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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

A qualidade de um método analitico € determinada, como
representado na Figura, 1, pela qualidade de suas etapas, com
seus erros experimentais. Por um lado, esta qualidade depende
da técnica de amostragem, com a qual seleciona-se uma fragfio
presumivelmente representativa da amostra primdria. Nesta fra-
¢do devem-se identificar e quantificar analitos, que siio os com-
ponentes quimicos que, também presumivelmente, a definem.

comum ndo se analisar quimicamente matrizes na forma bru-
ta, pois elas costumam ter e gerar interferéncias e incompatibi-
lidades com equipamentos analiticos. Para contornar tais pro-
blemas sdo empregados procedimentos de preparo da amostra,
com os quais procura-se isolar e concentrar os analitos a niveis
adequados e obter um nivel de limpeza da amostra que ndo
comprometa a sua andlise quimica. Portanto, o preparo da
amostra também inclui a sua compatibilizagﬁo com a técnica
que fornecerd os dados quimicos. A SPME ¢é uma opg#o rela-
tivamente recente', que tem sido empregada para essas opera-
¢bes que criam o elo entre a matriz quimica e o instrumental
analitico, sendo particularmente interessante para Cromatogra-
fia Gasosa.

iz (=] pepod | Wentificagho
amos- matriz [2.¢] = quantificacko
tipicida ¢ ‘44 [_—. tipicidade
damatriz ¢ »{ daCG
l P de convalidagho que sobre todas as etapas J

Figura 1. Etapas num processo analitico visando a andlise quimica
por CG.

O intensivo uso da Cromatografia Gasosa (CG) e os
consequentes desenvolvimentos tecnoldgicos resultaram numa
poderosa técnica de separagao que possibilita a detecgdo de
analitos virtualmente puros Em outros termos, a CG prepara
de forma admirdvel os analitos para identificacio e quantifica-
¢do. Como técnica analitica ela depende da qualidade da etapa
de preparo da amostra, pois quase nenhuma matriz pode ser
diretamente injetada num cromat6grafo gasoso. Este é o caso
tipico de andlise de matrizes de origem ambiental, que via de
regra contém além de particulados ndo voldteis, termodegrada-
veis, etc, d4gua em quantidades incompatfveis com as colunas
cromatogrificas e detectores de CG. Portanto, a viabilizagdo
da anslise por CG depende de um método adequado de preparo
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da amostra. Um destes métodos ¢ a SPME, porque nio utiliza
solvente, tem alto poder de concentragdo (adequando-se com
as sensibilidades dos detectores de CG), é aplicdvel a muitos
tipos de analitos e fac111ta o transporte do material extraido
para o cromat6grafo’*

O QUE E SPME?

SPME ¢ uma microtécnica, em que os processos de extra-
¢fio e pré-concentragio de analitos ocorrem numa escala
dimensional que ndo € das mais usuais. O dispositivo bdsico
de SPME consiste de um bastdo de fibra 6tica, de silica fundi-
da (FS) de 100 mm de didmetro, com 10 mm de uma extremi-
dade recoberto com um filme fino de um polimero (e.g., poli-
dimetilsiloxano = PDMS, poliacrilato = PA ou Carbowax =
Cwx) ou de um sélido adsorvente (e.g., carvdo ativo
microparticulado = Carboxen)®, O detalhe da Figura 2B repre-
senta uma fibra comercial em que o recobrimento, ou filme
extrator, tem espessura de 100 pm,
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Figura 2. Dispositivo da fibra de SPME: (A) Posigdo com a fibra
retraida na agulha (tubo hipodérmico de didmetro externo 0,56 mm),
(B) posigdo com a fibra exposta. No detalhe sdo mostradas as dimen-
soes tipicas da se¢do com recobrimento de 100 um de espessura.

As espessuras dos recobrimentos, Ly, de fibras comerciais
variam de 7 Um a 100 um e seus volumes de 0,03 pL a 0,7
MLAS. A extragdio ocorre mergulhando-se a seg¢do recoberta na
amostra, ou no seu “headspace”. As seguintes consideragdes ilus-
tram as vantagens da microescala de extragdo. Imagine-se uma
goticula, de 1 pL, de solvente orgénico, colocada em 1Q ml
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(10.000 pL) de uma matriz aquosa com analitos orgénicos. Esta
goticula de solvente representaria um décimo milésimo do volu-
me da matriz. Por afinidade, analitos orgnicos migrariam da
matriz para a goticula de solvente onde seriam concentrados de
acordo com seus coeficientes de particiio entre o solvente orga-
nico e a matriz aquosa. Para fins quantitativos, depois de saturada
com os analitos, a goticula de 1pL teria 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 concentragdo dos analitos resultariam num
cromatograma em que a superposicdo dos analitos 4 cauda do
pico do solvente nio comprometeria a andlise quantitativa. A
microescala apresentaria mais uma vantagem: como, comparati-
vamente & matriz, em cada gota haveria pouco analito, as peque-
nas quantidades extraidas ndo descacterizariam as corresponden-
tes concentragdes na matriz. Desta forma, outras extragSes po-
deriam ser realizadas na mesma matriz, para dispor de replicatas
estatisticamente confidveis. Entretanto, na forma descrita acima,
este procedimento seria invidvel pelas dificuldades experimen-
tais inerentes, por exemplo, & manipulagio de volumes tio pe-
quenos de solvente. Na SPME o recobrimento da fibra age de
modo similar & goticula do exemplo acima; entretanto, por estar
imobilizado no suporte de FS, a sua introducéo e remogio quan-
titativa da matriz é facilitada, contornando grande parte dos pro-
blemas préticos associados ao exemplo discutido. Porém, sob os
demais aspectos a SPME mantém todas as demais complexida-
des inerentes aos métodos de extragdo convencionais.

