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EDITORIAL

Com o lancamento do Scientia Chromatographica, durante o COLACRO Xl (2008), a
comunidade Latino-Americano de Cromatografia e Técnicas Relacionadas (Espectrometria de
Massas, Preparo de Amostras, Técnicas Eletroforéticas e outras) ganhou seu primeiro periédico
na érea. Com um corpo de co-Editores de primeirissima grandeza, e com a participacéo de
um corpo editorial de consultores internacionais de reconhecida competéncia, o Scientia
rapidamente firmou-se como um peridédico diferente e de exceléncia na América Latina. Esta
qualidade foi assegurada pelos co-Editores, os quais ficaram responsdveis até o presente
pela geracdo dos trabalhos e/ou convite a pesquisadores de destaque em suas dreas para

submeterem trabalhos para publicagédo.

A partir do préximo ano, no volume 5 do Scientia, passamos a publicar também artigos
provenientes da comunidade de usudrios em geral, de maneira a tornar o periédico mais
amplo em seu escopo e divulgar trabalhos de pesquisadores de outros grupos, formagdes
e dreas de atuagdo. As normas resumidas para publicacGo estdo contidas no final deste
nomero; as normas detalhadas podem ser obtidas através de contacto com o Scientia.

Aguardamos seu trabalho para avaliacéo pelos nossos editores e assessores.

Esperamos, com esta nova ampliagdo, atingir um puiblico ainda maior de usuérios da

técnica, sempre visando levar a todos um periédico de alta qualidade e atual.

Criticas e sugestdes serdo bem recebidas pelos Editores e, sempre que possivel, as

solucdes serdo implementadas.

Fernando M. Langas
Editor chefe
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Resumo

Os polimeros de impressio molecular sdo materiais sintéticos dotados de sitios especificos de
reconhecimento. Esses materiais sdo obtidos por reagdes de polimerizacido que fixam, estrategicamente,
mondmeros funcionais ao redor de uma molécula modelo de acordo com os grupos ligantes e com a
estereoquimica de ambas as moléculas. Os MIPs tém sido amplamente empregados em procedimentos
de preparo de amostras, como extragdo e microextracdo em fase solida, extracdo sortiva em barra de
agitagdo, extragdo com adsorvente magnético, microextragdo com sorvente empacotado, entre outras.
Este artigo de revisdo tem como objetivo apresentar o que ha de mais recente no emprego de MIP para
extragdo de compostos organicos, evidenciando as vantagens de cada aplicacdo, bem como as mais
promissoras tendéncias que sustentam a evolugdo e o aperfeicoamento de cada técnica.

Palavras-chave
Polimeros de impressdo molecular; MIP; preparo de amostras.

Molecularly imprinted polymers in sample preparation for organic
compounds analysis: applications and trends

Abstract

Molecularly imprinted polymers are synthetic materials with molecular recognition ability. These
materials are obtained by polymerization reactions that fix the functional monomers around the template
molecule according with the binding groups and the stereochemistry of both molecules. The MIPs have
been extensively used in several applications with emphasis for sample preparation procedures as solid
phase extraction, solid phase microextraction, extraction by magnetic sorbents, microextraction by
packed sorbent among others. So, the objective of this review is to present the novelty in MIP use for
organic compounds extraction and point out the advantages of each application, as well as what is most
promising in the evolution and improvement of each technique.

Keywords

Molecularly imprinted polymers; MIP; sample preparation.
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1 Introducgdo

O preparo de amostras certamente ¢ a etapa
mais importante do processo analitico, prin-
cipalmente porque ¢ a maior fonte de erros de
imprecisdo e inexatiddo!!. Essas técnicas tém
como objetivos extrair, isolar e concentrar os
analitos de interesse, transferindo-os para um
meio que possa ser introduzido diretamente no
sistema analitico”. Um preparo de amostra ideal
deve agregar caracteristicas tais como: elimina-
¢do de interferentes da matriz, perda minima
da amostra, pré-concentracio do analito, boa
recuperagdo, compatibilidade com a técnica de
deteccao, simplicidade, robustez, reprodutibili-
dade, rapidez e, preferencialmente, baixo custo!?!.
Levantamentos realizados na década de 90 mos-
traram que o preparo de amostras ¢ responsavel
por consumir pelo menos 61% do tempo total de
uma analise, e mais de 80% desse tempo quando

em associagdo com a etapa de amostragem!"?).

Apesar dos avangos alcancados no desen-
volvimento de equipamentos analiticos de alta
eficiéncia, é possivel observar que o preparo de
amostras ainda é pouco explorado quando com-
parado com as demais etapas analiticas. A com-
plexidade e a presenca de muitos concomitantes
na matriz (muitas vezes em concentragdes maio-
res do que a das substincias de interesse) fazem
com que o pré-tratamento seja indispensavel e

deveras dificil*®l.

O preparo de amostras pode ser classificado
em exaustivo ou ndo exaustivo, de acordo com a
forma usada para extrair os analitos da matriz. O
processo exaustivo tem como objetivo a remogao
completa dos analitos e sua transferéncia para
a fase extratora. As técnicas ndo exaustivas sao
baseadas em principios de equilibrio, uma vez
que a capacidade da fase extratora é pequena e
insuficiente para a completa remogdo dos anali-

tos!”.

MIPs em preparo de amostras

As técnicas de preparo de amostras mais
usualmente utilizadas sdo: extra¢ao liquido-
-liquido (LLE), extragdo em fase solida (SPE),
microextrac¢do em fase liquida (LPME), microex-
tracdo em fase soélida (SPME), headspace, extra-
¢do em fluido supercritico (SFE), extragdo sor-
tiva com barras de agitacao (SBSE), entre outras.
Contudo, apesar de se mostrarem eficientes, estas
técnicas convencionalmente podem apresentar
pouca seletividade quando empregam sorventes
convencionais. Além disso, as técnicas miniatu-
rizadas como LPME e SPME normalmente apre-
sentam baixa capacidade de pré-concentracio
devido a pequena quantidade de sorvente, pre-
judicando a identificagdo e a quantificagdo das

substancias de interesse(®1%,

Uma possibilidade bastante explorada
nas ultimas décadas para solucionar estes
problemas ¢é a utilizagdio de polimeros mole-
cularmente impressos (MIPs). Os MIPs sdo
considerados sorventes dotados de seletivi-
dade melhorada para certa substancia ou para um
grupo de substancias estruturalmente semelhan-
tes!l. A histéria da impressio molecular teve
inicio com os experimentos de Polyakov!'”! em
1931, que conseguiu demonstrar que a seletivi-
dade molecular poderia ser impressa em silica
gel por pré-tratamento do dacido silicico com
adsorbatos orgénicos antes de sua policonden-
sacdo. Mais tarde Dickey, nas décadas de 1940 e
1950, realizou investigacdes mais extensas.
Dickey precipitou acido silicico na presenca de
corantes alquilo e descobriu que, ap6s a secagem
do hidrogel e removendo o excesso dos agen-
tes impressores, o que resultou foi um xerogel
com uma capacidade de adsor¢do grandemente
aumentada para o corante em questdo. Os poli-
meros organicos apareceram pela primeira vez
na década de 1970, quando polimeros de vinila
foram impressos covalentemente por Wulff e

Sarhan!"®!. A impressio ndo covalente, como ¢é
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MIPs em preparo de amostras

conhecida nos dias atuais, foi introduzida uma
década depois, com a publicacdo de trabalhos
sobre aplicagdes generalizadas dos MIPs em mui-
tos campos diferentes!*'”. Desde entdo foi possi-
vel observar um enorme crescimento no nimero
de publicag¢oes referentes ao uso dos MIPs, prin-
cipalmente a partir da década de 1990, quando

este crescimento passou a ser exponencial'®l,

Os MIPs sao materiais rigidos e tridimen-
sionais sintetizados ao redor de uma molécula
modelo (MM) por meio de ligagdes covalentes
ou nao covalentes. Os sitios de reconhecimento
sao obtidos pelo arranjo de mondémeros fun-
cionais (MFs) polimerizaveis ao redor da MM.
Os complexos sao fixados através de reagoes de
entrecruzamento de polimeros e, apds a remogao
da MM da matriz polimérica, os sitios especifi-
cos de reconhecimento sdo expostos, exibindo
afinidade 8 MM (Figura 1)!%-24],

Desde que o primeiro trabalho sobre MIPs
para extragdes em fase solida (MISPE) foi apre-
sentado por Sellergren em 1994, diversos arti-
gos que tratam da utilizacao de MIPs no preparo
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Figura 1
de ligagdo cruzada.
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de amostras tém sido publicados para a andlise
de varios tipos de matrizes como fluidos bioldgi-
cos, amostras de alimentos, amostras ambientais,

entre outras.

Nos métodos bioanaliticos, os MIPs vém
sendo utilizados para o isolamento e pré-concen-
tracdo de uma grande variedade de analitos em
fluidos bioldgicos, tais como urina, saliva, soro,
plasmal'®?%28 e amostras de tecido, como cabelo
e figado™-. O primeiro exemplo de aplicagio
de MIPs em analise de amostras biologicas foi
relatado por Sellergren'®! para determinagio de
pentamidina em urina. Desde entdo, ficou claro
que uma otimizagao cuidadosa de todas as vari-
aveis de extragdo ¢ indispensavel para o sucesso

do uso de MIPs em preparo de amostras.

Em andlises ambientais, os polimeros
impressos tém sido empregados para a extragao
de praguicidas, produtos farmacéuticos, com-
postos fenolicos, entre outros, em amostras de
agua, sedimento e solo?'**. O primeiro trabalho

que descreveu este tipo de aplicagao dos MIPs

s s

Polimerizagio

Eluigdo/ligagao

’ ‘*MM

MIP

Esquema genérico da sintese de MIP: MF: monémero funcional; MM: molécula modelo; e ALC: agente
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relata a extracdo de seis clorotiazinas em amos-
tras de agua subterrdnea e sedimento, utilizando

um polimero impresso com terbutilazinal®>3°,

O uso de MIPs para analise de amostras de
alimento ainda representa uma pequena fragao
em numero de publica¢des quando comparado
a andlises de amostras bioldgicas e ambientais.
Entretanto, espera-se que haja um aumento sig-
nificativo dessa aplicagdo em virtude das ja bem
comentadas vantagens da utilizagio dos MIPs
em amostras complexas. Contudo, cabe destacar
alguns procedimentos de extragdo em fase sdlida
molecularmente impressa nesse tipo de matriz,
incluindo: anélise de praguicidas, farmacos,
compostos fenolicos e toxinas em matrizes como
leite, vinho, cereais, frutas, frutos do mar, entre

outrost7-41,

2 Metodologias de sintese

Os processos de sintese dos MIPs mais
empregados atualmente sao a polimerizagao por
sol-gel e aqueles em que a polimerizagdo ocorre
a partir de radicais livres. O processo sol-gel tem
como atrativo a combina¢ao de compostos orga-
nicos e inorganicos dando origem a uma nova
classe de materiais com diferentes propriedades.
Sua rota de sintese é baseada em uma transicdo
do sistema sol (dispersio de particulas coloi-
dais estaveis em um fluido) para um sistema gel
(sistema formado por estruturas rigidas de par-
ticulas coloidais ou cadeias poliméricas). Esta
metodologia de sintese vem se popularizando e
tem sido empregada em polimeros para analise
de amostras ambientais, fluidos bioldgicos e ali-
mentos através de diferentes técnicas de extra-
cao®l,

A formagdo de compostos tridimensionais
pelo processo sol-gel se da através de precur-
sores que podem ser moléculas trifuncionais,

como MeSi(OR), ou tetrafuncionais, como

MIPs em preparo de amostras

Si(OR) ,» que em presenga de umidade, oriunda
do ar ou da prépria agua, sofrem uma reagdo de
hidrélise, gerando grupos silanoéis. Em seguida,
ocorrem reagoes de condensagdo destes grupos
silanbis com alcoxidos (-SiOR) ou outros sila-
nois (-SiOH), liberando alcool (R-OH) ou H,O,
respectivamente. Estas reacdes podem ser acele-
radas por catalisadores a base de sais de alquil
estanho, por exemplo. Neste processo, quando
o precursor do sol-gel é um sal, a reagdo ocorre
entre ele e o solvente, que geralmente é polar.
Quando o precursor é um alcoxido metalico, é
acrescentado um MF ao processo, dando espe-
cificidade aos sitios de ligagdo. O tetraetilortos-
silicato (TEOS)"*"] merece destaque por ser o
reagente mais utilizado na sintese de MIPs pelo

processo sol-gel[43,4s,4g]'

A sintese a partir de radicais livres, sem
davida, é a mais utilizada para a obten¢ao dos
MIPs. Neste sentido, h4 trés diferentes aborda-
gens: a covalente, a ndo covalente e a semicova-
lente. Na primeira abordagem, ocorrem ligacoes
covalentes reversiveis entre a MM e o ME A reti-
rada da MM ocorre pela clivagem das ligagoes
correspondentes. A forte ligacdo entre a MM
e o MF ¢ a principal vantagem desta forma de
sintese, 0 que garante uma maior seletividade ao
material, porém, dificulta o processo de elui¢do
dos analitos, sendo necessdrio, em muitos casos,

procedimentos drasticos de hidrélise!*..

A sintese ndo covalente ocorre a partir da
formagdo de interagdes relativamente fracas
(ligagoes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas
etc.) entre a MM e o MF. Ela oferece a possibili-
dade de aplicagdo para analitos que pertencam a
uma mesma classe e, devido a facilidade de elui-
¢d0 dos compostos de interesse, tem sido exten-
samente utilizada para o preparo de amostras.
Contudo, os polimeros obtidos oferecem uma
menor seletividade quando comparados aqueles

que foram obtidos pela sintese covalente!*..
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MIPs em preparo de amostras

Buscando as vantagens que essas duas abor-
dagens oferecem, foi criada a sintese semicova-
lente, que estabelece que o processo de polime-
rizagdo seja mediado por ligagdes covalentes,
garantindo maior seletividade, enquanto as
demais interacoes, durante a utilizacdo do mate-
rial, sejam estabelecidas por ligagdes nao cova-

lentes, facilitando assim o processo de eluigao™'.

A abordagem nao covalente ¢ a mais empre-
gada quando falamos de MIPs utilizados no pre-
paro de amostras. A sintese acontece da jungdo
de alguns componentes como a MM, o ME o
agente de ligagdo cruzada, o iniciador radicalar
e o solvente porogénico. A escolha desses rea-
gentes deve ser bem estudada, pois a qualidade
do produto final é determinante para que haja
seletividade. Ao se definir a molécula modelo e
o mondmero funcional, é necessario observar e
estimar as possiveis intera¢des intermolecula-
res que ocorrerdo entre eles, a fim de que estas
sejam favoraveis a retencao seletiva do analito.
Relatos recentes apontam o acido metacrilico
(MAA)B*%] e a 4-vinilpiridina (4-VP)!*>* como
os MFs mais utilizados. Os agentes de ligacao
cruzada (ALC) sdo os responsaveis pelo cara-
ter tridimensional dos MIPs. Os mais utilizados
sdo o divinilbenzeno (DVB)® e o etilenoglicol
dimetacrilato (EGDMA)F>%, O iniciador radi-
calar é o responsavel pelo inicio da polimeriza-
¢do. Esta pode ocorrer por um processo termo-
quimico e/ou fotoquimico. O mais empregado ¢
o azoisobutironitrila (AIBN)®?*8], Com rela¢do
ao solvente utilizado, é importante lembrar que
ele deve solubilizar os reagentes sem que haja
reagao entre eles. Neste contexto, destaque para o
tolueno, metanol e cloroférmio, que sdo os mais
utilizados!*!.

Devido ao baixo reconhecimento molecu-
lar em meio aquoso, diferentes estratégias sao
utilizadas para que materiais sintetizados com

solventes porogénicos organicos apresentem boa
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recuperagdo durante sua utilizagio em matri-
zes aquosas. Dessa forma, sao apresentadas trés
metodologias de sintese: in bulk, por precipita-
¢d0 e por suspensdo!*.

A primeira e mais utilizada é a polimeri-
zagdo in bulk. Nesta metodologia, os reagentes
sdo colocados em uma ampola de vidro que é
lacrada, formando no final da sintese um mond-
lito que vai ser macerado, tamisado e lavado
para a retirada da MM. Devido a necessidade de
maceragao, as particulas finais apresentam tama-
nho homogéneo, porém, formato irregular!®.
Relatos na literatura apresentam a utilizagdo
deste tipo de polimerizacao para a obtencdo de
MIPs empregados em diversas técnicas de pre-
paro de amostras, tais como SPE, SPME, entre

outras®>°*%,

Outro tipo de sintese radicalar é a que ocorre
por precipitacdo. Ela se diferencia da sintese in
bulk pelo grande volume do solvente porogénico
empregado. O procedimento ocorre sob agitagao
e os polimeros apresentam tamanhos e formatos
mais uniformes. Algumas variantes da sintese
por precipitagao tém sido empregadas, como, por
exemplo, a polimeriza¢ao controlada (RAFT).
Como vantagem, ela apresenta a possibilidade
de controle do inicio, término e da velocidade
da sintese por meio do uso de um controlador®.
Um MIP para atrazina foi sintetizado pelo pro-
cesso de RAFT utilizando nanoparticulas de
silica, MAA, EGDMA, AIBN, acetonitrila e o
agente controlador. O material apresentou mor-
fologia mais uniforme e uma maior capacidade
de ligagao quando comparado aos MIPs obtidos
por precipitagdo tradicional®. J4 em outro tra-
balho, um MIP, também obtido pelo processo de
RAFT, foi sintetizado empregando-se um mond-
mero hidrofilico, visando sua utilizagdo em meio
aquoso. Neste estudo, o herbicida acido 2,4 diclo-
rofenoxiacético foi usado como MM. Os demais
reagentes foram 4-VP, EGDMA, AIBN, metanol
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e o controlador cumil ditiobenzoato (CDB). O
precipitado obtido foi lavado e a sintese foi rei-
niciada acrescentando-se hidroxietil metacrilato
(HEMA) e AIBN. Houve formagdo da camada
hidrofilica desejada no material, possibilitando
sua utilizagdo em matrizes aquosas, sem perda

de reconhecimento molecular®.

Ja na sintese por suspensdo, a reagdo poli-
mérica ocorre dentro de gotas do monomero
dispersas em uma fase continua. Essas gotas ou
micelas sdo estabilizadas por um surfactante
colocado nesse meio reacional em que ocorre a
polimeriza¢ao**¥l. Como a fase continua para a
suspensao geralmente é agua, existe a tendéncia
do enfraquecimento das ligagdes eletrostaticas
e ligagdes de hidrogénio que ocorrem entre a
molécula modelo e 0 mondmero funcional. Para
solucionar este inconveniente, ja existem relatos
de suspensdes que substituem a agua por outros
reagentes na busca de um melhor reconheci-
mento da molécula®*!. O formato e o tamanho
do MIP obtido ao final da sintese vio depender
do tamanho da micela formada. Assim, a sin-
tese de um MIP para anadlise de propranolol em
plasma foi proposta utilizando-se MAA, trime-
tilpropano trimetacrilato (TRIM), AIBN e ace-
tonitrila. Essa mistura foi colocada num frasco
com Oleo mineral. Posteriormente, ela foi agi-
tada em dispersor automatico e a polimerizagao
ocorreu em um reator. Os pequenos monolitos
formados foram pulverizados e tamisados para
utilizagdo®®. Para andlise de anti-histaminicos
em agua, um procedimento similar foi adotado
por Walsh et al., tendo como unico diferencial
o acréscimo de dgua no meio reacional®l. A
sintese por suspensdo também pode ser reali-
zada por intermédio de polimeros com granu-
lometria conhecida, inicialmente colocados nas
goticulas da suspensdo. Os demais reagentes de
sintese sdo acrescidos passo a passo até o inicio

da polimerizacao®. Este processo foi empre-
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gado na sintese de um polimero de impressdo
molecular restrito a ligagdo com macromolécu-
las (RAM-MIP) para herbicidas. Para isto, uma
dispersao de dibutilftalato, dodecil sulfato de
sddio e oleo foi preparada. Particulas de poliesti-
reno foram dispersas neste meio. Num segundo
momento, 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitrila),
tolueno e alcool polivinilico foram integrados
ao meio reacional. Por fim, houve a adicdo da
atrazina (MM), MAA e EGDMA. Para evitar os
problemas citados anteriormente com relagdo a
utilizacdo de agua no meio reacional, os autores
propuseram o recobrimento do MIP por uma
camada protetora. Assim, glicidil monometacri-
lato (GMMA), glicidil dimetacrilato (GDMA) e
peroxido dissulfato de potassio, foram acrescen-
tados ao meio reacional, finalizando a sintese.
O material obtido apresentou uma morfologia
homogeénea e, depois de lavado, mostrou-se apto
para utilizagdo como fase estacionaria em cro-

matografia liquidal®.

Finalmente, pode-se constatar que uma
metodologia de sintese deve ser selecionada com
base nas aplica¢des dos respectivos polimeros e
levando em conta o tipo e a técnica de preparo

de amostras!®!l.

3 Emprego de MIP no preparo de
amostras

3.1 Extragcdo em fase sélida
molecularmente impressa — MISPE

Basicamente, duas configuragdes de MISPE
tém sido empregadas para o preparo de amostras,
a off-line e a on-line (Figura 2). Os protocolos off-
-line sao bem semelhantes aos procedimentos de
SPE convencionais. Tipicamente, uma pequena
quantidade de MIP (15-500 mg em média) ¢é
empacotada em cartuchos de polietileno ou poli-

propileno (Figura 2) . Em seguida, realizam-se as
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etapas de condicionamento, carregamento com
amostra, lavagem (quando necessario) e elui¢ao.
Depois da extragdo, o eluato resultante é entdo

introduzido no sistema analitico®¢.

A principal vantagem que os MIPs tém a
oferecer para a SPE ¢ uma significativa melhora
na seletividade da extragdo, uma vez que este
sorvente fornece uma maior reten¢do para o ana-
lito de interesse do que para o restante dos com-
postos também presentes na amostra. Muitas
vezes os MIPs também podem extrair estruturas
estreitamente relacionadas @ MM (geralmente
compostos da mesma classe) através de um efeito
conhecido como seletividade cruzada, o que per-
mite a obtencdo de extratos limpos, facilitando
assim a quantificagdo dos analitos de interesse!'!l.

Nos udltimos anos, tem-se verificado um
enorme desenvolvimento de métodos que uti-
lizam a MISPE off-line para uma grande varie-
dade de analitos em diversos tipos de amos-
tras (biologicas, ambientais e de alimentos).
Javanbakht et al. desenvolveram um método que
utiliza a MISPE como técnica de limpeza e pré-
-concentragdo combinada com a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector ultra-
violeta (HPLC-UV) para andlise de tramadol
a partir de amostras de plasma e urina. Neste

® ®

Descarte

Amostra

!

Descarte

V2

Figura 2 Cartucho de extracdo em fase sélida
usando MIP (a) e sistema on-line de extracdo em fase
sélida usando MIP (b). V1 e V2 séo vdlvulas de 6
vias, A é amostra, BA e BB sdo bombas, C1 é coluna
analitica e L é loop de amostragem.
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estudo, o MIP foi preparado utilizando-se MAA,
EGDMA, cloroférmio como solvente porogénico
e tramadol como MM. O polimero impresso foi
empregado como sorvente para a SPE. Virios
parametros que afetam a eficiéncia da extracao
foram avaliados e as condicoes 6timas de extra-
¢do foram otimizadas. A seletividade do MIP foi
avaliada através de testes com varias substancias
de estrutura quimica semelhantes ao tramadol.
Os autores conseguiram obter baixos limites de
deteccdo e quantificagdo, bem como niveis de

recuperagao satisfatorios'.

Em outro estudo, um MIP com seletivi-
dade para metocarbamol foi planejado compu-
tacionalmente através de estudos de modelagem
molecular com base na sintese nao covalente por
Gholivand & Khodadadian. A biblioteca virtual
contava com 18 tipos de MFs diferentes, com
os quais foi possivel simular a sintese, investigar
as possiveis interagdes entre os monomeros, a
MM e o solvente ideal. Com base nos resultados
computacionais, o acido acrilico (AA) e o tetra-
-hidrofurano foram considerados as melhores
opgoes de escolha como MF e solvente poroge-
nico, respectivamente. O MIP foi entdo sinte-
tizado pelo método de precipitagdo e utilizado
como adsorvente seletivo para a SPE. Depois da
extracdo, a determinacio do metocarbamol em
amostras de plasma pode ser efetuada por volta-
metria de pulso diferencial (DVP) e HPLC-UV.
A determinagdo por DVP foi mais sensivel, mas
ambas as técnicas apresentaram precisdo e exati-

dao equivalentes!?®.

Um método utilizando MISPE foi desen-
volvido por Yang et al. para andlise de niveis de
nicotina em cabelo de fumantes e ndo fumantes
por HPLC-UV. O MIP foi sintetizado utilizando-
-se nicotina como MM e MAA como ME Este
método apresentou boa seletividade e sensibili-
dade para a nicotina, com limites de detec¢do e

quantificagdo de 0,2 ng mL™ e 0,5 ng mL"}, res-
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pectivamente. O método foi linear para a faixa de
0,5-80,0 ng mL™, com coeficiente de determina-
¢do de 0,987. Este ensaio mostrou-se adequado
para analise da exposi¢ao ao tabaco, com boa

exatiddo e precisdao®.

Ja Vitor et al. avaliaram a exposi¢do ao
tabaco a partir de um método constituido de
MISPE e HPLC acoplado a um detector de
arranjo de diodos (DAD) para analise de coti-
nina (um metabdlito da nicotina) em saliva. As
variaveis da extragdo tais como a quantidade de
amostra, condi¢des de condicionamento, lava-
gem e eluigdo foram otimizadas. O método mos-
trou-se linear, com boa preciséo, exatidao, robus-
tez e baixos limites de detec¢do e quantificacio.
O estudo resultou num método confiavel para a
determinacio de cotinina em saliva, mostrando
ser um importante instrumento para acompa-

nhar a exposi¢do a fumaga do cigarro®.

