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EDITORIAL

Com o lançamento do Scientia Chromatographica, durante o COLACRO XII (2008), a 

comunidade Latino-Americano de Cromatografi a e Técnicas Relacionadas (Espectrometria de 

Massas, Preparo de Amostras, Técnicas Eletroforéticas e outras) ganhou seu primeiro periódico 

na área. Com um corpo de co-Editores de primeiríssima grandeza, e com a participação de 

um corpo editorial de consultores internacionais de reconhecida competência, o Scientia 

rapidamente fi rmou-se como um periódico diferente e de excelência na América Latina. Esta 

qualidade foi assegurada pelos co-Editores, os quais fi caram responsáveis até o presente 

pela geração dos trabalhos e/ou convite a pesquisadores de destaque em suas áreas para 

submeterem trabalhos para publicação.

A partir do próximo ano, no volume 5 do Scientia, passamos a publicar também artigos 

provenientes da comunidade de usuários em geral, de maneira a tornar o periódico mais 

amplo em seu escopo e divulgar trabalhos de pesquisadores de outros grupos, formações 

e áreas de atuação. As normas resumidas para publicação estão contidas no fi nal deste 

número; as normas detalhadas podem ser obtidas através de contacto com o Scientia. 

Aguardamos seu trabalho para avaliação pelos nossos editores e assessores.

Esperamos, com esta nova ampliação, atingir um público ainda maior de usuários da 

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

Críticas e sugestões serão bem recebidas pelos Editores e, sempre que possível, as 

soluções serão implementadas.

Fernando M. Lanças
Editor chefe
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Resumo

Os polímeros de impressão molecular são materiais sintéticos dotados de sítios específi cos de 
reconhecimento. Esses materiais são obtidos por reações de polimerização que fi xam, estrategicamente, 
monômeros funcionais ao redor de uma molécula modelo de acordo com os grupos ligantes e com a 
estereoquímica de ambas as moléculas. Os MIPs têm sido amplamente empregados em procedimentos 
de preparo de amostras, como extração e microextração em fase sólida, extração sortiva em barra de 
agitação, extração com adsorvente magnético, microextração com sorvente empacotado, entre outras. 
Este artigo de revisão tem como objetivo apresentar o que há de mais recente no emprego de MIP para 
extração de compostos orgânicos, evidenciando as vantagens de cada aplicação, bem como as mais 
promissoras tendências que sustentam a evolução e o aperfeiçoamento de cada técnica.

Palavras-chave
Polímeros de impressão 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. Th ese 
materials are obtained by polymerization reactions that fi x the functional monomers around the template 
molecule according with the binding groups and the stereochemistry of both molecules. Th e 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 Introdução

O preparo de amostras certamente é a etapa 
mais importante do processo analítico, prin-
cipalmente porque é a maior fonte de erros de 
imprecisão e inexatidão[1]. Essas técnicas têm 
como objetivos extrair, isolar e concentrar os 
analitos de interesse, transferindo-os para um 
meio que possa ser introduzido diretamente no 
sistema analítico[2]. Um preparo de amostra ideal 
deve agregar características tais como: elimina-
ção de interferentes da matriz, perda mínima 
da amostra, pré-concentração do analito, boa 
recuperação, compatibilidade com a técnica de 
detecção, simplicidade, robustez, reprodutibili-
dade, rapidez e, preferencialmente, baixo custo[2]. 
Levantamentos realizados na década de 90 mos-
traram que o preparo de amostras é responsável 
por consumir pelo menos 61% do tempo total de 
uma análise, e mais de 80% desse tempo quando 
em associação com a etapa de amostragem[1,3].

Apesar dos avanços alcançados no desen-
volvimento de equipamentos analíticos de alta 
efi ciência, é possível observar que o preparo de 
amostras ainda é pouco explorado quando com-
parado com as demais etapas analíticas. A com-
plexidade e a presença de muitos concomitantes 
na matriz (muitas vezes em concentrações maio-
res do que a das substâncias de interesse) fazem 
com que o pré-tratamento seja indispensável e 
deveras difícil[4-6].

O preparo de amostras pode ser classifi cado 
em exaustivo ou não exaustivo, de acordo com a 
forma usada para extrair os analitos da matriz. O 
processo exaustivo tem como objetivo a remoção 
completa dos analitos e sua transferência para 
a fase extratora. As técnicas não exaustivas são 
baseadas em princípios de equilíbrio, uma vez 
que a capacidade da fase extratora é pequena e 
insufi ciente para a completa remoção dos anali-
tos[7].

As técnicas de preparo de amostras mais 
usualmente utilizadas são: extração líquido-
-líquido (LLE), extração em fase sólida (SPE), 
microextração em fase líquida (LPME), microex-
tração em fase sólida (SPME), headspace, extra-
ção em fl uído supercrítico (SFE), extração sor-
tiva com barras de agitação (SBSE), entre outras. 
Contudo, apesar de se mostrarem efi cientes, 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-concentração 
devido à pequena quantidade de sorvente, pre-
judicando a identifi cação e a quantifi cação das 
substâncias de interesse[8-10].

Uma possibilidade bastante explorada 
nas últimas décadas para solucionar estes 
problemas  é a utilização de polímeros mole-
cularmente  impressos (MIPs). Os MIPs são 
considerados  sorventes dotados de seletivi-
dade melhorada para certa substância ou para um 
grupo de substâncias estruturalmente semelhan-
tes[11]. A história da  impressão molecular  teve 
início com os experimentos de Polyakov[12] em 
1931, que conseguiu demonstrar que a seletivi-
dade molecular poderia ser impressa em sílica 
gel por pré-tratamento do ácido silícico com 
adsorbatos orgânicos antes de sua policonden-
sação. Mais tarde Dickey, nas décadas de 1940 e 
1950,[13,14] realizou investigações mais extensas. 
Dickey precipitou ácido silícico na presença de 
corantes alquilo e descobriu que, após a secagem 
do hidrogel e removendo o excesso dos agen-
tes impressores, o que resultou foi um xerogel 
com uma capacidade de adsorção grandemente 
aumentada para o corante em questão. Os polí-
meros orgânicos apareceram pela primeira vez 
na década de 1970, quando polímeros de vinila 
foram impressos covalentemente por Wulff  e 
Sarhan[15]. A impressão não covalente, como é 
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conhecida nos dias atuais, foi introduzida uma 
década depois, com a publicação de trabalhos 
sobre aplicações generalizadas dos MIPs em mui-
tos campos diferentes[16,17]. Desde então foi possí-
vel observar um enorme crescimento no número 
de publicações referentes ao uso dos MIPs, prin-
cipalmente a partir da década de 1990, quando 
este crescimento passou a ser exponencial[18].

Os MIPs são materiais rígidos e tridimen-
sionais sintetizados ao redor de uma molécula 
modelo (MM) por meio de ligações covalentes 
ou não covalentes. Os sítios de reconhecimento 
são obtidos pelo arranjo de monômeros fun-
cionais (MFs) polimerizáveis ao redor da MM. 
Os complexos são fi xados através de reações de 
entrecruzamento de polímeros e, após a remoção 
da MM da matriz polimérica, os sítios específi -
cos de reconhecimento são expostos, exibindo 
afi nidade à MM (Figura 1)[19-24].

Desde que o primeiro trabalho sobre MIPs 
para extrações em fase sólida (MISPE) foi apre-
sentado por Sellergren em 1994,[25] diversos arti-
gos que tratam da utilização de MIPs no preparo 

de amostras  têm sido publicados para a análise 
de vários tipos de matrizes como fl uidos biológi-
cos, amostras de alimentos, amostras ambientais, 
entre outras.

Nos métodos bioanalíticos, os MIPs vêm 
sendo utilizados para o isolamento e pré-concen-
tração de uma grande variedade de analitos em 
fl uidos biológicos, tais como urina, saliva, soro, 
plasma[19,26-28] e amostras de tecido, como cabelo 
e fígado[29,30]. O primeiro exemplo de aplicação 
de MIPs em análise de amostras biológicas foi 
relatado por Sellergren[25] para determinação de 
pentamidina em urina. Desde então, fi cou claro 
que uma otimização cuidadosa de todas as vari-
áveis de extração é indispensável para o sucesso 
do uso de MIPs em preparo de amostras.

Em análises ambientais, os polímeros 
impressos têm sido empregados para a extração 
de praguicidas, produtos farmacêuticos, com-
postos fenólicos, entre outros, em amostras de 
água, sedimento e solo[31-34]. O primeiro trabalho 
que descreveu este tipo de aplicação dos MIPs 

Figura 1 Esquema genérico da síntese de MIP: MF: m onômero funcional; MM: molécula modelo; e ALC: agente 
de ligação cruzada.
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relata a extração de seis clorotiazinas em amos-
tras de água subterrânea e sedimento, utilizando 
um polímero impresso com terbutilazina[35,36].

O uso de MIPs para análise de amostras de 
alimento ainda representa uma pequena fração 
em número de publicações quando comparado 
a análises de amostras biológicas e ambientais. 
Entretanto, espera-se que haja um aumento sig-
nifi cativo dessa aplicação em virtude das já bem 
comentadas vantagens da utilização dos MIPs 
em amostras complexas. Contudo, cabe destacar 
alguns procedimentos de extração em fase sólida 
molecularmente impressa nesse tipo de matriz, 
incluindo: análise de praguicidas, fármacos, 
compostos fenólicos e toxinas em matrizes como 
leite, vinho, cereais, frutas, frutos do mar, entre 
outros[37-42].

2 Metodologias de síntese

Os processos de síntese dos MIPs mais 
empregados atualmente são a polimerização por 
sol-gel e aqueles em que a polimerização ocorre 
a partir de radicais livres. O processo sol-gel tem 
como atrativo a combinação de compostos orgâ-
nicos e inorgânicos dando origem a uma nova 
classe de materiais com diferentes propriedades. 
Sua rota de síntese é baseada em uma transição 
do sistema sol (dispersão de partículas coloi-
dais estáveis em um fl uído) para um sistema gel 
(sistema formado por estruturas rígidas de par-
tículas coloidais ou cadeias poliméricas). Esta 
metodologia de síntese vem se popularizando e 
tem sido empregada em polímeros para análise 
de amostras ambientais, fl uidos biológicos e ali-
mentos através de diferentes técnicas de extra-
ção[43].

A formação de compostos tridimensionais 
pelo processo sol-gel se dá através de  precur-
sores que podem ser moléculas trifuncionais, 
como MeSi(OR)3  ou tetrafuncionais, como 

Si(OR)4, que em presença de umidade, oriunda 
do ar ou da própria água, sofrem uma reação de 
hidrólise, gerando grupos silanóis. Em seguida, 
ocorrem reações de condensação destes grupos 
silanóis com alcóxidos (-SiOR) ou outros sila-
nóis (-SiOH), liberando álcool (R-OH) ou H2O, 
respectivamente. Estas reações podem ser acele-
radas por catalisadores à base de sais de alquil 
estanho, por exemplo. Neste processo, quando 
o precursor do sol-gel é um sal, a reação ocorre 
entre ele e o solvente, que geralmente é polar. 
Quando o precursor é um alcóxido metálico, é 
acrescentado um MF ao processo, dando espe-
cifi cidade aos sítios de ligação. O tetraetilortos-
silicato (TEOS)[44-47] merece destaque por ser o 
reagente mais utilizado na síntese de MIPs pelo 
processo sol-gel[43,48,49].

A síntese a partir de radicais livres, sem 
dúvida, é a mais utilizada para a obtenção dos 
MIPs. Neste sentido, há três diferentes aborda-
gens: a covalente, a não covalente e a semicova-
lente. Na primeira abordagem, ocorrem ligações 
covalentes reversíveis entre a MM e o MF. A reti-
rada da MM ocorre pela clivagem das ligações 
correspondentes. A forte ligação entre a MM 
e o MF é a principal vantagem desta forma de 
síntese, o que garante uma maior seletividade ao 
material, porém, difi culta o processo de eluição 
dos analitos, sendo necessário, em muitos casos, 
procedimentos drásticos de hidrólise[36].

A síntese não covalente ocorre a partir da 
formação de interações relativamente fracas 
(ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas 
etc.) entre a MM e o MF. Ela oferece a possibili-
dade de aplicação para analitos que pertençam a 
uma mesma classe e, devido à facilidade de elui-
ção dos compostos de interesse, tem sido exten-
samente utilizada para o preparo de amostras. 
Contudo, os polímeros obtidos oferecem uma 
menor seletividade quando comparados àqueles 
que foram obtidos pela síntese covalente[50].
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Buscando as vantagens que essas duas abor-
dagens oferecem, foi criada a síntese semicova-
lente, que estabelece que o processo de polime-
rização seja mediado por ligações covalentes, 
garantindo maior seletividade, enquanto as 
demais interações, durante a utilização do mate-
rial, sejam estabelecidas por ligações não cova-
lentes, facilitando assim o processo de eluição[51].

A abordagem não covalente é a mais empre-
gada quando falamos de MIPs utilizados no pre-
paro de amostras. A síntese acontece da junção 
de alguns componentes como a MM, o MF, o 
agente de ligação cruzada, o iniciador radicalar 
e o solvente porogênico. A escolha desses rea-
gentes deve ser bem estudada, pois a qualidade 
do produto fi nal é determinante para que haja 
seletividade. Ao se defi nir a molécula modelo e 
o monômero funcional, é necessário observar e 
estimar as possíveis interações intermolecula-
res que ocorrerão entre eles, a fi m de que estas 
sejam favoráveis à retenção seletiva do analito. 
Relatos recentes apontam o ácido metacrílico 
(MAA)[52-57] e a 4-vinilpiridina (4-VP)[55,58] como 
os MFs mais utilizados. Os agentes de ligação 
cruzada (ALC) são os responsáveis pelo cará-
ter tridimensional dos MIPs. Os mais utilizados 
são o divinilbenzeno (DVB)[54] e o etilenoglicol 
dimetacrilato (EGDMA)[52-55]. O iniciador radi-
calar é o responsável pelo início da polimeriza-
ção. Esta pode ocorrer por um processo termo-
químico e/ou fotoquímico. O mais empregado é 
o azoisobutironitrila (AIBN)[52-58]. Com relação 
ao solvente utilizado, é importante lembrar que 
ele deve solubilizar os reagentes sem que haja 
reação entre eles. Neste contexto, destaque para o 
tolueno, metanol e clorofórmio, que são os mais 
utilizados[43].

