polares, como
fendis, pesticidas orgafosforados. Cetonas,
Carbowax/divinilbenzeno 65 200-28D alcoois. Volateis de média a alta polaridade.
(CW-DVB)
Bi-polares PDMS-DVB 65 200-27C Volateis e ndo volateis de baixa a alta
polaridade.
Carboxen-PDMS 75 — Volateis.

a. Ndo estdo relacionadas fibras para Cromatografia LiquidsT®. = faixa de temperatura indicada dessorcéo.

matriz aquosa®(= equilibrio), i, no headspace €:ma fibra. (PDMS, Ly = 100pum) e um analito como benzeno, de=D2,8
A conservacdo de massa no processo é expressada como: x 10° cm.s!, é previsto quegt seria cerca de 20 segundbs
Na pratica este valor s6 é aproximado quando a extragdo do
—n® +n+n benzeno é feita de uma matriz gasds&m extragées de ma-
Mg = Ny + 1Ny + 1 (1) . o g .
trizes aquosas, 0 tempo necessario ao transito do analito pela

Abaixo, a Equacdo 2 correlaciona as constantes de distrir_natriz até atingir a superficie da fibra teria de ser considerado;

buicdo fibra-matriz, kK, = C%/C%,, fibra-headspace, #= C&/ neste caso q.® de 200 s ou mais(Figura 5).
€, e headspace-matriz,,)k = C%/C%, ; esta equacdo é obtida

da Equagdo 1 com as substituicbes dos volumes e concentra- 40

¢bes das fasesm equilibrio, respectivamente, para a matriz, o A —F]

headspace e a fibra¥e Cn VS e G, V& e Gt % A
bl B

Kim = KinKnm @

¢do 2 na Equacao 1 e rearranjos algébricos, obtém-se a Equa-
¢éo 3, que fornece a quantidade de analito extraido no sistema
em equilibrio.

=]
=
Apo6s substituicdo das constantes de distribuicdo e da Equa- ?; 20
=
3

10
né = KmefCOVm 3
®=
KimVi + KpmVh + Vi 3) 0 — .
o 200 400 800
Assim, a Equagdo 3 correlaciona a quantidade extraida do tempo/s

analito com os parametros fundamentais dos equilibrios simul- _ 3 )

taneos e descreve o aspecto termodinamico da SPME. Contfrigura 5. Perfis de extragdo para 1 ppm de benzeno em agua, (A)
do, a Equacdo 3 ndo se relaciona com o intervalo de tem g‘j(”fgﬁ %r?gldg'fgmn%”tfogefl%lgg‘?;? ;‘oéufr%r;dggi‘zi&fsv dDez\gi
necessario para atingir o equmbrlo_. Este |nt¢rvalo de tempotagéo: (B) agitacéio magnética a 2500 rpm, (C) 1800 rpm, (D) 400 rpm
que € _fundamental do pontg d.e vista experlmerjtal, dependg (E) sem agitagdo. Agitador magnético de 7 mm de comprimento, fras-
das dificuldades de transferéncia de massa no sistema. co de 7,4 ml, fibra de{l= 0,56 mm posicionada no centro do frasco.

CONSIDERA(;C)ES CINETICAS EM SPME . - . . ~
Na Figura 5 sdo mostradas cinco perfis de extragdo (curvas

A Equacéo 4, cujo desenvolvimento é detalhadd®esx- correlacionando fragdo extraida com tempo de extracdo), do
pressa o tempo para atingir o equilibrig,em funcdo da es- benzeno com fibra PDMS. A curva A é teotrica e representa o
pessura do recobrimento f{Le do coeficiente de difusdo do Ccomportamento segundo a Equac&o 4; as demais curvas séo
soluto nessa camada D experimentais, com varios niveis de agitacdo da matriz aquosa

(curvas B, C, D) e sem agitacdo (curva E). Comparando-se as
L2 curvas experimentais nota-se que, @iminui com o aumento
to=tgs = —— (4) da agitagdo da matriz, porque este procedimento facilita o
2D contacto do analito com a fibra. No entanto, mesmo sob agita-
¢ao o t é substancialmente menor do que o previsto pela Equa-

