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As técnicas tradicionais de preparagdo de amostras empregam quantidades de solventes organicos que sdo
prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana. Estes procedimentos envolvem grande ndmero de
etapas, 0 que aumenta a possibilidade de erros além de maior tempo envolvido nas anélises. Assim, tem
sido dada especial atengéo ao desenvolvimento de métodos mais rapidos, mais simples e que fagam pouco
ou nenhum uso de solventes organicos. A microextracdo em fase sélida consolida-se como uma opgéo
com excelentes resultados nas aplicacbes cromatograficas, para a determinacdo de diversas classes de
analitos. Estes sdo adsorvidos em um filme micrométrico de um polimero que atua de modo altamente
seletivo, sendo dessorvidos, diretamente, no injetor do sistema cromatogréfico. A SPME é uma técnica
extremamente simples, versatil, com um alto fator de enriquecimento e que envolve, num tempo muito
reduzido e em apenas duas etapas, a extragdo, pré-concentracdo, clean-up e introdugdo dos analitos no
sistema de separacédo e quantificagdo. Além de ser facilmente portavel, tem também como caracteristica o
fato de dispensar completamente o uso de solventes organicos. Os fundamentos tedricos séo
indispensaveis para a compreensdo dos principios da nova técnica e esse artigo, com este objetivo,
enfatiza os aspectos termodinamico e cinético da SPME.
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Traditional sample preparation techniques use large quantities of organic solvents, which are prejudicial
to the environment and to public health. These are usually multiple-step procedures, involving several
clean-up phases, which can increase the likelihood of errors and extend analysis time. Hence, special
attention has been given to the development of faster, simpler methods that do not use organic solvent.
Solid-Phase Microextraction (SPME) has been shown to give excellent results for volatile and semi-
volatile compounds, which are adsorbed onto a highly selective polymeric film. SPME is a versatile,
simple, fast, inexpensive and solvent free procedure, with a high enrichment factor. Only two steps are
required to complete extraction, preconcentration, clean-up, and introduction of compounds into a
chromatographic separation and quantitation system. A knowledge of theoretical fundamentals is
essential for the development of a new technique, hence this paper considers the thermodynamic and
kinetic aspects of SPME, and the different parameters affecting extraction efficiency.
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1. INTRODUCAO

Todas as etapas de um trabalho analitico sdo fundamentais para o sucesso da determinacao
das espécies quimicas presentes em uma matriz ambiental: a coleta e manipulagdo da amostra, a
separacao e quantificacdo, a andlise estatistica e a interpretacdo dos dados. Dentre elas, as mais
susceptiveis a erros sdo aquelas nas quais a intervencdo humana é mais direta. Normalmente,
envolvem a coleta do material e seu armazenamento, a extracdo dos analitos da matriz, a
eliminacdo de interferentes (clean-up) e a pré-concentragdo. Costumam ser mais lentas e,
freqlientemente, envolvem perdas considerdveis do analito devido ao grande nimero de sub-
etapas envolvidas [1].

A preparacao de amostras ambientais procura extrair o analito da matriz e concentra-lo num
pequeno volume de solvente apropriado. As extracGes classicas trazem consigo alguns
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inconvenientes como o0 uso de grandes quantidades de solventes organicos tdxicos e
extremamente dispendiosos. Sdo realizadas em vérias sub-etapas, o que faz aumentar a
probabilidade de erros e consumir a maior parte do tempo da analise. A utilizacdo de tais
solventes organicos, por si s, gera graves problemas ambientais e, freqiientemente, envolve
baixa seletividade, fato que dificulta bastante a analise das matrizes ambientais, altamente
complexas [2].

No sentido de diminuir o uso de solventes orgénicos, em concordancia com o documento
assinado por vérios paises no final da década de 80, The Montreal Protocol on Substances that
Deplete the Ozone Layer (www.unep.org), métodos como a extracdo liquido-liquido e extracdo
Soxhlet vém sendo progressivamente substituidos por outros menos dependentes do emprego de
solventes [3].

