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No presente trabalho são apresentados os principais
aspectos teóricos, funcionais e analíticos, da Microextração
em Fase Sólida (MEFS), dedicando-se um tópico especial
para sua aplicação em análise de alimentos. São descritas
as principais características da instrumentação, das etapas
de extração e das formas operacionais. Mostra-se o
desenvolvimento de método de análise por MEFS aliado à
cromatografia a gás (CG) e algumas aplicações em análise
de alimentos, sendo discutidas as principais vantagens
oferecidas pela técnica. Concluiu-se que a MEFS permite a
extração, sem o uso de solventes, e a determinação de
uma série de substâncias de matrizes sólidas, líquidas ou
gasosas de modo prático e eficiente. O uso crescente de
MEFS-CG na detecção de fraudes, adulterações e
contaminações de alimentos interessa aos órgãos fiscais
responsáveis pela saúde pública.

PALAVRAS-CHAVE: MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA;  ANÁLISE DE ALIMENTOS.

1 INTRODUÇÃO

O amplo uso de solventes orgânicos (normalmente tóxicos) que ocorre
nas extrações líquido-líquido (ELL), ou Liquid-Liquid Extraction (LLE), vem
impulsionando pesquisas sobre métodos de extração de compostos
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orgânicos que apresentem menor impacto sobre o homem e o meio
ambiente. Métodos que usam gases inertes além do ponto crítico como
fluido extrator e outros que usam uma fase sólida (como suporte ou como
fase estacionária extratora) aproximam-se desse ideal. O método de
extração por fluido supercrítico (EFSC), ou Supercritical Fluid Extraction
(SFE),   apresenta como desvantagem o uso de grandes quantidades de
CO2 de alta pureza (ou gás equivalente) tornando a análise muito
dispendiosa, além de consumir muito tempo e não existir sistema extrator
portátil. O segundo método (fase sólida), além de exigir pouco ou nenhum
solvente, apresenta baixo custo, rapidez e a instrumentação pode ser
transportada facilmente. Também possibilita concentrar vários analitos
de interesse, simultaneamente, e permite determinações em níveis de
detecção da ordem de ng/L, constituindo opção apropriada e eficiente
para substituir extrações clássicas, como a ELL (1 - 2). São duas as
técnicas alternativas de extração que utilizam o método em fase sólida.
A primeira a surgir foi denominada de extração em fase sólida (EFS) ou
Solid Phase Extraction (SPE) e a variante, mais recente, é conhecida
como microextração em fase sólida (MEFS) ou Solid Phase Microextraction
(SPME).

A MEFS é considerada como microtécnica de extração e de pré-
concentração de analitos, pois esses processos são realizados em escala
muito pequena. VALENTE e AUGUSTO (3) descreveram a seguinte
analogia para ilustrar o que ocorre em termos de escala. Uma gotícula de
solvente orgânico de 1 µL seria colocada em 10 mL (10.000 µL) de solução
aquosa, contendo os analitos que se deseja analisar. Essa gotícula, que
representa 0,01% do volume total, permaneceria imiscível na matriz,
mesmo sob agitação. Analitos orgânicos, por sua afinidade com a gotícula,
migrariam da matriz para a mesma, concentrando-se em seu interior de
acordo com os coeficientes de partição gotícula/matriz. Após determinado
tempo, a gotícula (impregnada de analitos) seria retirada do seio da matriz
e levada para o interior do cromatógrafo para ser analisada. Como vantagem,
a concentração da matriz permaneceria a mesma devido à pequena
quantidade extraída de analito (comparativamente). Desse modo, outras
extrações poderiam ser realizadas na mesma matriz para dispor de
replicatas estatisticamente confiáveis. Na MEFS, a gotícula é representada
por microcamada polimérica que reveste 1 cm da superfície de pequeno
segmento de fibra ótica de sílica fundida. Tal camada, com volume de
0,03 a 0,7 µL e espessura de 7 a 100 µm, é considerada a fase estacionária
imobilizada em suporte de fibra com 300 µm de diâmetro externo e
4,5 cm de comprimento (3). Durante a amostragem, a fibra revestida é
exposta no seio da matriz para entrar em contato com os analitos que,
por partição, serão concentrados na fase estacionária. Em determinado
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momento, a fibra revestida é removida da amostra e inserida no
cromatógrafo. A técnica de MEFS foi desenvolvida entre 1989 e 1990 pelo
Prof. Janusz Pawliszyn, da Universidade de Waterloo em Ontário (Canadá),
para uso em cromatógrafo a gás (CG), em análises de poluentes orgânicos
voláteis e semivoláteis em águas (4). Desde então, foram publicados vários
tratamentos teóricos que fundamentam a técnica e trabalhos sobre a
aplicação da MEFS em análises de amostras ambientais, de alimentos,
forênsicas e botânicas, incluindo o uso de cromatógrafo líquido de alta
eficiência (CLAE).

Esta revisão pretendeu descrever os principais aspectos que compõem a
técnica de microextração em fase sólida (MEFS), o instrumento
microextrator, os diversos modos e procedimentos de extração e os
principais parâmetros usados no desenvolvimento de métodos analíticos.
Também visou abordar as vantagens do uso da MEFS e suas aplicações
na área de alimentos.