Segundo esta equagdo, o tempo necessario para atingirgdio 4. Isto ocorre porque apesar da agitacdo, a superficie da
equilibrio seria infinito mas, devido as incertezas experimendibra fica em contacto com uma camada estatica da matriz, de
tais inerentes as extragcbes por SPME, considera-se, como masspessurd, onde néo existe agitacdo (Figura 6).

trado na Equagéo 4, um tempo de equilibrio pratigp,que Ao contrario do que ocorre na regido agitada, na camada
correspondente a extragdo de 95% da massa que seria extraiktatica a transferéncia de massa ocorre exclusivamente por di-
apos um tempo infinito de extracao. fusdo e, portanto, € mais lenta. Na Equacgdo 5 o pr@dytd.¢

A correlagdo do modelamento pela Equagéo 4 com a situaelaciona os fatores responsaveis pelo retardamento plgis o
¢do experimental precisa ser avaliada com cautela. Por exentempo para equilibrio é incrementado com o aumento da camada
plo, quando nela sdo substituidos os parédmetros para a fibestatica, da espessura do recobrimento da fibra epglegke
com o recobrimento mais espesso comercialmente disponivelimensiona a quantidade de analito necessaria para ser atingida
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Figura 6. Extragdo SPME direta com agitagdo pratica. d = espessura
da camada estatica (ndo agitada).

Fracdo Extraida

a concentragéo de equilibrio na fibtaA Equacéo 5 aplicada a 0 24 6 8
extragdo do benzeno de agua resulta numa previsdo-d8a Extrag&o / min
st proxima dos resultados mostrados na Figura 5.

o equilibrio é facilitado quando
a fracdo extraida é pequena
relagdo-a quantidade de-analto
disponivel

KL
—fm=t (5) Figura 7. Correlacdes entre osie Ky, e os perfis de extragédo para
analitos extraidos num sistema hipotético (adaptada de 15; detalhes

no texto).
A Equacéo 5 tem implicacbes experimentais importantes na
extracdo direta com agitacdo. Uma delas é a de que o tempo . . ~
para atingir o equilibrio é mais dependente da difuséo do solutgonforme o destaque na Figura 7B, conclui-se que a extragdo €
na camada aquosa estacionaria;)(@o que na fibra. Além avorecida para analitos que tenharp, S|multar_1eamer._maell§,va-
disto, fibras com recobrimentos menos espessos sdo converf® € Paixo Hy, porque a concentracdo de analito na fibra € peque-
entes para extragdes mais rapidas (deve-se, porém considefit €M relacao a sua concentragdo na anfbstaque ocorre na
que com recobrimentos finos a quantidade de material extraidB'atica pois os volumes dos recobrimentos das fibras sdo muito
menores que os da amostra e do headspace.

é menor, 0 que pode limitar a sensibilidade analitica). Um exemplo interessante do efeito do valor dedrepre-

As discussdes anteriores enfocaram os fundamentos da X ~ . ~
SPME direta em matrizes aquosas e gasosas. A SPME tambéifintado na Figura 8, em que sao mostrados perfis de extracao

pode ser usada para extragdes do headspace, como discutidd® headspace para benzeno e o-xileno.
seguir. Nestas extracdes, a transferéncia de massa num sistema

te = tgg =30

m

trifasico fibra-headspace-matriziepende dos equilibrios de .
particdo entre as trés fases, das dimensdes das fases e dog, L — —%
coeficientes de difuséo do soluto nelas. A correlagéo entre es- < 50— 0 - xileno, Ky = 2900
tes fatores e o tempo de equilibrio, valida para extragdes sem g 40
agitacdo é descrita pela Equagédo 6: %
£ 30
O L L, O ®
.=t =18 L+ fmlt 6 >
) <Dy 16D, E " © 2 O S : 3
~ . . =10 benzeno, I = 301
De acordo com esta equacdo, é conveniente minimizar as 0
espessuras da matriz (L, do headspace {)- e da fibra (. | | | I |
As limitagbes para diminuicdo dg foram comentadas anteri- 0 2 4 6 8 10
ormente; uma excessiva diminuicdo dg também pode com- Tempo de extragdo / min