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas, ocorrido em meados do século
passado, acarretou na automatizagcdo das metodologias de quantificacdo e analise de dados, e
trouxe a necessidade latente de aprimorar também o modo de preparo das amostras. Por outro
lado, com o crescente interesse mundial na conservacdo dos meios naturais, aumentou-se na
mesma propor¢do a demanda por métodos que se adequassem as exigéncias das analises ao
nivel de tracos em matrizes ambientais: alta seletividade. baixos niveis de quantificagdo, alta
precisdo e exatiddo. Buscou-se entdo por procedimentos mais rapidos e que diminuissem o
consumo de solventes organicos, caros e nocivos [4].

Desta forma, as pesquisas voltaram-se a manipulacdo das propriedades fisicas do solvente
utilizado na extragdo, no caso das matrizes solidas, e na aplicacdo de adsorventes seletivos, para
as matrizes liquidas. A partir disto, surgiram técnicas importantes como a extracdo por fluido
supercritico (SFE, supercritical fluid extraction), extragdo com liquido pressurizado (PLE,
pressurized liquid extraction) ou um liquido aquecido por meio de micro-ondas (MAE -
microwave-assisted extraction) e extracdo em fase sélida (SPE, solid phase extraction), a
extracdo sortiva em barras de agitagdo (SBSE, stir-bar sortive extraction) (RAYNIE, 2004) e a
dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD, matrix solid phase dispersion) [5-6].

A SPME, sigla para solid-phase microextraction (microextragdo em fase solida), foi criada
com o intuito de simplificar a etapa de preparacdo de amostras, diminuindo o tempo envolvido
nas analises. Os testes iniciais foram publicados no final dos anos 80, nos quais foram utilizadas
pequenas sec¢les de fibra 6tica de silica fundida, algumas recobertas com liquido polimérico ou
com um material sélido adsorvente e outras sem qualquer recobrimento. O desenvolvimento da
técnica se intensificou a partir da introducdo da fibra no interior de uma agulha adaptada numa
micro-seringa, o0 que facilitou bastante a coleta dos analitos e a introducdo da amostra no injetor
do cromatografo [7].

O método consiste na captura dos analitos em uma fibra capilar de silica fundida
quimicamente modificada, recoberta com uma pelicula de material apropriado, com posterior
dessorcao térmica no injetor de um cromatografo. Uma vez introduzida no septo do recipiente
contendo a amostra, a fibra de silica é exposta ao meio onde ocorrera a extragdo dos analitos [8].

A fase extrativa pode ser posicionada diretamente na fase liquida ou, no caso de amostras
gasosas, em contato com o gas, ou ainda, em contato com o vapor em equilibrio com a amostra
liquida ou sélida. Apés um certo periodo de tempo, necessario para que se estabeleca o
equilibrio entre as fases envolvidas, a fibra é reposicionada no interior da agulha (figura 1). Em
seguida, a seringa é levada a um cromatografo a gas, onde a fibra é introduzida no seu injetor,
ficando exposta a acdo do calor - os analitos sdo dessorvidos e o processo de separagdo /
quantificagdo entdo tem inicio [9].
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Figura 1. Etapas da microextracédo em fase solida. (a) extragdo no modo headspace (b) extracéo no
modo direto (c) dessorcao dos analitos no cromatégrafo. Adaptado de Kataoka et al. (2000).

Na sua configuragdo mais comumente utilizada, o dispositivo comercial consiste de uma fibra
de silica fundida com 1 cm de comprimento e poucos micrometros de didmetro, inserida na
agulha da seringa (figura 2). A fibra encontra-se posicionada dentro da agulha que tem a
finalidade de protegé-la quando ndo estd em uso, bem como de perfurar o septo de borracha,
momentos antes da exposi¢do da fibra & amostra, ou na dessor¢do dos analitos no injetor do
cromatografo [10].