2 INSTRUMENTO PARA A MEFS

O instrumento completo para a microextração, denominado de amostrador
(Figura 1), é composto por corpo cilíndrico com fenda (em “Z”), pela qual
o pino travador desliza. Esse apresenta em sua extremidade superior um
lançador e na inferior uma agulha oca de aço inoxidável (inox), com
560 mm de diâmetro externo. A agulha forma o canal que armazena toda
a extensão da fibra e parte do tubinho inox. A outra extremidade do tubinho
é envolta por uma pequena mola, e fica em contato com o lançador,
obedecendo ao seu mecanismo da seguinte forma: o lançador, ao ser
pressionado, empurra o tubinho, comprimindo a mola e, como
conseqüência, a fibra desliza pela agulha e se expõe ao meio externo, ou
se esconde, quando é puxada. O pino travador, fixado no lançador,
acompanha esse movimento, na extensão da fenda em “Z”. Quando
posicionado no centro dessa fenda impede a subida do lançador,
mantendo, assim, a fibra exposta (3).

A parte removível (Figura 2) do amostrador é composta pela agulha, pela
fibra revestida e pela mola que envolve uma das extremidades do tubinho
de inox. Seu diâmetro é semelhante ao da fibra colada na extremidade
oposta, formando (aparentemente) segmento contínuo. O conjunto pode
ser trocado de acordo com o seu estado de uso e com a natureza do
analito que se deseja extrair. A fase estacionária polimérica que reveste a
fibra e que funciona como “solvente” orgânico pode apresentar diferentes
composições, várias polaridades e volumes.
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FIGURA 1 - INSTRUMENTO DE AMOSTRAGEM DIRETA PARA A MEFS

A = Vista externa, mostrando a posição de trava (pino no centro da fenda) mantendo a
fibra exposta; B = Vista interna, mostrando a parte removível com a fibra exposta.
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FIGURA 2 - PARTE REMOVÍVEL DO INSTRUMENTO PARA MEFS

A = Fibra escondida no interior da agulha; B = Fibra exposta ao meio externo;
C = Detalhes da fibra revestida presa ao tubinho de aço inox.
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O dispositivo apresentado na Figura 2 foi projetado para que as fibras
sejam retraídas para dentro da agulha durante as operações que possam
danificá-las como as de transporte, perfuração do septo do frasco de
amostra e do injetor do cromatógrafo (3-4).

Em vários trabalhos da literatura podem ser encontradas descrições sobre
a construção artesanal de dispositivo de MEFS. Eram usadas fibras óticas
de sílica fundida embutidas em seringas analíticas (de uso próprio para
diluições) e, depois, ativadas na superfície exposta por reações com ácidos
e polímeros (1, 5-7).

Em 1992, LOUCH e colaboradores (7) usaram amostradores
manufaturados pela sua equipe para análise simultânea de benzeno,
tolueno e p-xileno, em águas. Nessa mesma época, a automação em
MEFS-CG estava sendo introduzida mediante modificações no
comprimento da agulha e do êmbolo de seringas Hamilton 7.005 e do uso
de equipamento de Cromatografia a Gás (CG) modelo Varian 8100. CHAI
e colaboradores descreveram, em 1993, como construíram o amostrador
e analisaram hidrocarbonetos voláteis por MEFS. Os resultados
experimentais indicaram que a microextração pode ser apropriadamente
usada na análise de águas, de sólidos como o solo, de soluções gasosas
como o ar, de óleos e de fluidos humanos empregando a técnica de MEFS
em headspace (HS) (5-7).

Em 1993, os dispositivos para a microextração ainda eram feitos
artesanalmente, geralmente com seringa de diluição Hamilton 7.105 (3,
8). Nesse mesmo ano, PAGE e LACROIX (9) descreveram um método
HS-MEFS-CG para a determinação de 33 substâncias halogenadas
voláteis. Em 1995, agrotóxicos em água, solo e vinho foram analisados
por essa técnica (a maioria usando extração HS) com sucesso, sendo
indicada para a investigação de analitos polares, não-polares, voláteis,
semivoláteis e não-voláteis (10). Somente a partir daquele ano, os
amostradores passaram a ser fabricados por firmas especializadas (11).
Tal fato facilitou a execução das análises, tornando-as também mais
precisas.

3 REVESTIMENTOS POLIMÉRICOS – EVOLUÇÃO

Não é comum a utilização de fibra ótica sem revestimento de filme especial.
A extração, feita diretamente com o material (sílica fundida) que a constitui,
ocorre sem muito critério. As fibras revestidas apresentam uso mais
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freqüente devido maior seletividade (semelhante dissolve semelhante) (12).
Em 1992, fibras óticas revestidas já podiam ser encontradas no mercado.
A Polymicro Technologies (Tuscon, AZ, USA) foi a primeira firma a produzi-
las com revestimento de polidimetilssiloxano (PDMS) nas espessuras de
56 e de 100 µm. No mesmo ano, cristais líquidos de poliacrilato (PA)
começaram a ser testados (7, 13). Em 1995, três opções de fibras
revestidas estavam disponíveis, PDMS de 7, de 30 e de 100 µm de
espessura. Em 1996 fibras revestidas com PA de 85 µm juntaram-se às
anteriores, sendo todas comercializadas pela Supelco (11-14). A espessura
do revestimento e a sua natureza (polar, apolar ou bipolar) são as principais
características que governam a seletividade e a eficiência da extração.
Tais características são facilmente encontradas na literatura (3-4, 15) e
em notas técnicas dos fabricantes (Tabela 1).