prometer a sensibilidad_e do método e as _diAmir_wuigéesmde L = Figura 8. Perfiz de extragdo obtidos para SPME de headspace sob
Ln podem afetar neqatlvamente a term_odlnamlca de extraga(g g?tagéo, de solucéo aqugsa com 1 p;?m de benzeno e o-xilgno (adap-
caso as concentragfes do analito variem excessivamente a de 9).
headspace e na matriz. Outros aspectos praticos prendem-se
aos coeficientes de difusdo e as constantes de equilibrio de
particdo. Problemas com coeficientes de difusdo desfavoraveis Na Figura 8, o tempo de extragdo do benzeno é de cerca de
podem ser contornados com agitagcdo e/ou aquecimento do si20 s e o do o-xileno aproximadamente 100 s. Eles tém, respec-
tema. Quanto as constantes de distribuigdo, o compromisstivamente, pontos de ebuli¢cdo iguais &B@ 142C. A maior
entre elas pode ser explorado com base na Figura 7. volatilidade do benzeno torna mais facil a sua passagem para o

Na Figura 7A estdo representados, para analitos cgm K headspace. Ao mesmo tempo, é menor a quantidade de benzeno
10.000, os perfis de extracio pargk 0,2, K = 0,02 e K, extraida no equilibrio (i = 301 (benzeno) e 2900 (o-xileAd)

As discuss8es anteriores indicam que no trabalho experimen-

= 0,0025. Nota-se que o equilibrio é atingido muito mais rapida-
tal os perfis de extracdo devem ser estabelecidos, para serem

mente para o maior valor de,K Por outro lado, na Figura 7B,
em que estao representados perfis de extracao para B,2 e obtém o tempo e as condicGes adequadas para o equilibrio de
K, = 100, 1.000 e 10.000, é evidenciado que o equilibrio é atinextracdo. Definir estas condi¢cdes constitui-se no desenvolvimento

gido mais rapidamente para o menor valor dg Rortanto, de um método SPME, discutido a seguir.
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DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE SPME Por exemplo, na extragdo de humuleno e cariofileno de lUpu-
l0'® a opcdo natural foi a extracdo do headspace, por tratar-se

A discussdo que segue aplica-se ao desenvolvimento de ude matriz sélida. Para matrizes aquosas “limpas” ambas alter-

método de SPME em condi¢es de equilibrio (dispositivos paraativas mencionadas devem ser verificadas. Um critério geral
extrag8o exaustiva s6 existem a nivel de pesQuisandlise por é o de que a SPME de headspace é indicada para analitos de

CG, para a qual a SPME foi primordialmente desenvolvida. Estenédia e alta volatilidadé No entanto, numa analise de COVs

desenvolvimento pode ser considerado como constituido das eteeompostos organicos volateis) em agua a SPME direta foi a

pas de extracdo e de transferéncia do material da fibra pamaelhor opgdo pois, com fibra PDMS 10t as relacdes entre

analise cromatografica. Na primeira etapa € essencial estabel@s quantidades recuperadas por extragédo direta e de headspace
cer os perfis de extracéo dos analitos; na segunda etapa devefseam de 30:1 para cloreto de vinila, 13:1 para cloroférmio,
otimizar a transferéncia do material extraido para a coluna crot0:1 para benzeno e 6:1 para toluerRortanto, eventualmen-
matogréfica e a resolugédo cromatografica. A metodologia deste a SPME direta pode ser aplicada para compostos vof4teis
procedimento envolve a seguinte estratégia analitica.

O conhecimento do problema analiticBstabelecer quais SELECAO DO TIPO DE FIBRA

os analitos de interesse e preparar uma amostra sintética a partir

de seus padrdes ou de compostos similares. Com esta amostraAs sugestdes gerais de uso para as fibras comercialmente

executa-se o primeiro passo da etapa de extragdo: avaliar odisponiveis relacionadas na Tabela 1 sédo Uteis como ponto de

de cada analito, via de regra com mais do que um tipo de fibrpartida, mas devem ser conferidas experimentalmente. Por

(Tabela 1) e analisar os extratos por CG. Serdo coletadas imxemplo, na Figura 9 mostra-se que a umidade, um fator rela-

formacdes sobre: cionado com a caracteristica da amostra, afeta a extracdo de

« as condicdes cromatograficas (coluna, detector, etc) aproacetona, etanol e isopreno de halito humno
priadas para os analitos;

e qual recobrimento é mais adequado para os analitos;

e quais condi¢des de extracdo (agitacdo, temperatura, extra-
¢do direta ou de headspace, volumes do frasco de amostra-
gem, da amostra e do headspace) sdo as mais convenientes;

e quais as condi¢cbes para dessorcdo no injetor do cromatoé-
grafo (que podem redefinir as condi¢cdes cromatograficas);

* 0 procedimento experimental para obter os perfis de extra- P ——— P e ———
¢do destes “analitos padréo”. Umidade relativa [ ] .