Realizada a extragio, a fibra € retirada da amostra e inserida
no injetor do cromatdgrafo gasoso, onde os analitos sdo termi-
camente dessorvidos sob fluxo do gis de arraste e carregados
para a coluna cromatogrifica. Com as dimensdes antes menci-
onadas as fibras extraem pequenas quantidades de analito, o
que facilita sua dessorciio e subsequente separagdo cromato-
grifica. As fibras sjo frigeis, razdo pela qual o dispositivo
mostrado na Figura 2 foi projetado para que ela possa ser re-
traida para dentro do tubo hipodérmico durante operagdes que
possam danificd-las (Figura 2A), tais como a de transporte e as
de perfurar o septo do frasco de amostra e o do injetor do
cromatégrafo. A operagio completa para extra¢io e dessor¢do
para andlise cromatogréfica é descrita a seguir.

DESCRICAO E USO DO SISTEMA DE SPME
COMERCIAL

Com o dispositivo da fibra (Figura 2) e o amostrador (uma
espécie de seringa, Figura 3) o manuseio das fibras para extra-
¢do é bastante facilitado. O dispositivo da fibra, que ndo pode
ser manipulado diretamente, € usado com o amostrador onde,
como mostrado na Figura 3, a fibra € presa a um &mbolo. Na
extremidade oposta ao émbolo, o tubo hipodérmico fica expos-
to, pois além de proteger a fibra ele é a agulha com que sdo
perfurados septos. Na Figura 3B é mostrado que no corpo do
amostrador existe uma fenda em forma de “Z”, na qual corre
um pino que, preso ao &mbolo, guia o seu deslocamento. No
movimento de exposigdo da fibra, quando o pino atinge o corte
transversal da fenda (Figura 3B), um pequeno giro do émbolo
trava a fibra na posi¢io “exposta”.

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 no
centro da fenda em “Z”.

A sequéncia de procedimentos para realizar a extragio € a
dessor¢do no injetor do cromatégrafo é mostrada na Figura 4
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Figura 4. Uso do amostrador de SPME para o processo de exiragdo
e o de dessor¢do do material extraido para andlise por CG.

Com a fibra retraida na agulha, o septo do frasco de
amostra é perfurado e a fibra é exposta & amostra. Termina-
do o tempo de extragdo a fibra é novamente retraida, a agu-
lha € retirada do septo e levada para inser¢do no CG. Com
a fibra retraida o septo do injetor é perfurado, a fibra é
exposta para dessor¢do térmica e, terminada a dessorgdo, é
retraida € a agulha retirada. Apés o procedimento é alta-
mente recomenddvel vedar a agulha com um pedaco de
septo, para evitar contaminag¢des da fibra, o que também
auxilia amostrar em locais distantes e transportar o conjunto
para o laboratério®.

As fibras disponiveis comercialmente para CG estdo relaci-
onadas na Tabela 1. As sugestdes de aplicacGes desta tabela
sdo necessariamente genéricas, pois as fibras relacionadas fo-
ram desenvolvidas para uso geral. Fibras para problemas espe-
cificos ainda ndo sdo comercializadas’.

FUNDAMENTOS DA TEORIA DA SPME

Numa extragio 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
que se estabelegca um equilibrio de parti¢do (ou de adsorgio,
para o caso de recobrimentos sé6lidos) do analito, entre a fibra
e 0 meio que a envolve, Portanto, a teoria de SPME baseia-se
na cinética de transferéncia de massa entre fases e na termodi-
nimica que descreve o equilibrio de parti¢do do analito entre
elas. A discussdo tedrica, apresentada sequenciadamente em
vérios artigos € extensa, de tal forma que agrupada em livro
sobre a técnica®, cobre 72 péginas. Aqui esta discussio foi
substancialmente abreviada.