TABELA 1 –  REVESTIMENTOS COMERCIALMENTE DISPONÍVEIS E
INDICAÇÕES DE USO (2)

PDMS = polidimetilssiloxano; CW = carbowax; DVB = divinilbenzeno; PA = poliacrilato.

Normalmente, os revestimentos com grande afinidade pelo analito (alta
seletividade) e mais espessos (extraem em maior quantidade)
proporcionam ao método alta sensitividade (13).

Revestimento  espessura 

(µM) 
Natureza Aplica ı es sugeridas 

PDMS  7 Subst ncias apolares de alta massa molecular 

PDMS  30 Subst ncias semivolÆteis nª o polares 

PDMS  100 

Nª o-polar 

Subst ncias volÆteis 

PA  85 Subst ncias semivolÆteis polares 

CW/TR  50 Subst ncias surfactantes 

CW/DVB  65 ` lcoois e compostos polares 

CW/DVB  70 ` lcoois e compostos polares 

Car/DVB  50/30 

Polar 

Flavorizantes (volÆteis e semivolÆteis) 

PDMS/DVB  60 Aminas; compostos polares 

PDMS/DVB  65 VolÆteis; aminas; nitroaromÆticos 

PDMS/DVB  65 VolÆteis; aminas; nitroaromÆticos 

Carboxen/PDMS  75 Gases; compostos em baixa massa molecular 

Carboxen/PDMS  85 

Bi-polar 

Gases; compostos em baixa massa molecular 
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4 ETAPAS QUE COMPÕEM A TÉCNICA DE MEFS

A operação da microextração (MEFS) compreende a extração e a
dessorção (4). A extração do analito é a primeira etapa do processo e
ocorre quando a fase estacionária (a fibra revestida) entra em contato
com a matriz (Figura 3). No final da extração o amostrador é levado para
a segunda etapa do processo. A dessorção ocorre quando os analitos,
adsorvidos na fase estacionária, são expulsos e carreados para
subseqüente análise cromatográfica. O processo de dessorção pode ser
térmico, em CG, ou efetuado por solventes na interface MEFS-CLAE (4).

FIGURA 3 - ESQUEMA SEQÜENCIAL DA EXTRAÇÃO POR MEFS

1o = Perfuração do septo, que veda o frasco que contém a amostra, pela agulha do
amostrador; 2o = Exposição da fibra no seio da matriz, por determinado tempo, para
processar a extração de analitos; 3o = Recolhimento da fibra para dentro da agulha; 4o =
Retirada da agulha.

A Figura 4 representa o esquema da seqüência operacional para a
dessorção térmica.
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Excelentes sinais cromatográficos são produzidos quando são utilizados
altos fluxos de gás carreador (na temperatura máxima permitida pela
estabilidade do revestimento) em CG e de solvente carreador em CLAE
(4, 15).

FIGURA 4 - ESQUEMA SEQÜENCIAL DA DESSORÇÃO EM CG

1o = Perfuração do septo do injetor do cromatógrafo; 2o = Exposição da fibra, por tempo
determinado, para processar a dessorção de analitos; 3o = Recolhimento da fibra para
dentro da agulha; 4o = Retirada da agulha.

5 MODOS DE SE OPERAR A MEFS

De acordo com a forma de contato entre a fibra e os analitos existem dois
modos para realizar a extração por MEFS, ou seja, direto ou em HS. A
escolha deve ser feita em função, principalmente, do estado físico da
matriz, da afinidade do analito com a matriz e de sua volatilidade. A
extração também pode ser realizada com e sem agitação (4).

Na extração pelo modo direto a fibra revestida é inserida no seio da amostra
(líquida ou gasosa) e os analitos (voláteis ou não), nela dispersos, são
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transportados para a fase extratora (Figura 1). Um modo variante da
abordagem direta é o uso de fibras envolvidas por membrana protetora.
Isso evita danos no revestimento da fibra devido à aderência de substâncias
de alta massa molecular que possam estar presentes na amostra (4).

Em HS, a fibra revestida é inserida no espaço acima da amostra (sólida
ou líquida) contida em frasco muito bem selado para que ocorra a extração
de analitos voláteis ou semivoláteis (4, 11, 14). Como a fibra não entra em
contato com a amostra diretamente, o modo HS representa alternativa
para extrações em amostras particuladas. Permite também modificações
na matriz, como mudança de pH e concentração de sal, sem prejudicar a
fase extratora. Em comparação com o modo direto, o HS exige menos
tempo para atingir o equilíbrio de extração (4, 8, 12).