Um estudo realizado por Soleimani et al.
descreveu a sintese de um MIP utilizando albu-
mina bovina como molécula modelo, fato este
bem interessante, considerando que a albumina
¢ uma proteina, molécula grande e complexa,
o que poderia comprometer a seletividade do
material. A MISPE foi utilizada para a extragdo
de albumina bovina em amostras de soro san-
guineo, urina, soro de leite e leite. O material foi
caracterizado por espectroscopia de infraverme-
lho com transformada de Fourier (FT-IR) e ané-
lise termogravimétrica. A capacidade adsortiva
maxima do polimero foi de 24 mg g' de MIP.
A faixa linear obtida variou de 20-200 mg L
de albumina bovina e, apesar de nio ser usual a
utilizagdo de MIPs para extracdo de substancias
como proteinas, o método mostrou-se preciso
e exato para este tipo de andlise com valores de
recuperagdo em torno de 80% para as amostras

avaliadas!®?.
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Vieira et al. desenvolveram MIPs para a
extracdo de acido trans, transmuconico (AttM),
um metabdlito do benzeno, a partir de amostras
de urina, seguido por analise com HPLC-UV®le
cromatografia gasosa-espectrometria de massas
(GC-MS)!*4. A 4-vinilpiridina foi utilizada para
a sintese por ser um mondémero de caracteristi-
cas bédsicas. Ambos os métodos foram lineares,
precisos e exatos com limites de quantificagdo
inferiores ao limite proposto pela American
Conference of Governmental Industrial Hygienists
(ACGIH) (0,5 mg g de creatinina), que sugere
o AttM como indicador biolégico de exposicao
ao benzeno. Vale ressaltar que foi possivel rea-
proveitar o mesmo cartucho de MIP por cerca de
100 ciclos. Ambos os métodos mostraram efici-
éncia equivalente ao procedimento baseado em
extragdo por troca ionica e podem ser alternati-
vas interessantes para andlise de AttM em labo-

ratdrios de rotinal®>¢4,

Buscando inovar e melhorar a técnica,
Khorrami e Rashidpur propuseram um novo
design para cartuchos de SPE, utilizando MIP
como sorvente. O aparelho é constituido de um
tubo afunilado modificado para permitir a extra-
¢ao simultinea em uma fase orgéanica e outra
solida. Para avaliar o desempenho do método
proposto, este foi empregado para analise de
teofilina em amostras de soro sanguineo. Assim,
uma quantidade adequada do MIP para teofi-
lina foi acondicionado no fundo do tubo. Certa
quantidade de solvente foi pipetada até que o
MIP estivesse completamente entumecido. Em
seguida, um frit de polietileno foi posicionado
entre dois anéis de teflon a fim de segurar as par-
ticulas de MIP abaixo do nivel da camada orga-
nica. Depois desta etapa, uma solugdo de amos-
tra aquosa foi colocada sobre a fase organica e a
tampa foi fechada. Depois da conclusao da extra-
¢do, as fases orgéanica e aquosa foram removidas

e 0 analito adsorvido no MIP foi eluido com um
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solvente mais polar. Os parametros de extracao
foram otimizados a fim de melhorar os niveis de
recuperagdo e os extratos foram analisados por
HPLC-UV. O método mostrou-se adequado,
seletivo e com bons niveis de recuperagao para
teofilina em plasma (79%-83%). Como desvan-
tagem, ressalta-se que a vida util do cartucho foi
de apenas 10 ciclos de extragao!®.

Em uma andélise ambiental, Dai et al. sin-
tetizaram um polimero por precipitagdo para
analise de diclofenaco em amostras de agua. O
MIP apresentou excelente afinidade para esse
analito, com uma capacidade maxima adsortiva
de 324,8 mg g' de material. As andlises foram
feitas por HPLC-DAD. Virios pardmetros da
extragdo foram otimizados e excelentes niveis de
recuperagdo foram obtidos tanto para dguas resi-
duais e aguas de rios, como para agua de abaste-
cimento (ca. 95%). Depois de testes de estabili-
dade do material, foi possivel comprovar que o
seu desempenho manteve-se estavel por ca. de 30
ciclos de extragaol®.

Para andlise simultanea de seis diferentes
piretroides em aguas utilizadas para cultura de
frutos do mar, foram sintetizados dois diferentes
MIPs, um utilizando a deltametrina como MM
e, 0 outro, a cipermetrina. Assim, Shi et al. reali-
zaram estudos para comparar o desempenho de
ambos e dos polimeros nao impressos (NIPs).
Os melhores resultados foram obtidos quando o
polimero que utilizou a cipermetrina como MM
foi empregado na MISPE, com recuperagdes
de 86,4%-96%. Depois da extracdo, as analises
foram feitas por meio de cromatografia gasosa
acoplada a um detector de captura de elétrons
(GC-ECD)tsl,

Em alguns casos, os MIPS ndo sdo capazes
de reconhecer seletivamente moléculas pequenas
com um numero limitado de grupos funcionais.
Neste trabalho, um novo método foi proposto
por El-Sheikh et al. para melhorar a capacidade
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de reconhecimento do 2-clorofenol (2-CP) pelo
polimero e, consequentemente, melhorar o pro-
cesso de MISPE. Isto foi conseguido através da
derivatizagdo do 2-CP com 4-aminoantipirina
(4-AAP) para ampliar e inserir sitios de reco-
nhecimento na molécula. Para estudar a efici-
éncia do procedimento, foram sintetizados dois
polimeros, um utilizando o 2-CP sem alteragoes
como MM e o outro usando o 2-CP derivatizado.
A seletividade e os limites de detecgdao deixaram
a desejar no primeiro caso. Ja o segundo demons-
trou elevada capacidade de reconhecimento e
limite de detec¢do bem inferior. O método foi
capaz de detectar a presenca de 2-CP em amos-
tras de agua ambientais com bons niveis de recu-
peragaol®!l.

Para realizar um estudo acerca da presenca
de parabenos em sedimentos marinhos, uma
metodologia analitica incorporando MISPE foi
desenvolvida por Nunes et al. Quatro polime-
ros diferentes foram preparados combinando
acetonitrila e tolueno como solventes porogéni-
cos, 4-VP e MAA como MFs e benzilparabeno
como MM. Embora todos os polimeros fossem
capazes de reconhecer os analitos de interesse
(metil, etil, propil, butil, isopropil, isobutil e ben-
zilparabeno), o MIP preparado com tolueno e
MAA apresentou melhor desempenho quando
empregado na MISPE. A andlise foi realizada
por HPLC-UV e cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (triplo quadrupolo)
(LC-MS/MS)BL.

Barros, Martins e Rath desenvolveram um
MIP para andlise de fenitrotion (FNT) em toma-
tes, levando em consideragdo a ampla utilizagdo
desse praguicida nesses tipos de cultura. A anélise
foi baseada em MISPE seguida por HPLC-DAD.
Usando o FNT como MM, o polimero foi sinte-
tizado empregando-se MAA, EGDMA e tolueno.
A fim de conhecer o meio que melhor promo-

vesse o reconhecimento molecular do FNT pelo
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MIP, estudos de adsor¢do foram realizados em
diferentes meios contendo acetonitrila e tolueno.
Além do FNT, trés compostos estruturalmente
relacionados foram usados para avaliar a seleti-
vidade do material, que mostrou maior afinidade
pela MM. A eficiéncia da extragao foi de 96% e os
limites de detec¢io e quantificagdo foram de 0,05
e 0,13 pg g™'. O método desenvolvido apresentou

precisio e exatidido adequadas!®’).

A anilise de substancias em amostras de ali-
mentos que contenham lipideos apresenta algu-
mas limita¢des tais como pré-tratamentos que
envolvem, entre outros procedimentos, reagdes
de saponificacdo e pré-extracio com solventes
organicos. No intuito de superar este tipo de
problema, Puoci et al. propuseram um método
baseado em MISPE para a determinagdo de
colesterol em amostras de queijo calabrés. A pos-
sibilidade de se obter o reconhecimento seletivo
do colesterol sem interagdes hidrofébicas ines-
pecificas é a principal vantagem desse material.
Outra vantagem importante é a analise direta do
eluato por HPLC-UV sem qualquer tipo de tra-
tamento. A avaliacdo da seletividade foi testada
comparando-se a capacidade adsortiva do MIP
para colesterol em relagao a outras duas molécu-
las estruturalmente semelhantes, a progesterona
e a hidrocortisona. Boas recuperagoes foram
obtidas para o método que se mostrou promis-
sor para analise de colesterol em amostras de ali-

mentos/©s.

Um novo método empregando-se MISPE e
LC-MS/MS foi desenvolvido por She et al. para
analise de herbicidas pertencentes a classe das
sulfonilureias (clorsulfuron (CS), monosulfuron
(MNS) e metiltifensulfuron (TFM)) em amos-
tras de milho. O MIP seletivo para estes com-
postos foi sintetizado por precipitagio usando
o clorsulfuron como MM, o 2-(dietilamino)
etilmetacrilato (DEAMA) como MF e o TRIM
como reagente de ligagdo cruzada. Os paré-
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metros ideais de extracdo foram otimizados de
modo a obter os melhores niveis de recuperagao,
sendo estes em torno de 75%-110%. Baixos limi-
tes de deteccdo foram alcancados, bem como boa
linearidade, exatidao e precisdo, mostrando que
o método é adequado para analise de sulfonilu-

reias em cereais®®.,

Uma silica gel amino-funcionalizada
impressa foi sintetizada por Jiang et al. para
analise de dietilestilbestrol (DES), um analogo
estrutural sintético do estrégeno, em amostras
de peixe. O material foi obtido através da combi-
na¢do das técnicas de impressao molecular com
o processo de sol-gel. A silica gel ativada foi uti-
lizada como suporte para a sintese dos polime-
ros impresso e ndo impresso. Comparado com o
material nao impresso, o MIP mostrou elevada
capacidade de adsor¢ao, seletividade significati-
vamente maior e rapida cinética de liga¢do para
o DES. A capacidade maxima adsortiva do poli-
mero impresso foi de 62,58 mg g de material,
enquanto que para o ndo impresso foi de apenas
19,89 mg g™! de material. Os pardmetros cinéticos
de adsor¢do mostraram-se bastante rapidos, de
modo que o equilibrio foi alcangado dentro de 10
minutos. A analise foi realizada por HPLC-UV
e mostrou-se adequada para a determinagao de
DES em amostras de alimentos!®..

Com as vantagens de se evitar a manipula-
¢do da amostra entre as etapas de pré-concen-
tracdo e andlise, reduzindo, portanto, riscos de
perda de analitos e contaminac¢ao e, melhorando
a exatiddo e a reprodutibilidade, a automacdo do
processo de MISPE pode ainda reduzir muito o
tempo dispensado para o preparo da amostral™.
A este acoplamento do preparo de amostras em
linha com a técnica cromatografica de analise

da-se o nome de MISPE on-line (Figura 2).

A ciéncia ambiental vem despertando cada
vez mais interesse em relacio a andlise de conta-

minantes das mais variadas naturezas, entre eles
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disruptores endocrinos. Xu et al. relataram a sin-
tese de microesferas de silica gel impressas mole-
cularmente como material altamente seletivo
sintetizado por uma técnica de impressao mole-
cular de superficie, combinada com um processo
sol-gel, utilizando estrona como MM. Este mate-
rial foi aplicado para separagdo e determinagdo
de tracos deste hormdnio em amostras ambien-
tais através da extragdo em fase solida molecular-
mente impressa acoplada a HPLC-UV!,

Outra técnica associada a MISPE para ana-
lise de amostras ambientais de agua foi um sis-
tema de quimioluminescéncia acoplado com
inje¢ao em fluxo para determinagao de 2,4-diclo-
rofenol, desenvolvida por Feng et al. O polimero
para este composto foi preparado através de téc-
nicas ndo covalentes de impressio molecular,
utilizando-se 4-VP e EGDMA como mondmero
e ALC, respectivamente. O composto 2,4-diclo-
rofenol foi seletivamente adsorvido pelo MIP e,
entdo, determinado pelo efeito aumentado sobre
a reacdo de quimioluminescéncia entre perman-

ganato de potassio e luminol?.

Figueiredo et al. descreveram o preparo e
avaliacdo de um MIP para a pré-concentragao
de catecol em amostras ambientais e de refri-
gerantes através de polimerizagdo in bulk. A
determinacdo espectrofotométrica empregada
na quantificagéo foi baseada na descolorimetria
oriunda da redugao de Mn(VII) a Mn(II) pelo
catecol em meio acido. A MISPE foi o tnico
elemento de seletividade visto que a reagdo de
oxirreduc¢do entre catecol e Mn(VII) é sensi-
vel a diversos compostos. Os autores obtive-
ram bons resultados com uma faixa analitica
de 3,0 a 100 pmol L™ (r > 0,999) e um limite
de quantificagdo de 2,7 pmol L' Os mes-
mos autores empregaram a associagdo MISPE e
espectrofotometria na analises de nicotina em
amostras biolégicas. O método se baseou na
reducdo de Mn(VII) a Mn(VI), promovida pela
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nicotina, em meio alcalino. Como se trata de
uma reagdo inespecifica, a seletividade obtida
foi atribuida ao MIP. A exatiddo do método foi
avaliada comparando-se a técnica de injegao
em fluxo - MISPE com um método de croma-
tografia liquida de alta eficiéncia. Nao foram
observadas diferengas significativas, conside-
rando-se um intervalo de confianca de 95%. E
interessante ressaltar os bons resultados de fre-
quéncia analitica (11 h™!) e limite de quantifica-
¢do (1,1 umol L") do método proposto quando
comparados com 0s mesmos pardmetros para o
método por HPLC (2 h™! e 3,0 pmol L)L,

Em outro estudo, Figueiredo et al. quanti-
ficaram seis benzodiazepinicos (medazepam,
nitrazepam, diazepam, clordiazepdxido, clona-
zepam e midazolam) em plasma humano através
de um sistema que utiliza uma sonda contendo
MIP como material de empacotamento, aco-
plada a uma fonte de eletrospray (ESI) e a um
espectrometro de massas sem pré-separagao.
Para a sintese do MIP, o diazepam foi empregado
como MM, MAA como ME, EGDMA como ALC
e AIBN como iniciador radicalar. A extracio
seletiva de moléculas-alvo de uma mesma classe
diminuiu o fendmeno de supressdo ionica e os
analitos foram quantificados em um curto inter-
valo de tempo. O método proposto ainda apre-
sentou bons resultados em relaciao a precisio,
exatidio e limite de quantificagao!”.

Yan, Qiao e Row propuseram colunas
monoliticas impressas sintetizadas por polime-
rizacdo inicial térmica in situ, utilizando nor-
floxacina como MM, 2-hidroxietilmetacrilato
como mondmero e metanol — dgua como sol-
vente porogénico para quantificagio de enro-
floxacina e ciprofloxacina em urina de animais.
A enrofloxacina é uma fluoroquinolona muito
utilizada na medicina veterindria e, em varias
espécies, pode ser biotransformada em cipro-

floxacina, seu metabolito primario. O mondlito
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obtido apresentou alta afinidade por enrofloxa-
cina e ciprofloxacina em meio ambiente aqua-
tico e foi aplicado com sucesso como sorvente
especial para extracdo seletiva on-line de enro-
floxacina e ciprofloxacina em amostras de urina.
Estas amostras foram centrifugadas e injetadas
diretamente no sistema cromatografico sem
qualquer outro pré-tratamento. O método apre-
sentou boa linearidade (0,05-200 mg L™), valores
de RSD menores que 3,1%, limite de detecgdo de
0,01 mg L' e recuperagdes maiores que 87% em

diferentes concentragoes”..

Além das aplicagoes ambientais e biolo-
gicas, a técnica de MISPE ¢é muito utilizada na
area de alimentos, principalmente para deter-
minacdo de residuos das mais variadas natu-
rezas, que normalmente estdo presentes em
concentragdes muito baixas. Com o objetivo
de concentrar e analisar estrégenos em leite,
Zhao et al. sintetizaram, por irradiagdo ultras-
sonica, um polimero de impressio molecular
(MIP) com atapulgita como matriz, P-naftol
como MM, acriloil- B-ciclodextrina como MF
e N, N-metilenobiacrilamida como ALC. Em
comparagdo com os polimeros preparados pelas
fontes de aquecimento tradicionais, este apre-
sentou melhor seletividade e cinética de adsor-
¢d0 mais rapida para estriol, estradiol, estrona e
dietiestibestrol. A coluna de MIP foi preparada
para acoplamento on-line simultineo da SPE
com o sistema de HPLC, e o método desenvol-
vido apresentou limites de detec¢do na faixa de
1-8 ng g 'L

Oliveira et al. propuseram uma metodo-
logia que une a técnica de MISPE com um sis-
tema BI-LOV (bead injection — lab on valve) para
determinacao de riboflavina em amostras de ali-
mentos. A configura¢ao do médulo lab-on-valve
compreende uma estrutura monolitica com
microcanais e permite a injecao e o transporte

de suspensdes esféricas de maneira completa-
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mente automatizada. Obteve-se alta precisdo
ao manipular suspensdes contendo particulas
de MIP de formato irregular, permitindo o uso
de MIP comercial como sorvente renovavel.
Utilizando-se este método on-line, foi possivel
extrair e quantificar riboflavina de amostras de
alimentos em uma faixa de 0,450 a 5,00 mg L™
depois do processamento de 1000 pL de amostra
(leite infantil, extrato de figado de porco e bebida
energética) sem nenhum outro tratamento pré-
viol7el,

Zhang et al. propuseram um novo material
de estrutura core-shell cujo nucleo core ¢ uma
estrutura de nanotubos de carbono de paredes
multiplas e, a fase shell é uma camada de MIP
polimerizada sobre a superficie dos nanotu-
bos. Este material foi preparado pela técnica de
impressao em superficie em combina¢ao com a
tecnologia sol-gel. Este foi utilizado como sor-
vente para analise de tracos do corante Sudan IV
em amostras de pimenta chilli em po, através da
extragdo em fase solida on-line acoplada a HPLC.
O material se mostrou bastante eficiente, apre-
sentando elevado fator de enriquecimento para
determinagdo de Sudan IV em amostras reais "),

Ainda na drea de alimentos, Xu, Fang e
Wang prepararam um polimero impresso alta-
mente seletivo pela técnica de polimerizagdo
in bulk mediada por liquido i6nico a tempera-
tura ambiente, utilizando diclorvés como MM,
MAA como MF e trimetilpropano trimetacrilato
como ALC. Este material foi empregado como
sorvente para extracido em fase sdlida e a téc-
nica de pré-tratamento de amostra foi acoplada
a HPLC-UV para determina¢ao de residuos de
diclorvés em alimentos, gerando bons resulta-
dos, como limite de detec¢do da ordem de ng L™

para este praguicidal”®.

Em alguns trabalhos, sdo relatadas com-
bina¢oes das configuragdes on-line e off-line de
MISPE. Dong et al. propuseram a utilizagdo da
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técnica de MISPE para determinacao de residuos
de monossulfuron em amostras de solo. Foram
estudados procedimentos off-line e on-line. O
procedimento off-line foi utilizado para avaliar
as diferencas entre as solugdes de lavagem e elui-
¢do. A técnica on-line, por sua vez, foi empregada
para otimizar as condi¢des de SPE e para o pro-

cesso de clean-up da amostral®¥l.

Os MIPs também vém sendo utilizados de
forma bem sucedida como sorventes altamente
seletivos para a determinag¢do de compostos ben-
zimidazdlicos em meio organico. Com este pro-
posito, Cacho, Turiel e Pérez-Conde propuseram
a sintese de um MIP para compostos benzimi-
dazolicos através de polimerizagdo por precipi-
tacdo, utilizando tiabendazol, MAA, EGDMA,
DVB, acetonitrila e tolueno. O polimero de DVB
apresentou capacidade de receber maiores volu-
mes de amostra e foi, portanto, selecionado para
os proximos testes. Este MIP se mostrou capaz
de reter ndo apenas a molécula-modelo, mas
também outros compostos benzimidazdlicos
(albendazol, benomil, carbendazim, fembenda-
zol, flubendazol e fuberidazol). Tal material foi
utilizado em um procedimento de pré-concen-
tragdo on-line e esta metodologia se mostrou
aplicavel para propdsitos de varredura (verifi-
car apenas a presenca dos analitos na matriz),
enquanto a identificagdo e a quantificagdo de
cada composto deveriam ser realizadas através
da pré-concentragdo off-line em cartuchos con-
tendo MIP seguida de analise por HPLC-DAD.
O método de MISPE proposto foi aplicado para
a pré-concentragdo off-line e todos os compos-
tos benzimidazdlicos puderam ser quantitati-
vamente recuperados. Em paralelo, as amostras
passaram por procedimento de pré-concentra-
¢do em discos CI8 e os cromatogramas mos-
traram linhas de base com mais ruido, além de
varias espécies terem interferido na determina-

¢do de fembendazol. Observando-se todos os
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resultados obtidos, a utilizagio de MIP como
sorvente seletivo para determinagao multirresi-
dual de compostos benzimidazélicos em dguas
se mostrou bastante vantajosa e tanto o proce-
dimento de pré-concentra¢do on-line quanto o
off-line apresentaram limites de detecgdo bem
abaixo dos niveis de concentragao maxima per-

mitidos pela legislagaol™.

3.2 Extragdo sortiva em barra de
agitacdo molecularmente impressa-

MISBSE

Na extragdo sortiva em barra de agitagdo
(SBSE), uma barra magnética revestida de polidi-
metilsiloxano é colocada diretamente na amostra
e agitada até que o equilibrio de parti¢ao entre
os analitos e o sorvente seja atingido. Depois
da extragdo, os analitos podem ser quantitati-
vamente introduzidos no sistema analitico por
dessor¢do térmica ou liquida®. Um dos fatores
que interfere no processo de extragdo e pode ser
otimizado nos procedimentos de SBSE é o reves-
timento da barra de agitaco.

Zhu e Zhu descreveram o preparo de barras
de agitacdo revestidas por um filme molecular-
mente impresso de 160 pm, formado a partir de
uma solugao do polimero Nylon-6 em acido for-
mico e observaram o desempenho deste material
para separagdo enantiosseletiva de aminoaci-
dos. A barra de agitagao revestida pelo polimero
Nylon-6 impresso com L-glutamina foi prepa-
rada através de um método de inversdo de fase.
Solugdes de Nylon-6 e L-glutamina foram mistu-
radas em acido férmico e colocadas em frascos
submetidos a agitagdo até a mistura se tornar um
coloide. A barra de agitacao magnética foi entao
imersa nesta solucio coloide e este sistema foi
colocado em banho de agua purificada. Depois
do processo de gelificagdo, a barra foi lavada
com uma solugédo de acido acético/metanol para
remog¢ido do solvente e da MM. O filme de MIP
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apresentou alta afinidade por L-glutamina além
de ter atingido o equilibrio de adsor¢do mais
rapidamente quando comparado ao polimero
impresso pela forma convencional, in bulk. A
barra de agitagdo impressa apresentou ainda
maior seletividade pela L-glutamina do que por
seus isdmeros, diferenca esta que néo foi obser-

vada com o material ndo impresso!®!l.

Também visando as enantiosseparagdes,
Barrio et al. reportaram o desenvolvimento de
um MIP com afinidade pelo S-citalopram utili-
zando modelagem computacional para a selegdo
dos MF e da relagajo MM-ME. O polimero foi
sintetizado por polimerizagao radicalar inicia-
lizada por ultravioleta sobre uma barra de agi-
tacdo magnética com o objetivo de se obter um
sistema de SBSE capaz de realizar o reconheci-
mento enantiomérico seletivo. A barra de agita-
¢do foi inserida no interior de um tubo de Teflon
com uma das extremidades fechadas, na qual foi
colocada, com o auxilio de uma seringa, a mis-
tura de polimerizagdo. Outro tubo de Teflon foi
utilizado para fechar a outra extremidade do
sistema, que foi entdo exposto a radiagdo ultra-
violeta. Em seguida, a barra foi retirada do tubo
e lavada com metanol. O material desenvolvido
se mostrou capaz de extrair seletivamente o
S-citalopram da mistura racémica em um meio
aquoso com alta especificidade. O procedimento
otimizado é simples, rapido e permite a detec¢ao
e quantificacao da droga em concentragoes da
ordem de pg L' sem a necessidade da separagao

cromatografica quiral®.

Com o objetivo de analisar nicosulfuron
em amostras de dgua e solo, Yang, Zhao e Zhou
descreveram o preparo de uma barra de agitacao
recoberta por um polimero monolitico impresso
molecularmente utilizando o analito como MM.
O material molecularmente impresso foi prepa-
rado através de polimerizagdo in situ. A mistura

de reacéo foi colocada no interior de um tubo de
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politetrafluoretileno, na qual ja estava posicio-
nada uma barra de agitagdo magnética. Ao final
do processo de polimerizagao, a barra passou
por etapas de lavagem com acido acético — ace-
tonitrila, acetonitrila apenas e agua duplamente
destilada. A técnica de extracdo em barra sortiva
foi acoplada a HPLC-UV e o método apresentou
bons resultados de recuperagdo e reprodutibili-
dade. Este material pode ser reutilizado por mais

de cem vezes sem perder sua eficiéncial®.

Para analise de alimentos, Wang et al. repor-
taram a utilizagdo de um método para determi-
na¢ao de ractopamina em carne de porco utili-
zando eletroquimioluminescéncia combinada a
MISBSE. Uma barra molecularmente impressa
com ractopamina foi utilizada no pré-tratamento
da amostra, com o objetivo de eliminar compos-
tos coexistentes. A solu¢do de polimerizagado foi
colocada em uma seringa de polipropileno man-
tida a 60 °C por uma hora; em seguida, a barra
de agitacdo foi imersa verticalmente no centro
da mistura. O tubo foi selado e mantido a 60 °C
por 20 horas. Depois da polimerizagao, o mate-
rial foi retirado da seringa, lavado com solugao
de acido acético - agua e agua duplamente deio-
nizada repetidas vezes e sonicado a temperatura
ambiente para remogao de substancias remanes-
centes da sintese. Os resultados mostraram que o
material pode ser utilizado por pelo menos dez
vezes sem perder sua capacidade de extragao!®.