Atualmente, a microextracdo em fase solida encontra aplicagdes em diversos segmentos da
analise quimica, envolvendo matrizes sélidas, liquidas e gasosas [11-24].
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Figura 2. Configuracao do dispositivo proposto nos primeiros trabalhos em SPME, através de
adaptac0es feitas em seringas para cromatografia gasosa. Adaptado de Lord & Pawliszyn (2000).
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O conhecimento da termodindmica do método SPME e a identificacdo de fatores que,
diretamente, afetam sua cinética, sdo de grande utilidade para se alcancar o objetivo da analise,
no menor tempo possivel. Para isso, pardmetros que sdo fundamentais na otimizagdo séo
revelados pelos conhecimentos termodindmicos e cinéticos, fundamentos da técnica. Séao
também essenciais no desenvolvimento de novos recobrimentos, através dos quais se processam
as extragoes.

Nesta revisdo abordaremos os aspectos termodinamicos e cinéticos da microextracdo em fase
solida, uma recente metodologia de preparacdo de amostras, que agrega precisdo, exatidao,
sensibilidade e seletividade em uma simples fibra ética recoberta por uma micrométrica camada
extratora polimérica, normalmente, um tipo de silicone.

2. ASPECTOS TERMODINAMICOS DA SPME

A microextracdo em fase solida baseia-se no equilibrio da concentracdo do analito na amostra
e na fase extrativa. Logo ap6s a introducédo da fibra, os analitos comecam a migrar da matriz
para 0 meio extrativo. Considera-se o final do processo, na maioria das vezes, 0 momento a
partir do qual o analito alcanca a concentracdo de equilibrio nas fases - apds esse instante, a
quantidade de analito retido permanece constante com o passar do tempo. Em uma anélise em
particular, deve-se encontrar o intervalo de tempo requerido para que o sistema atinja este
equilibrio [25].

A SPME no modo direto envolve o equilibrio do analito em duas fases distintas, e no modo
headspace, entre trés fases — a amostra liquida (ou gasosa), a fase de vapor sobre a amostra
liquida (headspace) e a fase extrativa (liquido polimérico ou s6lido adsorvente) [9]. Idealmente,
a matriz deve ser completamente homogénea e os analitos estaveis nas fases envolvidas. O
tratamento termodindmico abaixo se refere ao processo de partigdo, caracteristico dos
recobrimentos da fibra com filme liquido polimérico. Nos casos em que se utiliza como fase
extrativa um sélido adsorvente, como silica fundida, as equacGes sdo similares na analise ao
nivel de tracos, salvo algumas restricdes [26].

A quantidade total do analito nas trés fases pode ser dada pelo balango de massa:
CV,=C2V. +CV, +C3V, 1)

onde, C, é a concentragdo inicial do analito na amostra; Ce™, Cy~, CA™ sé0 as concentracdes
no equilibrio do analito, na fibra extrativa, no headspace e na amostra, respectivamente, e Vg,
Vi e Va sdo, nessa ordem, os volumes da pelicula de recobrimento da fibra, do headspace e da
amostra.

A constante de distribui¢do do analito entre as fases fibra / headspace, Kgyy, € headspace /
amostra, Kya, sdo definidas como:

COO
Key = —= )
C
e
C (=]
Kyp =—2 3
e @)
A quantidade do analito recolhido na fibra extrativa, n, é calculada pela expresséo:
n=C:V, @)
n= Ken KiaVeCoV,, )
KFH KHAVF + KHAVH +VA

Como a constante de distribuicdo do analito nas fases fibra/amostra, Kga, € igual ao produto
KrnKua, temos que:
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n= KFAVFCOVA (6)
KelVe + Ky +V,