Primeira aproximac&o do problema representado pela ma- =126% N =907% B -w00%

triz: Trabalhar, como anteriormente, com amostras sintética&igura 9. Efeito do tipo de recobrimento e umidade relativa sobre a

dos analitos, ou os compostos que 0s representem, em cofuantidade de compostos extraidos de amostra gasosa (halito humano).

centragcdes similares as esperadas na matriz. Assim sera pos-

sivel avaliar: _ _ Das fibras estudadas acima, a PDMS foi selecionada por ser

* se € possivel optar por fibra com recobrimento de menof,enes afetada pela umidade, embora a PDMS / DVB extraisse
espessura, . . maiores quantidades dos analitos. A literatura reporta usos e

* se é possivel extrair os analitos do headspace; caracteristicas de fibras (ver Apéndice B, p. 229-24%);esstas

* se as condicGes de extracdo e de cromatografia tem de Sformacses também podem ser localizadas em notas técnicas

Contagens (unidades arbitrérias)
Contagens (unidades arbitrarias)

redimensionadas; dos fabricanted.
* se os perfis de extracdo aplicam-se a concentracdes proxi-
mas das reais. ESTUDO DOS PERFIS DE EXTRACAO

Segunda aproximacdo do problema representado pela ma-
triz: Simular a matriz, adicionando as amostras sintéticas com- Estabelecer os perfis de extragéo é uma forma segura de
ponentes extra-analitos representativos daqueles que possiv@lyaliar a eventual necessidade de reciclagem de procedimentos
mente existam na matriz real. Isto podera revelar: que otimizem o tempo de extragdo. Entre os fatores passiveis
* se é possivel operar com a SPME direta, pois componentesge alteracdo estdo a espessura da fibra e sua afinidade com os
da matriz podem contaminar/deteriorar a fibra e/ou impedirana“tos’ a agitacdo do sistema (Figura 5), a sua temperatura e

a subsequgenfe anélise por cG;, . o tipo de frasco utilizado (volume, formato e material de cons-
* se as condi¢oes de extragdo anteriormente avaliadas tem g@ica0). Comparar os perfis de extragéo de analitos diferentes
ser readaptadas; mostra qual o tempo minimo para as extra¢@es simultaneas

* se é viavel analisar simultaneamente todos os analitos, polsuma amostra e quais as sensibilidades relativas entre os cor-
alguns podem demandar a extracdo do headspace e outrasspondentes analitos (Figura 8). Um exemplo de exploragéo
a extracdo direta (neste caso o método passa a ser substafs informagdes obtidas dos perfis de equilibrio encontra-se na
cialmente complexo). anteriormente citada extracdo de humuleno e cariofileno de

+ Trabalhar com a sua matriz real: todas as preocupagdes eKrpulo'®, onde o interesse era obter as razdes entre as quanti-
perimentais anteriores séo passiveis de reavaliacdes e eveglades de humuleno e cariofileno (H/C). Dois procedimentos de
tuais modificagdes. ] ) SPME de headspace foram testados: (a) extrair depois de aque-

* Validar o método. Discutido em Validagdo do Método.  cer a amostra a 80 por 12 h e (b) extrair quando a amostra
A estratégia acima aplica-se desde o preparo da amostra aj¢ingisse a temperatura de°60 Na Figura 10 os valores ob-

a Sua anélise; no caso de SPME ela envolve tanto procedimeﬂdos de H/C sao Comparados ao obtido por extragéo com va-

tos basicos, aplicaveis a qualquer método analitico, quantgor d'agua, que é o método convencional para estas ahlises

procedimentos proprios da SPME. No exemplo da figura 10 determinou-se que o tempo de
B ~ extracdo adequado para humuleno e cariofileno era de 4 h,
SELECAO DO MODO DE EXTRACAO com ou sem o pré-aquecimento da amostra, e que sem o

pré-aquecimento a razdo H/C obtida (2,75) é proxima ao

As opgbes sdo a SPME direta e de headspace. O fato dalor medido com o método de extragdo por arraste com