Li et al. vém desenvolvendo diversos traba-
lhos utilizando MISBSE em diferentes areas de
aplica¢ao. Em geral, as barras impressas sdo pre-
paradas através de ligagoes quimicas do MIP a
uma barra de vidro através da sililagdao da super-
ficie do substrato e reacio de copolimerizac¢io.
Em 2010, o grupo desenvolveu um método para
determina¢ao de compostos (2-agonistas em
amostras de carne de porco, figado e alimentos
através da MISBSE e analise por HPLC. Sob as
condigdes de extracdo otimizadas, a barra reves-
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tida por MIP mostrou maior capacidade de
extragdo que a barra revestida por NIP para os
analitos ractopamina, isoxsuprina, clembuterol
e fenoterol. Além disso, as barras revestidas por
MIP puderam ser usadas por pelo menos qua-
renta vezes sem perda de eficiéncia na extra¢io.
O método desenvolvido apresentou bons resul-
tados em relagdo aos pardmetros de validagao!®!.

Ainda em 2010, os autores descreveram o
uso de MISBSE para extracdo seletiva de her-
bicidas triazinicos. A barra revestida com MIP
apresentou maior seletividade e boa capacidade
de pré-concentragio para os compostos triazini-
cos estruturalmente relacionados, em compara-
¢do com a barra revestida de NIP. O material foi
usado com sucesso para extracao seletiva de tria-
zinas de diversas amostras (arroz, maci, alface e

solo) com bons valores de recuperacao!®®!.

A técnica também ganhou destaque em
2011, quando o mesmo grupo de pesquisa rela-
tou o uso de MISBSE para extracdo seletiva de
sulfonamidas. A capacidade de adsor¢do do
revestimento de MIP foi 4,6 vezes maior que a
do NIP, e o material revestido com o MIP pdde
extrair sulfametazina seletivamente para analise
por HPLC-UV mesmo em baixas concentragdes
(0,2 yg L'). O material apresentou excelente
seletividade para moléculas andlogas a MM.
Houve ainda o desenvolvimento de um método
utilizando a MISBSE combinada com a técnica
de HPLC-UV para analise simultanea de oito
sulfonamidas em amostras de carne de porco,

figado e frango!®”..

Com a finalidade de extrair e analisar fungi-
cidas triazolicos em amostras de solo, em 2011,
os autores desenvolveram um método simples e
rapido utilizando MISBSE. Eles sintetizaram uma
barra de agitagdo revestida por MIP, utilizando
triadimefom como MM. O material mostrou
habilidades de reconhecimento molecular nao

apenas para o triadimefom, mas também para
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compostos estruturalmente relacionados como
triadimenol, diniconazol, flutriafol, hexacona-
zol, tebuconazol, paclobutrazol e uniconazol. O
método apresentou limites de detecgdo na faixa
de 0,14 a 0,34 pug L' e recuperagdes de 86,7% a
114,6% para amostras de solo fortificadas!®.

3.3 Microextracdo em fase sélida
molecularmente impressa — MISPME

A microextragio em fase solida (SPME)
surgiu com o intuito de eliminar alguns proble-
mas relacionados ao preparo de amostras pela
SPE convencional, principalmente com relagdo
ao elevado consumo de solventes organicos e a
necessidade de utilizagdo de grandes quantida-
des de amostras®!. O dispositivo basico de SPME
consiste de um bastao de silica fundida de aproxi-
madamente 100 nm de didAmetro, recoberto com
um filme fino de um polimero ou de um sélido
adsorvente. A extragdo ocorre mergulhando-se
a se¢do recoberta na amostra ou no seu heads-
pace. Por afinidade, analitos organicos migram
da matriz para a fibra, onde sdo concentrados de
acordo com seus coeficientes de parti¢ao. Depois
disso, os analitos sio termicamente dessorvidos
diretamente no injetor de um cromatégrafo a gas
ou eluidos com solventes para posterior analise

por outras técnicas cromatograficas®!l.

Com o objetivo de melhorar a seletividade
da fibra de SPME, os polimeros de impressdo
molecular vém sendo empregados em conjunto
com essa técnica. Isto ocorre quando os MIPs
revestem a fibra comercial ou a substituem®?.
Como consequéncia, muitos autores relatam o

uso desta técnica para o preparo de amostras.

De acordo com Prasad et al., a utilizagdo de
um MIP para o recobrimento de uma fibra de
carbono foi eficiente na determinacdo de acido
folico em matrizes complexas. O recobrimento
foi utilizado para melhorar a baixa porosidade,
baixa estabilidade e fragilidade associadas as
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fibras de MISPME. O MIP foi preparado uti-
lizando um monoémero novo, 2,4,6-trisacrila-
mido-1,3,5-triazina (TAT) e o ALC EGDMA
(razdo 1:20) em dimetilsulféxido (DMSO) atra-
vés do método de polimerizacdo radicalar. A
fibra de carbono, quando usada sem recobri-
mento, ndo foi eficiente para extrair acido fdlico
das amostras; porém, quando a fibra de carbono
recoberta pelo MIP foi utilizada para a extragao,
excelentes resultados foram obtidos®!.

O uso de anabolizantes tem sido muito
difundido para finalidades estéticas, princi-
palmente para rapida hipertrofia muscular.
Assim, Qiu et al. desenvolveram uma fibra para
MISPME para a determinagdo de anabdlicos
esteroides. O MIP foi preparado pela copolime-
rizagdo de MAA e TRIM, utilizando a testoste-
rona como MM. Para a sintese do MIP, a MM
foi dissolvida em acetonitrila e em MAA, e, ap0s
12 horas, foram adicionados o TRIM e o AIBN.
A fibra que receberia o revestimento de MIP pas-
sou por procedimentos de retirada de poliamida
da superficie. Depois desses processos, ela foi
introduzida na solugdo pré-polimero e colocada
em um forno a 60° para executar a polimeri-
zacdo. Essa fibra mostrou-se altamente seletiva,
quimicamente estavel e robusta, podendo ser
conectada diretamente ao GC-MS. Foram oti-
mizados o tempo de polimerizagdo, o solvente
de polimerizagdo e o ALC. A caracterizagao do
material foi feita por microscopia eletronica de
varredura (MEV), FT-IR e analise termogravi-
métrica. A fibra mostrou alta seletividade e habi-
lidade de extragdo para quatro anabdlicos este-
roides em urina humana, com limite de detecgdo
de 0,008-0,020 ng mL'¥2,

Para  monitorizagdo  terapéutica  de
B-bloqueadores, Hu et al. sintetizaram um poli-
mero para revestimento de fibras de SPME pelo
método de copolimerizagdo multipla, utilizando

como MM o propranolol. A fibra resultante
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mostrou-se homogénea, altamente reticulada
e porosa. O método foi aplicado para controle
simultaneo de pindolol e propranolol em amos-
tras de urina e de plasma humano com baixos

limites de detec¢do e quantificagaol®.

A pesquisa de contaminantes em alimentos
¢ de extrema importancia para atestar a sua qua-
lidade para o consumo. Assim, a sintese de uma
fibra molecularmente impressa foi proposta para
extragdo seletiva de atrazina em cebola, dgua e
arroz, por Djozan e Ebrahimi. A fibra foi obtida
utilizando atrazina como MM, MAA, EGDMA
e AIBN. Para sintetizar o pré-polimero, a MM
foi dissolvida em acetonitrila e, posteriormente,
foram adicionados 0o MAA, EGDMA e o AIBN.
A mistura foi desgaseificada. Entao, o pré-poli-
mero foi introduzido em um capilar e colocado
em banho de agua a 65 °C para ocorrer a copoli-
merizacdo. A fibra foi retirada do capilar e intro-
duzida em um homemade de SPME. Foi verifi-
cado que o material apresentava alta seletividade,
baixo custo, estabilidade térmica e quimica.
Fatores como pH e temperatura de extracao
foram otimizados. Como resultado, o método
demonstrou eficiéncia na extragido de atrazina,
simazina, propazina, cianazina, ametrina, terbu-

trina e prometrina®®.

Também neste sentido, Hu et al. produzi-
ram um MIP para revestir a fibra de SPME, pelo
método de copolimeriza¢ao multipla, seletiva a
hormonios esteroides. Esta apresentou alta poro-
sidade, estabilidade quimica e térmica e pode
ser acoplada diretamente aos instrumentos de
cromatografia. A fibra molecularmente impressa
exibiu uma maior afinidade para o 17 B-estradiol
(MM) em comparagdo as fibras comerciais e
ao NIP. A fibra também foi seletiva aos com-
postos analogos ao 17 P-estradiol como estriol,

estrona e 17a-etinilestradiol. O método demons-
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trou alta eficiéncia na extracio de estrogenos
em amostras de peixes, com limite de detecgdo
0,98-2,39 pg L1,

O uso de herbicidas ¢ muito difundido em
culturas agricolas. Estes podem apresentar toxi-
cidade para os consumidores quando presentes
em concentra¢des maiores que os limites maxi-
mos permitidos. Neste sentido, Hu et al. sinte-
tizaram uma fibra de SPME utilizando metola-
chlor como MM. Para circundar o problema de
fragilidade, o MIP sintetizado revestiu a super-
ficie de uma fibra de ago inoxidéavel. Para a pre-
paragio do polimero, MM, MAA, AIBN e TRIM
foram adicionados a uma solugdo de tolueno e
misturados por 12 horas com o auxilio de um
oscilador. O pré-polimero foi introduzido em
um tubo para a retirada de oxigénio e, posterior-
mente, introduziu-se a fibra de aco inoxidavel
para realizar a polimerizagao. Foram sintetizadas
nove fibras de diferentes composi¢oes, variando-
-se os MFs, as MM e os ALCs. A fibra que apre-
sentou melhor desempenho na extragdo seletiva
de metolachlor em soja e milho foi aquela sin-
tetizada a partir de tolueno, MAA e TRIM. O
material apresentou rapida adsor¢ao e dessorgdo,
sendo seletivo para a extra¢ao de metolachlor e
outros herbicidas e seus produtos de degradagao.
Os limites de detecgdo para metolachlor, propi-
sochlor e butaclor em amostras de milho e soja,
foram de 3,0; 9,6 e 38 pg L7, respectivamente.
Foi verificado que a proporgao de monémero em
relagao ao ALC foi de extrema importancia para
a seletividade do MIP®".,

trabalho
Barahona et al., foi desenvolvido um método

Em um realizado  por
empregando-se MISPME para analise de tiaben-
dazol em amostras de suco de laranja. Para a sin-
tese da fibra, TBZ (tiabendazol), MAA, TRIM e
AIMN (2,2’-azobis-2-metilbutironitrilo) foram
misturados com uma solug¢do de tolueno:MeOH

(1:1 v/v). Posteriormente, a solugao do pré-poli-
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mero, com a ajuda de uma seringa, preencheu o
interior de capilares. Estes foram colocados em
um forno a 65 °C para ocorrer a polimerizagao.
Depois de algumas horas, o MIP foi lavado com
uma solucdo de MeOH:é4cido acético (1:1, v/v)
para a remog¢ao da molécula modelo. Visando
resolver alguns problemas relacionados ao reco-
nhecimento molecular dos analitos em meio
aquoso, a fibra molecularmente impressa foi
inserida dentro de um capilar de polipropileno
para que uma extragdo prévia por LPME fosse
realizada antes da SPME. A metodologia foi vali-
dada e aplicada com éxito. O método mostrou-
-se linear, exato, robusto e preciso, comprovando
que a combinagdo entre MISPME e LPME foi

eficientel®®.

Nesta mesma linha de pesquisa, Hu et al.!*”!
propuseram um método baseado em LPME e
MISPME para anilise de triazinas em amostras
complexas (urina, lama, leite e melancia). Neste
estudo, o MIP foi utilizado para revestir a fibra
de silica empregada na SPME. Antes do reves-
timento, essa fibra passou por um processo de
sililagdo, que ocorreu por imersao em uma solu-
¢30 10% (v/v) 3-(metacriloxi) propiltrimethoxi-
silano em acetona a temperatura ambiente. Para
a sintese do MIP, foi utilizado terbutilazina como
MM. A MM juntamente com o MAA foram dis-
solvidos em tolueno e incubados por 12 horas.
Posteriormente, foram introduzidos o TRIM e
AIBN. A solugio do pré-polimero foi transferida
para um tubo, no qual passou por um processo de
retirada de oxigénio e polimerizagao. Os analitos
foram extraidos primeiramente por LPME e pos-
teriormente pela fibra SPME. Foi verificado que
a unido das duas técnicas melhorou a extracao
dos analitos alvos em comparagdo com a técnica
de MI-SPME isoladamente. O método proposto
aumentou o desempenho analitico e diminuiu o

tempo de pré-tratamento da amostra.
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O uso de ftalatos em industrias é muito
comum. Estes sdo utilizados como aditivos para
deixar o plastico mais maleavel. Contudo, tal
classe de compostos é tida como cancerigena,
podendo causar danos ao figado, rins e pulmao,
além de anormalidade no sistema reprodutivo.
Dessa forma, ¢ de extrema importdncia moni-
torar os niveis de ftalatos oriundos de residuos
industriais no meio ambiente. Neste sentido,
He et al. sintetizaram uma fibra molecularmente
impressa, para SPME, pelo método de polime-
rizagdo in bulk, utilizando dibutil ftalato (DBP)
como molécula modelo. A MM, juntamente
com MAA, foi dissolvida em cloroférmio e, em
seguida, foram adicionados o AIBN e EGDMA.
A solugdo passou pelo processo de retirada de
oxigénio. Depois do processo de desgaseificagdo,
a solugdo foi introduzida em um capilar de vidro,
no qual ocorreu o processo de polimerizacdo a
60 °C. A fibra sintetizada mostrou seletividade
aos ftalatos e foi empregada para analise de amos-
tras de dguas ambientais. Quando comparada
a fibra ndo impressa, a fibra impressa foi mais
seletiva ao dibutilftalato (DBP) e aos seus ana-
logos dimetilftalato (DMP), dietilftalato (DEP),
diamilftalato (DAP) e dioctilftalato (DNOP).
Excelentes recuperagdes foram observas e atri-
buidas a0 mecanismo de adsor¢do seletiva da
fibra molecularmente impressa. Os limites de
deteccdo alcancados estavam compreendidos
entre 2,17 e 20,84 ng L' e a recuperagao, entre
94,54% e 105,34%%,

Também para analise de amostras ambien-
tais, um novo método empregando MISPME e
HPLC-UV foi desenvolvido por Feng et al. A
fibra molecularmente impressa foi sintetizada
utilizando-se 2,4,6-triclorofenol como MM,
MAA e DVB. Esta demonstrou boa capacidade
de pré-concentragio e seletividade para analise

de compostos fenolicos em amostras de agua. As
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recuperagdes foram de 88,9%-102,5% para amos-
tras de agua de torneira, 80,0%-94,0% para agua
de rio e 80,0%-90,5% para agua de esgoto!'™..

3.4 Polimeros magnéticos
molecularmente impressos — MIPs
Magnéticos

Os polimeros molecularmente impressos
tém a capacidade de reconhecimento seletivo
através dos sitios formados e da for¢a de ligagdes
remanescentes no momento em que a MM ¢ reti-
radal®. Quando reagentes com caracteristicas
magnéticas (por exemplo o Fe O,) sio empre-
gados na sintese desses polimeros, o isolamento
das particulas de MIP da matriz pode ocorrer
simplesmente com a aplica¢io de um campo
magnético. A rede polimérica evita a dispersdo
das particulas magnéticas e melhora as proprie-

dades mecénicas dessas particulas!'®?.

Em um trabalho realizado por Wang et al,,
foi proposta uma sintese de um polimero mag-
nético molecularmente impresso por polime-
rizagdo em suspensdo com aquecimento em
micro-ondas. Foi utilizado 2-amino-4 nitrofe-
nol (4-NAP) como MM e Fe,O, como particula
magnética. Como suporte para sintese, foi utili-
zado volastonite, o que resultou em um menor
tempo de polimeriza¢ao e uma melhor morfolo-
gia do polimero. Bons resultados foram obtidos,
nido somente com relacdo a boa seletividade e
afinidade para 4-NAP em amostras aquosas, mas
também com relagdo ao superparamagnetismo
quando o material foi exposto a um campo mag-

nético externo!'%?,

O sesamol ¢ um composto organico utili-
zado na sintese de alguns medicamentos. Neste
sentido, Wang et al. sintetizaram um polimero
magnético molecularmente impresso, empre-
gando piperonal como MM. Para preparar o
volastonite magnético, volastonite carboxilado

foi dissolvido em 1-metil-2-pirrolidona sob
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acao de ultrassom e, posteriormente, foi adi-
cionado acetilacetonato de ferro (III) (particula
magnética). O polimero foi utilizado para reco-
nhecimento de sesamol (andlogo ao piperonal)
em amostras aquosas. Este demonstrou boa
estabilidade térmica e propriedades magnéticas
satisfatorias. A isoterma de adsor¢do mostrou
melhor ajuste ao modelo de Langmuir quando
comparado ao modelo de Freundlich. Por fim, o
método demonstrou capacidade de reconhecer
seletivamente o sesamol!'%?],

Um MIP magnético com reconhecimento
seletivo para 2,4-diclorofenol foi proposto por
Pan et al. Para evitar a dispersdo das particulas
de Fe,O,e a fragilidade do polimero, o material
foi obtido através da coprecipitagido de atapul-
gita/ Fe,O, a partir de uma suspensio de ata-
pulgita pré-modificada com FeCl,. O MIP foi
sintetizado utilizando 2,4-diclorofenol como
MM, MAA, AIBN e EGDMA. Em seguida, as
particulas magnéticas foram revestidas com uma
fina pelicula do MIP. O polimero exibiu estabi-
lidade térmica e propriedade magnética ade-
quada para separacdo. A isoterma de adsorgdo
foi mais bem ajustada a0 modelo de Langmuir,
e a capacidade maxima de adsor¢do do material
foi de 145,79 mg g'. Depois de cinco extragdes,
o polimero ainda exibiu boa seletividade, o que
deixou claro para os pesquisadores que os poli-
meros magnéticos sdo candidatos promissores

para separacdo de poluentes!*!l.

Ainda para analises de compostos fendlicos,
Pan et al. desenvolveram um material que agre-
gava nanoparticulas magnéticas a um nanotubo
haloista. As particulas magnéticas foram ligadas
aos acidos carboxilicos dos nanotubos de haloi-
sita (HNTs-COOH) por meio de uma reagao
de triacetilacetonato férrico em 1-metil-2-pir-
rolidona a alta temperatura. As particulas mag-
néticas de nanotubo haloista (MHNTSs) foram

revestidas com o polimero molecularmente

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):161-195

Santos MG, Abrao LCC, Freitas LAS, Moraes GOI, Lima MM, Figueiredo EC

impresso para reconhecimento especifico de
2,4,6-triclorofenol. O polimero exibiu boas pro-
priedades magnéticas e alta estabilidade térmica.
A isoterma de adsorcao foi ajustada ao modelo
de Langmuir. A capacidade de adsor¢do maxima
foi de 246,73 mg g' a 298 K. Os experimentos
demonstraram que o material apresentou alta
seletividade e afinidade para compostos fenoli-
cos em amostras ambientais. Os MIPs prepara-
dos foram facilmente separados da suspensdo
por um campo magnético externo. Foi concluido
que ligacdes de hidrogénio entre os compostos
fendlicos e o MAA (MF) foram as principais
responsaveis pelo mecanismo de reconheci-
mento!'%,

Wang et al. obtiveram um polimero a par-
tir de polimerizagao radicalar utilizando meta-
criloxipropiltrimetoxisilano (MEMO) e, pos-
teriormente, uma copolimerizagdo, utilizando
MAA, EGDMA e 17 p-estradiol como MM.
Nanoparticulas magnéticas de Fe, O, foram
empregadas para conferir propriedades mag-
néticas ao polimero que, ao final do processo,
apresentou elevada seletividade, grande capaci-
dade de adsorgao e rapida capacidade de liga-
¢do para os analitos de interesse. O método foi
linear, com coeficiente de correlagio de 0,9996.
A capacidade maxima adsortiva do MIP magné-
tico foi de 225,68 umol g e do NIP magnético
de 49,71 pmol g'. A extragdo com os polime-
ros magnéticos molecularmente impressos em
conjunto com a técnica de HPLC-UV foi util na
determinagao de estrogénios em amostras de
ragaoll®,

Em um estudo recente realizado por
Ding et al.,, um MIP magnético foi sintetizado
para extracdo seletiva de sildenafil e verdanafil
em suplementos alimentares a base de plantas.
Depois da extragao, as amostras foram anali-
sadas por HPLC-UV. O polimero foi impresso
utilizando sildenafil como MM, acido acrilico
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2-trifluorometil como MF, EGDMA como ALC
e Fe,O, como particula magnética. Os dados

foram ajustados conforme o modelo da isoterma
de Freundlich""”),

Para o enriquecimento seletivo de
B-antagonistas em amostras de figado e carne de
porco, foi sintetizado um polimero magnético
molecularmente impresso por polimerizagao em
suspensdo com aquecimento por micro-ondas.
As particulas magnéticas foram sintetizados
por coprecipitagio em um meio contendo FeCl,
e FeSO, em solu¢ao aquosa de amoniaco (28%
em peso). O aquecimento por micro-ondas foi
empregado como alternativa para acelerar o
processo de polimerizagdo. A isoterma foi ajus-
tada ao modelo de Freundlich, e a capacidade
maxima adsortiva para o MIP magnético foi
de 3,24 pg mol™ e para o NIP magnético foi de
1,17 ug mol™, demonstrando uma maior capa-
cidade de adsor¢do para o polimero impresso.
O material foi utilizado com sucesso para extra-
¢do de ractopamina, isoxsuprina e fenoterol em
carne e figado de porco, seguido de analise por
HPLC-UV. O método proposto apresentou uma
boa linearidade e baixos limites de detec¢do e

quantificagao%.

A determinagdo seletiva de antibidticos
B-lactimicos em amostras de leite por MIP
magnético foi proposta em estudo feito por
Zhang et al. Para a sintese do polimero, eles uti-
lizaram penicilina V potassica (PENV) como
MM, MAA, EGDMA e Fe,O, como particula
magnética. O polimero sintetizado apresentou
alta seletividade e afinidade para PENV e outros
compostos andlogos aos B-lactamicos. O pro-
cesso de extracdo foi realizado em uma tnica
etapa em que foram misturados os solventes de
extracdo, amostra de leite e o MIP magnético sob
agitagdo em ultrassom. Depois de se completar
o processo de extragdo, os analitos adsorvidos

pelo MIP magnético foram separados da matriz
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por um ima externo. Posteriormente os analitos
foram analisados por LC-MS. A partir das anali-
ses, foi possivel observar bons niveis de recupe-
racao e baixos limites de detec¢do e quantificagao
para P-lactamicos. Em comparagdo com méto-
dos convencionais, a utilizagdio do MIP magné-
tico permitiu, de maneira rapida e facil, a separa-

¢do e identificagdo dos analitos de interesse!').

Gai et al. sintetizaram um polimero magné-
tico molecularmente impresso utilizando albu-
mina de soro bovino (BSA) como MM. As parti-
culas magnéticas Fe,O,/NH, foram adicionadas
a uma mistura de tetra-hidrofurano (30 mL) e
trietilamina (1 mL). O MIP foi sintetizado base-
ado em polimerizagdo radicalar na presenca de
N-isopropilacrilamida e N-[3 -(dimetilamino)
propil]-metacrilamida (MFs) para a extragdo
de proteinas. O polimero impresso apresentou
uma maior capacidade de adsorgdo e seletivi-
dade a BSA em comparagdo ao polimero nao

impresso!'°l.

Também para andlise de proteinas, um
método baseado em extragdio com MIP mag-
nético e analise por quimioluminescéncia foi
desenvolvido por Jing et al. para extragao sele-
tiva de lisozima em urina humana de pacientes
com problemas renais. As nanoparticulas de
Fe,O, foram sintetizadas pelo método de copre-
cipitagdo e, em seguida, revestidas com uma fina
camada de MIP. O MIP foi sintetizado usando
a lisozima como MM, MAA, acrilamida e N,N-
metilenebisacrilamida. O método mostrou-
-se rapido, de baixo custo e altamente seletivo,
quando comparado aos métodos tradicionais. A
extragdo foi completada em apenas 12 minutos,
com recuperacdes de 90,1%-103,7% e limite de
quantificagdo de 5 ng mL™'. O método demons-
trou ser confiavel e muito pratico, deixando claro
para os pesquisadores que este podera ser muito
promissor para analises de rotina a fim de se

diagnosticar doengas renais!'!!l.
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Para analise simultinea de trés esterdis
(ergosterol, stigmasterol e [-sitosterol) em
amostras complexas, um MIP magnético, uti-
lizando f-sistrol como MM, foi sintetizado por
Zhan et al."?],

A sintese das nanoparticulas magnéticas
foi realizada empregando-se Fe,O, como parti-
cula magnética. A MM e o MF foram dissolvidos
em tolueno. Na solu¢do do pré-polimero, foram
adicionadas as particulas magnéticas, estireno,
EGDMA e AIBN, sob agitacdo. A polimeriza-
¢do ocorreu sob irradiacdo por micro-ondas. As
extragdes foram realizadas em amostras de cogu-
melos, soro e melancia. O polimero impresso
demonstrou uma recupera¢ao 20 vezes superior
ao polimero ndo impresso. As condi¢des 6timas
de extragoes foram estudadas. As recuperacdes
encontradas para amostras de cogumelos foram
de 80,9%-86,0% para ergosterol, 75,8%-77,2% de
estigmasterol e 74,2%-80,8% para P-sitosterol.
Para as amostras de soro foram encontrados
os seguintes valores: 86,2%-88,2% de estigmas-
terol e 72,4%-79,4% para (-sitosterol. Para as
amostras de melancia, as recuperagdes encon-
tradas foram: 71,6%-74,9 % para ergosterol,
81,0%-84,5% para estigmasterol e 71,6%-76,9%
para sitosterol. Diante desses resultados, os pes-
quisadores concluiram que o método proposto é
aplicavel e confidvel para andlise simultanea de

ester6is em amostras bioldgicas!''?.