Devido ao baixo reconhecimento molecu-
lar em meio aquoso, diferentes estratégias são 
utilizadas para que materiais sintetizados com 
solventes porogênicos orgânicos apresentem boa 

recuperação durante sua utilização em matri-
zes aquosas. Dessa forma, são apresentadas três 
metodologias de síntese: in bulk, por precipita-
ção e por suspensão[43].

A primeira e mais utilizada é a polimeri-
zação in bulk. Nesta metodologia, os reagentes 
são colocados em uma ampola de vidro que é 
lacrada, formando no fi nal da síntese um monó-
lito que vai ser macerado, tamisado e lavado 
para a retirada da MM. Devido à necessidade de 
maceração, as partículas fi nais apresentam tama-
nho homogêneo, porém, formato irregular[43]. 
Relatos na literatura apresentam a utilização 
deste tipo de polimerização para a obtenção de 
MIPs empregados em diversas técnicas de pre-
paro de amostras, tais como SPE, SPME, entre 
outras[52,53,59].

Outro tipo de síntese radicalar é a que ocorre 
por precipitação. Ela se diferencia da síntese in 
bulk pelo grande volume do solvente porogênico 
empregado. O procedimento ocorre sob agitação 
e os polímeros apresentam tamanhos e formatos 
mais uniformes[43]. Algumas variantes da síntese 
por precipitação têm sido empregadas, como, por 
exemplo, a polimerização controlada (RAFT). 
Como vantagem, ela apresenta a possibilidade 
de controle do início, término e da velocidade 
da síntese por meio do uso de um controlador[55]. 
Um MIP para atrazina foi sintetizado pelo pro-
cesso de RAFT utilizando nanopartículas de 
sílica, MAA, EGDMA, AIBN, acetonitrila e o 
agente controlador. O material apresentou mor-
fologia mais uniforme e uma maior capacidade 
de ligação quando comparado aos MIPs obtidos 
por precipitação tradicional[54]. Já em outro tra-
balho, um MIP, também obtido pelo processo de 
RAFT, foi sintetizado empregando-se um monô-
mero hidrofílico, visando sua utilização em meio 
aquoso. Neste estudo, o herbicida ácido 2,4 diclo-
rofenoxiacético foi usado como MM. Os demais 
reagentes foram 4-VP, EGDMA, AIBN, metanol 



Santos MG, Abrão LCC, Freitas LAS, Moraes GOI, Lima MM, Figueiredo EC MIPs em preparo de amostras

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

e o controlador cumil ditiobenzoato (CDB). O 
precipitado obtido foi lavado e a síntese foi rei-
niciada acrescentando-se hidroxietil metacrilato 
(HEMA) e AIBN. Houve formação da camada 
hidrofílica desejada no material, possibilitando 
sua utilização em matrizes aquosas, sem perda 
de reconhecimento molecular[55].

Já na síntese por suspensão, a reação poli-
mérica ocorre dentro de gotas do monômero 
dispersas em uma fase contínua. Essas gotas ou 
micelas são estabilizadas por um surfactante 
colocado nesse meio reacional em que ocorre a 
polimerização[43,48]. Como a fase contínua para a 
suspensão geralmente é água, existe a tendência 
do enfraquecimento das ligações eletrostáticas 
e ligações de hidrogênio que ocorrem entre a 
molécula modelo e o monômero funcional. Para 
solucionar este inconveniente, já existem relatos 
de suspensões que substituem a água por outros 
reagentes na busca de um melhor reconheci-
mento da molécula[43,48]. O formato e o tamanho 
do MIP obtido ao fi nal da síntese vão depender 
do tamanho da micela formada. Assim, a sín-
tese de um MIP para análise de propranolol em 
plasma foi proposta utilizando-se MAA, trime-
tilpropano trimetacrilato (TRIM), AIBN e ace-
tonitrila. Essa mistura foi colocada num frasco 
com óleo mineral. Posteriormente, ela foi agi-
tada em dispersor automático e a polimerização 
ocorreu em um reator. Os pequenos monólitos 
formados foram pulverizados e tamisados para 
utilização[56]. Para análise de anti-histamínicos 
em água, um procedimento similar foi adotado 
por Walsh  et  al., tendo como único diferencial 
o acréscimo de água no meio reacional[57]. A 
síntese por suspensão também pode ser reali-
zada por intermédio de polímeros com granu-
lometria conhecida, inicialmente colocados nas 
gotículas da suspensão. Os demais reagentes de 
síntese são acrescidos passo a passo até o início 
da polimerização[60]. Este processo foi empre-

gado na síntese de um polímero de impressão 
molecular restrito à ligação com macromolécu-
las (RAM-MIP) para herbicidas. Para isto, uma 
dispersão de dibutilft alato, dodecil sulfato de 
sódio e óleo foi preparada. Partículas de poliesti-
reno foram dispersas neste meio. Num segundo 
momento, 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitrila), 
tolueno e álcool polivinílico foram integrados 
ao meio reacional. Por fi m, houve a adição da 
atrazina (MM), MAA e EGDMA. Para evitar os 
problemas citados anteriormente com relação à 
utilização de água no meio reacional, os autores 
propuseram o recobrimento do MIP por uma 
camada protetora. Assim, glicidil monometacri-
lato (GMMA), glicidil dimetacrilato (GDMA) e 
peróxido dissulfato de potássio, foram acrescen-
tados ao meio reacional, fi nalizando a síntese. 
O material obtido apresentou uma morfologia 
homogênea e, depois de lavado, mostrou-se apto 
para utilização como fase estacionária em cro-
matografi a líquida[60].

Finalmente, pode-se constatar que uma 
metodologia de síntese deve ser selecionada com 
base nas aplicações dos respectivos polímeros e 
levando em conta o tipo e a técnica de preparo 
de amostras[61].

3 Emprego de MIP no preparo de 
amostras

3.1 Extração em fase sólida 
molecularmente impressa – MISPE

Basicamente, duas confi gurações de MISPE 
têm sido empregadas para o preparo de amostras, 
a off -line e a on-line (Figura 2). Os protocolos off -
-line são 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 necessário) e eluição. 
Depois da extração, o eluato resultante é então 
introduzido no sistema analítico[36].

A principal vantagem que os MIPs têm a 
oferecer para a SPE é uma signifi cativa melhora 
na seletividade da extração, uma vez que este 
sorvente fornece uma maior retenção 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 à MM (geralmente 
compostos da mesma classe) através de um efeito 
conhecido como seletividade cruzada, o que per-
mite a obtenção de extratos limpos, facilitando 
assim a quantifi cação dos analitos de interesse[11].

Nos últimos anos, tem-se verifi cado 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 (biológicas, ambientais e de alimentos). 
Javanbakht et al. desenvolveram um método que 
utiliza a MISPE como técnica de limpeza e pré-
-concentração combinada com a cromatografi a 
líquida de alta efi ciência com detector ultra-
violeta (HPLC-UV) para análise de tramadol 
a partir de amostras de plasma e urina. Neste 

estudo, o MIP foi preparado utilizando-se MAA, 
EGDMA, clorofórmio como solvente porogênico 
e tramadol como MM. O polímero impresso foi 
empregado como sorvente para a SPE. Vários 
parâmetros que afetam a efi ciência da extração 
foram avaliados e as condições ótimas de extra-
ção foram otimizadas. A seletividade do MIP foi 
avaliada através de testes com várias substâncias 
de estrutura química semelhantes ao tramadol. 
Os autores conseguiram obter baixos limites de 
detecção e quantifi cação, bem como níveis de 
recuperação satisfatórios[27].

Em outro estudo, um MIP com seletivi-
dade para metocarbamol foi planejado compu-
tacionalmente através de estudos de modelagem 
molecular com base na síntese não covalente por 
Gholivand & Khodadadian. A biblioteca virtual 
contava com 18 tipos de MFs diferentes, com 
os quais foi possível simular a síntese, investigar 
as possíveis interações entre os monômeros, a 
MM e o solvente ideal. Com base nos resultados 
computacionais, o ácido acrílico (AA) e o tetra-
-hidrofurano foram considerados as melhores 
opções de escolha como MF e solvente porogê-
nico, respectivamente. O MIP foi então sinte-
tizado pelo método de precipitação e utilizado 
como adsorvente seletivo para a SPE. Depois da 
extração, a determinação do metocarbamol em 
amostras de plasma pôde ser efetuada por volta-
metria de pulso diferencial (DVP) e HPLC-UV. 
A determinação por DVP foi mais sensível, mas 
ambas as técnicas apresentaram precisão e exati-
dão equivalentes[28].

Um método utilizando MISPE foi desen-
volvido por Yang et al. para análise de níveis de 
nicotina em cabelo de fumantes e não fumantes 
por HPLC-UV. O MIP foi sintetizado utilizando-
-se nicotina como MM e MAA como MF. Este 
método apresentou boa seletividade e sensibili-
dade para a nicotina, com limites de detecção e 
quantifi cação de 0,2 ng mL–1 e 0,5 ng mL–1, res-

a b

Figura 2 Cartucho de extração em fase sólida 
usando MIP (a) e sistema on-line de extração em fase 
sólida usando MIP (b). V1 e V2 são válvulas de 6 
vias, A é amostra, BA e BB são bombas, C1 é coluna 
analítica e L é loop de amostragem.
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pectivamente. O método foi linear para a faixa de 
0,5-80,0 ng mL–1, com coefi ciente de determina-
ção de 0,987. Este ensaio mostrou-se adequado 
para análise da exposição ao tabaco, com boa 
exatidão e precisão[29].

Já Vitor  et  al. avaliaram a exposição ao 
tabaco a partir de um método constituído de 
MISPE e HPLC acoplado a um detector de 
arranjo de diodos (DAD) para análise de coti-
nina (um metabólito da nicotina) em saliva. As 
variáveis da extração tais como a quantidade de 
amostra, condições de condicionamento, lava-
gem e eluição foram otimizadas. O método mos-
trou-se linear, com boa precisão, exatidão, robus-
tez e baixos limites de detecção e quantifi cação. 
O estudo resultou num método confi ável para a 
determinação de cotinina em saliva, mostrando 
ser um importante instrumento para acompa-
nhar a exposição à fumaça do cigarro[26].

Um estudo realizado por Soleimani  et  al. 
descreveu a síntese de um MIP utilizando albu-
mina bovina como molécula modelo, fato este 
bem interessante, considerando que a albumina 
é uma proteína, molécula grande e complexa, 
o que poderia comprometer a seletividade do 
material. A MISPE foi utilizada para a extração 
de albumina bovina em amostras de soro san-
guíneo, urina, soro de leite e leite. O material foi 
caracterizado por espectroscopia de infraverme-
lho com transformada de Fourier (FT-IR) e aná-
lise termogravimétrica. A capacidade adsortiva 
máxima do polímero foi de 24 mg g–1 de MIP. 
A faixa linear obtida variou de 20-200 mg L–1 
de albumina bovina e, apesar de não ser usual a 
utilização de MIPs para extração de substâncias 
como proteínas, o método mostrou-se preciso 
e exato para este tipo de análise com valores de 
recuperação em torno de 80% para as amostras 
avaliadas[62].

Vieira et  al. desenvolveram MIPs para a 
extração de ácido trans, transmucônico (AttM), 
um metabólito do benzeno, a partir de amostras 
de urina, seguido por análise com HPLC-UV[63] e 
cromatografi a gasosa-espectrometria de massas 
(GC-MS)[64]. A 4-vinilpiridina foi utilizada para 
a síntese por ser um monômero de característi-
cas básicas. Ambos os métodos foram lineares, 
precisos e exatos com limites de quantifi cação 
inferiores ao limite proposto pela American 
Conference of Governmental Industrial Hygienists 
(ACGIH) (0,5 mg g–1 de creatinina), que sugere 
o AttM como indicador biológico de exposição 
ao benzeno. Vale ressaltar que foi possível rea-
proveitar o mesmo cartucho de MIP por cerca de 
100 ciclos. Ambos os métodos mostraram efi ci-
ência equivalente ao procedimento baseado em 
extração por troca iônica e podem ser alternati-
vas interessantes para análise de AttM em labo-
ratórios de rotina[63,64].

Buscando inovar e melhorar a técnica, 
Khorrami e Rashidpur propuseram um novo 
design para cartuchos de SPE, utilizando MIP 
como sorvente. O aparelho é constituído de um 
tubo afunilado modifi cado para permitir a extra-
ção simultânea em uma fase orgânica e outra 
sólida. Para avaliar o desempenho do método 
proposto, este foi empregado para análise de 
teofi lina em amostras de soro sanguíneo. 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 tefl on a fi m de segurar as par-
tículas de MIP abaixo do nível da camada orgâ-
nica. Depois desta etapa, uma solução de amos-
tra aquosa foi colocada sobre a fase orgânica e a 
tampa foi fechada. Depois da conclusão da extra-
ção, as fases orgânica e aquosa foram removidas 
e o analito adsorvido no MIP foi eluído com um 
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solvente mais polar. Os parâmetros de extração 
foram otimizados a fi m de melhorar os níveis de 
recuperação e os extratos foram analisados por 
HPLC-UV. O método mostrou-se adequado, 
seletivo e com bons níveis de recuperação para 
teofi lina em plasma (79%-83%). Como desvan-
tagem, ressalta-se que a vida útil do cartucho foi 
de apenas 10 ciclos de extração[65].