Considerando a extracdo da amostra no modo direto, a parcela KyaVy pode ser desprezada.
Deste modo, a equacéo (6) assume a forma:

n= KFAVFCOVA @
KoV, +V,
Como Kga apresenta, geralmente, uma ordem de grandeza muito pequena, aliada ao fato de

que, normalmente, o volume da amostra, V,, € muito superior ao volume do recobrimento da
fibra, Vi, podemos aplicar a aproximacao de que KeaVe << Va. L0go, pode ser abreviada para:

n=K.V.C, (®)

Podemos perceber uma relacdo linear entre a quantidade de analito extraido da amostra e a
concentracdo inicial deste na matriz, ou seja:

n=KGC, ©)

No modo headspace, partindo-se da equagdo (7), podemos inicialmente considerar que as
fases amostra / headspace apresentam o mesmo volume (Va4 = Vy)

KeaVeCoVa

n= 10
K FAVF + (1 +K HA)VA (o
Usando o mesmo raciocinio empregado para o modo direto, temos:
KeaVe
KeaVe << (1 + Kya)Va, logo: N= Co 1
FAVE ( HA)Va g 1+ K, (11)

Conclui-se entdo que a quantidade do analito coletado pela fibra, no modo headspace, segue
também uma dependéncia linear com a concentragéo inicial do analito na amostra:

n=kC, 12)

Uma outra constatacdo interessante é o fato de que a quantidade extraida do analito
independe do volume da amostra em analise. Assim, a coleta dos analitos pode ser feita
diretamente no ambiente natural, expondo a fibra extrativa ao sistema em estudo, como a
atmosfera, a &gua de um rio ou efluentes industriais [26].

3. ASPECTOS CINETICOS DA SPME

O tempo requerido para o equilibrio, t,, no modo direto, depende apenas da espessura do
filme liquido da fibra, Ly, e do coeficiente de difuséo do analito na fibra extrativa, Ds:

2
t,. = Le
. =
2D,
Aumentos na espessura do recobrimento, apesar de propiciar uma maior quantidade de
analito retido pela fibra, gera maiores tempos de extracdo. Por outro lado, alguns parametros de
operacdo devem ser cuidadosamente avaliados, como a temperatura de extracdo e o nivel de

agitacdo da amostra, a fim de otimizar o coeficiente de difusdo do analito na fibra coletora [26].
No modo headspace sem agitagdo da amostra, o tempo de equilibrio pode ser expresso por:

L L
t =18 H_ 4 S |K.,L
e (KHADH 1,6DA] FALF (14)

onde Ly, La e Lg s80 as espessuras do headspace, da amostra e do filme liquido,
respectivamente; Dy e Dy, 0s coeficientes de difusdo do analito no headspace e na amostra,

(13)
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nesta ordem; e Kya € Kga as constantes de distribuicdo do analito nas fases headspace / amostra
e fibra / amostra, respectivamente.

Uma andlise da equacdo (14) nos revela que reducbes na espessura das fases diminuem o
tempo de equilibrio, porém tais redugdes sdo limitadas a alguns aspectos: uma diminuicdo na
espessura do filme liquido, L, diminui também a capacidade da fibra em extrair os analitos — as
peliculas mais finas retém uma menor quantidade de analitos, o que pode comprometer a anélise
de matrizes ao nivel de tracos. Além disso, redugdes significativas da espessura da amostra, L,
podem também comprometer a sensibilidade do método e, quando aliada & diminuigdo da
espessura do headspace, Ly, pode também produzir efeitos indesejaveis a termodindmica do
processo, principalmente, quando a concentracdo do analito difere bastante nas duas fases —
amostra e headspace [27].

Um aumento nos coeficientes de difusdo, Dy e D,, também diminui o tempo de extragdo. Isto
pode ser conseguido com agitacdo eficiente da amostra e/ou aquecimento. Quanto as constantes
de distribuicdo, Kya € Kra, 0 tempo de extracdo é otimizado para analitos com pequenas
constantes de distribuicdo entre as fases fibra / amostra, Kga, € com grandes constantes de
distribuicdo nas fases headspace / amostra, Kya [27].