Para o reconhecimento seletivo de liso-
zima, foi sintetizado através de copolimerizagdo
um polimero magnético em que a capacidade
magnética foi transmitida através do encapsula-
mento de Fe,O, Neste trabalho, Jing et al. tive-
ram como resultado a alta capacidade de adsor-
¢dao (0,11 mg mg"), seletividade controlada e
separacdo magnética (22,1 emug™). Depois da

pré-concentracio e purificacao dos analitos pelo
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MIP, eles foram submetidos ao método de qui-
mioluminescéncia para determinacéo seletiva de

lisozima em amostras de soro humano!'*?.

Em um estudo realizado por Wang et al,
uma nanoparticula magnética de Fe,O, foi reves-
tida por polimeros molecularmente impressos,
utilizando uma estratégia de impressao semico-
valente para reconhecimento seletivo de estrona.
A MM (estrona) revestia a silica sobre o nucleo
de éxido de ferro através de uma ligagdo termica-
mente reversivel. A remo¢do da molécula modelo
por uma simples reagdo térmica produziu sitios
especificos na silica para reconhecimento de
estrona. A partir dos experimentos realizados, os
pesquisadores acreditam que os MIPs magnéti-
cos sdo candidatos promissores para separagdes
quimicas e bioquimicas*.

Ding et al.,'">'""lem seus trabalhos, propu-
seram a sintese de polimeros magnéticos para a
determinacio de residuos de firmacos em dife-
rentes amostras. Para a determinacdo de fluo-
roquinolonas em amostras de agua, foi sinteti-
zado um MIP magnético para realizar a extragdo
dos analitos e posterior andlise por LC-MS. O
ciprofloxacino foi utilizado como MM, além de
MAA, EGDMA e Fe,O, como particula magné-
tica. Bons niveis de recupera¢io e baixos limites
de detecgdo e quantificagdo foram alcangados.
Em conclusao, o método proposto teve sucesso
na determinacdo de fluoroquinolonas incluindo
ciprofloxacino, enrofloxacino, lomefloxacino,
levofloxacino, fleroxacino e sparfloxacino em
diferentes amostras de 4guas ambientais!''®.. Para
determinacdo de sulfonamida (SAs) em mel,
um MIP magnético foi sintetizado a partir de
MAA, EGDMA, SMD, dimetil sulféxido e Fe,O,.
A extragdo foi feita sob agitagdo e apds se com-
pletar, o polimero foi capturado e separado da
matriz por atragdo magnética externa. Os extra-
tos foram analisados por LC-MS e o método pro-

posto permitiu a extra¢do de sulfonamidas e seus
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andlogos em diferentes amostras de mel''¢l. Para
a analise de tetraciclinas em amostras de tecido e
ovo, um MIP magnético foi sintetizado usando
oxitetraciclina como MM, MAA, estireno e divi-
nilbenzeno como componente da matriz poli-
mérica e Fe,O, como componente magnético. O
processo de extragdo e limpeza ocorreu em um
unico passo. Depois da extracido se completar, o
polimero foi separado da matriz por uma atra-
¢do magnética externa com posterior analise por
LC-MS. Em comparag¢do com os métodos tradi-
cionais de preparo de amostras (LLE e SPE, por
exemplo), esse método apresentou a vantagem
da utilizagdo minima de amostras e baixo con-
sumo de solventes, tornando-o muito promissor

para determinagéo de residuos de farmacos!''”..

3.5 Microextracdo por sorvente
empacotado molecularmente
impressa — MEPS-MIP

A microextragdo por sorvente empacotado
(MEPS) é uma nova técnica miniaturizada de
extragao em fase solida. Ela difere das técnicas
convencionais de SPE devido ao menor tempo
de extragdo e o menor consumo de reagentes
organicos. Este dispositivo também pode ser
utilizado por varias vezes, sem que haja subs-
tituigdo. Esta técnica consiste de uma seringa
(100-250 uL) contendo uma pequena coluna que
resguarda o sorvente!!'sl. A amostra ¢ aspirada e
dispensada varias vezes para que haja a extragao
e, em seguida, um solvente de eluigdo ¢ aspirado
e dispensado diretamente no cromatégrafo. A
unido de MEPS com o MIP tém sido bastante
promissora e util para determinagdo de varios

analitos em amostras complexas.

Para determina¢ao de fluoroquinolona em
amostras de agua, foi sintetizado um MIP utili-
zando ciprofloxacino como MM. Neste trabalho,
Prieto et al. empacotaram o polimero em um

dispositivo de MEPS e este foi utilizado como
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sorvente para extragdo com posterior analise
por LC-MS. Para comparar a eficiéncia do MIP-
MEPS, os analitos alvos também foram determi-
nados por MISPE. Os pesquisadores obtiveram
elevada seletividade para os analitos de interesse
por ambas as técnicas. O método proposto per-
mitiu a andlise de compostos em niveis de con-
centragao baixissimos (ng L!) com baixo con-
sumo de solventes orginicos e menor tempo
de analise!"'®!. J4 para andlise de compostos que
causam disturbios enddcrinos, os mesmos pes-
quisadores sintetizaram um polimero seletivo a
alquilfendis, bisfenol A (BPA), hormoénios natu-
rais e sintéticos em amostras de aguas residuais.
O 17pB-estradiol foi utilizado como MM, etileno
glicol dimetacrilato como mondmero de reticu-
lacdo, acetonitrila como solvente e uma combi-
na¢ao de dcido metacrilico e 4cido p-vinilben-
zoico como monomeros funcionais. O material
foi comparado a dispositivos comerciais que uti-
lizam C18 como adsorvente, em termos de efi-
ciéncia de extracdo, e mostrou-se mais eficiente

para andlise de contaminantes emergentes!'”.

3.6 Extragdo por dispersdo em
fase sélida molecularmente
impressa - MSPD-MIP

A extragdo por dispersio da fase solida
(MSPD- do inglés matrix solid-phase dispersion)
tem sido aplicada principalmente para o preparo
de amostras solidas, semissdlidas ou muito vis-
cosas!'’. Devido a complexidade dessas amos-
tras, geralmente é necessario que se realizem
varias etapas de extragdo, tornando o proce-
dimento moroso e muito suscetivel a erros. A
MSPD tem como objeto principal minimizar o
numero de etapas do processo de preparo, man-
tendo a mesma eficiéncia de remogao de impure-
zas. Normalmente, a amostra ¢ triturada empre-
gando-se um solvente organico e, em seguida,

centrifugada. O sobrenadante é colocado dire-
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tamente em contato com um adsorvente (nor-
malmente silica) que captura os interferentes
deixando os analitos livres no sobrenadante. No
entanto, outra etapa de purificagao normalmente
¢ requerida devido a ineficiéncia dos adsorven-
tes. No intuito de minimizar o nimero de etapas
de extracido, bem como melhorar a seletividade
do processo, os MIPs tém sido utilizados como
adsorventes em MSPD. Contudo, cabe ressaltar
que, nessa aplicacao de MSPD, o adsorvente (no
caso o MIP) ¢é utilizado para capturar os analitos
e nao os interferentes como descrito no MSPD
convencional. A amostra é triturada juntamente
com o MIP para que ocorra a adsor¢do dos ana-
litos. Em seguida, o polimero ¢ lavado para reti-
rada dos interferentes e os analitos sdo dessorvi-

dos e analisados!2112%,

Yan et al.'?*! foram os primeiros a propor
o uso do MIP na extracdo por dispersdo da fase
sOlida e empregaram esta técnica no preparo de
amostras para analise de fluoroquinolonas em
ovo, " carne!’?* 124 e em soro!'?* %l por HPLC.
As amostras foram preparadas pela homogenei-
zagdo de quantidades iguais de amostra e do poli-
mero, utilizando gral e pistilo. Posteriormente, a
mistura foi transferida para um cartucho con-
tendo o MIP sintetizado e eluido com uma solu-
¢do adequada para remover o analito. Para ana-
lise em HPLC, o solvente empregado na extragao
da amostra foi evaporado e o residuo foi ressus-
penso com a fase modvel. A seletividade do MIP
foi avaliada pelo tratamento das amostras por
MSPD empregando adsorventes nao seletivos
como silica, C18 e Florisil. Os MIPs apresenta-
ram melhores resultados em termos de recupe-
ragao e seletividade se comparados aos demais
adsorventes.

Yan et al. empregaram a MSPD em asso-
ciacdo com a técnica de microextracio liquido-
-liquido para determinagao de corantes Sudan

em gema de ovo. A DLLME ¢é uma técnica
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rapida, simples e com alto potencial de enri-
quecimento. No entanto, ndo pode ser empre-
gada para extragdo direta de amostras sdlidas
ou semissolidas. Assim, a amostra foi primeira-
mente extraida com MIP por agita¢do em gral e
pistilo. Posteriormente, a mistura foi transferida
para um cartucho contendo 50 mg de MIP e
eluida com uma solugdo de acetona/acido acé-
tico (95:5-v/v). A amostra foi evaporada até um
volume de 1 mL. Depois da adi¢ao de 5 mL de
tetracloroetileno, a solu¢do foi agitada e centri-
fugada, e a fase inferior foi coletada com o auxi-
lio de uma seringa. A analise foi feita por HPLC
e os resultados demostraram que a associagdo
de MSPD e LLME foi satisfatoria na quantifica-
¢30 de Sudan em alimentos!'*!, Esta técnica foi
também empregada na analise de cloranfenicol
em amostras de solo'?”! e carne de peixel'?!. Os
polimeros foram sintetizados utilizando MAA e
4-VP como MF e EGDMA como ALC. As amos-
tras foram extraidas por agitacdo direta com o
MIP, como descrito anteriormente, e analisadas
por HPLC.

O MIP tem sido aplicado com sucesso na
MSPD no tratamento de amostras sdlidas e vis-
cosas, a fim de obter uma melhor recuperagao
dos analitos. Ademais, a utilizagdo desta técnica
de extragdo permite uma andlise mais sensivel,
precisa e seletiva, além de minimizar conside-
ravelmente o tempo do processo de preparo da

amostra e o consumo de solvente.

3.7 Extragdo por polimeros
de impressdo molecular
restritos a ligagdo com
macromoléculas — RAM-MIP

Devido a sua alta seletividade, os MIPs sdao
amplamente utilizados para extra¢io e separagdo
de diversos tipos de amostras. No entanto, alguns
interferentes geralmente presentes nas amostras,

como lipideos e proteinas, podem diminuir dras-
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ticamente a seletividade destes polimeros!'*.

Por outro lado, os materiais de acesso restrito
(RAMs) apresentam uma excelente capacidade
de eliminar a interferéncia de macromolécu-
las apesar de serem pouco seletivos!'®!. Neste
contexto, foi proposta a associacao de ambas as
tecnologias, a fim de se obter um polimero sele-
tivo para purificagio de amostras complexas e,
ao mesmo tempo, incapaz de se ligar a macro-
moléculas. Esses materiais foram chamados de
polimero de impressao molecular restrito a liga-
¢do com macromoléculas (RAM-MIP), os quais
apresentam sitios especificos de reconhecimento
molecular, bem como grupos hidrofilicos/pro-
tetores externos que bloqueiam a ligagdo com
macromoléculas. Os RAM-MIPs sao sintetiza-
dos pelos métodos tradicionais de sintese de MIP
e posteriormente sao revestidos para formagao
da camada hidrofilica, a qual impede o acesso de

macromoléculas aos grupos ligantes do MIP.

Haginaka et al foram os precursores dessa
tecnologia quando propuseram, em 1999, um
MIP seletivo a (S)-naproxeno, empregando 4-VP
e EGDMA como MF e ALC, respectivamente.
Uma mistura de GMMA e GDMA na proporgio
de 1:1 (v/v) foi adicionada ao polimero quatro
horas apds o inicio da sintese para formagdo da
camada hidrofilica. Para avaliar a seletividade,
as amostras proteicas foram submetidas a extra-
¢do com o RAM-MIP e como um MIP sinteti-
zado pelo mesmo método, mas sem a adicido
dos mondémeros hidrofilicos. A recuperaciao
do analito foi a mesma em ambos os polime-
ros, demonstrando, portanto, que a seletividade
nao foi alterada pela camada hidrofilica. Além
disso, apos a percolagao de uma solugéo de albu-
mina bovina em ambos os polimeros, os autores
obtiveram recuperagoes de 100% e <10% para
o RAM-MIP e MIP, respectivamente. O RAM-
MIP foi empregado com sucesso na analise

direta de (S)-naproxeno em amostras de soro!*",

MIPs em preparo de amostras

Ainda nesta linha, o grupo sintetizou também
um RAM-MIP empregando (S)-naproxeno ou
ibuprofeno como molécula modelo, e os poli-
meros obtidos foram utilizados na analise direta
de amostras de soro através do sistema column-
-switching!®!. A metodologia foi empregada na
obtencdo de RAM-MIPs para analise de anti-
-inflamatorios ndo esteroidais,'*? antiepiléti-
cos!'* e bisfenol-A"* em amostras de dgua de
rio.

Outra metodologia para obtencdo do
RAM-MIP foi proposta por Puoci et al. Os
autores obtiveram um polimero pelo método de
polimerizagao in bulk utilizando cafeina como
MM, MAA como MF, DVB como ALC e glici-
dilmetacrilato (GMA) como comondmero pro-
-hidrofilico. A camada hidrofilica foi criada pela
abertura do anel epoxido da molécula de GMA,
empregando uma solu¢ao de acido perclérico.
O principal objetivo dos autores foi obter um
polimero para ser empregado em ambientes
fisioldgicos. Os estudos demonstraram que o
RAM-MIP obtido utilizando o GMA como
comonomero pro-hidrofilico pode ser empre-
gado com sucesso neste tipo de ambiente!'*.
Outros trabalhos do mesmo grupo relatam a
sintese de RAM-MIPs para emprego em libe-
ra¢do controlada de p-aminofenol™®. e para
andlise direta de sulfonamidas em leite!’*”). Cabe
destacar a eficacia de ambos os polimeros na
eliminacdo de macromoléculas.

Um RAM-MIP foi preparado através do
método de polimerizagao por inchago, utili-
zando fenobarbital como molécula modelo,
4-VP como ME, EGDMA como ALC e um glico-
mondmero para obten¢ao da camada hidrofilica.
O glicomondmero foi previamente preparado
empregando-se octa-acetato de lactose, HEMA
e trifluoreto de boro. Na segunda etapa do pro-
cesso de polimerizagdo, o glicomondmero foi

adicionado e a sintese ocorreu por mais 1 hora
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a temperatura ambiente e por 24 horas a 50 °C
em atmosfera de argonio. Depois da sintese, uma
solu¢do de met6xido de sdédio em metanol foi
utilizada para promover a alcodlise do polimero
para a formagao da camada hidrofilica. O poli-
mero sintetizado apresentou boa seletividade e
capacidade de eliminar as macromoléculas e foi
empregado na anilise de fenobarbital em amos-

tras de soro,

3.8 Outros

A extragdo em fase solida em discos tem
grandes aplicagdes principalmente na area
ambiental por suportar grandes volumes de
amostra. Porém, sua utilizagdo associada a MIPs
ainda parece ser pouco explorada. Alguns auto-
res chegaram a descrever a sintese de membranas
impressas, como Sergeyeva et al. Eles propuse-
ram a modificagdo superficial de membranas
com uma fina camada de um MIP seletivo para o
herbicida triazinico terbumetona. Foi avaliada a
capacidade das membranas de adsorverem a ter-
bumetona, sendo que as membranas impressas
mostraram maior capacidade de adsor¢ao para
a terbumetona do que para compostos similares
(atrazina, desmetrina e metribuzina). A alta afi-
nidade destas membranas sintéticas associada ao
baixo custo do preparo delas mostraram que elas
poderiam ser empregadas com sucesso em pro-

cedimentos de separagdo como SPE!'*,

Em outro estudo, Pap et al. descreveram um
método de pré-tratamento de amostra em dois
estagios para aplicagdo em amostras de dguas
de rios. Os autores propuseram a sintese de um
MIP utilizando MAA como ME, EGDMA como
ALC, terbutilazina como MM e tolueno como
solvente porogénico. Num primeiro estagio,
grandes volumes de dgua foram concentrados
em um disco C,e emum segundo momento, a

amostra passou por uma etapa de clean-up sele-
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tivo em MIP!". O acoplamento das duas técni-
cas poderia mais uma vez indicar uma tendéncia
de MISPE em disco.

Suedee et al. estudaram a possibilidade de
desenvolver um MIP para reconhecimento mul-
tiplo utilizando uma mistura de tetraciclinas e
seus produtos de degradagdo como molécula-
-modelo. Um agente plasticizante de polivi-
nilcloreto e dibutilftalato foi empregado como
matriz da membrana, e particulas de MIP foram
incorporadas como fase de adsorgao solida para
extragdo seletiva de tetraciclina e seus analogos
(doxiciclina, clortetraciclina e oxiteraciclina) de
solugdes aquosas. A avaliagdo da extragdo foi
realizada através de um método de dialise. Os
resultados mostraram que a seletividade do poli-
mero era especifica para o grupo de compostos
estruturalmente relacionados com o modelo,
indicando a possibilidade de se utilizar o mate-
rial preparado como fase de adsor¢do seletiva
pararemogdo de tetraciclinas de ambientes aqua-

(1411 'O mesmo material poderia encontrar

ticos
aplicagoes associado a extracdo em fase sdlida

sob a forma de discos.

Entre outros trabalhos de extracio em fase
solida diferenciada, Tan et al. prepararam um
MIP de prometrina sintetizado por polimeri-
zagdo térmica sobre a superficie de nanotubos
de carbono de paredes multiplas e desenvolve-
ram uma técnica de microextragdo baseada no
revestimento desse material por uma membrana
porosa, integrando as vantagens da MISPME
impressa com a LPME (microextragdo em fase
liquida). Um sistema de microextra¢ao, com-
posto de um clip de papel e uma membrana
contendo nanotubos impressos, foi colocado
sob agitacao magnética e apenas os analitos alvo
e as moléculas interferentes de tamanho menor
que o poro da membrana foram extraidos na sua

fase organica, ocorrendo a adsorcao seletiva dos
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analitos no MIP, enquanto os interferentes per-
maneceram na fase organica e foram eluidos na
etapa seguinte. O método, que combina filtracao
em membrana, LLE (extragdo liquido-liquido) e
reconhecimento por impressao molecular, mos-
trou alta seletividade e capacidade de pré-con-
centracgdo, além das vantagens de facil operagao
e baixo consumo de solvente organico. A técnica
se mostrou efetiva para a extracao de herbicidas
triazinicos de aguas de rios, efluentes e amostras

de leite!™?,

Em um estudo recente, uma fibra de silica de
0,1 cm de didmetro foi recoberta por um MIP sin-
tetizado para andlise de estrogénio em amostras
complexas. A fibra foi sintetizada num capilar,
em que os reagentes de sintese (estradiol como
MM, MAA, AIBN, TRIM e acetonitrila) foram
colocados para que ocorresse o processo de poli-
merizagao. Posteriormente, a fibra recoberta foi
retirada do capilar, colocada em um tubo PEEK
(tubo utilizado em sistemas cromatograficos) e
instalada num HPLC com sistema multidimen-
sional para que houvesse a pré-concentragdo
dos analitos em um primeiro estagio e extracao
num segundo. O método apresentou bom resul-
tado com relagdo a seletividade e grande poten-
cial para analise em matrizes complexas com

minimo pré-tratamento!'**),

Figueiredo et al. propuseram o emprego
de uma sonda de MIP para a extracao de feno-
tiazinicos em amostras de plasma humano. Os
autores sintetizaram um MIP seletivo a clorpro-
mazina e promoveram a fixagdo do polimero em
um filme de cola epoxido sobre uma espatula
de vidro. Depois da secagem a sonda foi mer-
gulhada na amostra para extracdo e colocada
embaixo do spray sénico da técnica EASI (easy
ambiente sonic spray ionization) para dessorgao,

ionizacdo e andlise por espectrometria de mas-

MIPs em preparo de amostras

sas. Bons resultados foram obtidos para analise
semiquantitativa de 5 fenotiazinas com limites

de quantificagdo da ordem de 1 umol L',

4 Conclusoes

Como pode ser visto, ha hoje diversas pos-
sibilidades para o emprego de MIPs em preparo
de amostras, o que certamente é resultado de
avangos nas metodologias de sintese e nas con-
figuragdes dos sistemas de extragdo. Essa cons-
tatacdo nos permite concluir ainda que os MIPs
deixaram de ser uma tendéncia promissora em
Ciéncia de Materiais para realmente se tornarem
uma opg¢do vantajosa na solu¢ao de problemas
no preparo de amostras. Ademais, é certo que
essa tecnologia ainda carece de evolugdo princi-
palmente no sentido de melhoria da seletividade
e outras carateristicas relevantes em processos de
extragdo. Algumas aplicagdes ainda sdo restritas,
como, por exemplo, o reconhecimento molecu-
lar de proteinas, devido a dificuldade de se mol-
dar sitios especificos para macromoléculas e a
extragdo direta de analitos em fluidos proteicos
devido a inevitavel impregnagao de proteinas no
polimero. Finalmente, ousamos ainda destacar
como tendéncia o emprego de MIP na analise
direta de classes de compostos estruturalmente
semelhantes por espectrometria de massas e sem
separagdo cromatografica, uma vez que a extra-
¢do se restringe a classe, evitando assim proble-

mas de supressdo ionica.
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Resumo

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) desenvolveu-se com a introdugdo das particulas
de fases estacionarias (FE) porosas < 2 pm, juntamente com a busca continua por analises mais rapidas
e eficientes, e fundamenta-se nos mesmos principios de separa¢io da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Desde a sua introdugdo em 2004, a UHPLC vem ganhando espago em todas as dreas de
aplicagdo da HPLC em decorréncia de suas vantagens e, desta forma, vem sendo alvo constante de novas
pesquisas, principalmente no que diz respeito a novas FE e melhorias nos equipamentos. Os principais
desafios no emprego da UHPLC em compara¢do com a HPLC j4 foram identificados e juntamente com
os desenvolvimentos recentes serdo abordados neste artigo.

Palavras-chave
UHPLC; fases estaciondrias; instrumenta¢ao; UHPLC x HPLC.

UHPLC - The present situation: developments and recent challenges

Abstract

Ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) emerged with the advent of sub-2 pm porous
particles catalyzed by the continuous search for faster and more efficient analyses, and retains the same
separation principles as high performance liquid chromatography (HPLC). Since its introduction in
2004, UHPLC has grown in all HPLC separation areas as a consequence of its advantages and, thus,
has been a driving force for new research, especially in terms of novel stationary phases and improved
equipment. The main challenges for using UHPLC, in comparison with HPLC, have already been
identified and will be discussed in this paper together with recent developments in both stationary
phases and instrumentation.

Keywords
UHPLGC; stationary phases; instrumentation; UHPLC x HPLC.
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1 Introdugéo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) é uma técnica de separacdo bem esta-
belecida e ¢ empregada nas mais diversas areas,
entre elas, quimica, forense, toxicoldgica, clinica
e ambiental, para solucionar inumeros proble-
mas analiticos. Durante os ultimos anos, mui-
tas melhorias vém sendo incorporadas a esta
técnica, como desenvolvimentos de novas fases
estaciondrias (FE) e suportes cromatograficos,
avancos na instrumentagao, entre outros, permi-
tindo que analises mais rdpidas e mais eficientes
sejam alcangadas, corroborando com a necessi-
dade atual de aumentar o numero de analises e o

rendimento e reduzir os custos.

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC)!"" (UHPLC - ultra-high pressure liquid
chromatography ou ultra-high performance liquid
chromatography) desenvolveu-se a partir da
introdugdo das particulas de FE porosas < 2 um,
em resposta a busca continua por analises mais
rapidas e eficientes. A UHPLC fundamenta-se
nos mesmos principios de separagio da HPLC,
tendo como principais diferengas as colunas cro-
matograficas empregadas que sdo de dimensdes
reduzidas (5-10 cm de comprimento e diametros
internos de 1-2,1 mm), recheadas com particulas
de FE < 2 um, as quais, juntamente com as altas
velocidades lineares de fase movel (FM) aumen-
tam a resolucdo e a detectabilidade, diminuem o
tempo das andlises, porém geram um aumento
significativo na pressdo cromatografica. Em vista
disso, um equipamento adequado, capaz de ope-
rar a altas pressdes, acima de 1000 bar (~15000
psi), é empregado para extrair um desempenho
cromatografico maximo dessa técnica.

Desde a introdu¢do do primeiro equipa-
mento de UHPLC pela Waters Corporation em
2004, denominado de ACQUITY UPLC"® System,

que permitiu que a técnica fosse empregada além

UHPLC - abordagem atual

do meio académico e avaliada por usuarios diver-
sos, até os dias atuais, a UHPLC vem ganhando
espaco em todas as dreas de aplicagdo da HPLC,
em decorréncia de suas principais vantagens:
diminuigdo consideravel no tempo de analise,
melhor resolucao e detectabilidade, economia de
fase estacionaria e fase movel, pequeno volume
de amostra, facilidade de transferéncia de um
método desenvolvido por HPLC para UHPLC,
grande variedade de colunas e equipamentos dis-
poniveis e menor geragdo de residuos atendendo,

desta forma, a Quimica Verde.

Em vista deste rapido crescimento e da
expansdo do emprego da UHPLC nas analises
de rotina, esta técnica vem sendo alvo constante
de novas pesquisas, principalmente no que diz
respeito a novas FE e suportes cromatograficos
e melhorias nos equipamentos. Os principais
desafios no uso da UHPLC em comparagao com
a HPLC ja foram identificados e, juntamente
com os desenvolvimentos recentes, serdo abor-

dados neste artigo.

2 Desenvolvimentos recentes

O desenvolvimento da UHPLC se deu em
virtude da introdugao das particulas de FE poro-
sas < 2 um que, associadas as colunas cromato-
graficas com dimensdes reduzidas e as altas velo-
cidades lineares de FM, permitiram que analises
mais rapidas fossem possiveis, sem o comprome-
timento da eficiéncia e da resolugao cromatogra-
fica. Entretanto, a grande aceitacio da UHPLC
nos mais diversos campos de aplicagdo impulsio-
nou as pesquisas em busca de novos materiais,
suportes e/ou FE e novas estratégias de uso das
colunas e dos equipamentos para ancorar o cres-
cimento e também para oferecer novas alterna-
tivas aos desafios decorrentes da expansao e da

ampla variedade de areas de aplicacéo.