Em uma análise ambiental, Dai  et  al. sin-
tetizaram um polímero por precipitação para 
análise de diclofenaco em amostras de água. O 
MIP apresentou excelente afi nidade para esse 
analito, com uma capacidade máxima adsortiva 
de 324,8 mg g–1 de material. As análises foram 
feitas por HPLC-DAD. Vários parâmetros da 
extração foram otimizados e excelentes níveis de 
recuperação foram obtidos tanto para águas resi-
duais e águas de rios, como para água de abaste-
cimento (ca. 95%). Depois de testes de estabili-
dade do material, foi possível comprovar que o 
seu desempenho manteve-se estável por ca. de 30 
ciclos de extração[32].

Para análise simultânea de seis diferentes 
piretroides em águas utilizadas para cultura de 
frutos do mar, foram sintetizados dois diferentes 
MIPs, um utilizando a deltametrina como MM 
e, o outro, a cipermetrina. Assim, Shi et al. reali-
zaram estudos para comparar o desempenho de 
ambos e dos polímeros não impressos (NIPs). 
Os melhores resultados foram obtidos quando o 
polímero que utilizou a cipermetrina como MM 
foi empregado na MISPE, com recuperações 
de 86,4%-96%. Depois da extração, as análises 
foram feitas por meio de cromatografi a gasosa 
acoplada a um detector de captura de elétrons 
(GC-ECD)[66].

Em alguns casos, os MIPS não são capazes 
de reconhecer seletivamente moléculas pequenas 
com um número limitado de grupos funcionais. 
Neste trabalho, um novo método foi proposto 
por El-Sheikh et al. para melhorar a capacidade 

de reconhecimento do 2-clorofenol (2-CP) pelo 
polímero e, consequentemente, melhorar o pro-
cesso de MISPE. Isto foi conseguido através da 
derivatização do 2-CP com 4-aminoantipirina 
(4-AAP) para ampliar e inserir sítios de reco-
nhecimento na molécula. Para estudar a efi ci-
ência do procedimento, foram sintetizados dois 
polímeros, um utilizando o 2-CP sem alterações 
como MM e o outro usando o 2-CP derivatizado. 
A seletividade e os limites de detecção deixaram 
a desejar no primeiro caso. Já o segundo demons-
trou elevada capacidade de reconhecimento e 
limite de detecção bem inferior. O método foi 
capaz de detectar a presença de 2-CP em amos-
tras de água ambientais com bons níveis de recu-
peração[31].

Para realizar um estudo acerca da presença 
de parabenos em sedimentos marinhos, uma 
metodologia analítica incorporando MISPE foi 
desenvolvida por Nunes  et  al. Quatro políme-
ros diferentes foram preparados combinando 
acetonitrila e tolueno como solventes porogêni-
cos, 4-VP e MAA como MFs e benzilparabeno 
como MM. Embora todos os polímeros 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 análise foi realizada 
por HPLC-UV e cromatografi a líquida acoplada 
à espectrometria de massas (triplo quadrupolo) 
(LC-MS/MS)[33].

Barros, Martins e Rath desenvolveram um 
MIP para análise de fenitrotion (FNT) em toma-
tes, levando em consideração a ampla utilização 
desse praguicida nesses tipos de cultura. A análise 
foi baseada em MISPE seguida por HPLC-DAD. 
Usando o FNT como MM, o polímero foi sinte-
tizado empregando-se MAA, EGDMA e tolueno. 
A fi m de conhecer o meio que melhor promo-
vesse o reconhecimento molecular do FNT pelo 
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MIP, estudos de adsorção foram realizados em 
diferentes meios contendo acetonitrila e tolueno. 
Além do FNT, três compostos estruturalmente 
relacionados foram usados para avaliar a seleti-
vidade do material, que mostrou maior afi nidade 
pela MM. A efi ciência da extração foi de 96% e os 
limites de detecção e quantifi cação foram de 0,05 
e 0,13 μg g–1. O método desenvolvido apresentou 
precisão e exatidão adequadas[67].

A análise de substâncias em amostras de ali-
mentos que contenham lipídeos apresenta algu-
mas limitações tais como pré-tratamentos que 
envolvem, entre outros procedimentos, reações 
de saponifi cação e pré-extração com solventes 
orgânicos. No intuito de superar este tipo de 
problema, Puoci  et  al. propuseram um método 
baseado em MISPE para a determinação de 
colesterol em amostras de queijo calabrês. A pos-
sibilidade de se obter o reconhecimento seletivo 
do colesterol sem interações hidrofóbicas ines-
pecífi cas é a principal vantagem desse material. 
Outra vantagem importante é a análise direta do 
eluato por HPLC-UV sem qualquer tipo de tra-
tamento. A avaliação da seletividade foi testada 
comparando-se a capacidade adsortiva do MIP 
para colesterol em relação a outras duas molécu-
las estruturalmente semelhantes, a progesterona 
e a hidrocortisona. Boas recuperações foram 
obtidas para o método que se mostrou promis-
sor para análise de colesterol em amostras de ali-
mentos[68].

Um novo método empregando-se MISPE e 
LC-MS/MS foi desenvolvido por She et al. para 
análise de herbicidas pertencentes à 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 precipitação usando 
o clorsulfuron como MM, o 2-(dietilamino)
etilmetacrilato (DEAMA) como MF e o TRIM 
como reagente de ligação cruzada. Os parâ-

metros ideais de extração foram otimizados de 
modo a obter os melhores níveis de recuperação, 
sendo estes em torno de 75%-110%. Baixos limi-
tes de detecção foram alcançados, bem como boa 
linearidade, exatidão e precisão, mostrando que 
o método é adequado para análise de sulfonilu-
reias em cereais[38].

Uma sílica gel amino-funcionalizada 
impressa foi sintetizada por Jiang  et  al. para 
análise de dietilestilbestrol (DES), um análogo 
estrutural sintético do estrógeno, em amostras 
de peixe. O material foi obtido através da combi-
nação das técnicas de impressão molecular com 
o processo de sol-gel. A sílica gel ativada foi uti-
lizada como suporte para a síntese dos políme-
ros impresso e não impresso. Comparado com o 
material não impresso, o MIP mostrou elevada 
capacidade de adsorção, seletividade signifi cati-
vamente maior e rápida cinética de ligação para 
o DES. A capacidade máxima adsortiva do polí-
mero impresso foi de 62,58 mg g–1 de material, 
enquanto que para o não impresso foi de apenas 
19,89 mg g–1 de material. Os parâmetros cinéticos 
de adsorção mostraram-se bastante rápidos, de 
modo que o equilíbrio foi alcançado dentro de 10 
minutos. A análise foi realizada por HPLC-UV 
e mostrou-se adequada para a determinação de 
DES em amostras de alimentos[69].

Com as vantagens de se evitar a manipula-
ção da amostra entre as etapas de pré-concen-
tração e análise, reduzindo, portanto, riscos de 
perda de analitos e contaminação e, melhorando 
a exatidão e a reprodutibilidade, a automação do 
processo de MISPE pode ainda reduzir muito o 
tempo dispensado para o preparo da amostra[70]. 
A este acoplamento do preparo de amostras em 
linha com a técnica cromatográfi ca de análise 
dá-se o nome de MISPE on-line (Figura 2).

A ciência ambiental vem despertando cada 
vez mais interesse em relação à análise de conta-
minantes das mais variadas naturezas, entre eles 
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disruptores endócrinos. Xu et al. relataram a sín-
tese de microesferas de sílica gel impressas mole-
cularmente como material altamente seletivo 
sintetizado por uma técnica de impressão mole-
cular de superfície, combinada com um processo 
sol-gel, utilizando estrona como MM. Este mate-
rial foi aplicado para separação e determinação 
de traços deste hormônio em amostras ambien-
tais através da extração em fase sólida molecular-
mente impressa acoplada a HPLC-UV[71].

Outra técnica associada à MISPE para aná-
lise de amostras ambientais de água foi um sis-
tema de quimioluminescência acoplado com 
injeção em fl uxo para determinação de 2,4-diclo-
rofenol, desenvolvida por Feng et al. O polímero 
para este composto foi preparado através de téc-
nicas não covalentes de impressão molecular, 
utilizando-se 4-VP e EGDMA como monômero 
e ALC, respectivamente. O composto 2,4-diclo-
rofenol foi seletivamente adsorvido pelo MIP e, 
então, determinado pelo efeito aumentado sobre 
a reação de quimioluminescência entre perman-
ganato de potássio e luminol[72].

Figueiredo  et  al. descreveram o preparo e 
avaliação de um MIP para a pré-concentração 
de catecol em amostras ambientais e de refri-
gerantes através de polimerização in bulk. A 
determinação espectrofotométrica empregada 
na quantifi cação foi baseada na descolorimetria 
oriunda da redução de Mn(VII) a Mn(II) pelo 
catecol em meio ácido. A MISPE foi o único 
elemento de seletividade visto que a reação de 
oxirredução entre catecol e Mn(VII) é sensí-
vel a diversos compostos. Os autores obtive-
ram bons resultados com uma faixa analítica 
de 3,0 a 100  μmol  L–1 (r  >  0,999) e um limite 
de quantifi cação de 2,7  μmol L–1[70]. Os mes-
mos autores empregaram a associação MISPE e 
espectrofotometria na análises de nicotina em 
amostras biológicas. O método se baseou na 
redução de Mn(VII) a Mn(VI), promovida pela 

nicotina, em meio alcalino. Como se trata de 
uma reação inespecífi ca, a seletividade obtida 
foi atribuída ao MIP. A exatidão do método foi 
avaliada comparando-se a técnica de injeção 
em fl uxo – MISPE com um método de croma-
tografi a líquida de alta efi ciência. Não foram 
observadas diferenças signifi cativas, conside-
rando-se um intervalo de confi ança de 95%. É 
interessante ressaltar os bons resultados de fre-
quência analítica (11 h–1) e limite de quantifi ca-
ção (1,1 μmol L–1) do método proposto quando 
comparados com os mesmos parâmetros para o 
método por HPLC (2 h–1 e 3,0 μmol L–1)[70].

Em outro estudo, Figueiredo  et  al. quanti-
fi caram seis benzodiazepínicos (medazepam, 
nitrazepam, diazepam, clordiazepóxido, 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 
espectrômetro de massas sem pré-separação. 
Para a síntese do MIP, o diazepam foi empregado 
como MM, MAA como MF, EGDMA como ALC 
e AIBN como iniciador radicalar. A extração 
seletiva de moléculas-alvo de uma mesma classe 
diminuiu o fenômeno de supressão iônica e os 
analitos foram quantifi cados em um curto inter-
valo de tempo. O método proposto ainda apre-
sentou bons resultados em relação à precisão, 
exatidão e limite de quantifi cação[73].

Yan, Qiao e Row propuseram colunas 
monolíticas impressas sintetizadas por polime-
rização inicial térmica in situ, utilizando nor-
fl oxacina como MM, 2-hidroxietilmetacrilato 
como monômero e metanol  –  água como sol-
vente porogênico para quantifi cação de enro-
fl oxacina e ciprofl oxacina em urina de animais. 
A enrofl oxacina é uma fl uoroquinolona muito 
utilizada na medicina veterinária e, em várias 
espécies, pode ser biotransformada em cipro-
fl oxacina, seu metabólito primário. O monólito 
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obtido apresentou alta afi nidade por enrofl oxa-
cina e ciprofl oxacina em meio ambiente aquá-
tico e foi aplicado com sucesso como sorvente 
especial para extração seletiva on-line de enro-
fl oxacina e ciprofl oxacina em amostras de urina. 
Estas amostras foram centrifugadas e injetadas 
diretamente no sistema cromatográfi co sem 
qualquer outro pré-tratamento. O método apre-
sentou boa linearidade (0,05-200 mg L–1), valores 
de RSD menores que 3,1%, limite de detecção de 
0,01 mg L–1 e recuperações maiores que 87% em 
diferentes concentrações[74].

Além das aplicações ambientais e bioló-
gicas, a técnica de MISPE é muito utilizada na 
área de alimentos, principalmente para deter-
minação de resíduos das mais variadas natu-
rezas, que normalmente estão presentes em 
concentrações muito baixas. Com o objetivo 
de concentrar e analisar estrógenos em leite, 
Zhao  et  al. sintetizaram, por irradiação ultras-
sônica, um polímero de impressão molecular 
(MIP) com atapulgita como matriz, β-naft ol 
como MM, acriloil- β-ciclodextrina como MF 
e N, N-metilenobiacrilamida como ALC. Em 
comparação com os polímeros preparados pelas 
fontes de aquecimento tradicionais, este apre-
sentou melhor seletividade e cinética de adsor-
ção mais rápida para estriol, estradiol, estrona e 
dietiestibestrol. A coluna de MIP foi preparada 
para acoplamento on-line simultâneo da SPE 
com o sistema de HPLC, e o método desenvol-
vido apresentou limites de detecção na faixa de 
1-8 ng g–1[75].

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 
determinação de ribofl avina em amostras de ali-
mentos. A confi guração do módulo lab-on-valve 
compreende uma estrutura monolítica com 
microcanais e permite a injeção e o transporte 
de suspensões esféricas de maneira completa-

mente automatizada. Obteve-se alta precisão 
ao manipular suspensões contendo partículas 
de MIP de formato irregular, permitindo o uso 
de MIP comercial como sorvente renovável. 
Utilizando-se este método on-line, foi possível 
extrair e quantifi car ribofl avina de amostras de 
alimentos em uma faixa de 0,450 a 5,00 mg L–1 
depois do processamento de 1000 μL de amostra 
(leite infantil, extrato de fígado de porco e bebida 
energética) sem nenhum outro tratamento pré-
vio[76].

Zhang et al. propuseram um novo material 
de estrutura core-shell cujo núcleo core é uma 
estrutura de nanotubos de carbono de paredes 
múltiplas e, a fase shell é uma camada de MIP 
polimerizada sobre a superfície dos nanotu-
bos. Este material foi preparado pela técnica de 
impressão em superfície em combinação com a 
tecnologia sol-gel. Este foi utilizado como sor-
vente para análise de traços do corante Sudan IV 
em amostras de pimenta chilli em pó, através da 
extração em fase sólida on-line acoplada à HPLC. 
O material se mostrou bastante efi ciente, apre-
sentando elevado fator de enriquecimento para 
determinação de Sudan IV em amostras reais [77].