O EQUILIBRIO DE PARTICAO EM SPME

A SPME € um processo baseado em equilibrios simultaneos
em sistemas multifisicos. Um sistema trifdsico 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 solucgGes ideais, os analitos podem
interagir entre si, com as paredes do frasco e eventualmente
com o bastdo de silica fundida da fibra. Os fundamentos da
distribui¢dio de massas na extragdo podem ser descritos a partir
do que ocorreria num sistema ideal trifdsico: antes da extragio,
np moles do analito estariam presentes, com uma concentragio
Cp, em um volume V,, da matriz®; quando completada a extra-
¢do, os np moles se distribuiriam entre as fases, isto &, n°y, na
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Tabela 1. Fibras de SPME disponiveis comercialmente®>,

Tipo® Composi¢do Quimica L¢/ pm ATC P Aplicagdo sugerida
Nio-polares Polidimetilasiloxano (PDMS) 100; 200-270°C Basicamente para compostos apolares.
30; E possivel usar com polares.
7 220-320"C :
Polares Poliacrilato (PA) 85 220-310°C Medianamente a altamente polares, como
fendis, pesticidas orgafosforados. Cetonas,
Carbowax/divinilbenzeno 65 200-260°C lcoois. Volateis de média a alta polaridade.
(CW-DVB)
Bi-polares PDMS-DVB 65 200-270°C Voléteis € ndo voldteis de baixa a alta
polaridade.
Carboxen-PDMS 75 —_ Voliteis.

a. Ndo estdo relacionadas fibras para Cromatografia Liquida. b. AT°C = faixa de temperatura indicada dessorgdo.

matriz aquosa (° = equilibrio), n%, no headspace e n° na fibra.
A conservagdo de massa no processo é expressada como:

ny = R, +ny, +ng (¢))]

Abaixo, a Equagdo 2 correlaciona as constantes de distri-
buigdo fibra-matriz, K¢, = C%/C®,, fibra-headspace, K, = C%/
C® e headspace-matriz, Kym = C%/C°, ; esta equaciio € obtida
da Equagdo 1 com as substituigdes dos volumes e concentra-
¢Oes das fases em equilibrio, respectivamente, para a matriz, o
headspace € a fibra, Ve, e C°, V% € C%, Ve C5 %

K =K Ko @)

Ap6s substituicdo das constantes de distribuiciio e da Equa-
¢do 2 na Equacdo 1 e rearranjos algébricos, obtém-se a Equa-
¢do 3% que fornece a quantidade de analito extraido no sistema
em equilibrio.

p KV GV
K V4K V4V ©)
fm’f hm " h m

Assim, a Equacdo 3 correlaciona a quantidade extraida do
analito com os parametros fundamentais dos equilibrios simul-
tdneos e descreve o aspecto termodinidmico da SPME. Contu-
do, a Equacdio 3 ndio se relaciona com o intervalo de tempo
necessdrio para atingir o equilibrio. Este intervalo de tempo,
que € fundamental do ponto de vista experimental, depende
das dificuldades de transferéncia de massa no sistema.

CONSIDERACOES CINETICAS EM SPME

A Equagiio 4, cujo desenvolvimento é detalhado em'?, ex-

pressa o tempo para atingir o equilibrio, t., em funcfio da es-
pessura do recobrimento (Lf) e do coeficiente de difusdo do
soluto nessa camada (Dy).

2
t, =tee = .L_f
e 95 2D‘- (4)

Segundo esta equagdo, o tempo necessdrio para atingir o
equilibrio seria infinito mas, devido as incertezas experimen-
tais inerentes as extra¢des por SPME, considera-se, como mos-
trado na Equacdo 4, um tempo de equilibrio pritico, tys, que
correspondente a extragio de 95% da massa que seria extraida
ap6s um tempo infinito de extragdo.

A correlagdo do modelamento pela Equacio 4 com a situa-
cdo experimental precisa ser avaliada com cautela. Por exem-
plo, quando nela sfo substituidos os pardmetros para a fibra
com o recobrimento mais espesso comercialmente disponivel
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(PDMS, L; = 100 um) e um analito como benzeno, de Df = 2,8
x 10°% cm.s!, & previsto que tys seria cerca de 20 segundos!!,
Na pritica este valor sé é aproximado quando a extragio do
benzeno é feita de uma matriz gasosa'?. Em extragdes de ma-
trizes aquosas, o tempo necessdrio ao trinsito do analito pela
matriz até atingir a superficie da fibra teria de ser considerado;
neste caso o t. é de 200 s ou mais!'! (Figura 5).

Massa/ng

L L T

0 200 400 800
tempo/s

Figura 5. Perfis de extracdo para 1 ppm de benzeno em dgua, (A)
segundo o modelamento pela Equagdo 4 (usando-se Kp, = 125, Dy =
2,8 x10° ems! e D,, = 1,08 x 107cm.s" ), sob trés condigdes de agi-
tagdo: (B) agita¢do magnética a 2500 rpm, (C) 1800 rpm, (D) 400 rpm
e (E) sem agitagcdo. Agitador magnético de 7 mm de comprimento, fras-
co de 7,4 ml, fibra de Ly = 0,56 mm posicionada no centro do frasco.

Na Figura 5 sdo mostradas cinco perfis de extragdo (curvas
correlacionando fragdo extraida com tempo de extragdo), do
benzeno com fibra PDMS. A curva A é teédrica e representa o
comportamento segundo a Equagfo 4; as demais curvas sdo
experimentais, com vérios niveis de agitagio da matriz aquosa
(curvas B, C, D) e sem agitagiio (curva E). Comparando-se as
curvas experimentais nota-se que o t, diminui com o aumento
da agitacdo da matriz, porque este procedimento facilita o
contacto do analito com a fibra. No entanto, mesmo sob agita-
¢do o t. € substancialmente menor do que o previsto pela Equa-
¢do 4. Isto ocorre porque apesar da agitagdo, a superficie da
fibra fica em contacto com uma camada estdtica da matriz, de
espessura 8, onde ndo existe agitagdo (Figura 6).