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):197-207
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2.1 Colunas de UHPLC: novos suportes
e fases estaciondérias

2.1.1 Colunas recheadas com
particulas porosas < 2 um

As primeiras colunas recheadas com par-
ticulas de FE < 2 pm disponiveis comercial-
mente foram as denominadas ACQUITY BEH
(BEH - ethylene bridged hybrid) (baseadas em
silica hibrida de segunda geracdo de 1,7 um,
a qual possui pontes de etano inseridas na sua
estrutura), introduzidas em 2004 pela Waters
Corporation. Hoje, 8 anos ap6s o surgimento da
técnica, mais de 30 fabricantes estdo comercia-
lizando colunas de UHPLC recheadas com FE
de tamanhos de particulas que variam de 1,5 a
2,0 um, preparadas a partir de suportes de silica
ou de silica hibrida e modificadas com diferentes
grupos quimicos como: C18, C8, fenil, ciano e
grupos polares embutidos>*>#1,

Além destas FE, muitas outras estio sendo
desenvolvidas e empregadas em condiges de
UHPLC, como as FE baseadas em suporte de
silica de elevada resisténcia (HSS) (HSS - high
strenght silica) e suportes hibridos com a super-
ticie carregada (CSH) (CSH - charged surface
hybrid), HILIC (HILIC - hydrophilic interaction
chromatography), fluoradas, de modo misto,
entre outras, como alternativas para as separa-
¢des cromatograficas mais complexas nao alcan-

¢adas com as FE tradicionais de fase reversa (FR).

O suporte cromatografico designado de
HSS foi desenvolvido pela Waters Corporation
como alternativa as particulas de silica hibrida
de segunda geragdo (BEH) de 1,7 um!"’. Este
suporte cromatografico ¢ constituido de 100%
de silica, de tamanho de particula de 1,8 um e,
segundo o fabricante, possui uma morfologia que
¢ capaz de aumentar o tempo de vida util, gerar
maiores eficiéncias e proporcionar alta resistén-
cia mecénica, podendo ser empregado em pres-
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soes de até 1034 bar (~15000 psi). Encontram-se
disponiveis comercialmente colunas HSS CI18,

ciano e fluorfenil.

Mais recentemente, a Waters Corporation
langou as particulas de silica hibrida de terceira
geragdo, que consistem de particulas de silica
hibrida (particulas BEH de 1,7 um) incorporadas
com uma pequena quantidade de carga na super-
ficiel'l. As principais vantagens que estas parti-
culas apresentam sdo a melhora na capacidade
de amostra e na simetria de pico de compostos
basicos quando sdo empregadas FM com baixa
forca idnica (meio acido). Essas particulas sdo
comercializadas pela Waters com a denominagao
de CSH e encontram-se disponiveis comercial-
mente colunas C18, fenil-hexil e fluorfenil.

As FE denominadas de HILIC sdo empre-
gadas em cromatografia de intera¢ao hidrofi-
lica (HILIC - hydrophilic interaction chromato-
graphy), que é uma modalidade de separagao
na qual é empregada uma FE polar e uma FM
menos polar, sendo, desta forma, muito propicia
para andlise de compostos polares e i6nicos!>'?.
As principais vantagens da HILIC em relacao
as separagdes por fase reversa, que fizeram com
que elas também fossem redimensionadas para
serem empregadas em UHPLC sdo: a ordem
de elui¢do dos compostos em HILIC é mais ou
menos oposta a ordem de eluicdo em FR, o que
indica que a HILIC retém melhor os compostos
que sdo problematicos de serem analisados em
FR; alta detectabilidade nas andlises com detec-
¢do por espectrometria de massas (EM) devido
a alta porcentagem de solvente organico polar
empregada nas FM para HILIC e separagdes
mais rapidas, devido a menor viscosidade da FM.

Uma alternativa para aumentar a seleti-
vidade das separagdes por FR é a modificagdo
ou introdugdo de novos grupos quimicos nas
cadeias da FE™'?. Dentro deste contexto, as FE
que vém ganhando destaque sao as FE fluoradas,
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por apresentarem uma seletividade unica pro-
veniente das propriedades especificas das liga-
¢oes C-F que promovem um aumento no carater
dipolar da FE, o que intensifica a interagao com
compostos polares, e, dessa forma, as separagdes
ndo ocorrem por um mecanismo de interagdo
simples de FR. Entre as FE fluoradas, podem ser
destacados dois tipos, aquelas que possuem os
atomos de fluor ligados a cadeia alquila e aquelas
que possuem os atomos de fltor ligados a grupos
fenil. Estas ultimas, além de possuirem a seletivi-
dade influenciada pelas propriedades especificas
das ligacoes C-F, sao também influenciadas pelas
interagdes m-7, provenientes dos grupos fenil. Em
vista disso, colunas recheadas com FE fluoradas
com dimensodes apropriadas para UHPLC vém
sendo comercializadas por diversos fabricantes

e exploradas em diferentes campos de aplicagio.

2.1.2 Colunas recheadas com
particulas superficialmente
porosas sub-3 um e sub-2 um

Conforme descrito nas secdes anteriores,
tanto a introdu¢ao da UHPLC quanto a expanséao
da técnica se deu com o advento das particulas
de FE porosas < 2 pm. Entretanto, atualmente,
praticamente todos os novos desenvolvimentos
e/ou artificios em torno de novas FE ou de novas
estratégias de trabalho podem também ser trans-
feridas/aplicadas as separagdes realizadas por
UHPLC.

Um exemplo deste fato sdo as particu-
las de silica superficialmente porosas (SPP)
(SPP - superficially porous particles), que sdo
compostas por um nucleo sélido revestido por
uma fina camada de silica porosa, que foram
desenvolvidas como uma alternativa as particu-
las de FE porosas < 2 pum, por fornecerem ana-
lises rapidas e com eficiéncias similares, porém
sem um aumento significativo da pressao croma-

tografica, sendo, desta forma, compativeis com
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os sistemas convencionais de HPLCPZ>!21317],
Estas vantagens sdo decorrentes das caracteris-
ticas destas particulas, que sao produzidas com
uma estreita faixa de distribuicdo de tamanho
e, desta forma, permitem maior densidade de
recheio das colunas cromatograficas, e, devido a
fina camada porosa, oferecem uma baixa resis-
téncia a transferéncia de massa, possibilitando o
emprego de maiores velocidades lineares de FM
sem perdas significativas na eficiéncia.

Estas particulas sido comercializadas por
diferentes fabricantes, como: com a deno-
mina¢do de Halo™, pela Advanced Material
Technologies; Kinetex™, pela Phenomenex;
Ascentis™ Express, pela Supelco; Poroshell 120,
pela Agilent Technologies; Nucleoshell®, pela
Macherey-Nagel; Sunshell, pela Biotech (paten-
teado pela Chromanik Technologies Inc.); e
Accucore, pela Thermo Scientific, com tama-
nhos de particulas < 3 pm (sub-3 um) e < 2 pm
(sub-2 pm), sendo estas tltimas apenas comer-
cializadas pela Phenomenex. Particulas superfi-
cialmente porosas < 2 pm também vém sendo
desenvolvidas pela Glantreo Ltd, Ireland, com a
denominagdo de Eiroshell™, porém ainda néo
se encontram disponiveis comercialmente!*!*.
As particulas sub-3 pm sdo resistentes a pres-
soes de até 600 bar (~9000 psi) e comercializadas
em colunas com diametros internos de 4,6, 3,0 e
2,1 mm; e as particulas sub-2 pm sdo resistentes
a pressoes de até 1000 bar (~15000 psi) e comer-
cializadas em colunas com diametros internos de
3,0 e 2,1 mm. Encontram-se disponiveis FE pre-
paradas a partir das particulas superficialmente
porosas, sub-3 pm e sub-2 pm, com diferentes
grupos quimicos como: C18, C8, fenil, fldor, gru-
pos polares embutidos, HILIC, entre outros.

Embora sejam, na maioria das vezes, vistas
como uma alternativa ao emprego da UHPLC e,
consequentemente, das particulas de FE poro-

sas < 2 um, quando se trata de cromatografia
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rapida, estas particulas superficialmente porosas,
sub-3 pm ou sub-2 um, podem ser empregadas
em conjunto com a UHPLC para que analises
mais seletivas e/ou com melhor ou diferente
desempenho cromatografico sejam alcangadas.
Estudos comparativos a respeito das vantagens
do emprego das particulas superficialmente
porosas associadas ao UHPLC em relagdo as par-
ticulas porosas < 2 pm ainda nao foram conclu-
idos, mas indicam que, em termos de eficiéncia,
as particulas superficialmente porosas parecem

ser mais vantajosas.

2.2 Condicdes de operacdo das
colunas: emprego de temperatura

Uma alternativa para melhorar o desem-
penho cromatografico bem como tornar as
analises por cromatografia liquida mais rapi-
das é através do emprego de altas temperaturas
(60 < T < 200 °C)>*>12181 O emprego de tempe-
ratura mais elevada reduz a viscosidade da FM
e, desta forma, a resisténcia a transferéncia de
massa também diminui, permitindo o uso de
maiores vazdes de FM sem aumento na pres-
Sao cromatogréﬁca, e, consequentemente, ana-
lises mais rapidas sao alcancadas. Além disso, o
emprego da temperatura pode melhorar a efici-

éncia e a resolugdo cromatografica.

O emprego da temperatura pode ser utili-
zado nas separacdes por UHPLC, assim como
nas analises por HPLC, possuindo as mesmas
vantagens e limitacoes. Entretanto, a expan-
sao do emprego da temperatura nas separagdes
cromatograficas fora do meio académico ainda
é lenta, devido ao numero limitado de FE que
sdo estaveis em temperaturas acima de 60 °C,
a necessidade de modifica¢ao do equipamento
para controlar adequadamente a temperatura da
FM e a possibilidade de degradagao dos compos-

tos a serem analisados.
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A maioria das FE baseadas em silica possui
estabilidade térmica até 60 °C, independente-
mente se for indicada para uso em HPLC ou em
UHPLC. Entre as FE que vém sendo desenvolvi-
das para serem empregadas em altas temperatu-
ras (= 150 °C), como as poliméricas, as baseadas
em zirconia ou em carbono grafitizado, apenas
se encontram disponiveis comercialmente, com
dimensées de UHPLC e recheadas com particu-
las <2 pum, colunas baseadas em zirconia, comer-
cializadas pela ZirCrom®"”, a Zicrom®-PBD e a
Zircrom®-PHASE, sendo a primeira modificada
com polibutadieno e a segunda composta por
zircOnia pura. As colunas baseadas em carbono
grafitizado sdo comercializadas pela Thermo
Scientific® com o nome de Hypercarb e pos-
suem dimensodes de UHPLC, porém sio rechea-

das com particulas de 3 pm.

2.3 Instrumentagdo

Em termos de instrumenta¢do, a UHPLC
pode ser considerada uma técnica bem estabele-
cida, uma vez que é comercializada por pratica-
mentetodososgrandesfabricantesdeequipamen-
tos de cromatografia liquida (Waters - ACQUITY
UPLC, Agilent - 1290 Infinity LC System,

Thermo  Scientific Dionex -  UltiMate
3000 RSLC, Shimadzu - Nexera UHPLC,
Thermo Scientific - Accela High Speed

LC, JASCO - X-LC, Perkin-Elmer - Flexar
UHPLC, Knauer - PLATINblue UHPLC e
Hitachi - LaChromUltra), permitindo, dessa
forma, a expansio e o emprego da UHPLC nas
andlises de rotina de um laboratoério.

As modificagoes requeridas para que um
equipamento de UHPLC possa ser empregado
com alto desempenho cromatografico vao além
da capacidade de trabalhar a elevadas pres-
soes!"*>1% E necessdrio também possuir um
sistema de bombeamento robusto, um sistema

de injecdo rapido, exato e preciso na faixa de
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pequenos volumes, volumes internos reduzidos
(conexoes, alca de amostragem, cela do detector
e bombas), detectores com alta taxa de aquisi¢ao

de dados e colunas e FE apropriadas.

Atualmente, os novos desenvolvimentos e/
ou as melhorias relacionadas aos equipamen-
tos de UHPLC estao direcionados, principal-
mente, a busca pela diminui¢do da dispersao da
banda cromatografica, como forma de alcangar a
maxima eficiéncia das colunas com dimensoes de
UHPLC, sendo necessaria, desta forma, a redu-
¢do do volume extracoluna e também desenvol-
ver sistemas de injegdo mais rapidos. Além disso,
vem sendo expandida a faixa de temperatura do
forno de coluna e também a pressao maxima na

qual o equipamento é capaz de operar.

Outro fator importante que impulsionou a
expansdo da UHPLC foi o desenvolvimento de
detectores capazes de adquirir e processar os
dados suficientemente rapido para serem com-
pativeis com os picos estreitos resultantes destas
andlises cromatogréficas!**52!, Desde a introdu-
¢do da técnica, detectores Opticos, UV-VIS e por
arranjo de diodos, com as modificagdes necessa-
rias, volume da cela do detector reduzido e longo
caminho 6ptico, foram disponibilizados e comer-
cializados para serem empregados nas determi-
nagoes por UHPLC. Atualmente, o acoplamento
da UHPLC com a espectrometria de massas tam-
bém ja estd consolidado, com espectrometros de
massas com capacidade de trabalhar com baixos
tempos de residéncia (dwell time), baixos tempos
de troca de canal (inter-channel delay) e baixos
tempos de troca de varredura (inter-scan delay),
de tal forma que fornecam uma quantidade de
pontos suficientes para a construgao do pico cro-
matografico, permitindo que as mais diversas
areas de aplicagdo tenham acesso ao emprego da
UHPLC.

UHPLC - abordagem atual

3 Desafios atuais para o emprego

da UHPLC x HPLC

Além da necessidade de instrumentos espe-
cificos (UHPLC) para o emprego eficiente das
particulas < 2 um e do custo dos equipamentos e
dos consumiveis serem superiores aos de HPLC,
os principais desafios estdo relacionados com o
uso continuo do equipamento e estdo descritos

a seguir.

3.1 Efeitos decorrentes da reducgéo das
tubulacdes e da porosidade dos
filtros da coluna

Comparando-se um sistema de UHPLC
com um sistema de HPLC percebe-se uma redu-
¢do significativa nos didmetros internos (d.i.)
das tubulacdes, que possuem tipicamente d.i.
de 0,175-0,125 mm em um sistema de HPLC
para d.i. de 0,125-0,0625 mm em um sistema de
UHPLC e, também uma redugéo significativa na
porosidade dos filtros que retém as particulas da
FE dentro das colunas, que é tipicamente de 2,0
ou 0,5 pm para particulas de 5 ou 3 pm, respecti-
vamente, para filtros com porosidade de 0,2 um
para particulas < 2 pm. A redugdo dos d.i. das
tubulagdes é necessaria para diminuir o volume
extracoluna e, consequentemente, evitar o alar-
gamento do pico cromatografico, enquanto que a
diminuic¢do da porosidade dos filtros é necessaria
para reter as particulas de FE < 2 um no interior
da coluna, mantendo um leito cromatografico
estavel. Porém, estas alteragdes fazem com que
as tubulacdes e os filtros da coluna de um sis-
tema de UHPLC sejam muito mais suscetiveis ao

entupimento que aquelas empregadas em HPLC.

Em vista disso, para evitar a entrada de
qualquer tipo de material particulado, o uso
rotineiro do UHPLC requer cuidados com a
limpeza cromatografica bem mais rigorosos que

aqueles empregados em um sistema de HPLC, e
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envolvem!?>?!; (i) a amostra a ser injetada, deve
ser filtrada com filtros de porosidade de 0,2 pm,
mesmo se ela ja tiver sido centrifugada, um pro-
cedimento comumente empregado, de forma
satisfatoria, para as amostras a serem injetadas
em um sistema de HPLC. Além disso, é reco-
mendado que seja empregado um filtro de linha
com porosidade de 0,2 pm, como precaugao;
(ii) a fase movel, deve ser filtrada com filtros de
porosidade de 0,2 um (que sao capazes de remo-
ver as bactérias presentes na solugdo) e, além
disso, as FM aquosas, incluindo as tamponadas,
devem ser substituidas diariamente, uma vez que
pode ocorrer um crescimento microbiano que é
capaz de bloquear as conexdes, e o reservatorio
da FM deve ser substituido por um limpo cada
vez que a FM for reabastecida, para evitar que
a contamina¢ao microbiana presente no frasco
se transfira para a nova FM. Cuidados também
devem ser tomados com o possivel desgaste dos
selos do pistao e dos rotores da valvula de inje-
¢do, que podem introduzir material particu-
lado no sistema em decorréncia do aumento da
fricgdo, principalmente quando sdo empregadas
pressoes elevadas, danificando-os e reduzindo-

-lhes o tempo de vida util.

Em vista disso, cabe ressaltar que os cui-
dados necessarios com a “higiene cromatogra-
fica” em um sistema de UHPLC devem ser bem
mais rigorosos que aqueles empregados em um
sistema de HPLC, porém, se realizados correta-
mente, o emprego rotineiro do UHPLC ¢ total-
mente adequado e possivel.

3.2 Efeitos decorrentes do uso de
pressdes elevadas

A pressao resultante do emprego de colu-
nas recheadas com particulas < 2 pm e das altas
velocidades lineares de FM, a primeira vista, é
apenas uma consequéncia para que analises mais
rapidas sejam alcangadas. Entretanto, o emprego
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de pressoes elevadas pode gerar alguns inconve-
nientes durante o desenvolvimento e a aplicagdo
do método cromatografico, e é discutido a seguir.

3.2.1 Efeitos de alteracéo da pressdo
na coluna

Giddings®, hd mais de 40 anos, apontou
que a pressdo poderia provocar mudangas no
volume molar das moléculas. Em uma analise
cromatografica, isto pode implicar em mudangas
na seletividade (alteracdo na ordem de eluicao
dos compostos) ou na retengao cromatografica
(provocando o deslocamento ou a sobreposi¢cao
de picos cromatograficos)?»2>2¢l,

Este fato, porém, somente comegou a des-
pertar interesse e atencdo com o desenvolvi-
mento e a comercializacdo de equipamentos de
UHPLC que oferecem a possibilidade de operar
em pressdes elevadas, nos quais as mudangas de
volume molar das moléculas estdo mais propen-
sas a ocorrerem, sendo praticamente irrelevante
quando se trabalha com HPLC.

Desta forma, a seletividade derivada da
pressdo deve ser levada em consideragido quando
houver a necessidade de alterar métodos exis-
tentes, principalmente quando envolver uma
modificagdo brusca na pressio e/ou, quando
um método ¢ desenvolvido em um UHPLC para
ser, posteriormente, transferido para um sis-
tema de HPLC. Esta pratica tem sido comum em
industrias quimicas e farmacéuticas, que, para a
reducdo de custos e tempo, desenvolvem novos
métodos em sistemas de UHPLC, porém, muitos
deles, para serem posteriormente transferidos
para sistemas de HPLC e empregados rotineira-
mente. Entretanto, a transferéncia de um método
desenvolvido por UHPLC para HPLC néo é tdo
simples, principalmente quando os métodos
desenvolvidos envolvem a andlise simultanea de
varios compostos com picos estreitos e/ou com

baixa detectabilidade, em um curto tempo de
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analise, uma vez que os problemas de coelui¢ao
ou mudanga de retengdo dos compostos podem

ocorrer.

Na Figura 1, pode ser visualizado um exem-
plo de como a alteragao da pressiao na coluna
pode afetar o volume molar dos compostos e,
desta forma, alterar a seletividade e a retencao
cromatografica. Nos cromatogramas apresenta-
dos, pode-se verificar que houve a inversdo da
ordem de elui¢do dos compostos 3e4e5e6,e
um aumento significativo na retengao do com-
posto 5, com o aumento da pressdo cromatogra-
fica de 43 para 739 bar (~620 para 11000 psi),
obtido pela introdugdo de um capilar restritivo
na saida da coluna, sendo que as demais con-
digdes cromatograficas foram semelhantes nos

dois experimentos.

P =43 bar 6 @

P =739 bar

0 1 2 3
Tempo (min)

Figura 1 Cromatogramas ilustrando o efeito da
pressdo na seletividade e na retencéo cromatogrdfica:
(a) 43 bar e (b) 739 bar (obtida com o auxilio de
um capilar restritivo de 25 cm), empregando um
equipamento de UHPLC e uma coluna XBridge C18
BEH (50 mm x 2,1 mm, 5 um) e como FM: acetonitrila:
0,025 mol/L fosfato de potdssio pH 2,7 (30:70, v/v).
Identificag@o dos picos: 1 — tioureia, 2 — propranolol,
3 — difenidramina, 4 — acetofenona, 5 — protripilina e
6 — nitrobenzeno. Adaptada de Fallas et al.l?5),
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3.2.2 Efeito do aquecimento por atrito

Quando um liquido (FM) passa através de
um leito cromatografico formado de pequenas
particulas de FE, o atrito entre as duas fases
provoca um aquecimento?>”%,  Este aque-
cimento é pouco significativo em se tratando
de HPLC, na qual sao empregadas colunas de
15-20 cm de comprimento, recheadas com par-
ticulas de FE de 3 ou 5 um e operadas a pressoes
de 100-200 bar (~1400-3000 psi). Entretanto,
quando sdo empregadas colunas de 5-10 cm de
comprimento recheadas com particulas de FE
< 2 um e operadas a pressdes de 400-1000 bar
(~6000-15000 psi), pode ser gerada uma quan-
tidade de aquecimento que passa a ser significa-
tiva. Este calor é dissipado ao longo e através da
coluna cromatografica, resultando em gradientes
de temperatura longitudinal e radial que podem
influenciar na retengdo e na eficiéncia cromato-
grafica e sao dependentes do controle da tempe-
ratura da parede externa da coluna.

Quando a temperatura da parede externa
da coluna ¢é controlada (mantida constante),
um perfil de gradiente de temperatura radial se
desenvolve no interior da coluna, de tal forma
que o centro da coluna torna-se mais aquecido
que as laterais (Figura 2a). Esta heterogeneidade
de temperatura pode provocar perda de eficién-
cia na separagao, devido ao alargamento do pico
cromatografico, uma vez que o centro da coluna
estando mais aquecido faz com que as molécu-
las que estao no centro da banda cromatografica
se movimentem mais rapidamente que aquelas
proximas da parede da coluna, resultando em
um pico cromatografico com cauda. Quando a
temperatura da parede externa da coluna néo é
rigorosamente controlada (nao ¢ mantida cons-
tante), ocorre o desenvolvimento de um gra-
diente de temperatura longitudinal no interior da
coluna, de tal forma que a temperatura na saida
da coluna é superior a de entrada (Figura 2b).
O gradiente de temperatura longitudinal pode
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Gradiente de temperatura radial

®

T = constante

Gradiente de temperatura radial

Gradiente de temperatura longitudinal

®

T = ndo constante

—

Gradiente de temperatura longitudinal

Figura 2 llustracdo dos gradientes de temperatura

que se desenvolvem no inferior da coluna resultantes
do aquecimento por atrito. Adaptada de Gritti e
Guiochon!?3.,

provocar alteragdes nos tempos de retengao dos
compostos, devido as alteracdes da temperatura
média ao longo da coluna.

Em vista disso, cabe ressaltar que é necessa-
rio considerar a possibilidade de estar ocorrendo
0 aquecimento por atrito quando sdo desenvol-
vidos novos métodos de separag¢ao envolvendo
pressoes elevadas no UHPLC, e também quando
um método é transferido do HPLC para UHPLC.
Alguns artificios que podem ser empregados para
reduzir esses efeitos quando um método desen-
volvido por HPLC for transferido para UHPLC
sdo: reduzir o diametro interno da coluna, aco-
plar vérias colunas em série, empregar uma tem-
peratura de trabalho em UHPLC menor que a
empregada em HPLC e, se necessdrio, ajustar o
método para que ele seja adequado para a analise
por UHPLC.

4 Consideragdes finais

Diante do contexto apresentado neste
artigo, pode-se concluir que a UHPLC ja esta
bem estabelecida, tanto em termos de fases esta-
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cionarias como de instrumentacdo. E uma téc-
nica que apresenta como vantagens a diminui¢ao
consideravel no tempo de andlise, a facilidade de
transferéncia de um método desenvolvido por
HPLC para UHPLC, uma grande variedade de
colunas, de equipamentos e de detectores dispo-
niveis comercialmente, indicando que, possivel-
mente, num futuro proximo, ela venha a superar
a HPLC em analises de rotina, por também gerar
menores quantidades de residuos, atendendo aos
apelos da Quimica Verde.

Como qualquer outra técnica, também pos-
sui as suas dificuldades ou limita¢des, principal-
mente no que diz respeito ao uso rotineiro, como
a exigéncia de maiores cuidados com a limpeza
cromatografica e os problemas decorrentes do
emprego de pressdes elevadas, que podem ser
superados a partir do entendimento e conhe-
cimento dos usudrios da técnica acerca deles.
Entretanto, estas dificuldades nao tém limitado

o emprego e a expansido da UHPLC.
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Abstract

In this study, a simple and fast method was developed for the analysis of benzene in beverage samples
using headspace solid-phase microextraction coupled to gas chromatography (HS-SPME-GC). The
influence of factors such as extraction temperature, extraction time and addition of sodium chloride on
extraction yield was studied through a multivariate experimental design. Satisfactory recoveries (=73%)
and precision, calculated as relative standard deviations (RSD < 9.1%), were obtained. The limit of
detection (LOD) of 0.2 ug L' was achieved for benzene along with a wide linear range of concentration.
The applicability of the proposed method was demonstrated for real samples including soft-drink, juice
and tea samples. Since no matrix effects were observed, quantification could readily be carried out by
external calibration with standards prepared in deionized water.

Keywords

Benzene; beverages; SPME; multivariate optimization.

Determinacdo de benzeno em bebidas por microextracdo
em fase solida e cromatografia gasosa

Resumo

Neste estudo, foi desenvolvido um método simples e rapido para a determinag¢do de benzeno em amostras
de bebidas, utilizando a microextra¢do em fase solida no modo headspace e cromatografia gasosa
(HS-SPME-GC). Otimizagdo multivariada foi utilizada para determinar a influéncia da temperatura de
extragdo, tempo de extracdo e adigdo de cloreto de s6dio sobre o rendimento da extragdo. Recuperagdes
satisfatorias (273%) e precisdo, calculado como desvio padrio relativo (RSD < 9,1%), foram obtidas.
Limite de detecgdo (LOD) de 0,2 pg L™ foi obtido para benzeno, bem como uma ampla faixa linear de
concentragdo. O método desenvolvido foi aplicado em amostras reais de refrigerantes, sucos e chas.
Como nao foi observado efeito de matriz, a quantificagdo foi realizada por calibragdo externa utilizando
solugdes padrio preparadas em agua deionizada.