Por fim, é importante salientar que se pode trabalhar fora da condicdo de equilibrio,
principalmente nos casos em que o tempo de extracdo é excessivamente longo. No entanto, as
condicBes de extracdo devem ser extremamente bem controladas para assegurar a precisdo do
método, tais como o grau de agitacdo da amostra e a temperatura. Nestes casos, é fundamental
uma boa reprodutibilidade dos tempos de extracdo em cada amostra, pois variacBes deste
comprometeriam facilmente as determinagfes. Sistemas automatizados sdo mais indicados
nestas situacoes [28].

4. APLICACOES COM SPME

Os compostos volateis benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isdbmeros do xileno sdo muito
usados para monitoramento ambiental em area de exploracéo e producdo de petroleo. Gaujac et
al [24] estabeleceram um método por SPME para analisar esses compostos fazendo uso da
otimizacdo multivariada. Em seguida o método analitica foi validado e analises de amostras de
aguas de mar e de producdo foram realizadas. Os valores encontrados variaram de 145,8 a 1891
g L™, bem acima do estabelecido pela legislaco brasileira.

Wang et al. [29] estudaram a padronizacéo interna do método SPME por meio da adicdo de
um padrdo a fibra antes da exposi¢do da mesma a amostra. Foram investigados modos possiveis
de carregar a fibra com quantidades reprodutiveis do padrdo. Foi encontrado que, ao se
adicionar alguns miligramas de padrdes, como naftaleno, em poucos gramas de 06leo para
bombas, tem-se um excelente gerador de padrdes. Uma Unica solugdo pode conduzir a pelo
menos a cem padronizacBes da fibra, com reprodutibilidade de RSD < 4%. Quando a fibra
carregada com o padrdo é inserida no vial contendo os analitos ocorre, simultaneamente, a
dessorcdo do padrdo na amostra e a captacdo das moléculas de interesse. A quantificacdo €
baseada no equilibrio de distribuicdo das moléculas dos padrées e dos analitos, entre a fibra e a
amostra dentro do vial. Uma comparagdo foi feita entre os perfis de equilibrio obtidos no modo
tradicional de padronizacéo interna e no modo proposto.

Em trabalho desenvolvido por Ji et al [30] foi proposta uma metodologia de quantificagdo de
BTEX em matrizes aguosas no campo. Um equipamento portatil de cromatografia gasosa com
um micro-detector por ionizagdo de chama foi empregado. As melhores respostas foram obtidas
com fibra PDMS-DVB com 65 pum de espessura, nivel de agitacdo de 900 rpm, volume do
headspace em 3,0 mL (em vial de 4 mL) e concentracdo de NaCl em peso/volume igual a 35%.
Um tempo e extracdo de 1,0 min foi suficiente para os analitos alcancarem o equilibrio entre as
fases. O RSD para 0 método variou entre 5,4% a 8,3%. O limite de deteccdo do método ficou
em 1,5 ug.L™, o qual é suficientemente sensivel para detectar BTEX em amostras naturais de
agua. O método otimizado foi empregado para analise em campo de BTEX em agua de
descarte.
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5. CONCLUSAO

A microextracdo em fase solida é uma das mais modernas e simples opg¢des de trabalho em
quimica analitica, para o preparo de amostras ambientais a serem analisadas por técnicas
cromatogréaficas. Utilizada para uma ampla variedade de matrizes nos mais diferentes tipos de
analises, é facilmente adaptavel a analitos polares, apolares, volateis ou semi-volateis. Além
disso, é altamente sensivel e seletiva, apresenta baixo custo e grande portabilidade, permitindo
extraces diretamente no meio natural, facilitando bastante as analises de matrizes ambientais.
Por fim, é uma técnica que ndo utiliza solvente organico, trazendo beneficios para a saude
humana e contribui para a reducéo de residuos toxicos no laboratorio e no meio ambiente.
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