Ao contrdrio do que ocorre na regifo agitada, na camada
estdtica a transferéncia de massa ocorre exclusivamente por di-
fusdo e, portanto, € mais lenta. Na Equagfio 5 o produto 8K,L¢
relaciona os fatores responsdveis pelo retardamento de t., pois o
tempo para equilibrio € incrementado com o aumento da camada
estdtica, da espessura do recobrimento da fibra e de Kgy, que
dimensiona a quantidade de analito necessdria para ser atingida
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Figura 6. Extra¢cdo SPME direta com agitagdo prdtica. d = espessura
da camada estdtica (ndo agitada).

a concentragio de equilibrio na fibra'®. A Equagdo 5 aplicada A
extragdo do_benzeno de dgua resulta numa previsdo de t, - 190

s', préxima dos resultados mostrados na Figura 5.
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A Equacido 5 tem implicagbes experimentais importantes na
extragio direta com agitagdo. Uma delas € a de que o tempo
para atingir o equilibrio é mais dependente da difusdo do soluto
na camada aquosa estaciondria (Dp) do que na fibra. Além
disto, fibras com recobrimentos menos espessos sd0 conveni-
entes para extragdes mais rdpidas (deve-se, porém considerar
que com recobrimentos finos a quantidade de material extraido
é menor, o que pode limitar a sensibilidade analitica).

As discussdes anteriores enfocaram os fundamentos da
SPME direta em matrizes aquosas e gasosas. A SPME também
pode ser usada para extragdes do headspace, como discutido a
seguir. Nestas extragdes, a transferéncia de massa num sistema
trifdsico fibra-headspace-matriz depende dos equilibrios de
particio entre as trés fases, das dimensGes das fases e dos
coeficientes de difusfio do soluto nelas. A correlagdio entre es-
tes fatores e o tempo de equilibrio, vilida para extra¢cdes sem
agitacio é descrita pela Equacgdo 6:

L L
t o=ty =1, h_ —m KL
e TS B(Khmu,, ],6DmJ sm (©)

De acordo com esta equagiio, é conveniente minimizar as
espessuras da matriz (L,), do headspace (Ly) e da fibra (Ly).
As limitagoes para diminuiciio de Ly foram comentadas anteri-
ormente; uma excessiva diminui¢do de L, também pode com-
prometer a sensibilidade do método e as diminui¢des de L, e
Ly podem afetar negativamente a termodinimica de extracdo,
caso as concentragdes do analito variem excessivamente no
headspace e na matriz. Outros aspectos priticos prendem-se
aos coeficientes de difusdo e as constantes de equilibrio de
parti¢do. Problemas com coeficientes de difusdo desfavordveis
podem ser contornados com agitagdo e/ou aquecimento do sis-
tema. Quanto as constantes de distribui¢cdo, o compromisso
entre elas pode ser explorado com base na Figura 7.

Na Figura 7A estdo representados, para analitos com Kg, =
10.000, os perfis de extragdo para Kyy = 0,2, Ky = 0,02 € Ky
= 0,002"%, Nota-se que o equilibrio é atingido muito mais rapida-
mente para o maior valor de Ky, Por outro lado, na Figura 7B,
em que estio representados perfis de extragdo para Ky = 0,2 €
K = 100, 1.000 e 10.000, é evidenciado que o equilibrio ¢ atin-
gido mais rapidamente para o menor valor de Kpy. Portanto,
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Figura 7. Correlagies entre os Ky e Ky, € 0s perfis de extragdo para
analitos extraidos num sistema hipotético (adaptada de 15; detalhes
no texto).

conforme o destaque na Figura 7B, conclui-se que a extragfo é
favorecida para analitos que tenham, simultaneamente, Ky, eleva-
do e baixo Ky, porque a concentragio de analito na fibra é peque-
na em relagfio & sua concentragiio na amostra'® - o0 que ocorre na
prética, pois os volumes dos recobrimentos das fibras sdo muito
menores que os da amostra ¢ do headspace.

Um exemplo interessante do efeito do valor de Kgy, é repre-
sentado na Figura 8, em que sdo mostrados perfis de extragdo
do headspace para benzeno e o-xileno.

¥ r

w0 50 o - xileno, Kg = 2900~
o
= 40
<
£ 30
3
3
3 ¥ 3
= 10 benzeno, Ky, = 301
° l ] I i J
0 2 4 6 8 10

Tempo de extragdo / min

Figura 8. Perfiz de extragdo obtidos para SPME de headspace sob
agitacdo, de solugdo aquosa com 1 ppm de benzeno e o-xileno (adap-
tada de 9).