Palavras-chave

Benzeno; bebidas; SPME; otimiza¢do multivariada.
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1 Introduction

Benzene is carcinogenic to humans and
has been reported to cause leukemia and other
blood-related disorders. The several possibili-
ties for the intake of benzene include drinking
water and food, both through contaminations
from the environment!". Beverages, especially
those containing benzoate salts and ascorbic
acid, are potential sources of contamination with
benzene due to the decarboxylation of benzoate
by a hydroxyl radical. These reactions are cata-
lyzed by trace levels of metal ions that reduce
oxygen via reactions involving ascorbic acid to
form hydroxyl radicals®®. However, there are no
legal limits for the contamination of beverages
with benzene, and the maximum contaminant
level established for drinking water can be used.
The World Health Organization!! and the US
Environmental Protection Agency® established
the limit for benzene in drinking water at 10 and
5 ug L7, respectively. A more rigorous guide-
line is that of the European Council, which has
fixed the limit for benzene in drinking water at
lug LM,

According to the maximum contaminant
level for benzene in drinking water established
by several agencies, it is expected that benzene
exists in trace levels in beverages, thus an extrac-
tion/preconcentration technique is required.
Techniques to quantify benzene in beverages
make use of some form of headspace gas chro-
matography. Purge and trap"® and static head-
spacel?”! approaches have been reported for
extraction of benzene from several types of
beverages. Fabietti et al.%, using the purge and
trap technique, showed levels of benzene rang-
ing from 1.1 to 2.6 pg L' in a cola-based soft-
drink and from 2.4 to 3.6 ug L™ in juice samples.
Cao et al.” used a static headspace approach
resulting in a detection limit of 0.26 pug L™, and
the analysis of 124 soft-drink samples showed

Benzene in beverages by SPME-GC

that only 6 samples had benzene concentrations
over 5 ug L. On the other hand, solid-phase
microextraction (SPME) which offers appropri-
ate characteristics such as a sample preparation
technique!'”, has been very little explored for
the determination of benzene in beverages. Only
one study to determine benzene in beverages
conducted by a private laboratory used SPME
in headspace mode (CAR/PDMS fiber) and gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS)

to monitor benzene in beverage samples!'!l.

The main aim of this study was to explore
the potential of the SPME technique for quanti-
fication of benzene in several kinds of beverage
matrices. To reach this goal a full factorial design
and a Doehlert matrix were used to optimize
some variables involved in the HS-SPME proce-
dure. The optimized method validation included
determination of the limits of detection and
quantification of the proposed method, linear-
ity, repeatability, accuracy and linear range. To
the best of our knowledge, this is the first time
that HS-SPME procedure to determine benzene
in beverage samples was conducted with dili-
gent approach. Additionally, multivariate tech-
niques were applied to optimize the proposed
HS-SPME.

2 Experimental

2.1 Instrumentation

Chromatographic analysis for optimiza-
tion and validation studies were performed
on a Shimadzu GC-14B gas chromatograph
(Kyoto, Japan), equipped with a split/split-
less injector and a flame ionization detector.
Chromatographic separations were carried out
in an OV-5 capillary column (5% phenyl-95%
polydimethylsiloxane, 30 m x 0.25 mm, 0.25 pm
film thickness (OV Specialty Chemical, Marietta,

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):209-216
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OH, USA). Ultrapure nitrogen was used as the
carrier and make-up gas at initial flow-rate of 1.0
and 35 mL min™', respectively. The initial column
oven temperature was 40 °C (1 minute); subse-
quently increasing 10 °C min™ to 100 °C and
15 °C min™ to 180 °C. The injector temperature
was fixed at 300 °C, except when the CW-DVB
fiber was used because the manufacturer recom-
mends a maximum temperature of 260 °C. The
detector temperature was fixed at 280 °C.

For the samples which could be quantified in
gas chromatography - flame ionization detector
(GC-FID) instrument, the identity of benzene
was confirmed using a GC coupled with a mass
spectrometer (Shimadzu GC-MS 2010 Plus). A
Restek Rtx-5MS (5% diphenyl-95% dimethylpo-
lysiloxane) capillary column (30 m x 0.25 mm x
0.25 pum) was used for the GC separation
(Bellefonte, PA). Helium was used as the carrier
gas at a flow rate of 1 mL min™'. The oven tem-
perature program and the injector temperature
were the same as described previously under the
GC section. The quadrupole mass detector was
operated at 200 °C in the electron impact mode
at 70 eV. The ion source temperature was set at
200 °C, and the transfer line was set at 280 °C.
The mass acquisition range was 40-100 m/z.
The benzene peak was identified on the basis of
its fragmentation pattern using the NIST Mass
Spectral Search Program 05 (NIST, Washington,
D.C., USA).

A Microquimica MQAMA 301 stirrer (Santa
Catarina, Brazil) was used to stir the solutions
and a Microquimica MQBTC 99-20 bath system
was used to control the temperature.

2.2 Chemicals and materials

The standard stock solution of 100 mg L™
benzene (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA)
was prepared in HPLC-grade methanol (Tedia,
Fairfield, OH, USA). A working standard solu-
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tion of 50 pg L™ was prepared in home-made
orange juice to optimize the extraction proce-
dure. Water obtained from a Milli-Q system
(Millipore, Bedford, MA, USA) was used to pre-
pare the standard solutions to construct external
calibration curves. Sodium chloride (Vetec, Rio
de Janeiro, Brazil) was used for the modification
of the ionic strength of the samples.

The fibers investigated were polydimeth-
ylsiloxane (PDMS, 100 pm), divinylbenzene-
polydimethylsiloxane (DVB-PDMS, 65 pm),
carboxen-polydimethylsiloxane =~ (CAR-PDMS,
75 um), carbowax-divinylbenzene (CW-DVB, 65
um) and divinylbenzene-carboxen-polydimeth-
ylsiloxane (DVB-CAR-PDMS, 50/30 um), all
purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA).

2.3 Solid-phase microextraction
procedures

Firstly, each investigated SPME fiber was
conditioned in the injector port of the GC accord-
ing to the manufacturer’s specifications. For the
optimization step, as well as for validation of the
method, 10 mL portions of spiked orange juice
were hermetically sealed in 20 mL clear vials. In
accordance with the experimental optimization
design, NaCl was added to the spiked orange
juice for the extractions. The samples were equil-
ibrated during the incubation time of 5 minutes
in a bath device at the appropriate temperature
(selected according to the experimental design
optimization procedure, described below). The
fiber was immediately inserted into the GC injec-
tor and the analytes were thermally desorbed
from the fiber for 5 minutes. No memory effects
were observed.

2.4 Optimization strategy

The choice of the SPME fiber was carried
out through univariate procedures obtained in
triplicate. Each available fiber was used to extract
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benzene at 50 ug L' from 10 mL of orange juice
containing 2.0 g NaCl for 10 minutes at a tem-

perature of 5 °C.
After the selection of the best SPME fiber,

a full factorial design with one center point,
including the variables ionic strength (1.0 and
3.0 g NaCl in 10 mL of sample), temperature (2
and 10 °C) and extraction time (10 and 20 min-
utes), was performed to evaluate the best experi-

mental condition to extract benzene.

According to the results obtained in the
experimental design, the extraction temperature
and NaCl addition were the significant factors. A
Doehlert matrix was used for optimization of the
extraction temperature (0; 2 and 4 °C) and ionic
strength (1.5; 2.0; 2.5; 3.0 and 3.5 g per 10 mL of
sample), fixing the extraction time at 15 minutes.
The experimental data were processed using the
Statsoft Statistica 6.0 software.

3 Results and discussion

3.1 Choice of fiber

Initially, the values for the efficiency of ben-
zene extraction from orange juice using five
commercially available SPME fibers (PDMS,
CAR-PDMS, DVB-CAR-PDMS, DVB-PDMS
and CW-DVB) were compared. The experimen-
tal parameters fixed for this study were: extrac-
tion time of 10 minutes, extraction temperature
of 5°C, 2 gof NaCl in 10 mL sample and 50 ug L™!
of benzene. CAR-PDMS gave the best extraction
efficiency with the highest chromatographic area
for benzene; it was therefore selected to con-
tinue with the optimization. This results show
that combining the absorption properties of the
liquid polymer (PDMS) with the adsorption
properties of porous particles (carboxen) in the

extract phase promotes a high retention capacity.

Benzene in beverages by SPME-GC

3.2 Optimization of extraction
conditions

A total of 11 experiments were carried out,
including the three replicates at the central point,
to determine the significance of each variable,
as well as the influence of their interactions on
the preconcentration procedure using the CAR-
PDMS fiber, as shown in the Pareto chart in
Figure 1.

As can be seen from the Pareto chart, the
factors extraction temperature and NaCl addi-
tion are statistically significant at the 95% con-
fidence level. The results obtained indicate that
by increasing the NaCl amount and decreasing
the sample temperature the recovery efliciency
will improve. An increase in the extraction tem-
perature increases the diffusion of the analytes
through the fiber coating. However, as the sorp-
tion step is an exothermic process, an increase in
the extraction temperature leads to a reduction
in the partition coefficient, consequently reduc-
ing the amount of analyte extracted at equilib-
rium. Therefore, the extraction temperature has
an antagonistic effect, and generally an opti-
mum extraction temperature can be observed.
Since benzene is a very volatile compound, a low
sample temperature does not affect its volatility.
Thus, a significant increase in the amount of ben-
zene extracted was observed even at low sample
temperature. Therefore, the thermodynamic
effect was found to be more significant than the
kinetic effect for the benzene extraction. On the
other hand, the positive value obtained for the
effect of salt addition indicates that the analytical
response increases when the level changes from
minimum to maximum. The addition of salt to
the aqueous samples increases the ionic strength
of the solutions and reduces the solubility of the
analytes, as the aqueous media lowers its capac-

ity of dissolving organic compounds, favoring

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):209-216
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Figure 1

Effect estimate

Pareto chart of standardized effects for the variables of the SPME procedure using the peak area as the

analytical response. (1) extraction temperature, (2) NaCl addition, (3) extraction time, (1 by 2) interaction between
extraction temperature and NaCl addition, (1 by 3) extraction temperature and time (2 by 3) exiraction time and

NaCl addition.

their partitioning between the sample and fiber
coating!'?l.

In contrast, by considering the conditions
set within the experimental domain, neither the
extraction time nor the interaction between the
variables were significant, and thus the extrac-
tion time was fixed at 15 minutes for all experi-

ments (central point value).

3.3 Doehlert design

It was observed from the results of the
factorial design that the variables extraction
temperature and salt addition required a final
optimization. Therefore, a Doehlert matrix was
constructed with these variables. Seven experi-
ments were carried out with levels of 0, 2 and
4 °C and 1.5; 2.0; 2.5; 3.0 and 3.5 g of NaCl for
the extraction temperature and salt addition,

respectively.

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):209-216

Figure 2 shows the response surface built for
the extraction temperature and NaCl addition,
maintaining an extraction time of 15 minutes. By
analyzing the response surface, the set of SPME
conditions, within the experimental domain,
that generated the best extraction recovery for
benzene, was visually determined. These condi-
tions correspond to an extraction temperature of
0 °C and addition of 3.0 g of NaCl. Experimental
limitations did not allow lower extraction tem-
peratures and the higher amount of NaCl added

was close to the saturation of the solution.

3.4 Validation of the method

Table 1 shows the limits of detection (LOD)
and quantification (LOQ), linear range, relative
standard deviation (RSD) and correlation coefi-
cient (R) for the analysis of benzene in the orange
juice matrix with the CAR-PDMS fiber under
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the optimized HS-SPME conditions. The limits
of detection and quantification were calculated
as three and ten times the standard deviation
of the linear coefficient of the calibration curve
divided by the slope of the calibration function,
respectively. Good correlation coefficients (R)
were obtained, higher than 0.999. The method
showed an excellent precision, calculated as the
relative standard deviation (n = 6) using a natu-
ral orange juice spiked with 5 and 20 pg L™ of
benzene (Table 1).
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3.5 Application of the methodology to
beverage samples

The developed method was applied in the
analysis of 9 commercial beverage samples pur-
chased in Floriandpolis — Brazil. All samples
contained ascorbic acid and benzoic acid in their
compositions, which could form benzene. These
samples included soft-drinks, juices and teas
ready for consumption, and concentrated juices.
The concentrated juices were prepared in accor-
dance with the information obtained from the
product label before analysis. Benzene was quan-

3.2

1.2

Figure 2 Response surface for optimization of extraction temperature and salt addition obtained from the

Doehlert matrix.

Table 1 Linear range, correlation coefficients, and detection and quantification limits obtained for the proposed
method.
Linear range /pg L' R LOD®/ug L LOQ® /ug L RSD% (n = 6)
0.5-50 0.999 0.6 9.1 (5ug L")
5.7 (20 ug L")

aLOD; limit of detection. "LOQ; limit of quantification.

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):209-216
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tified using the optimized procedure. To study
possible interference effects, the slopes for an
external analytical curve and a standard addition
curve for each sample were compared, and the
relative sensitivity was calculated. This procedure
shows adequate relative sensitivities for all the
samples (recoveries between 73 and 99%), indi-
cating that the sample matrix has little influence
on the SPME method. Therefore, an external cal-
ibration curve can be used successfully for quan-
titative analysis, making the proposed method
simpler and faster. The results can be observed in
Table 2. In all the samples which benzene could
be quantified, we performed a confirmatory
study using the proposed method except we used
a GC-MS instrument. All the samples analysed
in GC-MS gave a positive identification of ben-
zene, all with a similarity between obtained spec-
tra and that from the library higher than 90%.
It should be also mentioned that for none of the
samples analysed a coelution ocurred between
flavor compounds and benzene peak, showing a
satisfactory selectivity of the method.

As seen in Table 2, seven samples (78%) con-
tained quantifiable concentrations of benzene,
of which 5 were above the European limit for
benzene in drinking water of 1 ug L' and 4 sam-
ples were above the 5 pg L' US Environmental

Sanchez AB, Budziak D, Martendal E, Carasek E

Protection Agency maximum contaminant level
for drinking water. Three of the samples even had
a concentration higher than 10 pg L™, thereby
exceeding the action limit for benzene in drink-
ing water of 10 ug L™ proposed by the World
Health Organization!.

Gardner & Lawrence” showed that hydroxyl
radicals, generated by the metal catalyzed reduc-
tion of O, and H,0, by ascorbic acid, can attack
benzoic acid to produce benzene. Under the
experimental conditions that they obtained
(reaction time of 15 minutes, reaction tempera-
ture of 25 °C, sample pH of 3.0, and benzoic acid,
ascorbic acid, H,0,, and Cu*" concentrations of
760, 1400, 360 and 16 mg L', respectively) the
benzene concentration was found to be around
2.0 pug L', To verity the formation of benzene in
beverages, we carried out an experiment using
natural orange juice and adding benzoic acid
and ascorbic acid in a concentration much closer
to the real quantities found in commercial prod-
ucts. The natural orange juice was spiked with
benzoic acid at a concentration of 100 mg L,
ascorbic acid at a concentration of 20 mg L™' and
Cu*" at a concentration of 100 pg L™'. H,O, was
not added (as this substance is not added to any
commercial beverage) and the sample pH was 3.
The prepared orange juice was storage at room

Table 2 Concentration and recovery values using standard addition and external calibration curve methods.

Sample Mean concentration = SD/ug L’ Recovery (%)
Cola-based soft drink 0.8 £0.2 81.0
Citrus fruit juice <LODe 82.4
Lemon juice 0.8 +0.3 99.5
Isotonic juice 1.2 £0.7 73.2
Tea 1 15.2 = 1.1 94.0
Tea 2 126 = 1.5 86.5
Tea 3 11.4 0.5 77.3
Concentrated juice 1¢ 6.9 0.6 92.3
Concentrated juice 2° <LOD® 86.6

sprepared in accordance with the information obtained from the product label before analysis. °LOD; limit of detection.

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):209-216
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temperature and two portions of 10 mL were
analyzed after: 30 minutes and 45 days. As in the
case of Gardner & Lawrence!?, in the first analy-
sis of this study no benzene was detected, but in
the second analysis we detected a benzene con-
centration of 7.2 pug L', demonstrating the for-
mation of benzene under real conditions found
in industrialized beverages and confirming that
the source of benzene found in the samples we
analysed can be the decarboxylation of benzoic
acid used in beverage fabrication.

4 Conclusions

The optimization of the variables using full
factorial design and response surface method-
ologies was applied with success in the deter-
mination of benzene in beverages samples. The
proposed method achieved excellent detection
limits, relative standard deviation and accuracy.
The results of this study demonstrate the appli-
cability of the proposed method for determina-
tion of benzene concentrations below 1 pg L7,
that is, the ability to quantify benzene even for
the European Council, which establishes the
most rigorous guidelines for benzene in drink-
ing water.
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Resumo

Desde a adogdo das diretrizes da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, o termo rastreabilidade do
resultado vem sendo cobrado pelos organismos de acreditagdo como parte inerente dos requisitos
demonstraveis durante uma avaliagdo. Para a metrologia fisica, o conceito de rastreabilidade pode ser
facilmente demonstrado pela natureza da medida, ja para a metrologia quimica, esta demonstragdo nao
¢ tdo simples, pois, nos ensaios quimicos, via de regra, as medidas sdo indiretas, isto ¢, os resultados da
concentragdo do composto na amostra sao obtidos através da medi¢ao de outras quantidades/unidades
diferentes da expressa nos relatorios. Além da transformacio da unidade de medida, outra caracteristica
dos ensaios quimicos é a utilizagdo de um conjunto de equipamentos utilizados em varias etapas de um
unico ensaio. Assim, a rastreabilidade de um ensaio quimico pode ser representada pelo procedimento
operacional padrdo usado e a incerteza intrinseca do processo, ndo simplesmente pela rastreabilidade
no seu conceito ortodoxo ao SI. O presente trabalho, segundo da série, visa discutir a contribui¢do da
incerteza referente a rastreabilidade dos equipamentos usados em compara¢ao a incerteza referente a
rastreabilidade da condu¢do do procedimento operacional, além de mostrar a forte dependéncia da
natureza da amostra (efeito matriz) e seu impacto na incerteza do resultado, quando uma amostra é
aplicada a um procedimento ndo adequado. Os resultados sugerem que um procedimento operacional
elaborado de um método validado com controles de desempenho estabelecidos a priori e executados
durante a condugdo dos ensaios representa a rastreabilidade do ensaio.

Palavras-chave

Rastreabilidade; incerteza da medigdo; procedimento operacional padrdo; controle estatistico de processo;
validagdo de métodos.

Unraveling the measurement in chemical analysis: 2. Traceability of Measurement

Abstract

Since the adoption of the guidelines of the ABNT NBR ISO/IEC 17025, the term traceability of results
has been used by accreditation bodies as part of the requirements inherent demonstrable during an
auditing. For metrology physical the demonstration of traceability can be easily made by the nature of
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the measure, already for chemical metrology, this demonstration is not so simple, because the chemical
tests, as a rule, are indirect measures, ie, results the concentration of the component in the sample is
obtained by measuring other quantities / units from the different units expressed in reports. In addition
the transformation of the measuring unit, another characteristic of chemical testing is the use of a set
of equipment used in various steps in a single assay. Thus, the traceability of a test chemical can be
represented by the standard operating procedure used and the intrinsic uncertainty of the process, not
just for the traceability in its orthodox concept to the SI. This work, second of the series, aims to discuss
the contribution of uncertainty concerning the traceability of equipment used in comparison to the
uncertainty concerning the traceability of driving operating procedure, and shows the strong dependence
of the nature of the sample (matrix effect) and its impact the uncertainty of results when a sample is
applied to a non adequate procedure. The results suggest that an operational procedure produced of a
validated method with controls performance established a priori and implemented during driving tests

represents the traceability test.

Keywords

Traceability; measurement uncertainty; standard operating procedure; statistical process control; method

validation.

1 Introducéo

No primeiro artigo!!! dessa série, foi abor-
dado que a garantia da confiabilidade da medida
nos ensaios quimicos é baseada em quatro para-
metros: (i) procedimentos operacionais padrio
conduzidos por (ii) pessoal habilitado utili-
zando (iii) equipamentos calibrados instalados
em (iv) local e condi¢des ambientais adequadas.
Nele foi mostrado que a contribui¢do do modelo
matematico que representa a curva de calibragdo
ou analitica para a incerteza do processo anali-
tico global é, muitas vezes, mais significativa que
a incerteza associada aos equipamentos criticos
usados. Neste segundo artigo, sera dada énfase
a importancia da rastreabilidade da medi¢do no
estabelecimento da incerteza global do processo

de medida nos ensaios quimicos.

No documento intitulado Vocabuldrio
Internacional de Metrologia (VIM)™?, a rastrea-

bilidade metroldgica ¢ definida como a

[...] propriedade de um resultado de mediciao
pela qual tal resultado pode ser relacionado a uma
referéncia através de uma cadeia ininterrupta e docu-
mentada de calibragdes, cada uma contribuindo para
a incerteza de medigdo. (p. 28).

Este conceito pode facilmente ser usado em
medidas fisicas®, na qual a unidade de medida
sera a mesma do resultado do ensaio e, comu-
mente o processo de medi¢do é conduzido, via
de regra, em um unico equipamento calibrado;
medi¢do do comprimento de um parafuso com
um paquimetro, por exemplo. Desta forma, a
confiabilidade da medida esta assegurada pela
rastreabilidade do padrao de referéncia utilizado
para a calibragdo do equipamento, acrescida do
processo de medi¢do propriamente dito, qual
seja: uso de procedimento operacional padrao,
treinamento do operador e controle das con-
di¢oes ambientais que podem afetar a medida.
Havendo controle sobre o treinamento do ope-
rador na condugdo do ensaio em conformidade
ao procedimento operacional e das condigdes
ambientais, etapas estas quase nunca criticas
nessa classe de medidas (fisicas), a rastreabili-
dade metroldgica do ensaio se restringe a cali-

bracao do equipamento.

Ja a medicdo nos ensaios quimicos sdo

invariavelmente feitas indiretamente!*d, isto é,
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os resultados da concentragdo do composto na
amostra sdo obtidos através da medicao de outras
quantidades/unidades diferentes da expressa nos
relatorios (tais como o peso/aliquota da amostra,
resposta de sinal a partir do instrumento relati-
vamente a concentracdo de uma série de solugdes
padrao diluidas preparadas a partir de material
de referéncia, etc.) e transformadas por meio de
modelos matematicos na unidade de interesse do
ensaio. Desta forma, a rastreabilidade das medi-
das nos ensaios quimicos nao pode ser atribuida,
apenas, a rastreabilidade de seus equipamentos
criticos, mas outros fatores devem ser levados
em conta, como o fato da medida ter uma depen-
déncia clara da natureza da amostra'”, sendo tal
fenomeno denominado efeito matriz. Assim, o
termo metrologia nos ensaios quimicos necessita
ser relacionado a uma grande “faixa” de rastrea-
bilidades®!, reconhecidamente, mais diretamente
no procedimento operacional padrido utilizado,
pois nele estao as variaveis mais criticas, em que
quaisquer variagdes experimentais nio valida-
das no procedimento, como exemplo, natureza
da matriz, varia¢des nas condi¢cdes ambientais e
diferentes sensibilidades de equipamentos, entre
outras, podem causar impactos significativos
na incerteza do resultado e, portanto, na ras-
treabilidade. Neste sentido, muitas adaptagoes
do conceito ortodoxo’ da rastreabilidade sdo
necessarias para o uso racional do termo quando

aplicado aos ensaios quimicos de rotina.

A rastreabilidade metroldgica e a incerteza
da medida sdo conceitos interligados'®”. Assim,
o entendimento da defini¢do de rastreabilidade
claramente sugere que apenas resultados analiti-
cos com a “declara¢ao” da sua incerteza podem
ser rastreaveis, ou que possa ter sua rastreabili-
dade demonstrada. Entretanto, um engano muito
comum nos laboratdrios de ensaios é achar que
a rastreabilidade é importante apenas porque sua

demonstra¢do reduzird a incerteza”.. E necessa-
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rio esclarecer que a rastreabilidade é um processo
que antecede a medigdo e pode ser estabelecida
antes da medida sequer comegar. Além disso, o
que torna o processo de rastreabilidade diferente
da estimativa da incerteza é que a incerteza ape-
nas poder ser estimada durante e apds o ato da
medicao!"”. Desta forma, para reduzir a incer-
teza de uma medida, serd necessario “melhorar”
a execu¢do da medida, atuando principalmente
na contribuicdo da incerteza que for mais signi-
ficativa na incerteza global do processo. Ainda,
é preciso entender que a rastreabilidade nos
ensaios quimicos ¢é feita em dois momentos. O
primeiro momento se refere a rastreabilidade da
calibragdo do conjunto de equipamentos utili-
zados na medida, que representa a exatidao da
calibragdo, ja, no segundo momento, refere-se
as operagdes experimentais para a condugdo da
medida, que representa a precisio da medida.
Estendendo este conceito, pode-se dizer que, da
variagdo da exatiddo da calibragdo, surgem os
erros sistematicos e, das alteragdes da precisdo

da medida, surgem os erros aleatorios!'!.

Considerando que o procedimento opera-
cional padrao pode representar mais realistica-
mente a rastreabilidade nos ensaios quimicos!'?,
pois a abordagem sistemadtica para a comparabi-
lidade dos resultados através da rastreabilidade
ao SI dos ensaios quimicos iniciou-se somente
em 1993 e as analises quimicas datam de muito
antes, a validacdo das etapas experimentais cri-
ticas torna-se fundamental para o controle e
manuten¢ao da confiabilidade dos resultados, ou
seja, a rastreabilidade do processo. Neste sentido,
qualquer que seja a natureza e origem do método
de ensaio, para se tornar um procedimento ope-
racional padrao, em conformidade com as dire-
trizes da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025,
ele deve ter um minimo de testes experimentais

que confirmem que os seus resultados sejam
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comparaveis, confiaveis e, principalmente, que
suas etapas experimentais estejam sob controle.