A agitação, no momento da amostragem por MEFS, é na maioria das
vezes necessária para facilitar o transporte dos analitos para a fase
estacionária e assim reduzir o tempo de equilíbrio. A agitação magnética,
dentre os meios de agitação existentes (magnética, intrusiva, por agitador
Vortex, por fluxo, por sonicação e por vibração da fibra) é mais usada pela
simplicidade (não necessita de dispositivos complexos e não adultera a
amostra). A extração sem agitação pode proporcionar bons resultados
quando os analitos são voláteis e colhidos em HS (3, 4).

6 PRINCIPAIS ASPECTOS ANALÍTICOS – FUNDAMENTOS

Sob o ponto de vista analítico não se deve esquecer que o polímero, que
reveste a fibra para a microextração, pode ser considerado fase líquida
imobilizada em contato com outra (a amostra), competindo entre si pela
solubilização do analito (4). Logo, os fatores que afetam a eficiência das
extrações líquidas convencionais ELL também atingem a MEFS (4, 7).
Alguns desses fatores como volume, concentração e coeficiente de
partição relacionam-se por uma equação analítica fundamental. Outros,
apesar de independentes como a temperatura e o pH, afetam a eficiência
da extração, pois agem diretamente nas propriedades do fenômeno de
partição.

6.1 EQUAÇÃO ANALÍTICA FUNDAMENTAL

Na MEFS, em sistemas bifásicos, ocorre a partição do analito entre a
fase estacionária (revestimento da fibra) e o meio no qual o analito se
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encontra (fase aquosa). Após algum tempo, característico de cada analito,
o equilíbrio de partição é estabelecido. Nesse momento, a extração direta
pode ser avaliada quantitativamente mediante equação fundamental (1, 4,
6-8, 10-11, 15-16):

(I)

Na qual:

O volume da fase estacionária (VES) geralmente é considerado como
proporcional à espessura do revestimento, pois a área da fibra revestida é
constante. Assim, VES

 será máximo quando a espessura do revestimento
for máxima e, quanto maior, maior será a quantidade extraída de analito.
Já o volume de amostra (VAQ) submetido à extração pode ser muito
pequeno, da ordem de poucos mililitros, ou muito menos. Tais variáveis,
junto com o coeficiente de partição (KES/AQ) relacionam-se de forma muito
interessante e conveniente.

O VAQ deve ser sempre otimizado experimentalmente, mas recomenda-
se que seja maior do que 100 mL quando forem usados, na extração,
revestimentos com baixa afinidade pelo analito (KES/AQ <1.000). Nesse
caso, tem-se aproximação na soma do denominador da equação
fundamental: KES/AQ .VES + VAQ ≅≅≅≅≅  VAQ, e, assim, a equação (I) é simplificada
e transformada na equação (II), tornando nES independente de VAQ, o que
é importante em amostragens ambientais in situ:

(II)

ES
AQ

ESAQ

AQES
AQ

ES

ES VKV

VCVK
n

.

... 0

+
=

0.CVKn ESAQESES =

ESn  =  quantidade extra da de analito pela fase estacionÆria; 

AQ
ESK  =  coeficiente de parti ª o do analito entre a fase estacionÆria e a fase 

aquosa; 

ESV  =  volume da fase estacionÆria; 

AQV  =  volume da fase aquosa; 

0C  =  concentra ª o inicial da fase aquosa. 
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Há casos em que nES pode depender, de forma direta, somente de duas
variáveis: VAQ e C0. Isso ocorre quando são usados revestimentos com
alto VES e alta afinidade pelo analito (KES/AQ >1.000). Entretanto, o VAQ da
amostra precisa ser ao mesmo tempo, suficientemente, pequeno para se
tornar variável desprezível na soma e ocorrer nova aproximação: VAQ

 +
KES/AQ

 
.VES

 ≅≅≅≅≅  KES/AQ
 
.VES. Nessa situação a equação (I) é simplificada na

equação (III), não ocorrendo, desse modo, a partição: o analito migra
todo, rapidamente, para o revestimento da fibra. Isto é vantajoso quando
extrações exaustivas são desejadas:

(III)

O coeficiente de partição ou de distribuição representa a seletividade do
revestimento com relação ao analito e sua interação com a matriz. A
seletividade é baseada nas diferenças de polaridade e de volatilidade. A
eficiência do processo de extração será sempre dependente da afinidade
do analito pelas fases – KES/AQ

 
(1, 4, 7, 15).

Conforme foi mostrado anteriormente, a sensibilidade da técnica depende
de K do analito e da espessura do revestimento. Quando ambos são
altos produzirão baixos limites de detecção. De acordo com PAWLISZYN
(4), em sistema cuja agitação é perfeita, K é diretamente proporcional à
quantidade extraída de analito. Essa constante pode ser determinada
pelas equações, assumindo que a extração entre rapidamente em
equilíbrio, ou estimada através do coeficiente de partição octanol/água
(KO/W). Encontrado facilmente na literatura (17), KO/W é útil para prever a
afinidade de polímeros não-polares, como o PDMS, por determinados
compostos orgânicos (12). Compostos lipofílicos (não-polares) apresentam
KO/W altos e, assim, espera-se que os mesmos, ao serem extraídos por
polímeros não-polares possam ser determinados com alta sensibilidade
(4, 15).