Na Figura 8, o tempo de extragdo do benzeno ¢ de cerca de
20 s e o do o-xileno aproximadamente 100 s. Eles tém, respec-
tivamente, pontos de ebuli¢io iguais a 80°C ¢ 144°C. A maior
volatilidade do benzeno torna mais fécil a sua passagem para o
headspace. Ao mesmo tempo, é menor a quantidade de benzeno
extraida no equilibrio (Kq, = 301 (benzeno) e 2900 (o-xileno)'?).

As discussdes anteriores indicam que no trabalho experimen-
tal os perfis de extracdo devem ser estabelecidos, para serem
obtém o tempo e as condigdes adequadas para o equilibrio de
extragdo. Definir estas condi¢Ges constitui-se no desenvolvimento
de um método SPME, discutido a seguir.
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DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE SPME

A discuss@o que segue aplica-se ao desenvolvimento de um
método de SPME em condigdes de equilibrio (dispositivos para
extragdo exaustiva s6 existem a nivel de pesquisa’) e andlise por
CG, para a qual a SPME foi primordialmente desenvolvida. Este
desenvolvimento pode ser considerado como constituido das eta-
pas de extragio e de transferéncia do material da fibra para
anélise cromatografica. Na primeira etapa é essencial estabele-
cer os perfis de extragdo dos analitos; na segunda etapa deve-se
otimizar a transferéncia do material extraido para a coluna cro-
matogrifica e a resolugio cromatogrifica. A metodologia deste
procedimento envolve a seguinte estratégia analitica.

O conhecimento do problema analitico. Estabelecer quais
os analitos de interesse e preparar uma amostra sintética a partir
de seus padroes ou de compostos similares. Com esta amostra
executa-se o primeiro passo da etapa de extraco: avaliar o t,
de cada analito, via de regra com mais do que um tipo de fibra
(Tabela 1) e analisar os extratos por CG. Serdo coletadas in-
formagdes sobre:

e as condigdes cromatogrificas (coluna, detector, etc) apro-
priadas para os analitos;

e qual recobrimento é mais adequado para os analitos;

e quais condi¢bes 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 condigdes para dessor¢do no injetor do cromatd-
grafo (que podem redefinir as condi¢des cromatogrificas);

¢ o procedimento experimental para obter os perfis de extra-
¢do destes “analitos padrio”.

Primeira aproximagdo do problema representado pela ma-
triz: Trabalhar, como anteriormente, com amostras sintéticas
dos analitos, ou os compostos que 0s representem, em con-
centragdes similares &s esperadas na matriz. Assim serd pos-
sivel avaliar:

e se é possivel optar por fibra com recobrimento de menor
espessura;

e se € possivel extrair os analitos do headspace;

e se as condigdes de extracdo e de cromatografia tem de ser
redimensionadas,

* se os perfis de extragdio aplicam-se 4 concentragdes proxi-
mas das reais.

Segunda aproximagdo do problema representado pela ma-
triz: Simular a matriz, adicionando as amostras sintéticas com-
ponentes extra-analitos representativos daqueles que possivel-
mente existam na matriz real. Isto poderd revelar:

o se é possivel operar com a SPME direta, pois componentes
da matriz podem contaminar/deteriorar a fibra e/ou impedir
a subsequente andlise por CG;

e se as condi¢des de extragdo anteriormente avaliadas tem de
ser readaptadas;

.® se é vidvel analisar simultaneamente todos os analitos, pois

alguns podem demandar a extragdo do headspace e outros
a extragdo direta (neste caso o método passa a ser substan-
cialmente complexo).
e Trabalhar com a sua matriz real: todas as preocupagdes ex-
" perimentais anteriores sfio passfveis de reavaliagGes e even-
tuais modificagdes.

_ e Validar o método. Discutido em Validagio do Método.

A estratégia acima aplica-se desde o preparo da amostra até
a sua anélise; no caso de SPME ela envolve tanto procedimen-
tos bdsicos, aplicdveis a qualquer método analitico, quanto
procedimentos préprios da SPME.

SELECAO DO MODO DE EXTRACAO
As opgdes sdo a SPME direta e de headspace. O fato da

SPME direta nido ser aplicidvel a matrizes aquosas contendo
particulados e a matrizes sélidas evita trabalhos infrutiferos.
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Por exemplo, na extragdo de humuleno e cariofileno de lipu-
lo'* a opgdo natural foi a extragio do headspace, por tratar-se
de matriz s6lida. Para matrizes aquosas “limpas” ambas alter-
nativas mencionadas devem ser verificadas. Um critério geral
¢ o de que a SPME de headspace ¢ indicada para analitos de
média e alta volatilidade'?. No entanto, numa andlise de COVs
(compostos orgénicos voldteis) em dgua a SPME direta foi a
melhor opgfo pois, com fibra PDMS 100 um as relagbes entre
as quantidades recuperadas por extracio direta e de headspace
foram de 30:1 para cloreto de vinila, 13:1 para cloroférmio,
10:1 para benzeno e 6:1 para tolueno*, Portanto, eventualmen-
te a SPME direta pode ser aplicada para compostos vol4teis®!!.