Ainda na área de alimentos, Xu, Fang e 
Wang prepararam um polímero impresso alta-
mente seletivo pela técnica de polimerização 
in bulk mediada por líquido iônico à tempera-
tura ambiente, utilizando diclorvós como MM, 
MAA como MF e trimetilpropano trimetacrilato 
como ALC. Este material foi empregado como 
sorvente para extração em fase sólida e a téc-
nica de pré-tratamento de amostra foi acoplada 
a HPLC-UV para determinação de resíduos de 
diclorvós em alimentos, gerando bons resulta-
dos, como limite de detecção da ordem de ng L–1 
para este praguicida[78].

Em alguns trabalhos, são relatadas com-
binações das confi gurações on-line e off -line de 
MISPE. Dong et al. propuseram a utilização da 
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técnica de MISPE para determinação de resíduos 
de monossulfuron em amostras de solo. Foram 
estudados procedimentos off -line e on-line. O 
procedimento off -line foi utilizado para avaliar 
as diferenças entre as soluções de lavagem e elui-
ção. A técnica on-line, por sua vez, foi empregada 
para otimizar as condições de SPE e para o pro-
cesso de clean-up da amostra[34].

Os MIPs também vêm sendo utilizados de 
forma bem sucedida como sorventes altamente 
seletivos para a determinação de compostos ben-
zimidazólicos em meio orgânico. Com este pro-
pósito, Cacho, Turiel e Pérez-Conde propuseram 
a síntese de um MIP para compostos benzimi-
dazólicos através de polimerização por precipi-
tação, utilizando tiabendazol, MAA, EGDMA, 
DVB, acetonitrila e tolueno. O polímero de DVB 
apresentou capacidade de receber maiores volu-
mes de amostra e foi, portanto, selecionado para 
os próximos testes. Este MIP se mostrou capaz 
de reter não apenas a molécula-modelo, mas 
também outros compostos benzimidazólicos 
(albendazol, benomil, carbendazim, fembenda-
zol, fl ubendazol e fuberidazol). Tal material foi 
utilizado em um procedimento de pré-concen-
tração on-line e esta metodologia se mostrou 
aplicável para propósitos de varredura (verifi -
car apenas a presença dos analitos na matriz), 
enquanto a identifi cação e a quantifi cação de 
cada composto deveriam ser realizadas através 
da pré-concentração off -line em cartuchos con-
tendo MIP seguida de análise por HPLC-DAD. 
O método de MISPE proposto foi aplicado para 
a pré-concentração off -line e todos os compos-
tos benzimidazólicos puderam ser quantitati-
vamente recuperados. Em paralelo, as amostras 
passaram por procedimento de pré-concentra-
ção em discos C18 e os cromatogramas mos-
traram linhas de base com mais ruído, além de 
várias espécies terem interferido na determina-
ção de fembendazol. Observando-se todos os 

resultados obtidos, a utilização de MIP como 
sorvente seletivo para determinação multirresi-
dual de compostos benzimidazólicos em águas 
se mostrou bastante vantajosa e tanto o proce-
dimento de pré-concentração on-line quanto o 
off -line apresentaram limites de detecção bem 
abaixo dos níveis de concentração máxima per-
mitidos pela legislação[79].

3.2 Extração sortiva em barra de 
agitação molecularmente impressa- 
MISBSE

Na extração sortiva em barra de agitação 
(SBSE), uma barra magnética revestida de polidi-
metilsiloxano é colocada diretamente na amostra 
e agitada até que o equilíbrio de partição entre 
os analitos e o sorvente seja atingido. Depois 
da extração, os analitos podem ser quantitati-
vamente introduzidos no sistema analítico por 
dessorção térmica ou líquida[80]. Um dos fatores 
que interfere no processo de extração e pode ser 
otimizado nos procedimentos de SBSE é o reves-
timento da barra de agitação.

Zhu e Zhu descreveram o preparo de barras 
de agitação revestidas por um fi lme molecular-
mente impresso de 160 μm, formado a partir de 
uma solução do polímero Nylon-6 em ácido fór-
mico e observaram o desempenho deste material 
para separação enantiosseletiva de aminoáci-
dos. A barra de agitação revestida pelo polímero 
Nylon-6 impresso com L-glutamina foi prepa-
rada através de um método de inversão de fase. 
Soluções de Nylon-6 e L-glutamina foram mistu-
radas em ácido fórmico e colocadas em frascos 
submetidos à agitação até a mistura se tornar um 
coloide. A barra de agitação magnética foi então 
imersa nesta solução coloide e este sistema foi 
colocado em banho de água purifi cada. Depois 
do processo de gelifi cação, a barra foi lavada 
com uma solução de ácido acético/metanol para 
remoção do solvente e da MM. O fi lme de MIP 



Santos MG, Abrão LCC, Freitas LAS, Moraes GOI, Lima MM, Figueiredo EC MIPs em preparo de amostras

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

apresentou alta afi nidade por L-glutamina além 
de ter atingido o equilíbrio de adsorção mais 
rapidamente quando comparado ao polímero 
impresso pela forma convencional, in bulk. A 
barra de agitação impressa apresentou ainda 
maior seletividade pela L-glutamina do que por 
seus isômeros, diferença esta que não foi obser-
vada com o material não impresso[81].

Também visando as enantiosseparações, 
Barrio  et  al. reportaram o desenvolvimento de 
um MIP com afi nidade pelo S-citalopram utili-
zando modelagem computacional para a seleção 
dos MF e da relação MM-MF. O polímero foi 
sintetizado por polimerização radicalar inicia-
lizada por ultravioleta sobre uma barra de agi-
tação magnética com o objetivo de se obter um 
sistema de SBSE capaz de realizar o reconheci-
mento enantiomérico seletivo. A barra de agita-
ção foi inserida no interior de um tubo de Tefl on 
com uma das extremidades fechadas, na qual foi 
colocada, com o auxílio de uma seringa, a mis-
tura de polimerização. Outro tubo de Tefl on foi 
utilizado para fechar a outra extremidade do 
sistema, que foi então exposto à radiação 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 racêmica em um meio 
aquoso com alta especifi cidade. O procedimento 
otimizado é simples, rápido e permite a detecção 
e quantifi cação da droga em concentrações da 
ordem de μg L–1 sem a necessidade da separação 
cromatográfi ca quiral[82].

Com o objetivo de analisar nicosulfuron 
em amostras de água e solo, Yang, Zhao e Zhou 
descreveram o preparo de uma barra de agitação 
recoberta por um polímero monolítico impresso 
molecularmente utilizando o analito como MM. 
O material molecularmente impresso foi prepa-
rado através de polimerização in situ. A mistura 
de reação foi colocada no interior de um tubo de 

politetrafl uoretileno, na qual já estava posicio-
nada uma barra de agitação magnética. Ao fi nal 
do processo de polimerização, a barra passou 
por etapas de lavagem com ácido acético – ace-
tonitrila, acetonitrila apenas e água duplamente 
destilada. A técnica de extração em barra sortiva 
foi acoplada a HPLC-UV e o método apresentou 
bons resultados de recuperação e reprodutibili-
dade. Este material pôde ser reutilizado por mais 
de cem vezes sem perder sua efi ciência[83].

Para análise de alimentos, Wang et al. repor-
taram a utilização de um método para determi-
nação de ractopamina em carne de porco utili-
zando eletroquimioluminescência combinada à 
MISBSE. Uma barra molecularmente impressa 
com ractopamina foi utilizada no pré-tratamento 
da amostra, com o objetivo de eliminar compos-
tos coexistentes. A solução de polimerização foi 
colocada em uma seringa de polipropileno man-
tida a 60 °C por uma hora; em seguida, a barra 
de agitação foi imersa verticalmente no centro 
da mistura. O tubo foi selado e mantido a 60 °C 
por 20 horas. Depois da polimerização, o mate-
rial foi retirado da seringa, lavado com solução 
de ácido acético – água e água duplamente deio-
nizada repetidas vezes e sonicado à temperatura 
ambiente para remoção de substâncias remanes-
centes da síntese. Os resultados mostraram que o 
material pôde ser utilizado por pelo menos dez 
vezes sem perder sua capacidade de extração[84].

Li et al. vêm desenvolvendo diversos traba-
lhos utilizando MISBSE em diferentes áreas de 
aplicação. Em geral, as barras impressas são pre-
paradas através de ligações químicas do MIP a 
uma barra de vidro através da sililação da super-
fície do substrato e reação de copolimerização. 
Em 2010, o grupo desenvolveu um método para 
determinação de compostos β2-agonistas em 
amostras de carne de porco, fígado e alimentos 
através da MISBSE e análise por HPLC. Sob as 
condições de extração otimizadas, a barra reves-
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tida por MIP mostrou maior capacidade de 
extração 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 efi ciência na extração. 
O método desenvolvido apresentou bons resul-
tados em relação aos parâmetros de validação[85].

Ainda em 2010, os autores descreveram o 
uso de MISBSE para extração seletiva de her-
bicidas triazínicos. A barra revestida com MIP 
apresentou maior seletividade e boa capacidade 
de pré-concentração para os compostos triazíni-
cos estruturalmente relacionados, em compara-
ção com a barra revestida de NIP. O material foi 
usado com sucesso para extração seletiva de tria-
zinas de diversas amostras (arroz, maçã, alface e 
solo) com bons valores de recuperação[86].

A técnica também ganhou destaque em 
2011, quando o mesmo grupo de pesquisa rela-
tou o uso de MISBSE para extração seletiva de 
sulfonamidas. A capacidade de adsorção do 
revestimento de MIP foi 4,6 vezes maior que a 
do NIP, e o material revestido com o MIP pôde 
extrair sulfametazina seletivamente para análise 
por HPLC-UV mesmo em baixas concentrações 
(0,2 μg L–1). O material apresentou excelente 
seletividade para moléculas análogas à MM. 
Houve ainda o desenvolvimento de um método 
utilizando a MISBSE combinada com a técnica 
de HPLC-UV para análise simultânea de oito 
sulfonamidas em amostras de carne de porco, 
fígado e frango[87].

Com a fi nalidade de extrair e analisar fungi-
cidas triazólicos em amostras de solo, em 2011, 
os autores desenvolveram um método simples e 
rápido utilizando MISBSE. Eles sintetizaram uma 
barra de agitação revestida por MIP, utilizando 
triadimefom como MM. O material mostrou 
habilidades de reconhecimento molecular não 
apenas para o triadimefom, mas também para 

compostos estruturalmente relacionados como 
triadimenol, diniconazol, fl utriafol, hexacona-
zol, tebuconazol, paclobutrazol e uniconazol. O 
método apresentou limites de detecção na faixa 
de 0,14 a 0,34 μg L–1 e recuperações de 86,7% a 
114,6% para amostras de solo fortifi cadas[88].

3.3 Microextração em fase sólida 
molecularmente impressa – MISPME

A microextração em fase sólida (SPME) 
surgiu com o intuito de eliminar alguns proble-
mas relacionados ao preparo de amostras pela 
SPE convencional, principalmente com relação 
ao elevado consumo de solventes orgânicos e à 
necessidade de utilização de grandes quantida-
des de amostras[89]. O dispositivo básico de SPME 
consiste de um bastão de sílica fundida de aproxi-
madamente 100 nm de diâmetro, recoberto com 
um fi lme fi no de um polímero ou de um sólido 
adsorvente. A extração ocorre mergulhando-se 
a seção recoberta na amostra ou no seu heads-
pace. Por afi nidade, analitos orgânicos migram 
da matriz para a fi bra, onde são concentrados de 
acordo com seus coefi cientes de partição. Depois 
disso, os analitos são termicamente dessorvidos 
diretamente no injetor de um cromatógrafo a gás 
ou eluídos com solventes para posterior análise 
por outras técnicas cromatográfi cas[90,91].

Com o objetivo de melhorar a seletividade 
da fi bra de SPME, os polímeros de impressão 
molecular vêm sendo empregados em conjunto 
com essa técnica. Isto ocorre quando os MIPs 
revestem a fi bra comercial ou a substituem[92]. 

Como consequência, muitos autores relatam o 
uso desta técnica para o preparo de amostras.

De acordo com Prasad et al., a utilização de 
um MIP para o recobrimento de uma fi bra de 
carbono foi efi ciente na determinação de ácido 
fólico em matrizes complexas. O recobrimento 
foi utilizado para melhorar a baixa porosidade, 
baixa estabilidade e fragilidade associadas às 
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fi bras de MISPME. O MIP foi preparado uti-
lizando um monômero novo, 2,4,6-trisacrila-
mido-1,3,5-triazina (TAT) e o ALC EGDMA 
(razão 1:20) em dimetilsulfóxido (DMSO) atra-
vés do método de polimerização radicalar. A 
fi bra de carbono, quando usada sem recobri-
mento, não foi efi ciente para extrair ácido fólico 
das amostras; porém, quando a fi bra de carbono 
recoberta pelo MIP foi utilizada para a extração, 
excelentes resultados foram obtidos[93].

O uso de anabolizantes tem sido muito 
difundido para fi nalidades estéticas, princi-
palmente para rápida hipertrofi a muscular. 
Assim, Qiu et al. desenvolveram uma fi bra para 
MISPME para a determinação de anabólicos 
esteroides. O MIP foi preparado pela copolime-
rização de MAA e TRIM, utilizando a testoste-
rona como MM. Para a síntese do MIP, a MM 
foi dissolvida em acetonitrila e em MAA, e, após 
12 horas, foram adicionados o TRIM e o AIBN. 
A fi bra que receberia o revestimento de MIP pas-
sou por procedimentos de retirada de poliamida 
da superfície. Depois desses processos, ela foi 
introduzida na solução pré-polímero e colocada 
em um forno a 60°  para executar a polimeri-
zação. Essa fi bra mostrou-se altamente seletiva, 
quimicamente estável e robusta, podendo ser 
conectada diretamente ao GC-MS. Foram oti-
mizados o tempo de polimerização, o solvente 
de polimerização e o ALC. A caracterização do 
material foi feita por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV), FT-IR e análise termogravi-
métrica. A fi bra mostrou alta seletividade e habi-
lidade de extração para quatro anabólicos este-
roides em urina humana, com limite de detecção 
de 0,008-0,020 ng mL–1[92].