Do controle das etapas experimentais se
dard maior repetibilidade dos resultados, conse-
quentemente, uma menor dispersao de valores,
que levarda a uma estimativa da incerteza cada
vez menor. Assim, a reduc¢do da incerteza de um
processo de medicdo reflete no conhecimento
de suas etapas criticas e seu posterior controle
com indicadores periodicos de seu desempenho.
Sendo assim, estimar a incerteza de um procedi-
mento sem previamente conhecé-lo, e, principal-
mente, ndo ter dominio das etapas criticas, é, no
minimo, contraprodutivo.

O presente trabalho ira abordar a impor-
tancia de se estabelecer um planejamento expe-
rimental de validagdo do método antes de se
elaborar o procedimento operacional padrao, a
contribuic¢do da incerteza da exatidao da calibra-
¢do e aincerteza da precisdo da operacio e a con-
tribuicao de efeito matriz sobre a rastreabilidade
da medida.

2 Experimental

No Laboratério de  Cromatografia
- CROMA, da USP de Sao Carlos, foram
validados métodos para a determinacdo de
Di-hidrostreptomicina em seis diferentes matri-
zes analiticas, a saber: (i) plasma, (ii) leite, (iii)
tigado, (iv) rim, (v) musculo e (vi) gordura, por
LC-MS/MS. O modelo de validagdo dos métodos
seguiu as diretrizes da Resolugdo da ANVISA
RE N°899!'4) de 29 de maio de 2003, tendo sido
avaliados experimentalmente os itens seletivi-
dade, linearidade, repetibilidade, precisao, exati-
dao, LIQ (Limite Inferior de Quantifica¢do), LD
(Limite de Detecgdo) e recuperagdo. Os dados
obtidos sdo mostrados na Tabela 1.

O procedimento analitico foi baseado nas
etapas de tomada de amostra (massa ou volume,

Desvendando a medig¢do nos ensaios quimicos

dependendo do estado da amostra), seguido de
fortificagdo (caso recuperac¢io), adicao de solu-
¢Oes extratoras, homogeneizaqéo em vortex,
separac¢do em centrifuga, com posterior coleta do
sobrenadante, fortificagdo (caso curva analitica),
adigdo de reagentes (leite e plasma) ou uso de
SPE (musculo, figado, rim e gordura) para clean-
-up, homogeneizaqéo em vortex, separacdo em
centrifuga, tomada de aliquota, filtragao e andlise
em LC-MS/MS. Do ponto de vista metrologico, o
procedimento de ensaio é o mesmo, pois as ope-
ragOes unitdrias sao iguais, o que difere é a natu-
reza dos solventes pelas caracteristicas da matriz.
Desta forma, é possivel comparar os dados expe-

rimentais e analisar o efeito matriz.

Analisando os dados de validagdo obtidos
experimentalmente para o mesmo analito, utili-
zando a mesma técnica analitica para as seis dife-
rentes matrizes analiticas, é possivel inferir que
o desempenho do método ¢ fortemente influen-
ciado pela natureza da matriz, pois importantes
variaveis como seletividade, a faixa analitica, a
precisao dos resultados e, principalmente a sen-
sibilidade, expressa tanto em termos de LD como
LIQ, sdo muito diferentes. Desta forma, um dos
principais mecanismos na determinagdo da
rastreabilidade nos ensaios analiticos é o efeito
matriz. Em algumas técnicas analiticas, como a
emissdo atomica com plasma de argonio indu-
tivo (ICP-AES), o efeito matriz pode ser visto
muito facilmente na determinacio de metais
em aguas em que um dos elementos prepondera
em concentragdo, como, por exemplo, agua do
mar. Assim, pode-se concluir que o efeito matriz
¢ diretamente dependente da técnica analitica

usada no ensaio quimico.

O modelo utilizado para o calculo da estima-
tiva da incerteza foi descrito por Bahia Filho!"" e
baseia-se na determina¢io experimental de qua-
tro fases distintas do processo analitico, a saber:

(i) preparo da solucdo padrio, (ii) preparo da

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):217-226



Bahia Filho O, Prada PR, Meneghesso C, Langcas FM

Go nos ensaios quimicos

Desvendando a medic

9'98 DIy 8'9/ PUY €901 Py 8'66 PHY L'z, oHy 716 PNV &
(%) S

2’001 :PIpewW G'9/ 0IPIW 2'06 “PIPIW 6'701 PIPOW 9’1/ PIPIW £'G8 pIpoW oowezwucou m
"a)

£'/01 pxipg G'68 :oxing 0’601 :pxipg £'001 :pxipg 8’1 g :oxipg 6'68 pxing )
0'se 0'se 0’001 0'G/ 0’0l o'l 6/6u 5
0'szl 0'szlL 0'052 0'szl 0'001 ool 6/6u 13
Z'L oY 8'¢c Ny 8'g oy G'T PHY 9’9 oy 8’| oyy m
(% - oimse@) &

'G ‘oIpOW 0'€ PPN 7’8 pIpaw 9'g :PIPAIW 9'¢ :PIPAW £'9 pIpIW 0DSDIUSLOY mm
0'0 :Pxiog 9/ pxing L’L :oxiog €'z pxing 'z pxing 9’| :pxing °
L‘E souy L'y oHY Z'v oY 7'e oy 8'y1 PHY 2'T PNy -

s 1 1 1 ) 1 ﬁﬁxu ) >Uv m
'/ ‘PIPIW G'T ‘PIPAW €'L ‘pIpaW 8'9 :PIpAW L'y ‘oIpaw Z'9 ‘pIpaw opSoyusIIOY) B
8’0l :oxipg 0'9 :pxiog 7'y :oxiog 9’z :oxiog 'y ioxing 8'y | oxipg °
7

1'T PNy €' oNy 6'L PNy 9'y oy g'el oHy 0'C ‘PyY : V m
% - AD =

Z'G oIpaw 9z PIPOW Q'€ PIPaW 0’9 :pIPaW G'T PIPAW 7'8 oIpaW oDS0.UBIUOY m
p'v :oxiog 8’6 pxipg L'y :pxing 9'¢| :pxing '/ soxiog 6'L L pxipg m
¥866'0 0866'0 £¥66'0 2£66'0 G866'0 2£66'0 | c

@

Q

0SZL PGzl 0SZl PGzl 00GZ © 052 0SzZL PGzl 000Z P 001 00Z P 0L (B/Bu) pxipg 2.
Q

Joaun Joaun Joaun Josun Joaun Joaui o|epow &

&

%00 L /21uaiapiaul %00 | /2tusiapiaiul % £'T6/21usiapiaiul % 9'/8/2iusiapiaiul %9°'06/21usiapiaiul %0’G 6/2ualapiaiul [PAIL/O3DIBAY MH”
wieg weg wieg wieg wieg weg o

a

(0]

nINpIoS o[|nosnw wiry opnbi4 aj197 owiso|d
oJpawIRIng
DOIH|PUD ZIIJDW

.mON_\:OC._ mw,:‘_wk_wu_.:u meu Omvwo_o__0> p pipd O“u:n_O Ohcwc.:_owuok_n_ O_o m_O,:._wrt_._waw mO_oOﬁ_ L U_OQC._.

221

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):217-226



Bahia Filho O, Prada PR, Meneghesso C, Lancas FM

222

curva analitica, (iii) precisdo do resultado obtido

e (iv) recuperagdo do analito adicionado a matriz.

A novidade no presente artigo é que foram
separadas as contribui¢oes da calibragao de todos
os equipamentos das contribui¢des experimen-
tais das etapas do processo. Desta forma, foram
agrupadas as incertezas provenientes das calibra-
¢oes, do tipo A, conhecida como incertezas her-
dadas e que chamamos de incerteza da exatidao.
Similarmente, foram combinadas as incertezas
padrao de todas as etapas experimentais, do
tipo B, conhecida como incerteza experimental
e que chamamos de incerteza da precisdo. Com o
objetivo de comparar o nivel de contribui¢do de
ambas as incertezas padrao na incerteza combi-
nada do processo, foram construidos graficos e
planilhas mostradas a seguir.

Para o calculo da incerteza da precisao da
operacdo, foram consideradas todas as fontes
das etapas experimentais que contribuem para a
incerteza combinada, por exemplo, operagao de
preenchimento de baldo volumétrico, tomada de
aliquotas com micropipeta, constru¢io da curva
de calibragao, recuperacgdo do analito e precisao
dos resultados. Um resumo dos resultados obti-
dos para a matriz leite é mostrado detalhada-
mente na Tabela 2. Na Figura 1 é mostrado o gra-

T 3,27E-02

Urecuperagao
Uprecisao i 1,89E-02
] 2,79E-01
| —
Ucurva

Urepetibilidade] 1,80E-03
da operacgao
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Contribuicdo das quatro fontes para a

Figura 1
incerteza padrdo combinada para a incerteza da
operacdo para a matriz leite.

Desvendando a medig¢do nos ensaios quimicos

fico de barras com as contribuicées individuais

de cada uma das etapas na incerteza combinada.

A incerteza padrao combinada da precisdo
encontrada foi 0,28 ng/mL. Das quatro opera-
¢Oes relativas a incerteza da precisdo, pode-se
observar que a contribuicdo da fonte de erro
relacionada a construcéo da curva de calibragdo
¢ a mais significativa, seguida do ensaio de recu-

peracdo do analito e da precisao do resultado.

Ja para o célculo da incerteza da exatidao,
foram consideradas todas as incertezas declara-
das nos certificados de calibra¢ao de cada equi-
pamento que contribui para a incerteza combi-
nada, por exemplo, da balanca, das micropipetas
e dos baldes. Um resumo dos resultados obtidos
para a matriz leite é mostrado detalhadamente
na Tabela 3. Na Figura 2, ¢ mostrado o gréfico de
barras com as contribui¢des individuais de cada

equipamento na incerteza combinada.

A incerteza padrdao combinada da exatidao
encontrada foi 0,0038 ng/mL. De todas as cali-
bragdes consideradas, a relativa a balanga foi a

mais significativa, seguida da micropipeta.

Baldo de 10 m] [l 2,31E-04

Micropipeta 100-1000 pl ll 2,50E-04

Baldo de 10 m] M 3,15E-04

Micropipeta 0,5-10 yl [l 2,89E-04

Baldo de 10 m] [l 2,31E-04

Micropipeta 10-100 pl 6,93E-04

Balao de 10 ml
3,72E-03

0,0000 -
0,0005 -
0,0010 -
0,0015 -
0,0020 -
0,0025 -
0,0030 -
0,0035 -
0,0040

Figura 2 Contribui¢do das incertezas da calibragéo
na incerteza padréo combinada para a matriz leite.

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):217-226



Bahia Filho O, Prada PR, Meneghesso C, Langcas FM

Go nos ensaios quimicos

223

80-3€€’S v0-3LEC €0-31€'C oL L 1/2690 ¥1V/SE€06-LAG W QL 8p opjeg
80-352°9 ¥0-305'C 10-392'L oS 0L/¥2601-A/900-DIW 11 0001-001 ©tedidoidiy
80-326'6 v0-361°¢ €0-361'e oL LL/S6EL ¥TV/¥S06-LAD TWOL P oRPE
, , 80-3€¢'8 70-368°C €0-368'¢ ol 0L/€T60L-A/LO0-DIW 1 01-G'0 piedidoy - X
€0-3¥8°c  G0-IL¥'L S
80-3€€’S v0-31EC €0-31€'C ol LL/E0V L ¥TV/SS06-1AE Jw oL epoppg o
£0-308% ¥0-3£6'9 20-3€6'9 00l 01/S25-80-AA/S00-DIW T 00L-01 Prodidoniy ©
80-36/'9 ¥0-309'C €0-309'C ol LL/100 ¥1V/8E06-1A9 W QL op opjrg
G0-38¢’L €0-322'¢ G0-3L6'Y Zeloo LL0Z/S£101vE/100-1ve p3up|bg
oppyoxar  pwog c>“w”.w”“wtohc_ UNM_H.__MH_ pzapadUu| apopiun oewchw_n_v_m”uwucwﬂ_ﬂﬂﬂu_rztmu ojuswndinby
"ajl9| ZJOW PP sajusiuaAold ops sopopP SO "0P3PIQIDD 8P SOPPINILISd SOP DPPUIGWOD Pzepedul P biod 0jnNd|Pd ap py|iup|d ep ojdwex] ¢ p|agp]
€0-3£0'L - 20-3/2'¢ - OR302}1HI0) PP 0DSIPY  O4jOUD Op OR3PIANISY
U_u._ou_ttou, niisown
¥0-3/5'€ - 20-368'1 - pp opppl|iqieday SOpP}|NSa4 SOp ODSIBIg
20-382'L - 10-362'C - op3n.suo) DIWY|PUD DAIND
£0-3¥1'8 ¥0-320'6 €0-320'6 ol ojusWIYdUSRIg WOl °p oRPE &
10-328'C 20-3£6'L zL1-a10't 90-300°L ¥0-370°'S z0S pjonbyjo ap pppwol 1 0O L-001 PHedidoLIN &
£0-3v1'8 ¥0-320°6 €0-320'6 ol ojuswIydUsalg Jw oL op opjpg &
LL-3€8'E 90-361°9 G0-361'9 ol pjonbi|o 8p bpoWO| 1 0 L-G'0 predidoniy
£0-3¥1'8 ¥0-320°6 €0-320°6 ol OjuswiydUsalg W QL op op|rg
£1-3999 £0-391'8 G0-391'8 00l pjonbjjo ep bpoWO| 11 00L-01L piedidoniy
£0-3¥1'8 ¥0-320°6 €0-320°6 ol ojuswiIydUsslg W QL ep op|prg
opsiaidn pwog oppJpRNb OD DAID[S] DZOLISdU|  DAID|SJ DZOHADU| DZOAdU| apopiun pdpjg op3piadQ

Desvendando a medic

"o}19] ZIIJoW PP SajusIUBA0Id 0RS SOPPP SO "OPOJOW Op saedpIado sPP PPPUIGUIOd bzapadul b pind ojnd|Pd ap pyjiup|d ap ojdwaxy 7 pjago]

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):217-226



Bahia Filho O, Prada PR, Meneghesso C, Lancas FM

224

A Figura 3 mostra um resumo dos dados
obtidos na analise da contribuicio de ambas as
incertezas, da precisdo e da exatiddo, na incer-

teza padrao combinada do ensaio.

Observando os dados da Figura 3, pode-se
inferir que a contribui¢ao relativa a incerteza da
precisao, que representa a condugao de todas as
etapas experimentais do ensaio quimico é muito
mais significativa do que a contribui¢do da
incerteza da exatiddo, que representa a calibra-
¢do de todos os equipamentos criticos usados.
Estes dados corroboram com o “sentimento”
da grande maioria de técnicos que conduzem
ensaios de que a rastreabilidade da medicao
nos ensaios quimicos nao pode ser vista de uma
forma ortodoxa, ou seja, apenas nos certificados
de calibracdo, mas deve ser considerada como
um todo. Ainda, apenas a rastreabilidade aos
equipamentos criticos ndo assegura que o ensaio
analitico esta sob controle e, portanto, apto a ser

acreditado.

O mesmo procedimento de célculo foi apli-
cado no ensaio de Dihidrostreptomicina em
todas as matrizes estudadas. Os dados obtidos

sao mostrados nas Figuras 4-8.

Analisando os dados de contribuigao para as
diferentes matrizes, mostrados nas Figuras 4-8,
pode-se chegar a mesma conclusido no que se

refere a contribuicdo ja discutida para a matriz

Ucalibragio|l 3,84E-03

2,82E-01
Uoperagao [

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Figura 3 Incerteza associada & calibragdo dos
equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz
leite.

Desvendando a medi¢do nos ensaios quimicos

Ucalibragio| 3,84E-03

5,92E-01
Uoperagao [

00 01 02 03 04 05 06
Figura 4 Incerteza associada & calibragédo dos
equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz

plasma.

Ucalibrac¢éo|] 6,12E-03

4,16E-01
Uoperacao |

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Figura 5 Incerteza associada & calibragéo dos
equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz

figado.

Ucalibracio i 6,12E-03

1,91E-01
Uoperacio I

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Figura 6 Incerteza associada & calibragéo dos
equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz

gordura.

Ucalibragiol 6,12E-03

2,29E-01
Uoperagio [

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Figura 7 Incerteza associada & calibragdo dos
equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz

musculo.
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Ucalibraciofl 5.50E-03

3,39E-01
Uoperagio [

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

Figura 8 Incerteza associada & calibragdo dos

equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz

rm.

leite, mostrada na Figura 3. O interessante aqui
¢ que as contribui¢des independem da matriz,
mas sdo dependentes do processo e, por esta
razao, os valores encontrados sdo muito proxi-
mos. Cabe salientar ainda que a constancia no
processo de ensaio aqui mostrada sé foi possivel
porque todos os ensaios para diferentes matrizes
foram validados, antes de se obter os dados para
este trabalho. E possivel inferir que, para méto-
dos ndo validados ou validados em extensdo nao
adequada, maior variabilidade no processo pro-

vavelmente seria obtida.

3 Conclusao

Os dados obtidos corroboram para mostrar
que a rastreabilidade dos ensaios quimicos deve
ser vista de uma forma mais abrangente, ndo
apenas da maneira ortodoxa da metrologia des-
crita no documento VIM. Assim, uma corrida na
definicdo de modo purista pode afastar os pes-
quisadores da real rastreabilidade da medida nos

ensaios quimicos.

A analise dos dados apresentados neste
trabalho sugere que os controles analiticos rea-
lizados antes do surgimento do termo rastrea-
bilidade j& eram executados nos laboratérios. E
salutar pensar que a introdugdo das diretrizes da
norma NBR ABNT ISO/IEC 17025 trouxe mui-
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tas contribuicdes aos ensaios, principalmente no
que se refere a comparabilidade dos resultados
de uma mesma amostra obtida em laboratérios
diferentes, contudo é muito oportuno discutir
que resultados diferentes encontrados por labo-
ratdrios diferentes tém muito mais a ver com a
caracteristica do método analitico e suas etapas
que simplesmente uma rastreabilidade ao SI.
Assim, os dados aqui apresentados sugerem que
a rastreabilidade de um resultado de ensaio qui-
mico é muito mais influenciado pela condugio
de um procedimento operacional padrao vali-
dado, nas condic¢des de uso, de um método con-
sagrado do que devido apenas a rastreabilidade
ortodoxa. E obvio que a calibracdo dos equipa-
mentos criticos é importante, mas nio deve ser o

fim deterministico para o ensaio quimico.
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Resumo

Este artigo proporciona uma visdo geral da técnica de Extragdo em Fase Sélida Dispersiva (D-SPE) como
uma importante etapa do método QUEChERS que, com um procedimento facil e rdpido, permite obter
extratos mais limpos para as analises multirresiduo. A D-SPE envolve, em geral, o uso de um ou mais
sorventes, juntamente com sulfato de magnésio anidro, em um tubo de centrifuga, para remover os
coextrativos do extrato organico. Esta técnica é pratica e eficiente para limpar extratos de diferentes
amostras complexas, como alimentos de origem vegetal ou animal. Alguns detalhes praticos do uso de
diferentes sorventes sdo apresentados com as principais aplicagdes.

Palavras-chave

Preparo de amostra; limpeza de extratos; sorventes.

Dispersive Solid Phase Extraction in the determination
of residues and contaminants in food

Abstract

This paper provide an overview of the technique Dispersive Solid Phase Extraction (D-SPE) as an
important step of the QUEChERS method that permit to obtain, in a easy and quick procedure, cleaned
extracts for the multiresidue analysis. The D-SPE involves, in general, the use of one or more sorbent
together with magnesium sulfate anhydrous in a centrifuge tube to remove the co-extractives from the
organic extract. This technique is practical and efficient to clean-up extracts from different complex
samples, like foods of vegetable or animal origin. Some practical details of different sorbents are presented
with principal applications.

Keywords

Sample preparation; clean-up; sorbents.
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1 Introducgdo

Na analise de residuos e contaminantes em
alimentos, o preparo de amostra envolve a extra-
¢do dos analitos e a subsequente limpeza do
extrato com a finalidade de isolar os compostos
de interesse e remover interferentes da matriz
que afetam o sistema de analise. Estes procedi-
mentos consistem em transferir os analitos da
matriz para outra fase, empregando simultane-
amente uma etapa de limpeza para remocgéo de
substincias interferentes (isolamento), aumen-
tando a concentragido dos analitos (enriqueci-
mento) a um nivel acima do limite de detecgdo
da técnica analitica. Nos dltimos anos, ocorreu
um rapido desenvolvimento de novos métodos
analiticos, visando a determinac¢io de residuos e
contaminantes em alimentos. Estes avangos tive-
ram como objetivo a substituigdo dos métodos
tradicionais de andlise de residuos, que apresen-
tavam como caracteristicas a morosidade de suas
diversas etapas, emprego de grandes volumes de

solvente, alto custo, etc.!?.

Geralmente, a complexidade da composi-
¢do dos alimentos ocasiona dificuldades para
a quantificacdo de residuos e contaminantes,
sendo necessaria a realizacio de uma etapa de
limpeza do extrato, apds extragdo com solvente.
Essa etapa é fundamental, uma vez que reduz as
interferéncias e o efeito matriz, além de dimi-
nuir a necessidade de manutencdo do sistema
cromatografico. No sentido de melhorar a ana-
lise quantitativa, esforcos foram realizados no
desenvolvimento de novos métodos de extracao
e limpezal®. O efeito matriz é observado quando
uma consideravel diferenca de resposta é obtida
entre padrdes preparados no solvente e aqueles
preparados no extrato da matriz, com boa pre-
cisao. Uma das maneiras de minimizar e/ou eli-

minar este efeito é reduzir a quantidade de com-
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ponentes da matriz que coeluem com os analitos
no detector e, para isto, métodos de extragdo
mais seletivos e etapas mais eficientes de limpeza
(clean-up) devem ser desenvolvidos. Contudo
alternativas, como por exemplo, a padronizagdo
externa realizada em extrato da matriz idéntica
ou similar ao da amostra é geralmente utilizada®!.
Na Cromatografia Gasosa (Gas Chromatography,
GC-MS) o efeito de matriz, além de gerar por-
centagens de recuperagao superiores a 100%,
pode causar outras alteragdes na analise cro-
matografica, como: i) mascaramento do pico
do analito de interesse, gerando um resultado
falso negativo; ii) erro na identificagdo do ana-
lito, pois componentes da matriz podem ser
erroneamente identificados como o analito de
interesse quando, na verdade, este esta ausente,
gerando resultado falso positivo; iii) aumento no
sinal do detector, levando a superestimagdo do
resultado. Isso ocorre quando impurezas volateis
sao eluidas com o mesmo tempo de retengdo dos
analitos de interesse; extin¢ao do sinal no detec-
tor*. Nas andlises por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas (Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry,
LC-MS), a presenga da matriz pode resultar em
mudangas na eficiéncia de ionizacio, uma vez
que pode ocorrer supressdo ou aumento da ioni-
zagdo. O mecanismo exato da supressao idnica
¢ desconhecido, porém ¢é causado pela presenca
de substincias nao volateis e por compostos
com superficie bastante ativa. O efeito matriz
também ¢é dependente da natureza quimica do
analito, pois a eficiéncia de ioniza¢do dos com-
postos polares é mais influenciada pela presenca
de coextrativos provenientes da matriz quando
comparada com compostos apolares. Alguns
parametros instrumentais, como fonte de ioniza-
¢do e vazao da fase movel, também influenciam

na extensio do efeito matriz!®.
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As limita¢bes na analise de residuos e con-
taminantes em alimentos foram minimizadas
ap6s o desenvolvimento dos métodos multir-
residuo. Estes apresentam como vantagens a
possibilidade de analisar um grande nimero de
compostos, altos percentuais de recuperacgio dos
analitos, remogao dos possiveis interferentes da
amostra, boa precisdo e robustez, baixo custo,
rapidez, facilidade e seguranca (utilizam peque-
nos volumes de solventes de baixa toxicidade)?!.

A etapa de limpeza é essencial para pro-
mover robustez e confiabilidade aos resultados
obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez
que componentes ndo volateis da matriz podem
ficar aderidos no sistema de inje¢do e também na
coluna cromatografica, alterando a resposta do
sistema e aumentando a frequéncia de manuten-

¢Oes técnicas no equipamento!® 7.

Tradicionalmente a etapa de limpeza nos
métodos multirresiduo emprega Extragio em
Fase Sélida (Solid Phase Extraction, SPE), a
qual utiliza cartuchos ou colunas que contém
entre 250 e 1000 mg de sorventel®. Esta técnica
envolve operagio manual, uso de diferentes
solventes para lavagem do sorvente, etapas de
evaporagdo e secagem. Muitos fatores afetam
a precisio quando se trabalha com SPE, entre
eles o ajuste do sistema de vacuo e a vazao dos
solventes. Esta técnica, quando automatizada,
requer manutencdo frequente, além dos sistemas
hoje disponiveis apresentarem um custo consi-
deravel®. Nos ultimos anos, técnicas alternativas
foram desenvolvidas com o objetivo de melhorar
a etapa de limpezal.. Este artigo tem como obje-
tivo apresentar algumas aplicagdes que demons-
tram a praticidade e a eficiéncia da Extragao em
Fase Solida Dispersiva (Dispersive Solid Phase
Extraction, D-SPE) na limpeza de extratos para
a determinagdo de residuos e contaminantes em

alimentos!%-12],
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2 Preparo de amostra para a
determinagéo de residuos e
contaminantes em alimentos

Nos ultimos anos, as técnicas mais ampla-
mente utilizadas para extracdo de residuos e
contaminantes em alimentos foram a Extracao
Solido-Liquido (Solid Liquid Extraction, SLE)
e a Extragdo Liquido-Liquido (Liquid Liquid
Extraction, LLE). A SLE e a LLE consistem na
extragdo sucessiva de amostras solidas e liquidas,
respectivamente, com solvente orgénico empre-
gando agitagdo vigorosa. Estas técnicas tém
sido aplicadas para diferentes tipos de amostras,
como, por exemplo, alimentos de origem vegetal
ou animal***], Em geral, a maioria dessas técni-
cas emprega solventes organicos em alguma de
suas etapas. A acetonitrila é considerada um dos
melhores solventes, uma vez que promove uma
extracdo bastante eficiente (altos percentuais de
recuperagdo) e extrai baixas concentragbes de
coextrativos da matriz, sendo eficaz na desnatu-
ragdo de proteinas e na inativagio de enzimas®.
Metanol e acetato de etila também sdo ampla-
mente utilizados, mas extraem elevadas quanti-
dades de coextrativos da matriz!"*1°).