SELECAO DO TIPO DE FIBRA

As sugestdes gerais de uso para as fibras comercialmente
disponiveis relacionadas na Tabela | sdo tteis como ponto de
partida, mas devem ser conferidas experimentalmente. Por
exemplo, na Figura 9 mostra-se que a umidade, um fator rela-
cionado com a caracteristica da amostra, afeta a extragdo de

acetona, etanol e isopreno de hdlito humano'®.
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Figura 9. Efeito do tipo de recobrimento e umidade relativa sobre u
quantidade de compostos extraidos de amostra gasosa (hdlito humano).

Das fibras estudadas acima, a PDMS foi selecionada por ser
menos afetada pela umidade, embora a PDMS / DVB extrafsse
maiores quantidades dos analitos. A literatura reporta usos e
caracteristicas de fibras (ver Apéndice B, p. 229-241 em?); estas
informagdes também podem ser localizadas em notas técnicas
dos fabricantes®,

ESTUDO DOS PERFIS DE EXTRACAO

Estabelecer os perfis de extragio ¢ uma forma segura de
avaliar a eventual necessidade de reciclagem de procedimentos
que otimizem o tempo de extragio. Entre os fatores passiveis
de alteragfo estdio a espessura da fibra e sua afinidade com os
analitos, a agitagdo do sistema (Figura 5), a sua temperatura e
o tipo de frasco utilizado (volume, formato e material de cons-
trugdo). Comparar os perfis de extragdio de analitos diferentes
mostra qual o tempo minimo para as extragbes simultineas
numa amostra e quais as sensibilidades relativas entre os cor-
respondentes analitos (Figura 8). Um exemplo de exploragio
das informag0es obtidas dos perfis de equilibrio encontra-se na
anteriormente citada extragio de humuleno e cariofileno de
lipulo'®, onde o interesse era obter as razdes entre as quanti-
dades de humuleno e cariofileno (H/C). Dois procedimentos de
SPME de headspace foram testados: (a) extrair depois de aque-
cer a amostra a 50°C por 12 h e (b) extrair quando a amostra
atingisse a temperatura de 50°C. Na Figura 10 os valores ob-
tidos de H/C sio comparados ao obtido por extragio com va-
por d’dgua, que é o método convencional para estas andlises'®.

No exemplo da figura 10 determinou-se que o tempo de
extragdo adequado para humuleno e cariofileno era de 4 h,
com ou sem o pré-aquecimento da amostra, € que sem o
pré-aquecimento a razio H/C obtida (2,75) é pr6xima ao
valor medido com o método de extragio por arraste com
vapor d’4dgua. Além disso, como com pré-aquecimento por
12 h a razdo H/C aumentava para cerca de 3, supds-se que
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Figura 10. Razées humuleno / cariofileno para extracies SPME de
uma amostra de lipulo aquecida a 50°C sem e com um periodo de 12
h de pré-aquecimento '*. Também é mostrada a razdo H/C obtida pela
extragdo com arraste por vapor d’dgua.

este procedimento alteraria a amostra (o que foi confirmado
e atribuido a oxidagdo do cariofileno). Informagdes especi-
ficas como as acima e as referentes as Figuras 5 e 8 podem
ser obtidas da literatura®®%,

SELECAO DA TECNICA DE AGITACAO

Como mostrado na Figura 5, a otimizagdo da agitagdo ¢
fundamental para abreviar o tempo de extragdo. A agitagcdo
magnética, por sua simplicidade, é a mais comumente utiliza-
da. Outras técnicas demandam dispositivos mais complexos:
vibragdo da fibra, usada em injetor automdtico desenvolvido
pela Varian; movimentacfo circular do frasco?*; e sonicagio,
que diminui o tempo de equilibrio mas pode adulterar a amos-
tra*26_ Em andlises de gases os efeitos de agitagio podem
ser conseguidos utilizando-se a técnica de extragio sob fluxo
da amostra!®!?,

OTIMIZACAO DA DESSORCAO

A dessorgio € otimizada:

(a) Com a fibra colocada no centro da zona aquecida do injetor27,

(b) Com arraste rdpido dos compostos dessorvidos da fibra, o
que é conseguido usando-se no injetor um “liner” de pe-
queno, didmetro interno (geralmente d; = 0,8 mm nos liners
comerciais). Com a fibra ingerida no liner é criada uma
regiio de restri¢do, onde a velocidade do gds de arraste ¢
aumentada sem necessidade de alterar a sua pressfio, que
depende das condig¢bes cromatogrificas.