Para monitorização terapêutica de 
β-bloqueadores, Hu et al. sintetizaram um polí-
mero para revestimento de fi bras de SPME pelo 
método de copolimerização múltipla, utilizando 
como MM o propranolol. A fi bra resultante 

mostrou-se homogênea, altamente reticulada 
e porosa. O método foi aplicado para controle 
simultâneo de pindolol e propranolol em amos-
tras de urina e de plasma humano com baixos 
limites de detecção e quantifi cação[94].

A pesquisa de contaminantes em alimentos 
é de extrema importância para atestar a sua qua-
lidade para o consumo. Assim, a síntese de uma 
fi bra molecularmente impressa foi proposta para 
extração seletiva de atrazina em cebola, água e 
arroz, por Djozan e Ebrahimi. A fi bra foi obtida 
utilizando atrazina como MM, MAA, EGDMA 
e AIBN. Para sintetizar o pré-polímero, a MM 
foi dissolvida em acetonitrila e, posteriormente, 
foram adicionados o MAA, EGDMA e o AIBN. 
A mistura foi desgaseifi cada. Então, o pré-polí-
mero foi introduzido em um capilar e colocado 
em banho de água a 65 °C para ocorrer a copoli-
merização. A fi bra 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 química. 
Fatores como pH e temperatura de extração 
foram otimizados. Como resultado, o método 
demonstrou efi ciência na extração de atrazina, 
simazina, propazina, cianazina, ametrina, terbu-
trina e prometrina[95].

Também neste sentido, Hu  et  al. produzi-
ram um MIP para revestir a fi bra de SPME, pelo 
método de copolimerização múltipla, seletiva a 
hormônios esteroides. Esta apresentou alta poro-
sidade, estabilidade química e térmica e pôde 
ser acoplada diretamente aos instrumentos de 
cromatografi a. A fi bra molecularmente impressa 
exibiu uma maior afi nidade para o 17 β-estradiol 
(MM) em comparação às fi bras comerciais e 
ao NIP. A fi bra também foi seletiva aos com-
postos análogos ao 17 β-estradiol como estriol, 
estrona e 17α-etinilestradiol. O método demons-
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trou alta efi ciência na extração de estrógenos 
em amostras de peixes, com limite de detecção 
0,98-2,39 μg L–1[96].

O uso de herbicidas é muito difundido em 
culturas agrícolas. Estes podem apresentar toxi-
cidade para os consumidores quando presentes 
em concentrações maiores que os limites máxi-
mos permitidos. Neste sentido, Hu  et  al. sinte-
tizaram uma fi bra de SPME utilizando metola-
chlor como MM. Para circundar o problema de 
fragilidade, o MIP sintetizado revestiu a super-
fície de uma fi bra de aço inoxidável. Para a pre-
paração do polímero, MM, MAA, AIBN e TRIM 
foram adicionados a uma solução de tolueno e 
misturados por 12 horas com o auxílio de um 
oscilador. O pré-polímero foi introduzido em 
um tubo para a retirada de oxigênio e, posterior-
mente, introduziu-se a fi bra de aço inoxidável 
para realizar a polimerização. Foram sintetizadas 
nove fi bras de diferentes composições, variando-
-se os MFs, as MM e os ALCs. A fi bra que apre-
sentou melhor desempenho na extração seletiva 
de metolachlor em soja e milho foi aquela sin-
tetizada a partir de tolueno, MAA e TRIM. O 
material apresentou rápida adsorção e dessorção, 
sendo seletivo para a extração de metolachlor e 
outros herbicidas e seus produtos de degradação. 
Os limites de detecção para metolachlor, propi-
sochlor e butaclor em amostras de milho e soja, 
foram de 3,0; 9,6 e 38 μg L–1, respectivamente. 
Foi verifi cado que a proporção de monômero em 
relação ao ALC foi de extrema importância para 
a seletividade do MIP[97].

Em um trabalho realizado por 
Barahona  et  al., foi desenvolvido um método 
empregando-se MISPME para análise de tiaben-
dazol em amostras de suco de laranja. Para a sín-
tese da fi bra, TBZ (tiabendazol), MAA, TRIM e 
AIMN (2,2’-azobis-2-metilbutironitrilo) foram 
misturados com uma solução de tolueno:MeOH 
(1:1 v/v). Posteriormente, a solução do pré-polí-

mero, com a ajuda de uma seringa, preencheu o 
interior de capilares. Estes foram colocados em 
um forno a 65 °C para ocorrer a polimerização. 
Depois de algumas horas, o MIP foi lavado com 
uma solução de MeOH:ácido acético (1:1, v/v) 
para a remoção da molécula modelo. Visando 
resolver alguns problemas relacionados ao reco-
nhecimento molecular dos analitos em meio 
aquoso, a fi bra molecularmente impressa foi 
inserida dentro de um capilar de polipropileno 
para que uma extração prévia por LPME fosse 
realizada antes da SPME. A metodologia foi vali-
dada e aplicada com êxito. O método mostrou-
-se linear, exato, robusto e preciso, comprovando 
que a combinação entre MISPME e LPME foi 
efi ciente[98].

Nesta mesma linha de pesquisa, Hu et al.[99] 
propuseram um método baseado em LPME e 
MISPME para análise de triazinas em amostras 
complexas (urina, lama, leite e melancia). Neste 
estudo, o MIP foi utilizado para revestir a fi bra 
de sílica empregada na SPME. Antes do reves-
timento, essa fi bra passou por um processo de 
sililação, que ocorreu por imersão em uma solu-
ção 10% (v/v) 3-(metacriloxi) propiltrimethoxi-
silano em acetona à temperatura ambiente. Para 
a síntese 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 solução do pré-polímero foi transferida 
para um tubo, no qual passou por um processo de 
retirada de oxigênio e polimerização. Os analitos 
foram extraídos primeiramente por LPME e pos-
teriormente pela fi bra SPME. Foi verifi cado que 
a união das duas técnicas melhorou a extração 
dos analitos alvos em comparação com a técnica 
de MI-SPME isoladamente. O método proposto 
aumentou o desempenho analítico e diminuiu o 
tempo de pré-tratamento da amostra.
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O uso de ft alatos em indústrias é muito 
comum. Estes são utilizados como aditivos para 
deixar o  plástico mais maleável. Contudo, tal 
classe de compostos é tida como cancerígena, 
podendo causar danos ao fígado, rins e pulmão, 
além de anormalidade no  sistema reprodutivo. 
Dessa forma, é de extrema importância moni-
torar os níveis de ft alatos oriundos de resíduos 
industriais no meio ambiente. Neste sentido, 
He et al. sintetizaram uma fi bra molecularmente 
impressa, para SPME, pelo método de polime-
rização in bulk, utilizando dibutil ft alato (DBP) 
como molécula modelo. A MM, juntamente 
com MAA, foi dissolvida em clorofórmio e, em 
seguida, foram adicionados o AIBN e EGDMA. 
A solução passou pelo processo de retirada de 
oxigênio. Depois do processo de desgaseifi cação, 
a solução foi introduzida em um capilar de vidro, 
no qual ocorreu o processo de polimerização a 
60  °C. A fi bra sintetizada mostrou seletividade 
aos ft alatos e foi empregada para análise de amos-
tras de águas ambientais. Quando comparada 
à fi bra não impressa, a fi bra impressa foi mais 
seletiva ao dibutilft alato (DBP) e aos seus aná-
logos dimetilft alato (DMP), dietilft alato (DEP), 
diamilft alato (DAP) e dioctilft alato (DNOP). 
Excelentes recuperações foram observas e atri-
buídas ao mecanismo de adsorção seletiva da 
fi bra molecularmente impressa. Os limites de 
detecção alcançados estavam compreendidos 
entre 2,17 e 20,84 ng L–1 e a recuperação, entre 
94,54% e 105,34%[53].

Também para análise de amostras ambien-
tais, um novo método empregando MISPME e 
HPLC-UV foi desenvolvido por Feng  et  al. A 
fi bra molecularmente impressa foi sintetizada 
utilizando-se 2,4,6-triclorofenol como MM, 
MAA e DVB. Esta demonstrou boa capacidade 
de pré-concentração e seletividade para análise 
de compostos fenólicos em amostras de água. As 

recuperações foram de 88,9%-102,5% para amos-
tras de água de torneira, 80,0%-94,0% para água 
de rio e 80,0%-90,5% para água de esgoto[100].

3.4 Polímeros magnéticos 
molecularmente impressos – MIPs 
Magnéticos

Os polímeros molecularmente impressos 
têm a capacidade de reconhecimento seletivo 
através dos sítios formados e da força de ligações 
remanescentes no momento em que a MM é reti-
rada[101]. Quando reagentes com características 
magnéticas (por exemplo o Fe3O4) são empre-
gados na síntese desses polímeros, o isolamento 
das partículas de MIP da matriz pode ocorrer 
simplesmente com a aplicação de um campo 
magnético. A rede polimérica evita a dispersão 
das partículas magnéticas e melhora as proprie-
dades mecânicas dessas partículas[102].

Em um trabalho realizado por Wang et al., 
foi proposta uma síntese de um polímero mag-
nético molecularmente impresso por polime-
rização em suspensão com aquecimento em 
micro-ondas. Foi utilizado 2-amino-4 nitrofe-
nol (4-NAP) como MM e Fe3O4 como partícula 
magnética. Como suporte para síntese, foi utili-
zado volastonite, o que resultou em um menor 
tempo de polimerização e uma melhor morfolo-
gia do polímero. Bons resultados foram obtidos, 
não somente com relação à boa seletividade e 
afi nidade para 4-NAP em amostras aquosas, mas 
também com relação ao superparamagnetismo 
quando o material foi exposto a um campo mag-
nético externo[102].

O sesamol é um composto orgânico utili-
zado na síntese de alguns medicamentos. Neste 
sentido, Wang  et  al. sintetizaram um polímero 
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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ação de ultrassom e, posteriormente, foi adi-
cionado acetilacetonato de ferro (III) (partícula 
magnética). O polímero foi utilizado para reco-
nhecimento de sesamol (análogo ao piperonal) 
em amostras aquosas. Este demonstrou boa 
estabilidade térmica e propriedades magnéticas 
satisfatórias. A isoterma de adsorção mostrou 
melhor ajuste ao  modelo de  Langmuir  quando 
comparado ao modelo de Freundlich. Por fi m, o 
método demonstrou capacidade de reconhecer 
seletivamente o sesamol[103].

Um MIP magnético com reconhecimento 
seletivo para 2,4-diclorofenol foi proposto por 
Pan et al. Para evitar a dispersão das partículas 
de Fe3O4 e a fragilidade do polímero, o material 
foi obtido através da coprecipitação de atapul-
gita/ Fe3O4 a partir de uma suspensão de ata-
pulgita pré-modifi cada com FeCl3. O MIP foi 
sintetizado utilizando 2,4-diclorofenol como 
MM, MAA,  AIBN e EGDMA. Em seguida, as 
partículas magnéticas foram revestidas com uma 
fi na película do MIP. O polímero exibiu estabi-
lidade térmica e propriedade magnética ade-
quada para separação. A isoterma de adsorção 
foi mais bem ajustada ao modelo de Langmuir, 
e a capacidade máxima de adsorção do material 
foi de 145,79 mg g–1. Depois de cinco extrações, 
o polímero ainda exibiu boa seletividade, o que 
deixou claro para os pesquisadores que os polí-
meros magnéticos são candidatos promissores 
para separação de poluentes[104].

Ainda para análises de compostos fenólicos, 
Pan et al. desenvolveram um material que agre-
gava nanopartículas magnéticas a um nanotubo 
haloísta. As partículas magnéticas foram ligadas 
aos ácidos carboxílicos dos nanotubos de haloi-
sita (HNTs-COOH) por meio de uma reação 
de triacetilacetonato férrico em 1-metil-2-pir-
rolidona a alta temperatura. As partículas mag-
néticas de nanotubo haloísta (MHNTs) foram 
revestidas com o polímero molecularmente 

impresso para reconhecimento específi co de 
2,4,6-triclorofenol. O polímero exibiu boas pro-
priedades magnéticas e alta estabilidade térmica. 
A isoterma de adsorção foi ajustada ao modelo 
de Langmuir. A capacidade de adsorção máxima 
foi de 246,73 mg g–1 a 298 K. Os experimentos 
demonstraram que o material apresentou alta 
seletividade e afi nidade para compostos fenóli-
cos em amostras ambientais. Os MIPs prepara-
dos foram facilmente separados da suspensão 
por um campo magnético externo. Foi concluído 
que ligações de hidrogênio entre  os compostos 
fenólicos  e o MAA (MF) foram as principais 
responsáveis    pelo mecanismo de reconheci-
mento[105].

Wang et  al. obtiveram um polímero a par-
tir de polimerização radicalar utilizando meta-
criloxipropiltrimetoxisilano (MEMO) e, pos-
teriormente, uma copolimerização, utilizando 
MAA, EGDMA e 17 β-estradiol como MM. 
Nanopartículas magnéticas de Fe3O4 foram 
empregadas para conferir propriedades mag-
néticas ao polímero que, ao fi nal do processo, 
apresentou elevada seletividade, grande capaci-
dade de adsorção e rápida capacidade de liga-
ção para os analitos de interesse. O método foi 
linear, com coefi ciente de correlação de 0,9996. 
A capacidade máxima adsortiva do MIP magné-
tico foi de 225,68 μmol g–1 e do NIP magnético 
de 49,71  μmol g–1. A extração com os políme-
ros magnéticos molecularmente impressos em 
conjunto com a técnica de HPLC-UV foi útil na 
determinação de estrogênios em amostras de 
ração[106].