SPME direta ndo ser aplicavel a matrizes aquosas contendapor d’agua. Além disso, como com pré-aquecimento por
particulados e a matrizes sélidas evita trabalhos infrutiferos12 h a raz&o H/C aumentava para cerca de 3, supds-se que
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Tempo /h Figura 11. Efeito do volume do headspace sobre a quantidade de analito

Figura 10. Razbes humuleno / cariofileno para extragdes SPME de€Xtraida. Frasco de 40 ml, fibra PDMS 100. (A) cloroférmio, K =
uma amostra de lupulo aguecida a®60sem e com um periodo de 12 400, km= 0,15, (B) 1,1,1-tricloretano, # = 2500, k= 0,7 e (C)
h de pré-aquecimenttf. Também é mostrada a raz&o H/C obtida pela tetracloreto de carbono, (§ = 1000, K= 1,24 (adaptada de 32).

extragdo com arraste por vapor d'agua.

Na Figura 11 o uso da razdq/Vy, € muito conveniente,

este procedimento alteraria a amostra (0 que foi confirmad®0rdue como o volume do frasco é fixo, essa razdo pode ser
e atribuido a oxidac&o do cariofileno). Informacées espec,'otlmlzada variando-se a quantidade de amostra. O uso da fra-

ficas como as acima e as referentes as Figuras 5 e 8 podefi0 N/id € analiticamente relevante, porque expressa a sensibi-

ser obtidas da literatu?a?3 lidade do método e fornece a sua recuperacdo. Na figura no-
tam-se comportamentos diversos entre os analitos considera-
SELECAO DA TECNICA DE AGITACAO dos, o que é atribuido as diferengas entre os valores,de K

Khm dos compostos, como discutido no item 5.2 (Figura 7).

Como mostrado na Figura 5, a otimizagdo da agitacdo é
fundamental para abreviar o tempo de extragdo. A agitagi¥ ALIDACAO DO METODO
magnética, por sua simplicidade, € a mais comumente utiliza-
da. Outras técnicas demandam dispositivos mais complexos: As estrategias gerais para validacdo de um método depen-
vibracdo da fibra, usada em injetor automatico desenvolvidglem, entre outros fatores, das amostras, dos propositos analiti-
pela Varian; movimentagéo circular do fra¥te sonicacdo, COS e da instrumentacéo disponiveEla pode envolver: estabe-
que diminui o tempo de equilibrio mas pode adulterar a amoslecimento de linearidade, recuperacdo (fragéo extraida dos
tra?*?% Em analises de gases os efeitos de agitacdo podegnalitos) e repetibilidade; comparagédo com métodos convencio-
ser conse%g il(gos utilizando-se a técnica de extragéo sob fluxais; avaliagdes com amostras-padréo e comparagdes interlabo-

da amostr ratoriais e com resultados de andlises por instituicbes indepen-
dentes. Um procedimento importante da convalidacdo de um
OTIMIZACAO DA DESSORCAO método SPME é aplica-lo, assim como o(s) método(s) convenci-
onal a amostras reais, comparando-se os resultados — como
A dessorcao é otimizada: exemplo, veja-se na Figura 10 que para um dos modos de extra-

(a) Com a fibra colocada no centro da zona aquecida do fijetor ¢do SPME a razéo H/C coincide com o valor obtido apds extra-
(b) Com arraste rapido dos compostos dessorvidos da fibra, gdo por arraste com vapor; outros exemplos deste procedimento
que é conseguido usando-se no injetor um “liner” de pe-sdo descritos na literatdfd* As comparagdes interlaboratori-

queno diametro interno (geralmente=d0,8 mm nos liners ais e confrontagdo com analises independentes sdo menos co-
comerciais). Com a fibra inserida no liner é criada umamuns; exemplos delas s&o encontradas nag-tef§.
regido de restricdo, onde a velocidade do gas de arraste é
aumentada sem necessidade de alterar a sua pressdo, REVE RESUMO BIBLIOGRAFICO SOBRE SPME
depende das condi¢gbes cromatogréficas.