Algumas vezes, a quantidade de analito extraída (nES) deixa de ser função
linear da C0

 
, contrariando as equações fundamentais. Isto ocorre quando

as extrações são feitas em matrizes com altas concentrações de analitos,
resultando em alterações na porosidade dos revestimentos e prejudicando
tanto o processo de extração quanto o de dessorção (4).

0.CVn AQES =
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6.2 TEMPERATURA E COMPOSIÇÃO DA MATRIZ

Existem vários estudos sobre a otimização dos fatores que afetam a
precisão e a exatidão das análises (4, 8, 15). Esses mostram que a
temperatura e a composição da matriz aquosa (presença de interferentes
que modificam a força iônica e/ou a polaridade) influenciam muito a afinidade
do analito pelas fases e, conseqüentemente, tornam K maior ou menor.
Com o aumento da temperatura da matriz, os analitos tendem a se
desagregar movendo-se com maior velocidade para o headspace e
resultando em extrações mais rápidas. Esse procedimento, entretanto,
pode reduzir a quantidade extraída de analito devido ao aquecimento do
revestimento que também ocorre indesejavelmente. A água tem sido aditivo
efetivo para facilitar a extração, pois pode ser usada em altas temperaturas
para remover e dissolver analitos não-polares como, por exemplo, os
hidrocarbonetos poliaromáticos – HPA (4, 15).

A adição de sal exerce forte efeito sobre a eficiência de extração, que
depende da natureza do analito e da concentração de sal. Em geral, o
efeito de salting out se amplia com o aumento da polaridade do composto
(4, 15).

O pH da amostra afeta o equilíbrio de dissociação do analito em meio
aquoso. Assim, no caso de analitos ácidos, a diminuição do pH resulta
em aumento na concentração das espécies neutras (menos solúveis em
água) e na quantidade extraída. Na prática não se pode provocar alteração
no pH quando se usa a extração direta, pois o contato da fibra revestida
com soluções ácidas ou alcalinas diminui a vida útil da mesma (4, 12,
15).

Quando se usa MEFS - HS tem-se um sistema trifásico, cujas fases
(matriz, revestimento e headspace) competem entre si pelos analitos e a
equação fundamental passa a ser (4):

                               (IV)
ES

AQ
ESAQHS

AQ
HS

AQES
AQ

ES

ES VKVVK
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Os novos termos KHS/AQ e VHS correspondem ao coeficiente de partição do
analito entre o headspace e a amostra e ao volume do headspace,
respectivamente.

7 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO DE EXTRAÇÃO
POR MEFS

O conhecimento da teoria analítica que fundamenta a técnica MEFS orienta
o estabelecimento de parâmetros que governam a sua eficácia, após
otimização dos procedimentos experimentais de cada etapa. Tais
procedimentos devem ser realizados com muito critério e as respostas
obtidas numa etapa ajudam a delinear a próxima. O tipo e a espessura da
fase extratora (polímero que reveste a fibra), os tempos de extração e de
dessorção e a temperatura de dessorção determinados experimentalmente
e, posteriormente, avaliados com testes de precisão constituem os
principais parâmetros.

O tempo de extração (tE), variável extrínseca ao meio extrator, corresponde
ao tempo de contato entre a fase extratora e a fase extraída para que os
analitos sejam adsorvidos pela fibra revestida. Como ocorre com as
variáveis das equações fundamentais, o tE é essencial para a otimização
do método. A repetibilidade e a exatidão dos resultados são obtidas com
maior facilidade quando o tempo de extração usado é  suficiente para que
o equilíbrio de adsorção seja alcançado. Esse tempo, denominado de
tempo de equilíbrio (t∞∞∞∞∞) é característico de cada analito e costuma ser
longo. Para reduzir o tempo de análise usa-se tE < t∞∞∞∞∞, que quando repetido
com precisão também possibilita excelentes respostas. Quando tE

 
= t∞∞∞∞∞

(equilíbrio atingido) a concentração (C0) do analito e a sua quantidade
extraída no equilíbrio (nES) poderão ser determinadas com auxílio de curva
padrão (área x C0), aplicando-se a concentração (C0) e K em uma das
equações do equilíbrio, respectivamente. Com os valores de nES tem-se a
opção de confeccionar outras curvas padrão (área x nES e/ou nES x C0) a
partir da primeira. Quando tE < t∞∞∞∞∞ (equilíbrio não-atingido) a concentração
do analito também será determinada pela curva padrão (área x C0). Já a
quantidade extraída do analito (nES fora do equilíbrio) não poderá ser
determinada por meio das equações I ou II, próprias do equilíbrio. Para
esse fim, o sinal cromatográfico produzido será interpolado na curva padrão
(área x nES), (1, 4, 15).

LOUCH e colaboradores (7) afirmaram que o t∞∞∞∞∞ é diretamente proporcional
à espessura do revestimento e a massa molecular do analito em sistemas
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sob agitação. Isso devido à influência do coeficiente de difusão, que depende
desses fatores. Assim, para a análise de não-voláteis é indicado o uso de
revestimentos menos espessos. Para aumentar a sensibilidade, sem
aumentar t∞∞∞∞∞, o ideal seria aumentar a área superficial do revestimento
(comprimento ou diâmetro da fibra) e não a espessura do filme. Entretanto,
essa opção geralmente não é possível na prática.