Em um estudo recente realizado por 
Ding  et  al., um MIP magnético foi sintetizado 
para extração seletiva de sildenafi l e verdanafi l 
em suplementos alimentares à base de plantas. 
Depois da extração, as amostras foram anali-
sadas por HPLC-UV. O polímero foi impresso 
utilizando sildenafi l como MM, ácido acrílico 
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2-trifl uorometil como MF, EGDMA como ALC 
e Fe3O4 como partícula magnética. Os dados 
foram ajustados conforme o modelo da isoterma 
de Freundlich[107].

Para o enriquecimento seletivo de 
β-antagonistas em amostras de fígado e carne de 
porco, foi sintetizado um polímero magnético 
molecularmente impresso por polimerização em 
suspensão com aquecimento por micro-ondas. 
As partículas magnéticas foram sintetizados 
por coprecipitação em um meio contendo FeCl3 
e FeSO4 em solução aquosa de amoníaco (28% 
em peso). O aquecimento por micro-ondas foi 
empregado como alternativa para acelerar o 
processo de polimerização. A isoterma foi ajus-
tada ao modelo de Freundlich, e a capacidade 
máxima adsortiva para o MIP magnético foi 
de 3,24 μg mol–1 e para o NIP magnético foi de 
1,17 μg mol–1, demonstrando uma maior capa-
cidade de adsorção para o polímero impresso. 
O material foi utilizado com sucesso para extra-
ção de ractopamina, isoxsuprina e fenoterol em 
carne e fígado de porco, seguido de análise por 
HPLC-UV. O método proposto apresentou uma 
boa linearidade e baixos limites de detecção e 
quantifi cação[108].

A determinação seletiva de antibióticos 
β-lactâmicos em amostras de leite por MIP 
magnético foi proposta em estudo feito por 
Zhang et al. Para a síntese do polímero, eles uti-
lizaram penicilina V potássica (PENV) como 
MM, MAA, EGDMA e Fe3O4 como partícula 
magnética. O polímero sintetizado apresentou 
alta seletividade e afi nidade para PENV e outros 
compostos análogos aos β-lactâmicos. O pro-
cesso de extração foi realizado em uma única 
etapa em que foram misturados os solventes de 
extração, amostra de leite e o MIP magnético sob 
agitação em ultrassom. Depois de se completar 
o processo de extração, os analitos adsorvidos 
pelo MIP magnético foram separados da matriz 

por um ímã externo. Posteriormente os analitos 
foram analisados por LC-MS. A partir das análi-
ses, foi possível observar bons níveis de recupe-
ração e baixos limites de detecção e quantifi cação 
para β-lactâmicos. Em comparação com  méto-
dos convencionais, a utilização do MIP magné-
tico permitiu, de maneira rápida e fácil, a separa-
ção e identifi cação dos analitos de interesse[109].

Gai et al. sintetizaram um polímero magné-
tico molecularmente impresso utilizando albu-
mina de soro bovino (BSA) como MM. As partí-
culas magnéticas Fe3O4/NH2 foram adicionadas 
a uma mistura de tetra-hidrofurano (30 mL) e 
trietilamina (1 mL). O MIP foi sintetizado base-
ado em polimerização radicalar na presença de 
N-isopropilacrilamida e N-[3  -(dimetilamino) 
propil]-metacrilamida (MFs) para a extração 
de proteínas.  O polímero impresso  apresentou 
uma maior capacidade de adsorção  e seletivi-
dade  a  BSA  em comparação ao polímero  não 
impresso[110].

Também para análise de proteínas, um 
método baseado em extração com MIP mag-
nético e análise por quimioluminescência foi 
desenvolvido por Jing  et  al. para extração sele-
tiva de lisozima em urina humana de pacientes 
com problemas renais. As nanopartículas de 
Fe3O4 foram sintetizadas pelo método de copre-
cipitação e, em seguida, revestidas com uma fi na 
camada de MIP. O MIP foi sintetizado usando 
a lisozima como MM, MAA, acrilamida e N,N-
metilenebisacrilamida. O método mostrou-
-se rápido, de baixo custo e altamente seletivo, 
quando comparado aos métodos tradicionais. A 
extração foi completada em apenas 12 minutos, 
com recuperações de 90,1%-103,7% e limite de 
quantifi cação de 5 ng mL–1. O método demons-
trou ser confi ável e muito prático, deixando claro 
para os pesquisadores que este poderá ser muito 
promissor para análises de rotina a fi m de se 
diagnosticar doenças renais[111].
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Para análise simultânea de três esteróis 
(ergosterol, stigmasterol e β-sitosterol) em 
amostras complexas, um MIP magnético, uti-
lizando β-sistrol como MM, foi sintetizado por 
Zhan et al.[112].

A síntese das nanopartículas magnéticas 
foi realizada empregando-se Fe3O4 como partí-
cula magnética. A MM e o MF foram dissolvidos 
em tolueno. Na solução do pré-polímero, foram 
adicionadas as partículas magnéticas, estireno, 
EGDMA e AIBN, sob agitação. A polimeriza-
ção ocorreu sob irradiação por micro-ondas. As 
extrações foram realizadas em amostras de cogu-
melos, soro  e melancia. O polímero impresso 
demonstrou uma recuperação 20 vezes superior 
ao polímero não impresso. As condições ótimas 
de extrações foram estudadas. As recuperações 
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 β-sitosterol. 
Para as amostras de soro foram encontrados 
os seguintes valores: 86,2%-88,2%  de estigmas-
terol  e 72,4%-79,4% para β-sitosterol. Para as 
amostras de melancia, as recuperações 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 concluíram que o método proposto é 
aplicável e confi ável para análise simultânea de 
esteróis em amostras biológicas[112].

Para o reconhecimento seletivo de liso-
zima, foi sintetizado através de copolimerização 
um polímero magnético em que a capacidade 
magnética foi transmitida através do encapsula-
mento de Fe3O4. Neste trabalho, Jing et al. tive-
ram como resultado a alta capacidade de adsor-
ção (0,11  mg  mg–1), seletividade controlada e 
separação magnética (22,1 emug–1). Depois da 
pré-concentração e purifi cação dos analitos pelo 

MIP, eles foram submetidos ao método de qui-
mioluminescência para determinação seletiva de 
lisozima em amostras de soro humano[113].

Em um estudo realizado por Wang  et  al., 
uma nanopartícula magnética de Fe3O4 foi reves-
tida por polímeros molecularmente impressos, 
utilizando uma estratégia de impressão semico-
valente para reconhecimento seletivo de estrona. 
A MM (estrona) revestia a sílica sobre o núcleo 
de óxido de ferro através de uma ligação termica-
mente reversível. A remoção da molécula modelo 
por uma simples reação térmica produziu sítios 
específi cos na sílica para reconhecimento de 
estrona. A partir dos experimentos realizados, os 
pesquisadores acreditam que os MIPs magnéti-
cos são candidatos promissores para separações 
químicas e bioquímicas[114].

Ding et al.,[115-117] em seus trabalhos, propu-
seram a síntese de polímeros magnéticos para a 
determinação de resíduos de fármacos em dife-
rentes amostras. Para a determinação de fl uo-
roquinolonas em amostras de água, foi sinteti-
zado um MIP magnético para realizar a extração 
dos analitos e posterior análise por LC-MS. O 
ciprofl oxacino foi utilizado como MM, além de 
MAA, EGDMA e Fe3O4 como partícula magné-
tica. Bons níveis de recuperação e baixos limites 
de detecção e quantifi cação foram alcançados. 
Em conclusão, o método proposto teve sucesso 
na determinação de fl uoroquinolonas incluindo 
ciprofl oxacino, enrofl oxacino, lomefl oxacino, 
levofl oxacino, fl eroxacino e sparfl oxacino em 
diferentes amostras de águas ambientais[115]. Para 
determinação de sulfonamida (SAs) em mel, 
um MIP magnético foi sintetizado a partir de 
MAA, EGDMA, SMD, dimetil sulfóxido e Fe3O4. 
A extração foi feita sob agitação e após se com-
pletar, o polímero foi capturado e separado da 
matriz por atração magnética externa. Os extra-
tos foram analisados por LC-MS e o método pro-
posto permitiu a extração de sulfonamidas e seus 
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análogos em diferentes amostras de mel[116]. Para 
a análise 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 Fe3O4 como componente magnético. O 
processo de extração e limpeza ocorreu em um 
único passo. Depois da extração se completar, o 
polímero foi separado da matriz por uma atra-
ção magnética externa com posterior análise por 
LC-MS. Em comparação com os métodos tradi-
cionais de preparo de amostras (LLE e SPE, por 
exemplo), esse método apresentou a vantagem 
da utilização mínima de amostras e baixo con-
sumo de solventes, tornando-o muito promissor 
para determinação de resíduos de fármacos[117].

3.5 Microextração por sorvente 
empacotado molecularmente 
impressa – MEPS-MIP

A microextração por sorvente empacotado 
(MEPS) é uma nova técnica miniaturizada de 
extração em fase sólida. Ela difere das técnicas 
convencionais de SPE devido ao menor tempo 
de extração e o menor consumo de reagentes 
orgânicos. Este dispositivo também pode ser 
utilizado por várias vezes, sem que haja subs-
tituição. Esta técnica consiste de uma seringa 
(100-250 μL) contendo uma pequena coluna que 
resguarda o sorvente[118]. A amostra é aspirada e 
dispensada várias vezes para que haja a extração 
e, em seguida, um solvente de eluição é aspirado 
e dispensado diretamente no cromatógrafo. A 
união de MEPS com o MIP têm sido bastante 
promissora e útil para determinação de vários 
analitos em amostras complexas.

Para determinação de fl uoroquinolona em 
amostras de água, foi sintetizado um MIP utili-
zando ciprofl oxacino como MM. Neste trabalho, 
Prieto  et  al. empacotaram o polímero em um 
dispositivo de MEPS e este foi utilizado como 

sorvente para extração com posterior análise 
por LC-MS. Para comparar a efi ciência 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 análise de compostos em níveis de con-
centração baixíssimos (ng L–1) com baixo con-
sumo de solventes orgânicos e menor tempo 
de análise[118]. Já para análise de compostos que 
causam distúrbios endócrinos, os mesmos pes-
quisadores sintetizaram um polímero seletivo a 
alquilfenóis, bisfenol A (BPA), hormônios natu-
rais e sintéticos em amostras de águas residuais. 
O 17β-estradiol foi utilizado como MM, etileno 
glicol dimetacrilato como monômero de reticu-
lação, acetonitrila como solvente e uma combi-
nação de ácido metacrílico e ácido p-vinilben-
zoico como monômeros funcionais. O material 
foi comparado a dispositivos comerciais que uti-
lizam C18 como adsorvente, em termos de efi -
ciência de extração, e mostrou-se mais efi ciente 
para análise de contaminantes emergentes[119].

3.6 Extração por dispersão em 
fase sólida molecularmente 
impressa - MSPD-MIP

A extração por dispersão da fase sólida 
(MSPD- do inglês matrix solid-phase dispersion) 
tem sido aplicada principalmente para o preparo 
de amostras sólidas, semissólidas ou muito vis-
cosas[120]. Devido à complexidade dessas amos-
tras, geralmente é necessário que se realizem 
várias etapas de extração, tornando o proce-
dimento moroso e muito suscetível a erros. A 
MSPD tem como objeto principal minimizar o 
número de etapas do processo de preparo, man-
tendo a mesma efi ciência de remoção de impure-
zas. Normalmente, a amostra é triturada empre-
gando-se um solvente orgânico e, em seguida, 
centrifugada. O sobrenadante é colocado dire-
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tamente em contato com um adsorvente (nor-
malmente sílica) que captura os interferentes 
deixando os analitos livres no sobrenadante. No 
entanto, outra etapa de purifi cação normalmente 
é requerida devido à inefi ciência dos adsorven-
tes. No intuito de minimizar o número de etapas 
de extração, bem como melhorar a seletividade 
do processo, os MIPs têm sido utilizados como 
adsorventes em MSPD. Contudo, cabe ressaltar 
que, nessa aplicação de MSPD, o adsorvente (no 
caso o MIP) é utilizado para capturar os analitos 
e não os interferentes como descrito no MSPD 
convencional. A amostra é triturada juntamente 
com o MIP para que ocorra a adsorção dos ana-
litos. Em seguida, o polímero é lavado para reti-
rada dos interferentes e os analitos são dessorvi-
dos e analisados[121-123].

Yan  et  al.[124] foram os primeiros a propor 
o uso do MIP na extração por dispersão da fase 
sólida e empregaram esta técnica no preparo de 
amostras para análise de fl uoroquinolonas em 
ovo, [124] carne[120, 124] e em soro[123, 125] por HPLC. 
As amostras foram preparadas pela homogenei-
zação de quantidades iguais de amostra e do polí-
mero, utilizando gral e pistilo. Posteriormente, a 
mistura foi transferida para um cartucho con-
tendo o MIP sintetizado e eluído com uma solu-
ção adequada para remover o analito. Para aná-
lise em HPLC, o solvente empregado na extração 
da amostra foi evaporado e o resíduo foi ressus-
penso com a fase móvel. A seletividade do MIP 
foi avaliada pelo tratamento das amostras por 
MSPD empregando adsorventes não seletivos 
como sílica, C18 e Florisil. Os MIPs apresenta-
ram melhores resultados em termos de recupe-
ração e seletividade se comparados aos demais 
adsorventes.

Yan  et  al. empregaram a MSPD em asso-
ciação com a técnica de microextração líquido-
-líquido para determinação de corantes Sudan 
em gema de ovo. A DLLME é uma técnica 

rápida, simples e com alto potencial de enri-
quecimento. No entanto, não pode ser empre-
gada para extração direta de amostras sólidas 
ou semissólidas. Assim, a amostra foi primeira-
mente extraída com MIP por agitação em gral e 
pistilo. Posteriormente, a mistura foi transferida 
para um cartucho contendo 50 mg de MIP e 
eluída com uma solução de acetona/ácido acé-
tico (95:5-v/v). A amostra foi evaporada até um 
volume de 1 mL. Depois da adição de 5 mL de 
tetracloroetileno, a solução foi agitada e centri-
fugada, e a fase inferior foi coletada com o auxí-
lio de uma seringa. A análise foi feita por HPLC 
e os resultados demostraram que a associação 
de MSPD e LLME foi satisfatória na quantifi ca-
ção de Sudan em alimentos[126]. Esta técnica foi 
também empregada na análise de cloranfenicol 
em amostras de solo[127] e carne de peixe[121]. Os 
polímeros foram sintetizados utilizando MAA e 
4-VP como MF e EGDMA como ALC. As amos-
tras foram extraídas por agitação direta com o 
MIP, como descrito anteriormente, e analisadas 
por HPLC.