(c) Com o injetor em temperatura que seja um compromisso A SPME tem aplicacdes em areas como anélise ambiental e
entre a permitida pela fibra e a volatilidade dos analitos. de solos, 4gua, alimentos, produtos naturais e farmaceuticos,
Fundamentos da otimizacdo da dessorg¢do encontram-se madlise clinica e forenseSendo um técnica relativamente nova

literature®, (da década de $pcontinua em consolidag®p tanto sob o as-
pecto de fundamentagédo tedrica, quanto sob os de aplicacdes.

OTIMIZA(;Z\O DOS VOLUMES ENVOLVIDOS NA Na primeira descricdo de extragcdo por SPME os dispositi-

EXTRACAO vos de extracdo consistiam de microseringas de CG, adaptadas

para conter pedacgos de fibra 6tica que podiam ser expostas e

A otimizag¢do dos volumes envolvidos em SPME conti- retraidas na agulha da seringa. O filme de PDMS, que recobria
nua sendo objeto de estud®®’ por depender de fatéres e as fibras para resisténcia mecanica, foi testado como meio
parametros ndo contemplados nas equacgdes 5 e 6, comoeatrator demonstrando a potencialidade dessa microtécnica,
agitacao e o proprio volume do frasco de amostra (habitualeom extra¢des diretas de solu¢des aquosas de hidrocarbonetos
mente, de 2 a 40 f). O uso de frascos pequenos torna aaromaticos, que foram quantificados por GC com limites de
otimizagdo um processo bastante delicdd®ara simplifi-  detecgdo de até {1g.L™! e desvios-padréo relativos de até 6%
car esta discussdo optou-se por um exemplo de avaliagdo @mtre replicat#€. Comprovada a potencialidade da SPME, ini-
resultados, resultante de extracdo de headspace de clorofésiaram-se os estudos dos seus parametros operacionais basi-
mio, 1,1,1-tricloroetano e tetracloreto de carbono usandaos'*® No primeiro ensaio de extragdo seletiva com fibra di-
frascos de 4, 15 e 40 ml e fibra PDMS 1083 Conforme  ferente da PDM® foram quantificados e identificados fendis
mostrado na Figura 11, paran,\= 40 ml, para os trés com- em solugdo aquosa por extragcdo com fibras deu@5de
postos a fracdo extraida (gfntende aumentar conforme a poliacrilato e analise por CG-EM (Cromatografia Gasosa com
razdo V, / Vy diminui; a mesma tendéncia foi observada Detecgdo por Espectrometria de Massas). Ainda hoje, ampliar
para M, = 4 e 15 ml. a diversidade dos tipos de fibras é uma necessidade; como
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exemplo, o desenvolvimento da fibra Carboxen/PDMS facili-com o headspace dinamico convencional tenha sido obtida
tou a extracdo compostos volateis, como os de arSreaga- maior sensibilidade e extracdo de maior variedade de compos-
ses sulfurosd's tos. Doze alcoois e estéres foram analisados em cerveja por
Recentemente foi proposto um modelo matematico que perSPME de headspace, usando fibra PA; na comparacdo com o
mite estimar a concentragdo desse analito, a partir do seu fatbeadspace estatico convencional houve boa correla¢do entre os
de resposta para o detector por ionizacdo em chama e a areadfzis métodos e maiores sensibilidades com SBME
seu pico cromatogréfico, obtido apds uma extragdo por SPME Para identificacdo e quantificacdo por CG-EM de componen-
de headspact Este estudo, baseado em experimentos com 7ies de aromas de macas, a SPME de headdpaéei compa-
compostos funcionalmente diversos, evidencia as vantagens dada com o método convencional de headspace din¥mi@o
aplicar SPME na andlise de volateis biolégicos. O modelamentbeadspace de sucos de laranja foi estudado por SPME-C&-MS
matematico da dinamica do processo de adsor¢do em SPME, grara identificar e quantificar 17 analitos; tradicionalmente estas
condicdes de agitagéo experimental demonstra que anlises quamélises sdo realizada4® por headspace estatico e dinamico,
titativas podem ser efetuadas antes de ser atingido o equilibriarraste gasos@és stripping ou purga e trapeamento A SPME
de extrac&?®. S&o relatados tempos para equilibrio de até 1 tde headspace para andlise de aromas de queijos foi avaliada e
(SPME direta) e até 40 min (SPME headspace); os quais, peleomparada com o headspace estatico convencional, demonstran-
modelagem estudada, podem ser substancialmente abreviado®-se que a SPME extrai maior numero de componentes dos
Num estudo usando fibras PDMS, para quantificar no headspaaroma&”. A SPME de headspace permitiu a extracdo de 11 pi-
hidrocarbonetos de petréleo presentes em agua, é demonstradeazinas em 10 min, comparando-se muito favoravelmente com