(c) Com o injetor em temperatura que seja um COMpPromisso
entre a permitida pela fibra e a volatilidade dos analitos.
Fundamentos da otimizagfio da dessor¢do encontram-se na

literatura®®,

OTIMIZAGAO DOS VOLUMES ENVOLVIDOS NA
EXTRACAO

A otimizag¢io dos volumes envolvidos em SPME conti-
nua sendo objeto de estudos?+30, por depender de fatdres e
pardmetros ndo contemplados nas equagdes 5 ¢ 6, como a
agita¢iio e o préprio volume do frasco de amostra (habitual-
mente, de 2 a 40 m1*'). O uso de frascos ?equenos torna a
otimizagio um processo bastante delicado®. Para simplifi-
car esta discussio optou-se por um exemplo de avaliagdo de
resultados, resultante de extragiio de headspace de clorofé6r-
mio, 1,1,1-tricloroetano e tetracloreto de carbono usando
frascos de 4, 15 ¢ 40 ml e fibra PDMS 100 um*, Conforme
mostrado na Figura 11, para V, = 40 ml, para os trés com-
postos a fragdo extraida (n/ng) tende aumentar conforme a
razdo Vy, / Vn diminui; a mesma tendéncia foi observada
para Vi, =4 ¢ 15 ml

528

120

Figura 11. Efeito do volume do headspace sobre a quantidade de analito
extraida. Frasco de 40 ml, fibra PDMS 100 um. (A) cloroférmio, Kg, =
400, Kyw = 0,15, (B) L1,1-tricloretano, Kg, = 2500, Ky = 0,7 e (C)
tetracloreto de carbono, Kg, = 1000, Ky, = 1,24 (adaptada de 32).

Na Figura 11 o uso da razio V/V, é muito conveniente,
porque como o volume do frasco é fixo, essa razio pode ser
otimizada variando-se a quantidade de amostra. O uso da fra-
¢do n/ng € analiticamente relevante, porque expressa a sensibi-
lidade do método e fornece a sua recuperagdo. Na figura no-
tam-se comportamentos diversos entre os analitos considera-
dos, o que € atribuido as diferencgas entre os valores de Ky, €
Kpm dos compostos, como discutido no ftem 5.2 (Figura 7).

VALIDAGCAO DO METODO

As estrategias gerais para validagio de um método depen-
dem, entre outros fatores, das amostras, dos propdsitos analiti-
cos e da instrumentagZio disponivel*?. Ela pode envolver: estabe-
lecimento de linearidade, recuperacdo (fracdo extraida dos
analitos) e repetibilidade; comparacdo com métodos convencio-
nais; avaliac6es com amostras-padrio e comparages interlabo-
ratoriais e com resultados de andlises por institui¢gdes indepen-
dentes. Um procedimento importante da convalidagio de um
método SPME ¢ aplicé-lo, assim como o(s) método(s) convenci-
onal a amostras reais, comparando-se os resultados — como
exemplo, veja-se na Figura 10 que para um dos modos de extra-
¢do SPME a raziio H/C coincide com o valor obtido apés extra-
¢do por arraste com vapor, outros exemplos deste procedimento
sdo descritos na literatura®*, As comparagdes interlaboratori-
ais e confrontagio com andlises independentes sdo menos co-
muns; exemplos delas sio encontradas nas refs. #4346,

BREVE RESUMO BIBLJOGRAFICO SOBRE SPME

A SPME tem aplicages em 4reas como anélise ambiental e
de solos, dgua, alimentos, produtos naturais e farmaceuticos,
anélise clinica e forense'. Sendo um técnica relativamente nova
(da década de 90') continua em consolidagio®?, tanto sob o as-
pecto de fundamentagfo teérica, quanto sob os de aplicagdes.

Na primeira descrigio de extragdo por SPME os dispositi-
vos de extragdo consistiam de microseringas de CG, adaptadas
para conter pedagos de fibra dtica que podiam ser expostas e
retraidas na agulha da seringa. O filme de PDMS, que recobria
as fibras para resisténcia mecénica, foi testado como meio
extrator demonstrando a potencialidade dessa microtécnica,
com extragdes diretas de solugbes aquosas de hidrocarbonetos
aromdticos, que foram quantificados por GC com limites de
detecgio de até 1 pg.L™' e desvios-padrio relativos de até 6%
entre replicatas?’. Comprovada a potencialidade da SPME, ini-
ciaram-se os estudos dos seus parimetros operacionais bési-
cos?*®, No primeiro ensaio de extrago seletiva com fibra di-
ferente da PDMS* foram quantificados e identificados fendis
em solugdo aquosa por extragdo com fibras de 95 pm de
poliacrilato e andlise por CG-EM (Cromatografia Gasosa com
Detecgdo por Espectrometria de Massas). Ainda hoje, ampliar

z

a diversidade dos tipos de fibras € uma necessidade; como

QUIMICA NOVA, 23(4) (2000)



exemplo, o desenvolvimento da fibra Carboxen/PDMS facili-
tou a extra¢iio compostos volateis, como os de aromas™ e ga-
ses sulfurosos®.