Para as dessorções térmicas serem quantitativas é necessário que a
temperatura do injetor esteja acima da temperatura de ebulição do analito,
mas sem ultrapassar a temperatura máxima suportável pelo material do
revestimento da fibra (5, 6). Nessas condições ocorre redução (cerca de
mil vezes) na afinidade do analito pelo revestimento (4, 15). O tempo de
dessorção (tD) ideal é aquele que proporciona o maior e melhor sinal
cromatográfico, produzido pelo analito ou o melhor perfil de sinais gerado
pelo conjunto de analitos a serem determinados na mesma amostra. A
determinação do tD geralmente é feita com altas velocidades de fluxo
linear do gás carreador (CG) ou do solvente (CLAE) em torno do revestimento
(4, 15).

A validação do método nos estudos quantitativos consultados é realizada
pela linearidade, pela recuperação e pela repetibilidade. Envolve ainda a
comparação dos resultados obtidos com os oriundos de métodos
convencionais, a avaliação com amostras certificadas e comparação
interlaboratorial (3-4, 15). Detalhes sobre validação são fornecidos pelos
trabalhos de PAWLISZYN (4) e VALENTE e AUGUSTO (3).

8 BREVE COMPARAÇÃO ENTRE AS TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO E
MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (EFS E MEFS) (1-7)

As principais diferenças entre a EFS e a MEFS são verificadas
basicamente na apresentação da fase estacionária, nos procedimentos
de extração e de dessorção e seus efeitos em relação às perdas e
interferentes. É na fase estacionária que ocorre a adsorção, cuja forma
de apresentação e manipulação pode facilitar essa etapa e contribuir ou
não para a eliminação de impurezas interferentes. Seu tamanho em relação
à amostra pode tornar a adsorção exaustiva, o que se reflete no tempo de
análise. A MEFS, de acordo com a volatilidade do analito de interesse,
permite que amostras sólidas possam ser analisadas diretamente com
tratamento prévio mínimo. A dessorção, no caso da MEFS, ocorre no
interior do cromatógrafo, dificultando a perda de analitos. Já na EFS, no
momento da evaporação do solvente usado para a dessorção, há o risco
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de perdas e reações paralelas sensíveis ao calor, o que prejudica a análise.
Na tabela 2 essas diferenças foram agrupadas para melhor comparação.

TABELA 2 – EXTRAÇÃO EFS VERSUS MICRO-EXTRAÇÃO MEFS (1-7)

9 VANTAGENS DA MEFS SOBRE AS TÉCNICAS CONVENCIONAIS

Os procedimentos peculiares para execução da técnica MEFS,
associados a métodos modernos de análise (CG, CLAE e detectores),
permitem determinações em níveis de detecção da ordem de ng/L com

 
 

EFS 
 

 
MEFS 

Fase 
estacionÆria 

Granulada, preenche tubo cil ndrico (de 
plÆstico) e sua superf cie s lida extratora 
apresenta geometria mais complexa do que 
a do MEFS 

Micro-camada polimØrica que reveste o 
suporte de fibra tica de poucos µm de 
di metro. Sua superf cie extratora de 
geometria mais simples facilita a entrada 
e a sa da dos analitos (extra ªo e 
dessor ªo) 

1“ Etapa: a 
extra ªo: 

Realizada quando a amostra atravessa a 
fase estacionÆria. Geralmente precisa de 
tempo maior que a MEFS, pois o acesso dos 
analitos Ø mais dif cil e esses devem ser 
extra dos da matriz atØ exaustªo 

Ocorre quando a fase estacionÆria Ø 
imersa no meio em que os analitos estªo 
dispersos. Poucos minutos sªo 
necessÆrios para essa etapa, os analitos 
estªo mais expostos e suas extra ı es 
nªo sªo exaustivas 

2“ Etapa: a 
dessor ªo 

Ocorre fora do cromat grafo, quando a fase 
estacionÆria Ø percolada por solventes 

Ocorre dentro do cromat grafo. Pode ser 
tØrmica no CG ou por solvente na CLAE 

Perdas de 
analito 

Ocorre quando os analitos sªo adsorvidos 
pelas paredes do tubo (de plÆstico), caso a 
dessor ªo seja incompleta ou for usado  
aquecimento drÆstico para evaporar o 
solvente 

Ocorre se a extra ªo e/ou a dessor ªo 
forem feitas em tempo menor que o prØ-
determinado 

Amostra Deve ser l quida ou estar em solu ªo Deve gerar solu ªo aquosa ou gasosa 
(headspace) 

Analitos Fixos e semivolÆteis Fixos, semivolÆteis e volÆteis 

InterferŒncias 

Podem ocorrer devido ao arraste de 
mon meros do tubo de plÆstico ou pela 
forma ªo de produtos durante a evapora ªo 
do solvente 

Podem ocorrer se a limpeza da fibra nªo 
for feita freq entemente 
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redução de até 70% no tempo necessário à preparação da amostra. Ao
contrário das técnicas convencionais a MEFS praticamente não exige
solventes de alto custo (geralmente tóxicos) e possibilita concentrar vários
analitos de interesse, simultaneamente, sem o risco de produzir emulsão.
Trata-se de técnica não-destrutiva, cuja extração está atrelada ao equilíbrio
(não ocorre até exaustão), possibilitando que várias amostragens sejam
efetuadas na mesma alíquota (volumes de amostra menores que 1 mL
podem ser analisados com bons resultados). A seringa (amostrador), de
baixo custo, é versátil (pode ser usada em CG e em CLAE), apresenta
facilidade operacional (com automatização opcional) e é portátil (pode
ser aplicada em campo) e a fibra revestida (um de seus acessórios
descartáveis) pode ser reutilizada por mais de 50 vezes (2-4, 6-7).