O MIP tem sido aplicado com sucesso na 
MSPD no tratamento de amostras sólidas e vis-
cosas, a fi m de obter uma melhor recuperação 
dos analitos. Ademais, a utilização desta técnica 
de extração permite uma análise mais sensível, 
precisa e seletiva, além de minimizar conside-
ravelmente o tempo do processo de preparo da 
amostra e o consumo de solvente.

3.7 Extração por polímeros 
de impressão molecular 
restritos à ligação com 
macromoléculas – RAM-MIP

Devido a sua alta seletividade, os MIPs são 
amplamente utilizados para extração e separação 
de diversos tipos de amostras. No entanto, alguns 
interferentes geralmente presentes nas amostras, 
como lipídeos e proteínas, podem diminuir dras-



Santos MG, Abrão LCC, Freitas LAS, Moraes GOI, Lima MM, Figueiredo EC MIPs em preparo de amostras

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

ticamente a seletividade destes polímeros[128]. 
Por outro lado, os materiais de acesso restrito 
(RAMs) apresentam uma excelente capacidade 
de eliminar a interferência de macromolécu-
las apesar de serem pouco seletivos[129]. Neste 
contexto, foi proposta a associação de ambas as 
tecnologias, a fi m de se obter um polímero sele-
tivo para purifi cação de amostras complexas e, 
ao mesmo tempo, incapaz de se ligar a macro-
moléculas. Esses materiais foram chamados de 
polímero de impressão molecular restrito à liga-
ção com macromoléculas (RAM-MIP), os quais 
apresentam sítios específi cos de reconhecimento 
molecular, bem como grupos hidrofílicos/pro-
tetores externos que bloqueiam a ligação com 
macromoléculas. Os RAM-MIPs são sintetiza-
dos pelos métodos tradicionais de síntese de MIP 
e posteriormente são revestidos para formação 
da camada hidrofílica, 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 proporção 
de 1:1 (v/v) foi adicionada ao polímero quatro 
horas após o início da síntese para formação da 
camada hidrofílica. Para avaliar a seletividade, 
as amostras proteicas foram submetidas à extra-
ção com o RAM-MIP e como um MIP sinteti-
zado pelo mesmo método, mas sem a adição 
dos monômeros hidrofílicos. A recuperação 
do analito foi a mesma em ambos os políme-
ros, demonstrando, portanto, que a seletividade 
não foi alterada pela camada hidrofílica. Além 
disso, após a percolação de uma solução de albu-
mina bovina em ambos os polímeros, os autores 
obtiveram recuperações de 100% e <10% para 
o RAM-MIP e MIP, respectivamente. O RAM-
MIP foi empregado com sucesso na análise 
direta de (S)-naproxeno em amostras de soro[130]. 

Ainda nesta linha, o grupo sintetizou também 
um RAM-MIP empregando (S)-naproxeno ou 
ibuprofeno como molécula modelo, e os polí-
meros obtidos foram utilizados na análise direta 
de amostras de soro através do sistema column-
-switching[131]. A metodologia foi empregada na 
obtenção de RAM-MIPs para análise de anti-
-infl amatórios não esteroidais,[132] antiepiléti-
cos[133] e bisfenol-A[134] em amostras de água de 
rio.

Outra metodologia para obtenção do 
RAM-MIP foi proposta por Puoci  et  al. Os 
autores obtiveram um polímero pelo método de 
polimerização in bulk utilizando cafeína como 
MM, MAA como MF, DVB como ALC e glici-
dilmetacrilato (GMA) como comonômero pro-
-hidrofílico. A camada hidrofílica foi criada pela 
abertura do anel epóxido da molécula de GMA, 
empregando uma solução de ácido perclórico. 
O principal objetivo dos autores foi obter um 
polímero para ser empregado em ambientes 
fi siológicos. Os estudos demonstraram que o 
RAM-MIP obtido utilizando o GMA como 
comonômero pro-hidrofílico pode ser empre-
gado com sucesso neste tipo de ambiente[135]. 
Outros trabalhos do mesmo grupo relatam a 
síntese de RAM-MIPs para emprego em libe-
ração controlada de p-aminofenol[136]. e para 
análise direta de sulfonamidas em leite[137]. Cabe 
destacar a efi cácia de ambos os polímeros na 
eliminação de macromoléculas.

Um RAM-MIP foi preparado através do 
método de polimerização por inchaço, utili-
zando fenobarbital como molécula modelo, 
4-VP como MF, EGDMA como ALC e um glico-
monômero para obtenção da camada hidrofílica. 

O glicomonômero foi previamente preparado 
empregando-se octa-acetato de lactose, HEMA 
e trifl uoreto de boro. Na segunda etapa do pro-
cesso de polimerização, o glicomonômero foi 
adicionado e a síntese ocorreu por mais 1 hora 
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à temperatura ambiente e por 24 horas a 50 °C 
em atmosfera de argônio. Depois da síntese, uma 
solução de metóxido de sódio em metanol foi 
utilizada para promover a alcoólise do polímero 
para a formação da camada hidrofílica. O polí-
mero sintetizado apresentou boa seletividade e 
capacidade de eliminar as macromoléculas e foi 
empregado na análise de fenobarbital em amos-
tras de soro[138].

3.8 Outros

A extração em fase sólida em discos tem 
grandes aplicações principalmente na área 
ambiental por suportar grandes volumes de 
amostra. Porém, sua utilização associada a MIPs 
ainda parece ser pouco explorada. Alguns auto-
res chegaram a descrever a síntese de membranas 
impressas, como Sergeyeva  et  al. Eles propuse-
ram a modifi cação superfi cial de membranas 
com uma fi na camada de um MIP seletivo para o 
herbicida triazínico terbumetona. Foi avaliada a 
capacidade das membranas de adsorverem a ter-
bumetona, sendo que as membranas impressas 
mostraram maior capacidade de adsorção 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 separação como SPE[139].

Em outro estudo, Pap et al. descreveram um 
método de pré-tratamento de amostra em dois 
estágios para aplicação em amostras de águas 
de rios. Os autores propuseram a síntese de um 
MIP utilizando MAA como MF, EGDMA como 
ALC, terbutilazina como MM e tolueno como 
solvente porogênico. Num primeiro estágio, 
grandes volumes de água foram concentrados 
em um disco C18 e, em um segundo momento, a 
amostra passou por uma etapa de clean-up sele-

tivo em MIP[140]. O acoplamento das duas técni-
cas poderia mais uma vez indicar uma tendência 
de MISPE em disco.

Suedee  et  al. estudaram a possibilidade de 
desenvolver um MIP para reconhecimento múl-
tiplo utilizando uma mistura de tetraciclinas e 
seus produtos de degradação como molécula-
-modelo. Um agente plasticizante de polivi-
nilcloreto e dibutilft alato foi empregado como 
matriz da membrana, e partículas de MIP foram 
incorporadas como fase de adsorção sólida para 
extração seletiva de tetraciclina e seus análogos 
(doxiciclina, clortetraciclina e oxiteraciclina) de 
soluções aquosas. A avaliação da extração foi 
realizada através de um método de diálise. Os 
resultados mostraram que a seletividade do polí-
mero era específi ca para o grupo de compostos 
estruturalmente relacionados com o modelo, 
indicando a possibilidade de se utilizar o mate-
rial preparado como fase de adsorção seletiva 
para remoção de tetraciclinas de ambientes aquá-
ticos[141]. O mesmo material poderia encontrar 
aplicações associado à extração em fase sólida 
sob a forma de discos.

Entre outros trabalhos de extração em fase 
sólida diferenciada, Tan  et  al. prepararam um 
MIP de prometrina sintetizado por polimeri-
zação térmica sobre a superfície de nanotubos 
de carbono de paredes múltiplas e desenvolve-
ram uma técnica de microextração baseada no 
revestimento desse material por uma membrana 
porosa, integrando as vantagens da MISPME 
impressa com a LPME (microextração em fase 
líquida). Um sistema de microextração, com-
posto de um clip de papel e uma membrana 
contendo nanotubos impressos, foi colocado 
sob agitação magnética e apenas os analitos alvo 
e as moléculas interferentes de tamanho menor 
que o poro da membrana foram extraídos na sua 
fase orgânica, ocorrendo a adsorção seletiva dos 
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analitos no MIP, enquanto os interferentes per-
maneceram na fase orgânica e foram eluídos na 
etapa seguinte. O método, que combina fi ltração 
em membrana, LLE (extração líquido-líquido) e 
reconhecimento por impressão molecular, mos-
trou alta seletividade e capacidade de pré-con-
centração, além das vantagens de fácil operação 
e baixo consumo de solvente orgânico. A técnica 
se mostrou efetiva para a extração de herbicidas 
triazínicos de águas de rios, efl uentes e amostras 
de leite[142].

Em um estudo recente, uma fi bra de sílica de 
0,1 cm de diâmetro foi recoberta por um MIP sin-
tetizado para análise de estrogênio em amostras 
complexas. A fi bra foi sintetizada num capilar, 
em que os reagentes de síntese (estradiol como 
MM, MAA, AIBN, TRIM e acetonitrila) foram 
colocados para que ocorresse o processo de poli-
merização. Posteriormente, a fi bra recoberta foi 
retirada do capilar, colocada em um tubo PEEK 
(tubo utilizado em sistemas cromatográfi cos) e 
instalada num HPLC com sistema multidimen-
sional para que houvesse a pré-concentração 
dos analitos em um primeiro estágio e extração 
num segundo. O método apresentou bom resul-
tado com relação à seletividade e grande poten-
cial para análise em matrizes complexas com 
mínimo pré-tratamento[143].

Figueiredo  et  al. propuseram o emprego 
de uma sonda de MIP para a extração de feno-
tiazínicos em amostras de plasma humano. Os 
autores sintetizaram um MIP seletivo à clorpro-
mazina e promoveram a fi xação do polímero em 
um fi lme de cola epóxido sobre uma espátula 
de vidro. Depois da secagem a sonda foi mer-
gulhada na amostra para extração e colocada 
embaixo do spray sónico da técnica EASI (easy 
ambiente sonic spray ionization) para dessorção, 
ionização e análise por espectrometria de mas-

sas. Bons resultados foram obtidos para análise 
semiquantitativa de 5 fenotiazinas com limites 
de quantifi cação da ordem de 1 μmol L–1[144].

4 Conclusões

Como pôde ser visto, há hoje diversas pos-
sibilidades para o emprego de MIPs em preparo 
de amostras, o que certamente é resultado de 
avanços nas metodologias de síntese e nas con-
fi gurações dos sistemas de extração. Essa cons-
tatação nos permite concluir ainda que os MIPs 
deixaram de ser uma tendência promissora em 
Ciência de Materiais para realmente se tornarem 
uma opção vantajosa na solução de problemas 
no preparo de amostras. Ademais, é certo que 
essa tecnologia ainda carece de evolução princi-
palmente no sentido de melhoria da seletividade 
e outras caraterísticas relevantes em processos de 
extração. Algumas aplicações ainda são restritas, 
como, por exemplo, o reconhecimento molecu-
lar de proteínas, devido à difi culdade de se mol-
dar sítios específi cos para macromoléculas e a 
extração direta de analitos em fl uidos proteicos 
devido à inevitável impregnação de proteínas no 
polímero. Finalmente, ousamos ainda destacar 
como tendência o emprego de MIP na análise 
direta de classes de compostos estruturalmente 
semelhantes por espectrometria de massas e sem 
separação cromatográfi ca, uma vez que a extra-
ção se restringe à classe, evitando assim proble-
mas de supressão iônica.
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Resumo

A cromatografi a líquida de ultra efi ciência (UHPLC) desenvolveu-se com a introdução das partículas 
de fases estacionárias (FE) porosas ≤ 2 μm, juntamente com a busca contínua por análises mais rápidas 
e efi cientes, e fundamenta-se nos mesmos princípios de separação da cromatografi a líquida de alta 
efi ciência (HPLC). Desde a sua introdução em 2004, a UHPLC vem ganhando espaço em todas as áreas de 
aplicação da HPLC em decorrência 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 
desafi os no emprego da UHPLC em comparação com a HPLC já foram identifi cados e juntamente com 
os desenvolvimentos recentes serão abordados neste artigo.

Palavras-chave
UHPLC; fases estacionárias; instrumentação; UHPLC × HPLC.

UHPLC - The present situation: developments and recent challenges

Abstract

Ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) emerged with the advent of sub-2 μm porous 
particles catalyzed by the continuous search for faster and more effi  cient 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. Th e main challenges for using UHPLC, in comparison with HPLC, have already been 
identifi ed and will be discussed in this paper together with recent developments in both stationary 
phases and instrumentation.

Keywords
UHPLC; stationary phases; instrumentation; UHPLC × HPLC.
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do meio acadêmico e avaliada por usuários diver-
sos, até os dias atuais, a UHPLC vem ganhando 
espaço em todas as áreas de aplicação da HPLC, 
em decorrência de suas principais vantagens: 
diminuição considerável no tempo de análise, 
melhor resolução e detectabilidade, economia de 
fase estacionária e fase móvel, pequeno volume 
de amostra, facilidade de transferência de um 
método desenvolvido por HPLC para UHPLC, 
grande variedade de colunas e equipamentos dis-
poníveis e menor geração de resíduos atendendo, 
desta forma, à Química Verde.

Em vista deste rápido crescimento e da 
expansão do emprego da UHPLC nas análises 
de rotina, esta técnica vem sendo alvo constante 
de novas pesquisas, principalmente no que diz 
respeito a novas FE e suportes cromatográfi cos 
e melhorias nos equipamentos. Os principais 
desafi os no uso da UHPLC em comparação com 
a HPLC já foram identifi cados e, juntamente 
com os desenvolvimentos recentes, serão abor-
dados neste artigo.