possibilidade do célculo dasyKdesses analitos a partir de sua os tempos de extracdo de 17 horas de outros méfodos

retencdo cromatografita Num trabalho similar com seis tipos

de fibras é sugerido que a quantificacdo a partir do headspageGRADECIMENTOS

pode ser dificil pela variabilidade da,Klos analito¥. Foram R
propostos os modelamentos do equilibrio de sor¢éo e da cinética A

FAPESP pelo suporte a dois projetos que tornaram pos-

de extragdo utilizando como analitos 11 compostos orgénicosiveis os estudos que levaram ao presente artigo.

volateis, considerando-se os efeitos salino (em agua do mar) e
efeitos de matriz devido & presenca de acidos hiriiddsm
estudo envolvendo extracdo de headspace em condigfes de flu-
xo, foi demonstrado que os tempos de equilibrio sdo menores do +-
os obtidos com extracdes de headspace estatico convencional, 2-
por minimizagdo da dependéncia com a difusdo do analito no
ar?. Os fundamentos da amostragem dinamica de ar também
foram avaliados, concluindo-se que este tipo de amostragem pode
ser realizada sem agita¢&®’. A extragéo de aldeidos, pirazi-
nas, piridinas e tiazois (produtos da reagcdo de Maillard) por
PDMS 100pum e CBW/DVB 65um, incluindo avaliagdo do
efeito salino, foi objeto de avaliacdo sistematica, em que se dis-
cutem varios fatores experimentais que afetam as extracdes tan-6-
to para fins quantitativos quanto para qualitafi¥osum estudo
sobre extracéo de pirazinas de cacau torrado foi evidenciado que 8.
o rendimento de extracdo é maior quando feita no headspace do9-
sélido ao invés de no headspace de sua suspenséo®dgassa

trando-se, p.ex, que o tempo de dessor¢do no CG é importante
na recuperacdo de analitos de diferentes volatilidhefesEm
aromas de macgas,
quantificados por PDMS 10@m / CG-EM’; menciona-se um
efeito de matriz devido a competicdo dos analitos pela fibra, que14.
pode afetar a condicdo de saturacdo da fibra. Na determinacad.5.
de nitrocompostos utilizados como almiscares artificiais em va- 16.
rios tipos de cosméticos sdo discutidos efeitos de matriz paral7?.
diversos tipos de cosméticBs 18.
Para a otimizagdo de um método para quantificacdo de 31
aromatizantes tipicos de tabaco foram testadas as fibras PDMSL9.
100 um, PA 65um, PDMS/DVB 65um, CBX/DVB 65um®’, 20.
observou-se pronunciado efeito de matriz e que fibras polares
se mostraram as mais adequadas nas extracdes. No mesmo tra-
balho, determinou-se que o efeito salino afeta de modo dife-22.
rente a extracdo dos diversos analitos testados. A SPME de
headspace foi aplicada, com resultados melhores do que a22.
SPME direta, para analise quantitativa de componentes de aro-
ma produzidos por bactérias derivados de C4ras extracdes 23.
com fibra PA foram melhores do que com PDMS, devido ao 24.
carater polar (adcidos organicos) desses analitos. 25.
Vérias descrigbes de aplicacdo da SPME incluem valiosas 26
informacgBes sobre a comparacao desta técnica com outras. Para
a andlise de constituintes dos aromas de refrigerantes tipo27.
“cola”, a SPME de headspace é comparada com o headspac@8.
dinamico convencional seguido de adsorcdo em T&n&x
demonstrado que a SPME é um método mais rapido, embora29.
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10.
condic6es de injecdo splitless no CG foram exploradas, demons-11.

12.
29 componentes foram extraidos el3.
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