10 APLICAÇÃO DA MEFS EM ANÁLISE DE ALIMENTOS

De 1990 a 1997 as pesquisas com MEFS estavam centradas, na maioria
das vezes, nas determinações de poluentes em águas usando CG e
técnicas de headspace. Esse método permite excelente sensibilidade
para a análise de traços. Nesse mesmo período, muitos trabalhos teóricos
para embasar a técnica também surgiram (18-37). A partir de 1997, a
aplicação dessa técnica expandiu-se para maior diversidade de matrizes,
tais como solo, ar, alimentos, plantas, cabelo, produtos farmacêuticos,
saliva, urina e sangue (4). Em particular, pesquisas sobre a contaminação
de alimentos por pesticidas usando extração por EFS e por MEFS
resultaram em várias publicações entre 1992 e 2002. Substâncias orgânicas
voláteis (SOV) são freqüentemente analisadas em bebidas alcoólicas como
vinho (38-49), cervejas (50-52), vodka (53) e whisky (54), em bebidas não-
alcoólicas, como suco de frutas (55-64), café (65) e leite (66-67), em
queijos (68-69), em méis (70), em óleos vegetais (71), e em carnes curadas
(72). No caso de substâncias pouco ou não-voláteis têm-se, por exemplo
a determinação de cafeína em bebidas (73-74), fenol em mel (75),
isotiocianato (76) e estireno (77) em vinhos e agrotóxicos em méis (78-
83), em morangos (84-86), em vinhos (10, 87-88), em mostos (88), em
vegetais comestíveis (89) e em leite (90). Pelo número de exemplos pode-
se verificar que as aplicações da MEFS em alimentos estão, geralmente,
associadas à determinação de SOV por HS-CG, mais especificamente,
em análise de aromas (em bebidas, como vinhos, cervejas, vodka e sucos
de frutas). A análise de voláteis por HS é prática, rápida, oferece maior
duração da fibra e os resultados podem fornecer diversas informações.

A análise de substâncias orgânicas voláteis (SOV) pode ser útil na
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averiguação da autenticidade e da pureza dos alimentos e, até mesmo,
de sua origem geográfica. Esse é o caso de azeites (71), cafés (66),
vodkas (53), vinhos (38, 41, 46) e de whisks (54), todos com extração por
MEFS. A composição dos alimentos, quanto às SOV, pode ser indicativa
também do estado de conservação e da qualidade das etapas do
processamento do alimento. A técnica de MEFS vem sendo usada para:
a) avaliar a produção de metabólitos bacterianos voláteis no alimento e o
surgimento de alterações no aroma característico (91-92) como indicativos
da estabilidade do alimento e da eficácia da embalagem durante o seu
armazenamento; b) acompanhar a produção de aromas agradáveis devido
às reações de Maillard em processos de torrefação do cacau e farinhas
(93-94) e de alterações indesejáveis no aroma provocadas por tratamentos
térmicos de conservação (62, 95-96), ambas indicativas da influência que
o calor exerce na qualidade de alimentos; c) avaliar as alterações na
qualidade sensorial de sucos de laranja devido aos processos de
clareamento (63) e de conservação por irradiação (97); d) caracterizar
aromas agradáveis para avaliar o impacto produzido por culturas start na
qualidade de produtos fermentados (98); e e) analisar o teor de alcoóis e
ésteres em bebidas alcoólicas, sendo ambos parâmetros de qualidade
da fermentação (51).

NONATO e colaboradores (99) apresentaram os resultados do
desenvolvimento de método HS-MEFS para a determinação de compostos
secundários de cachaças de cana-de-açúcar brasileiras. Alcoóis superiores
e acetato de etila (dentre outros subprodutos da fermentação) são os
mais importantes parâmetros indicativos da qualidade da cachaça. RUIZ
et al. (100) reportaram que SOV desejáveis em carnes curadas, oriundas
das degradações (oxidativas) de lipídios e de aminoácidos (degradação
de Strecker), foram satisfatoriamente extraídas por HS-MEFS para
determinação da qualidade do produto.

A técnica de MEFS mostrou-se aplicável na identificação de produtos em
estado de deterioração pela determinação de SOV indesejáveis. Essas
são responsáveis pelo odor desagradável, como aminas voláteis produzidas
por microrganismos (101-102) e substâncias secundárias voláteis
resultantes da peroxidação de ácidos graxos (100). MARSILI (67) investigou
os estágios da fotoxidação lipídica em leite e acompanhou, por HS-MEFS,
a formação de subprodutos voláteis dessa degradação (aldeídos, cetonas,
ésteres e alcoóis de baixa massa molecular), pesquisa importante para a
avaliação do estado de conservação do alimento.