Os avangos da Quimica Analitica em con-
sondncia com o conceito de sustentabilidade
levaram ao desenvolvimento de varios métodos
de preparo de amostra de alimentos!'®. No final
da década de 1980, Barker et al.'”! propuseram a
Dispersdo da Matriz em Fase Solida (Matrix Solid
Phase Dispersion, MSPD), a qual envolve a mis-
tura da amostra (viscosa, solida ou semissolida)
com um sorvente, a transferéncia da mistura para
um cartucho e uma etapa de elui¢do com um sol-

vente adequado!'® 1!

. Na Extragdo Ultrassdnica
(Ultrasonic Extraction, USE), a amostra com sol-
vente é submetida ao banho com ultrassom®®,
A USE também tem sido associada a outras
técnicas como a MSPD®!., Na Extragdo Liquida

Pressurizada (Pressurized Liquid Extraction,
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PLE), também chamada de Extracdo Acelerada
por Solvente (Accelerated Solvent Extraction,
ASE), amostra e solvente sdo aquecidos e subme-
tidos a alta pressao em uma cela fechada. Com
a pressdo e temperatura elevadas, muda a visco-
sidade do solvente, aumentando a extra¢do dos
analitos'”?. E uma técnica de extracio rapida e
que reduz consideravelmente a quantidade de
solvente®’). Com a otimizag¢do de alguns parame-
tros como temperatura, pressdo e polaridade do
solvente é possivel obterem boas recuperagdes
com a PLEPY, no entanto as diferentes proprie-
dades fisico-quimicas dos analitos dificultam o
emprego em andlises multirresiduo. A Extracao
Assistida por Micro-ondas (Microwave-Assisted
Extraction, MAE) foi utilizada pela primeira
vez para extragdo de compostos organicos por
Ganzler et al.®®) no entanto se tornou mais
popular recentemente. Nesta técnica, a amostra
¢ imersa num frasco aberto ou fechado contendo
solvente e é irradiada com micro-ondas. A prin-
cipal limitagao da técnica é o uso de solventes que
absorvam energia de micro-ondas, pois solven-
tes ndo polares ndo absorvem essa energia®?’..
Além disso, em geral, é necessdria uma etapa de

limpeza do extrato!®.

Os métodos de preparo de amostra que tém
como base a instrumentacio, sendo a extracio
muitas vezes automatizada, demandam analistas
treinados e etapas de limpeza entre extragdes,
o que implica em um maior tempo de analise.
Outra desvantagem geralmente apresentada ¢ o
escopo limitado de analitos que pode ser extra-
ido em determinadas condi¢des. Sendo assim,
estes procedimentos, podem ser empregados em
algumas aplicagdes, mas estao distantes de serem

considerados ideais para um método multirresi-
duo®.

Anastassiades et al.'’, com o objetivo de
superar as limitagdes praticas dos métodos mul-

tirresiduo existentes, introduziram um novo
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procedimento de preparo de amostra para
extracdo de residuos e contaminantes denomi-
nado QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe). Este método tem como vantagem
ser rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e
seguro, explorando as possibilidades ofereci-
das pela instrumenta¢io analitica moderna!™®.
O método QUEChERS pode ser caracterizado
como uma sequéncia das seguintes etapas:
Extragiao (agitacio manual ou com auxilio de
vortex da amostra de interesse com acetonitrila,
geralmente na proporgdo 1:1); Partigao (adigao
de sais para promover o efeito salting out, o tam-
ponamento do pH do meio, além da remocao
de agua); e Limpeza do extrato (realizada por
D-SPE). A versdo original deste método apre-
sentou excelentes resultados para diferentes tipos
de amostras!'®***!l. Porém, algumas aplicagdes
mostraram que certos compostos apresentavam
problemas de estabilidade e/ou recuperagdo de
acordo com o pH da matriz'*?. Desta forma,
durante o periodo de otimizagdio do método,
percebeu-se que a utilizagdo de tampoes de pH
(faixa de 4,8 a 5,0) promovia recuperagdes satis-
fatérias (>70%) para compostos dependentes do
pH, independente da matriz utilizada®?.

Atualmente, como o método e suas modifi-
cagdes sao aplicados para uma grande variedade
de matrizes e para varios compostos, como, por
exemplo, agrotdxicos, medicamentos veterina-
rios e micotoxinas, varios sorventes e combina-
¢oes vém sendo utilizadas, dependo do tipo de
matriz, técnica cromatografica e dos tipos de
compostos analisados. A Figura 1 apresenta as
principais etapas para a execugdo da limpeza de
extratos empregando a D-SPE.

2.1 Extracdo em fase sélida dispersiva

AD-SPE, proposta por Anastassiadesetal.l'”),
esta baseada em um procedimento muito sim-

ples para ser empregado na limpeza de extratos
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Antes
limpeza

Depois
éﬂ limpeza

Agitagdo em
vortex

Centrifugacéo

Pesagem do Transferéncia do
sorvente extrato
Figura T Representacéo das etapas de execugdo da D-SPE.

destinados a analise cromatografica de residuos e
contaminantes em alimentos. Na proposta origi-
nal, agita-se o extrato (1 mL) com pequena quan-
tidade de sorvente (25 mg). A agitagdo tem como
objetivo a distribui¢do uniforme do sorvente e
assim facilitar o processo de limpeza. O sorvente
entdo ¢ separado por centrifugacio, sendo uma
aliquota do extrato final retirada para analise.
Desta maneira, o sorvente atua como um filtro
quimico, retendo os coextrativos da matriz. Esta
técnica pode ser comparada com a MSPD, porém
a diferenca entre elas esta na adi¢do do sorvente a
uma aliquota do extrato e ndo na amostra origi-
nal. O custo elevado dos sorventes limita o tama-
nho da amostra que pode ser usado em MSPD.
Assim, a MSPD, quando utilizada, deve garantir
a representatividade e homogeneidade da amos-
tra. Por outro lado, a D-SPE est4d intimamente
ligada a etapa de extragdo e fornece uma aliquota
homogénea a partir de uma amostra original de
qualquer tamanho. Assim, apenas uma pequena

quantidade de sorvente ¢ utilizada.

Quando comparada com a SPE tradicional,
a D-SPE apresenta algumas vantagens como: o
uso de uma menor quantidade de sorvente e sol-

ventes, refletindo em menor custo, além de nao
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haver a necessidade de trabalhar no formato de
cartucho. Assim, descartam-se as etapas prévias
de pré-condicionamento, sendo necessario ape-
nas um pequeno treinamento dos analistas. Ao
contrario do formato em coluna, na D-SPE, todo
o sorvente interage igualmente com a matriz.
Além disso, outra vantagem desta técnica é a
possibilidade de realizar a facil combinagdo de
diferentes tipos de sorventes de acordo com a
necessidade do analista, do tipo de matriz e do
equipamento que sera utilizado na determinagao
dos analitos de interesse. Soma-se a isto a possi-
bilidade de realizar a remogdo de agua residual
de forma simultanea com a limpeza do extrato,
uma vez que os sais secantes (MgSO, ou Na SO,)
podem ser adicionados juntamente com o sor-

vente.

A D-SPE foi desenvolvida simultaneamente
com o método QUEChERS, tendo como obje-
tivo a obtencdo de um extrato final com menor
quantidade de interferentes, aliada a um menor
custo quando comparada com técnicas tradicio-
nais. Uma das principais vantagens da D-SPE é a
versatilidade no estabelecimento de novos méto-

dos, uma vez que permite a utilizagdo de dife-
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rentes quantidades e/ou misturas de sorventes,
dependendo do tipo de matriz e de analitos de
interesse.

A seguir, as propriedades e as principais
aplicagdes dos sorventes mais utilizados nesta
técnica sdo detalhadas. A Tabela 1 apresenta
aplicagoes da D-SPE na limpeza de extratos pro-
venientes de diferentes tipos de matrizes de ali-

mentos.

2.1.1 Amina primdria secundéria (PSA)

O sorvente etilenodiamino-N-propil é uma
amina primdria e secundaria (PSA) que atua
como um trocador anionico e pode interagir com
outros compostos através de pontes de hidro-
génio ou dipolo-dipolo. Possui forte interagdo
com os compostos da matriz, sendo usado para
remocdo de varios coextrativos interferentes!'?.
A estrutura bidentada do PSA (Figura 2) tem
um elevado efeito quelante, devido a presenca
dos grupos amino primario e secunddrio na
sua estrutura?, Como resultado, a retenc¢do de
acidos graxos livres, agtcares e de outros com-
postos polares presentes na matriz é muito forte,
podendo ocorrer a retengdo de alguns analitos
que interfem no resultado da andlise. Por outro
lado, ndo ¢é tao eficiente na remogao de gorduras.
O tamanho de particula do sorvente utilizado é,
geralmente, de 40 pm. O sorvente PSA tem sido
usado em associagdo com outros sorventes, prin-
cipalmente com C,, ou carbono grafitizado. As
diferentes versdes do método QuEChERS utili-
zam, em geral, 25 ou 50 mg de PSA para cada mL
de extrato!”?, Para algumas matrizes, como, por

exemplo, cereais, utiliza-se uma maior quanti-

|

P SI1 v\ N /\/ NH,
H

Figura 2  Estrutura do sorvente PSA.
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dade de PSA na etapa de D-SPE com o intuito de
remover, de forma mais eficiente, os acidos gra-

x0s coextraidos™.

2.1.2 Octadecilsilano (C,;)

Uma modifica¢io bastante relevante na
etapa de D-SPE foi a adi¢do do sorvente octa-
decilsilano (C,,) para promover uma limpeza
mais efetiva de algumas matrizes, em especial
aquelas que contém gordura/’"'>*31. O sorvente
C,, ¢ mais utilizado para matrizes com teor de
gordura maior que 2%, pois remove com boa efi-
ciéncia interferentes apolares, tais como substan-
cias graxas e lipidios®. No entanto, o sorvente
C,, tem sido utilizado em conjunto com PSA
para diferentes tipos de matrizes e analitos. O
C,, ¢ bastante usado na determinagdo de com-
postos organicos em matrizes aquosas por SPE
e tem um custo inferior ao do PSA. O tamanho
de particula do sorvente C , mais utilizado é o de

40 pm, que também ¢é o mais usado em SPE.

2.1.3 Carbono grafitizado

A redugido do teor de pigmentos nos extra-
tos provenientes de amostras vegetais foi outro
avanco efetuado na etapa de limpeza, obtido
através da adi¢do de uma pequena quantidade de
carvio ativado ou carbono grafitizado!">***”1. O
carvao disponivel comercialmente para fins cro-
matograficos, comumente chamado de carbono
grafitizado (graphitized carbon black, GCB), pos-
sui uma grande drea superficial e contém grupos
altamente polares na superficie, com alto poten-
cial para formacao de pontes de hidrogénio. Em
decorréncia destas caracteristicas, ocorre forte
retengao de analitos planares que contenham um
ou mais grupos ativos em sua estrutura, resul-
tando em baixas recuperagdes para estes com-

postosi®>*®l. Entre os compostos planares que
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Tabela 1 Sorventes utilizados em D-SPE e detalhes das aplicaces.

Matriz Analitos D-SPE: mg de sorvente/mL de extrato Ref.
Cevada herbicidas 25 mg PSA 48
Cebola, liméo, tomate e uva agrotéxicos 25 mg PSA 49
Repolho e rabanete agrotdxicos 25 mg PSA 50
Frutas OCP 25 mg PSA 51
Suco de cana-de-acUcar agrotdxicos 50 mg PSA 52
Frango medicamentos 150 mg PSA 53

veterindrios

Arroz fenoxidcidos 250 mg PSA 39
Trigo, farinha e farelo agrotéxicos 125 mg C,, 54
Ervilha e lima agrotéxicos 12 mg PSA + 3,75 mg GCB 15
Molho de maga-mirtilo agrotéxicos 25 mg PSA + 25 mg C, 15
Vegetais e agrotoxicos 50 mg PSA + 100, 120 ou 140 mg C,,

alimentos infantis para matrizes com 2, 3 e 4,5% de gordura, 55

respectivamente

Mel, prépolis e geleia real  quinolonas

37,5mg C,,

37,5 mg C, + 37,5 mg PSA 56
100 mg C,; + 100 mg PSA
100 mg C,; + 100 mg PSA + 100 mg GCB

Repolho, espinafre, uva e agrotéxicos 10 mg nanotubos de carbono 47
laranja

Berinjela, pepino, couve e OPP 16 mg nanotubos de carbono 27
pimenta

Azeitonas e azeite de oliva OCP OPP PSA, GCBe C, 57

triazinas

Plantas medicinais OCP 16,7 mg PSA + 33,4 mg GCB 58
Sangue drogas 41,7 mg C; + 41,7 mg PSA 59

OCP = agrotéxico organoclorado; OPP = agrotéxico organofosforado; PSA = amina primdria secundéria; GCB = carbono

grafitizado.

apresentam baixa recuperacio quando GCB ¢é
empregado na etapa de D-SPE, pode-se destacar

hexaclorobenzenol®, terbuféds e tiabendazolY.

2.1.4 Outros sorventes

Koesukwiwat et al.* testaram a extra¢do de
agrotoxicos fenoxiacidos, como 2,4 D, quinclo-
raque, picloram e outros, por QUEChERS modi-
ficado, utilizando como sorvente na D-SPE alu-
mina combinada com C,. A alumina ou 6xido

de aluminio (Al O,) tem caracteristicas alcalinas,

Scientia Chromatographica 2012; 4(3):227-240

embora possa também ser preparada para apre-
sentar caracteristicas neutra ou écida. E geral-
mente empregada na separa¢ao cromatografica
de compostos lipofilicos e, pelo fato de poder ser
preparada com caracteristicas acida, neutra ou
alcalina, é bastante util na separacao de substan-
cias que apresentem variagOes dessas caracteris-

ticas.

Nos métodos mais antigos, o florisil® era
bastante empregado, sendo utilizado na forma

de colunas recheadas, nas quais os extratos das
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amostras eram percolados. Neste tipo de proce-
dimento, empregava-se um maior volume de sol-
ventes organicos, sucessivas percolagdes no leito
de sorvente e etapas posteriores de concentragao
dos extratos. Nguyen et al.*!! utilizaram florisil®
na etapa de D-SPE para limpeza de amostra de
6leo de soja, visando a determinagao de residuos
de 95 agrotoxicos. Em cromatografia, o florisil®
¢ utilizado para separagio de analitos com baixa

polaridade.

A terra diatomacea, também denominada
diatomita, diatomita calcinada, diatomita fluxo
calcinada, silica diatomdcea e silica amorfa, des-
taca-se pelo seu baixo custo, alta area superficial
e baixa massa especifica, tendo como compo-
nente majoritario a silica, a qual se encontra na
forma hidratada. A coloragdo varia do branco ao
cinza-escuro e o tamanho de particula varia de 4
e 500 um. A terra diatomacea também foi utili-
zada em métodos de preparo de amostra empre-
gando MSPD para extragio de agrotoxicos!™.
Cabreral®? testou terra diatomdacea (branca, de
64-76 um de tamanho de particula) como sor-
vente na D-SPE, empregando QuEChERS modi-
ficado, para 26 agrotdxicos em arroz, entretanto,
somente 9 compostos apresentaram recupera-
¢des dentro da faixa de 70% a 120% e, na mis-

tura com C , 14 compostos ficaram dentro dessa

18’
faixa de recuperagao.

Quitosana é um polissacarideo catiénico
produzido através da desacetilacdo da quitina,
um polissacarideo encontrado no exoesqueleto
de crusticeos, através de um processo de alcali-
nizagao sob altas temperaturas. Quitina e quito-
sana sdo biopolimeros renovaveis, de baixo custo
e suscetiveis a alteragdes quimicas para aumentar
sua capacidade de adsor¢do*’l. Cabrera*? obteve
bons resultados de recuperagdo para 20 de 26
agrotoxicos testados em arroz, empregando
D-SPE com quitosana e QuEChERS modificado.

Extracdo em fase sélida dispersiva

Nos ultimos anos, sorventes alternativos
estdo sendo utilizados na D-SPE com a finali-
dade de obterem melhores resultados na etapa
de limpeza dos extratos gerados pelo método
QuEChERS. Como alternativa para minimizar
as perdas de analitos provocadas pelo sorvente
GCB, tem-se o sorvente polimérico ChloroFiltr®,
que remove de maneira seletiva a clorofila, ndo
afetando as recuperagdes de compostos plana-
res!*l.

Zhao et al.* sintetizaram um novo sorvente
para D-SPE a partir de tetraetilenopentamina. O
potencial de limpeza do novo material é compa-
ravel com o do PSA. Este sorvente remove com
eficiéncia pigmentos, acidos organicos e agu-
cares. Além disso, outra vantagem deste novo
material é a possibilidade de reutilizacdo por
mais de 5 vezes sem perder a eficiéncia de lim-
peza. Os autores obtiveram recuperagdes entre
75% e 114% (RSD < 17%) para 29 agrotdxicos
(organoclorados e organofosforados). Os resul-
tados mostraram o potencial de aplicacdo deste
novo material, uma vez que a precisio e a sele-
tividade do método proposto foram satisfatdrias
para analise de residuos de agrotdxicos em ali-

mentos.

Devido a sua drea superficial extremamente
grande, os nanotubos de carbono possuem
grande capacidade de adsor¢do. Assim, estdo
sendo utilizados como sorventes alternativos em
D-SPE. Do ponto de vista estrutural, classificam-
-se em: nanotubos de carbono de parede simples,
que podem ser considerados como uma unica
folha de grafite enrolada sobre si mesma para
formar um tubo cilindrico; e os nanotubos de
carbono de parede multipla, que compreendem
um conjunto de nanotubos concéntricos! . A
utilizacdo de nanotubos de carbono de paredes
multiplas esta tendo sucesso na etapa de D-SPE
para determinagao multirresiduo de agrotoxicos

em frutas e vegetais. Zhao et al.*” utilizaram o
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método QuUEChERS empregando nanotubos de
carbono de paredes multiplas como sorvente na
etapa de D-SPE. Este método foi aplicado para
determinagao multirresiduo de agrotdéxicos em
vegetais por GC-MS. Os resultados de recupe-
ragdo foram de 71% a 110% (RSD < 15%). O
método apresentou linearidade na faixa entre
20 e 500 pug L. Os limites de quantificagao e os
limites de detecgdo variaram de 3 a 50 pg kg™'e
1 a 20 pg kg, respectivamente. O método foi
aplicado com sucesso em amostras reais sendo
considerado confiavel e robusto. Os nanotubos
de carbono de paredes multiplas apresentam-se
como uma alternativa ao sorvente PSA, uma vez
que os métodos que empregam estes sorventes
apresentam resultados satisfatérios nas anali-
ses de residuos e contaminantes em alimentos.
Recentemente, Zhao et al.””! utilizaram nanotu-
bos de carbono na etapa de D-SPE para deter-
minagdo de agrotdxicos em vegetais. A D-SPE
com nanotubos de carbono foi comparada com
C,» PSA e GCB. A limpeza dos extratos obtida
com o uso de nanotubos de carbono foi mais
eficiente e foram obtidas melhores recuperagoes
dos analitos e menor efeito de matriz. Esse mate-
rial ja tinha sido utilizado na limpeza de extratos
empregando cartuchos SPE, também com exce-
lentes resultados.

2.2 Combinacdo entre D-SPE e outras
técnicas

Nos ultimos anos, o método QUEChERS ini-
ciou uma verdadeira transformag¢do no preparo
de amostra para andlise de residuos de agrotoxi-
cos em alimentos, uma vez que suas caracteristi-
cas de simplicidade, rapidez, baixo custo, entre
outras, foram incorporadas em varios labora-
torios de rotina. Porém, ao ser comparado com
métodos comumente utilizados para analise de
residuos de agrotdxicos em alimentos, observa-

-se que a relacdo entre a quantidade de amos-
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tra e de solvente (1 g mL™) obtida no método
QuEChERS ¢ baixa se comparada com os valores
tipicos de 2 a 5 g mL™' dos métodos que utili-
zam solventes apolares'®. A fim de minimizar
esta limitagdao, Melo et al.l! realizaram a combi-
na¢io entre os extratos provenientes da etapa de
D-SPE com a técnica de Microextragdo Liquido-
Liquido Dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction, DLLME) na analise de residuos
de agrotoxicos por HPLC-DAD. Depois da etapa
de extragcdo com acetonitrila, seguida da parti-
¢do promovida pelos sais e limpeza por D-SPE,
os analitos foram concentrados em triclorome-
tano pelo procedimento DLLME. Esta combina-
¢do resultou em procedimento simples, rapido e
barato, além de proporcionar baixos limites de
detecgdo (1,7 a 45 pg kg™') para os 13 compos-
tos avaliados. A combinagdo D-SPE/DLLME e
HPLC-DAD também foi empregada para deter-
minacdo de 7 inseticidas neonicotindides em
amostras de arroz, paingo e aveial®?. As vanta-
gens da utilizagdo em conjunto da D-SPE com
DLLME incluem a versatilidade, baixo custo,
tempo de analise relativamente curto e baixo
consumo de solventes organicos. Além disso,
destacam-se elevada eficiéncia de extragdo e
efeito matriz pouco significativo. Neste método,
na etapa de D-SPE, empregaram-se os sorventes
PSA,GCBeC,,. Os resultados apresentaram boa
linearidade (r*> 0,99), recuperagdes satisfatorias
(76% a 123%), e RSD% aceitaveis (<12,6%). Os
limites de detecciao obtidos estavam entre 2 e
5 ug kg e os limites de quantificacao entre 7 e
18 ug kg

Satpathy et al.**! desenvolveram um método
multirresiduo para andlise de 72 agrotoxicos
em frutas e vegetais empregando extracao por
MAE, limpeza do extrato por D-SPE seguida de
determinagao por GC-MS. Os resultados apre-
sentaram boa linearidade, robustez, precisdo e

reprodutibilidade. Esta combinag¢do permite que
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a etapa de extragdo seja automatizada, tornando
este método uma ferramenta atrativa para a ana-
lise de rotina de agrotdxicos em frutas e vege-
tais. A combinacio MAE e D-SPE também foi
avaliada na determinagdo de 27 agrotdxicos por
GC-MS em amostras de ervas medicinais!'®®. A
técnica D-SPE simplificou o processo de limpeza
e minimizou o consumo de solventes organicos.
Os limites de detec¢ao e quantificagdo variaram
entre 0,2 e 10 ug kg e entre 0,8 e 30 ug kg,
respectivamente. As recuperagdes de todos os
analitos variaram entre 70% e 120% com os
RSD <17,2%, atendendo aos requisitos para ana-

lise de rotina de residuos de agrotéxicos.

A limpeza do extrato a baixa tempera-
tura (freeze-out ou low temperature clean-up),
visando a reducao dos coextrativos lipidicos, tem
sido empregada com sucesso na determinagdo
de diversos compostos em diferentes matrizes.
A técnica consiste na precipitacio de extrati-
vos lipidicos, dentre outros, que sdo congelados
junto com a agua, sendo retirado o extrato com-
posto pelo solvente extrator. A combina¢ao desta
técnica com D-SPE, reduz ainda mais a quan-
tidade de coextrativos'>*, possibilitando um
menor consumo de sorventes. No entanto, uma
das principais desvantagens do congelamento ¢
o tempo, o qual varia, geralmente, de 30 minu-
tos a 12 horas ou mais. A maioria dos estudos
utiliza mais de 12 horas®*®!. Contudo, quando
combinado com D-SPE ou outra técnica de
limpeza, o tempo necessario para a limpeza do
extrato pode ser reduzido como demonstrado

351 que, em 2 horas de

por Koesukwiwat et al.
resfriamento, conseguiram uma adequada redu-
¢do de coextrativos. Depois do congelamento
foi realizada D-SPE com PSA e C .. Chen et al.
%81 na andlise de pesticidas organoclorados em
amostras de peixe, congelaram o extrato por
20 minutos, realizando em seguida a limpeza

em cartucho SPE recheado com aminopropil. Os

Extracdo em fase sélida dispersiva

limites de detec¢cdo do método variaram de 0,5 a
20 pug kg, e as recuperagdes entre 81,3 e 113,7%
com RSD < 13,5%. Hong et al.'*”, também anali-
sando organoclorados em peixe, utilizaram a téc-
nica de limpeza a baixa temperatura, congelando
o extrato por 30 minutos, seguida de SPE com
florisil® e obtiveram bons resultados. Os percen-
tuais de recuperagao foram >80%. Os limites de
detecgao variaram de 0,5 a 5 pg kg™, exceto para
endossulfam que foi de 20 pg kg'.

3 Conclusées e perspectivas futuras

Nos ultimos anos, varias técnicas de preparo
de amostra foram desenvolvidas com o objetivo
de reduzir etapas e/ou minimizar o consumo
de solventes. Entre estas novas possibilidades,
o método QuEChERS esta ganhando populari-
dade na andlise de residuos e contaminantes em
alimentos. Esta grande aceita¢do esta relacionada
com os resultados satisfatérios obtidos no pre-
paro de amostra de diferentes matrizes contendo
analitos com propriedades fisico-quimicas dis-
tintas. A D-SPE tem mostrado ser uma excelente
técnica de limpeza de extratos, sua versatilidade,
rapidez e baixo custo, quando comparada a
outras técnicas, fazem dela uma excelente alter-
nativa. Salienta-se que os resultados obtidos por
esta técnica estdo intimamente relacionados com
o uso da espectrometria de massas. Trabalhos
publicados recentemente mostram que a D-SPE
pode ser utilizada em combinagdo com outras
técnicas de extracdo. Assim, esta técnica de lim-
peza apresenta um futuro promissor na analise
de residuos e contaminantes, podendo estar
associada ou ndo com o método que lhe deu ori-

gem.
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