Recentemente foi proposto um modelo matemdtico que per-
mite estimar a concentragio desse analito, a partir do seu fator
de resposta para o detector por ionizagdo em chama e a drea do
seu pico cromatogrifico, obtido apés uma extragio por SPME
de headspace®'. Este estudo, baseado em experimentos com 71
compostos funcionalmente diversos, evidencia as vantagens de
aplicar SPME na anélise de voldteis biolégicos. O modelamento
matemadtico da dinimica do processo de adsor¢do em SPME, em
condi¢des de agitagio experimental demonstra que andlises quan-
titativas podem ser efetuadas antes de ser atingido o equilibrio
de extragio™. Sao relatados tempos para equilibrio de até 1 h
(SPME direta) e até 40 min (SPME headspace); os quais, pela
modelagem estudada, podem ser substancialmente abreviados.
Num estudo usando fibras PDMS, para quantificar no headspace
hidrocarbonetos de petréleo presentes em dgua, € demonstrada a
possibilidade do célculo das K¢y desses analitos a partir de sua
retengio cromatografica??. Num trabalho similar com seis tipos
de fibras é sugerido que a quantificagdo a partir do headspace
pode ser dificil pela variabilidade da Kg, dos analitos®®, Foram
propostos os modelamentos do equilibrio de sor¢do e da cinética
de extra¢do utilizando como analitos 11 compostos orginicos
voldteis, considerando-se os efeitos salino (em dgua do mar) e
efeitos de matriz devido & presenga de 4cidos himicos™?. Num
estudo envolvendo extracio de headspace em condig¢Ges de flu-
x0, foi demonstrado que os tempos de equilibrio sdo menores do
os obtidos com extragdes de headspace estdtico convencional,
por minimizagiio da dependéncia com a difusdo do analito no
ar’2, Os fundamentos da amostragem dinimica de ar também
foram avaliados, concluindo-se que este tipo de amostragem pode
ser realizada sem agitagio’>!”, A extragio de aldeidos, pirazi-
nas, piridinas e tiazéis (produtos da reacdo de Maillard) por
PDMS 100 pm e CBW/DVB 65 pm, incluindo avaliagdo do
efeito salino, foi objeto de avaliagdo sistemdtica, em que se dis-
cutem vdrios fatores experimentais que afetam as extragoes tan-
to para fins quantitativos quanto para qualitativos®}, Num estudo
sobre extrag@o de pirazinas de cacau torrado foi evidenciado que
o rendimento de extragfo ¢ maior quando feita no headspace do
s6lido ao invés de no headspace de sua suspensio aquosa™. As
condic¢des de injecao splitless no CG foram exploradas, demons-
trando-se, p.ex, que o tempo de dessor¢io no CG € importante
na recuperagiio de analitos de diferentes volatilidades™**, Em
aromas de magids, 29 componentes foram extraidos e
quantificados por PDMS 100 um / CG-EM*’; menciona-se um
efeito de matriz devido & competi¢do dos analitos pela fibra, que
pode afetar a condi¢fio de saturagdo da fibra. Na determinagio
de nitrocompostos utilizados como almiscares artificiais em vi-
rios tipos de cosméticos sdo discutidos efeitos de matriz para
diversos tipos de cosméticos™.

Para a otimizagio de um método para quantificagdo de 31
aromatizantes tipicos de tabaco foram testadas as fibras PDMS
100 um, PA 65 um, PDMS/DVB 65 um, CBX/DVB 65 pm*/;
observou-se pronunciado efeito de matriz e que fibras polares
se mostraram as mais adequadas nas extragdes. No mesmo tra-
balho, determinou-se que o efeito salino afeta de modo dife-
rente a extragdo dos diversos analitos testados. A SPME de
headspace foi aplicada, com resultados melhores do que a
SPME direta, para anélise quantitativa de componentes de aro-
ma produzidos por bactérias derivados de carne™; as extragoes
com fibra PA foram melhores do que com PDMS, devido ao
cardter polar (4cidos orgénicos) desses analitos.

Virias descri¢Ges de aplicagio da SPME incluem valiosas
informacgdes sobre a comparagdo desta técnica com outras. Para
a andlise de constituintes dos aromas de refrigerantes tipo
“cola”, a SPME de headspace ¢ comparada com o headspace
dinamico convencional seguido de adsorgdo em Tenax>, E
demonstrado que a SPME ¢ um método mais rdpido, embora
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com o headspace dindmico convencional tenha sido obtida
maior sensibilidade e extragdo de maior variedade de compos-
tos. Doze dlcoois e estéres foram analisados em cerveja por
SPME de headspace, usando fibra PA; na comparagio com o
headspace estdtico convencional houve boa correlagio entre os
dois métodos e maiores sensibilidades com SPME-®,

Para identificagfio e quantificagio por CG-EM de componen-
tes de aromas de magis, a SPME de headspace®”® foi compa-
rada com o método convencional de headspace dindmico®. O
headspace de sucos de laranja foi estudado por SPME-CG-MS*
para identificar e quantificar 17 analitos; tradicionalmente estas
andlises sfo realizadas*'“® por headspace estitico e dindmico,
arraste gasoso (gas stripping) ou purga e trapeamento A SPME
de headspace para anélise de aromas de queijos foi avaliada e
comparada com o headspace estitico convencional, demonstran-
do-se %ue a SPME extrai maior nimero de componentes dos
aromas*, A SPME de headspace permitiu a extragdo de 11 pi-
razinas em 10 min, comparando-se muito favoravelmente com
os tempos de extragio de 17 horas de outros métodos*®.
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