A determinação da produção de SOV por MEFS também foi indicada
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para obter dados sobre o valor nutricional de alimentos e a segurança
alimentar (quanto à presença de bactérias patogênicas e poluentes).
WADA (103) estudou as alterações de óleos de peixe, ricos em ácidos
graxos polinsaturados. Para a verificação das condições de potabilidade
de águas VALENTE et al. (104) determinaram a presença de derivados
tri-halometanos e JIA et al. (105) de clorofórmio. Contaminações por SOV,
como benzeno e tolueno, foram investigadas por MEFS-CLAE com
sucesso em suco de frutas (64) e em óleos vegetais comestíveis (106). O
grau de contaminação de alimentos por bactérias patogênicas, fontes
potenciais de intoxicação e infecção alimentar, foi avaliado com sucesso
pela determinação de SOV emitidas por tais microrganismos (107- 108).

Análises de SOV por MEFS podem constituir ferramenta alternativa em
estudos de biossíntese, da especificidade de enzimas por determinados
substratos (109) e em avaliações da eficiência da produção fúngica de
aromas naturais, usados como aditivos em alimentos (110-111). Ao
contrário da análise de voláteis por HS-MEFS, a aplicação da MEFS pelo
modo direto em análise de resíduos não-voláteis ou semivoláteis em
alimentos não é muito freqüente ainda que bons resultados tenham sido
obtidos. Fato constatado pelo pequeno número de trabalhos publicados.
A detecção de contaminações alimentares por substâncias com alta
massa molecular como micotoxinas (112) e por metais, como o selênio
(113-114) e o mercúrio (115), também são exemplos de aplicações que
podem ser mais exploradas. Verificou-se que muitos trabalhos,
mencionados anteriormente, reportam análises bem sucedidas de
agrotóxicos em vinhos, em mostos, em diversas hortaliças, em morangos,
em leite e em mel (116).

11 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A técnica de MEFS é aplicável a qualquer forma de matriz (líquidos, sólidos
e gases) com amostragem direta (sem a necessidade de preparo inicial
de amostra), diminuindo os riscos de contaminação e o tempo de análise.
A incorporação de padrão interno na matriz e o estabelecimento do tempo
ótimo de extração resultam em correlações quantitativas, aumentando a
sua precisão.

A MEFS é uma técnica fundamentada no equilíbrio entre adsorção e
dessorção. A precisão da quantificação, quando são usadas as fases
fora do equilíbrio, requer que as extrações sejam cuidadosamente
controladas. Cada componente comporta-se diferentemente, dependendo
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da polaridade, da volatilidade, do coeficiente de partição, do volume de
amostra ou do headspace, da velocidade de agitação, da composição da
matriz, do pH e da temperatura. Como a extração por MEFS não utiliza
solvente pode ser otimizada para que a amostra não necessite de
aquecimento, dificultando a formação de produtos secundários que podem
proporcionar erros nos resultados.

Através de dados da literatura consultada, no período de 1992 a 2002,
verificou-se que a MEFS foi e continua sendo muito utilizada na análise
de alimentos. Substâncias voláteis são as mais determinadas e com
freqüência menor, porém crescente, as semivoláteis, como cafeína, ácidos
graxos, estireno, fenol e agrotóxicos, dentre outras. Os dados indicam
também que a MEFS pode se tornar importante nas investigações de
metais, toxinas, vitaminas, açúcares simples e aminoácidos em alimentos.

Considerando que vários trabalhos mostram a eficiência do método MEFS-
CG na análise de agrotóxicos, esse poderia ser usado com maior
freqüência e legitimado como oficial. A presença de agrotóxicos em
alimentos envolve a saúde pública, sendo sua análise necessária devido
aos limites residuais máximos estabelecidos pela Agência Nacional de
Vigilância Sanitária (ANVISA). Matrizes como suco de frutas, vinhos,
hortaliças e mel são as mais sujeitas às várias fontes de poluição. A
determinação de fraudes e adulterações pela análise de componentes
característicos de identidade não-voláteis, usando métodos que envolvem
a extração por MEFS também parece possível conforme a técnica for
sendo desenvolvida.

Abstract

SOLID PHASE MICROEXTRACTION: FUNDAMENTALS AND APPLICATIONS IN
FOOD ANALYSIS
In this work, the most important aspects, analytical, theoretical and functional, of Solid
Phase Microextraction (SPME) are presented, with a special emphasis in food analysis
applications. The main features instrumentation of extraction stages  and of operational
procedures are described. Furthermore, development of the analytical method employing
SPME with gas chromatography (GC) and some applications to food analysis and  the
advantages offered by this technique are discussed. SPME is seen to provide practical
and efficient extraction without solvent as well as the determination of many compounds
contained in solid, liquid or gas matrices. The use of SPME-GC methods for detection of
fraud, adulteration and contamination of food has been increased, and is of interest to
the official public health institutions.
KEY-WORDS: SOLID-PHASE-MICROEXTRACTION; FOOD-ANALYSIS.
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