2 Desenvolvimentos recentes

O desenvolvimento da UHPLC se deu em 
virtude da introdução das partículas de FE poro-
sas ≤ 2 μm que, associadas às colunas cromato-
gráfi cas com dimensões reduzidas e às altas velo-
cidades lineares de FM, permitiram que análises 
mais rápidas fossem possíveis, sem o comprome-
timento da efi ciência e da resolução cromatográ-
fi ca. Entretanto, a grande aceitação da UHPLC 
nos mais diversos campos de aplicação 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 desafi os decorrentes da expansão e da 
ampla variedade de áreas de aplicação.

1  Introdução 

A cromatografi a líquida de alta efi ciência 
(HPLC) é uma técnica de separação bem esta-
belecida e é empregada nas mais diversas áreas, 
entre elas, química, forense, toxicológica, clínica 
e ambiental, para solucionar inúmeros proble-
mas analíticos. Durante os últimos anos, mui-
tas melhorias vêm sendo incorporadas a esta 
técnica, como desenvolvimentos de novas fases 
estacionárias (FE) e suportes cromatográfi cos, 
avanços na instrumentação, entre outros, permi-
tindo que análises mais rápidas e mais efi cientes 
sejam alcançadas, corroborando com a necessi-
dade atual de aumentar o número de análises e o 
rendimento e reduzir os custos.

 A cromatografi a líquida de ultra efi ciência 
(UHPLC)[1-7] (UHPLC – ultra-high pressure liquid 
chromatography ou ultra-high performance liquid 
chromatography) desenvolveu-se a partir da 
introdução das partículas de FE porosas  2 μm, 
em resposta à busca contínua por análises mais 
rápidas e efi cientes. A UHPLC fundamenta-se 
nos mesmos princípios de separação da HPLC, 
tendo como principais diferenças as colunas cro-
matográfi cas empregadas que são de dimensões 
reduzidas (5-10 cm de comprimento e diâmetros 
internos de 1-2,1 mm), recheadas com partículas 
de FE ≤ 2 μm, as quais, juntamente com as altas 
velocidades lineares de fase móvel (FM) aumen-
tam a resolução e a detectabilidade, diminuem o 
tempo das análises, porém geram um aumento 
signifi cativo na pressão cromatográfi ca. Em vista 
disso, um equipamento adequado, capaz de ope-
rar a altas pressões, acima de 1000 bar (15000 
psi), é empregado para extrair um desempenho 
cromatográfi co máximo dessa técnica.

Desde a introdução do primeiro equipa-
mento de UHPLC pela Waters Corporation em 
2004, denominado de ACQUITY UPLC® System, 
que permitiu que a técnica fosse empregada além 
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sões de até 1034 bar (15000 psi). Encontram-se 
disponíveis comercialmente colunas HSS C18, 
ciano e fl uorfenil.

Mais recentemente, a Waters Corporation 
lançou as partículas de sílica híbrida de terceira 
geração, que consistem de partículas de sílica 
híbrida (partículas BEH de 1,7 μm) incorporadas 
com uma pequena quantidade de carga na super-
fície[11]. As principais vantagens que estas partí-
culas apresentam são a melhora na capacidade 
de amostra e na simetria de pico de compostos 
básicos quando são empregadas FM com baixa 
força iônica (meio ácido). Essas partículas são 
comercializadas pela Waters com a denominação 
de CSH e encontram-se disponíveis comercial-
mente colunas C18, fenil-hexil e fl uorfenil.

As FE denominadas de HILIC são empre-
gadas em cromatografi a de interação hidrofí-
lica (HILIC  -  hydrophilic interaction chromato-
graphy), que é uma modalidade de separação 
na qual é empregada uma FE polar e uma FM 
menos polar, sendo, desta forma, muito propícia 
para análise de compostos polares e iônicos[5,12]. 
As principais vantagens da HILIC em relação 
às separações por fase reversa, que fi zeram com 
que elas também fossem redimensionadas para 
serem empregadas em UHPLC são: a ordem 
de eluição dos compostos em HILIC é mais ou 
menos oposta à ordem de eluição em FR, o que 
indica que a HILIC retém melhor os compostos 
que são problemáticos de serem analisados em 
FR; alta detectabilidade nas análises com detec-
ção por espectrometria de massas (EM) devido 
à alta porcentagem de solvente orgâni co polar 
empregada nas FM para HILIC e separações 
mais rápidas, devido a menor viscosidade da FM.

Uma alternativa para aumentar a seleti-
vidade das separações por FR é a modifi cação 
ou introdução de novos grupos químicos nas 
cadeias da FE[5,12]. Dentro deste contexto, as FE 
que vêm ganhando destaque são as FE fl uoradas, 

2.1 Colunas de UHPLC: novos suportes 
e fases estacionárias

2.1.1 Colunas recheadas com 
partículas porosas  2 µm

As primeiras colunas recheadas com par-
tículas de FE ≤ 2 μm disponíveis comercial-
mente foram as denominadas ACQUITY BEH 
(BEH  -  ethylene bridged hybrid) (baseadas em 
sílica híbrida de segunda geração de 1,7 μm, 
a qual possui pontes de etano inseridas na sua 
estrutura), introduzidas em 2004 pela Waters 
Corporation. Hoje, 8 anos após o surgimento da 
técnica, mais de 30 fabricantes estão comercia-
lizando colunas de UHPLC recheadas com FE 
de tamanhos de partículas que variam de 1,5 a 
2,0 μm, preparadas a partir de suportes de sílica 
ou de sílica híbrida e modifi cadas com diferentes 
grupos químicos como: C18, C8, fenil, ciano e 
grupos polares embutidos[2,4,5,8,9].

Além destas FE, muitas outras estão sendo 
desenvolvidas e empregadas em condições de 
UHPLC, como as FE baseadas em suporte de 
sílica de elevada resistência (HSS) (HSS  -  high 
strenght silica) e suportes híbridos com a super-
fície carregada (CSH) (CSH  -  charged surface 
hybrid), HILIC (HILIC - hydrophilic interaction 
chromato graphy), fl uoradas, de modo misto, 
entre outras, como alternativas para as separa-
ções cromatográfi cas mais complexas não alcan-
çadas com as FE tradicionais de fase reversa (FR).

O suporte cromatográfi co designado de 
HSS foi desenvolvido pela Waters Corporation 
como alternativa às partículas de sílica híbrida 
de segunda geração (BEH) de 1,7 μm[10]. Este 
suporte cromatográfi co é constituído de 100% 
de sílica, de tamanho de partícula de 1,8 μm e, 
segundo o fabricante, possui uma morfologia que 
é capaz de aumentar o tempo de vida útil, gerar 
maiores efi ciências e proporcionar alta resistên-
cia mecânica, podendo ser empregado em pres-
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os sistemas convencionais de HPLC[2,5,12,13-17]. 
Estas vantagens são decorrentes das caracterís-
ticas destas partículas, que são produzidas com 
uma estreita faixa de distribuição de tamanho 
e, desta forma, permitem maior densidade de 
recheio das colunas cromatográfi cas, e, devido à 
fi na camada porosa, oferecem uma baixa resis-
tência à transferência de massa, possibilitando o 
emprego de maiores velocidades lineares de FM 
sem perdas signifi cativas na efi ciência.

Estas partículas são comercializadas por 
diferentes fabricantes, como: com a deno-
minação de HaloTM, pela Advanced Material 
Technologies; KinetexTM, pela Phenomenex; 
AscentisTM Express, pela Supelco; Poroshell 120, 
pela Agilent Technologies; Nucleoshell®, pela 
Macherey-Nagel; Sunshell, pela Biotech (paten-
teado pela Chromanik Technologies Inc.); e 
Accucore, pela Th ermo Scientifi c, com tama-
nhos de partículas ≤ 3 μm (sub-3 μm) e ≤ 2 μm 
(sub-2 μm), sendo estas últimas apenas comer-
cializadas pela Phenomenex. Partículas superfi -
cialmente porosas ≤ 2 μm também vêm sendo 
desenvolvidas pela Glantreo Ltd, Ireland, com a 
denominação de EiroshellTM, porém ainda não 
se encontram disponíveis comercialmente[13-15]. 
As partículas sub-3 μm são resistentes a pres-
sões de até 600 bar (9000 psi) e comercializadas 
em colunas com diâmetros internos de 4,6, 3,0 e 
2,1 mm; e as partículas sub-2 μm são resistentes 
a pressões de até 1000 bar (15000 psi) e comer-
cializadas em colunas com diâmetros internos de 
3,0 e 2,1 mm. Encontram-se disponíveis FE pre-
paradas a partir das partículas superfi cialmente 
porosas, sub-3 μm e sub-2 μm, com diferentes 
grupos químicos como: C18, C8, fenil, fl úor, gru-
pos polares embutidos, HILIC, entre outros.

Embora sejam, na maioria das vezes, vistas 
como uma alternativa ao emprego da UHPLC e, 
consequentemente, das partículas de FE poro-
sas ≤ 2 μm, quando se trata de cromatografi a 

por apresentarem uma seletividade única pro-
veniente das propriedades específi cas das liga-
ções C-F que promovem um aumento no caráter 
dipolar da FE, o que intensifi ca a interação com 
compostos polares, e, dessa forma, as separações 
não ocorrem por um mecanismo de interação 
simples de FR. Entre as FE fl uoradas, podem ser 
destacados dois tipos, aquelas que possuem os 
átomos de fl úor ligados à cadeia alquila e aquelas 
que possuem os átomos de fl úor ligados a grupos 
fenil. Estas últimas, além de possuírem a seletivi-
dade infl uenciada pelas propriedades específi cas 
das ligações C-F, são também infl uenciadas pelas 
interações π-π, provenientes dos grupos fenil. Em 
vista disso, colunas recheadas com FE fl uoradas 
com dimensões apropriadas para UHPLC vêm 
sendo comercializadas por diversos fabricantes 
e exploradas em diferentes campos de aplicação.

2.1.2 Colunas recheadas com 
partículas superficialmente 
porosas sub-3 µm e sub-2 µm

Conforme descrito nas seções anteriores, 
tanto a introdução da UHPLC quanto a expansão 
da técnica se deu com o advento das partículas 
de FE porosas ≤ 2 μm. Entretanto, atualmente, 
praticamente todos os novos desenvolvimentos 
e/ou artifícios em torno de novas FE ou de novas 
estratégias de trabalho podem também ser trans-
feridas/aplicadas às separações realizadas por 
UHPLC.

Um exemplo deste fato são as partícu-
las de sílica superfi cialmente porosas (SPP) 
(SPP  –  superfi cially porous particles), que são 
compostas por um núcleo sólido revestido por 
uma fi na camada de sílica porosa, que foram 
desenvolvidas como uma alternativa às partícu-
las de FE porosas ≤ 2 μm, por fornecerem aná-
lises rápidas e com efi ciências similares, porém 
sem um aumento signifi cativo da pressão croma-
tográfi ca, sendo, desta forma, compatíveis com 
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A maioria das FE baseadas em sílica possui 
estabilidade térmica até 60 °C, independente-
mente se for indicada para uso em HPLC ou em 
UHPLC. Entre as FE que vêm sendo desenvolvi-
das para serem empregadas em altas temperatu-
ras (≥ 150 °C), como as poliméricas, as baseadas 
em zircônia ou em carbono grafi tizado, apenas 
se encontram disponíveis comercialmente, com 
dimensões de UHPLC e recheadas com partícu-
las ≤ 2 μm, colunas baseadas em zircônia, comer-
cializadas pela ZirCrom®[19], a Zicrom®-PBD e a 
Zircrom®-PHASE, sendo a primeira modifi cada 
com polibutadieno e a segunda composta por 
zircônia pura. As colunas baseadas em carbono 
grafi tizado são comercializadas pela Th ermo 
Scientifi c[20] com o nome de Hypercarb e pos-
suem dimensões de UHPLC, porém são rechea-
das com partículas de 3 μm.

2.3 Instrumentação

Em termos de instrumentação, a UHPLC 
pode ser considerada uma técnica bem estabele-
cida, uma vez que é comercializada por pratica-
mente todos os grandes fabricantes de equipamen-
tos de cromatografi a líquida (Waters - ACQUITY 
UPLC, Agilent  -  1290  Infi nity LC System, 
Th ermo Scientifi c Dionex  -  UltiMate 
3000 RSLC, Shimadzu  -  Nexera UHPLC, 
Th ermo Scientifi c  -  Accela High Speed 
LC, JASCO  -  X-LC, Perkin-Elmer  -  Flexar 
UHPLC, Knauer  -  PLATINblue UHPLC e 
Hitachi  -  LaChromUltra), permitindo, dessa 
forma, a expansão e o emprego da UHPLC nas 
análises de rotina de um laboratório.

As modifi cações requeridas para que um 
equipamento de UHPLC possa ser empregado 
com alto desempenho cromatográfi co vão além 
da capacidade de trabalhar a elevadas pres-
sões[1,4,5,13]. É necessário também possuir um 
sistema de bombeamento robusto, um sistema 
de injeção rápido, exato e preciso na faixa de 

rápida, estas partículas superfi cialmente porosas, 
sub-3 μm ou sub-2 μm, podem ser empregadas 
em conjunto com a UHPLC para que análises 
mais seletivas e/ou com melhor ou diferente 
desempenho cromatográfi co sejam alcançadas. 
Estudos comparativos a respeito das vantagens 
do emprego das partículas superfi cialmente 
porosas associadas ao UHPLC em relação às par-
tículas porosas ≤ 2 μm ainda não foram conclu-
ídos, mas indicam que, em termos de efi ciência, 
as partículas superfi cialmente porosas parecem 
ser mais vantajosas.

2.2 Condições de operação das 
colunas: emprego de temperatura

Uma alternativa para melhorar o desem-
penho cromatográfi co bem como tornar as 
análises por cromatografi a líquida mais rápi-
das é através do emprego de altas temperaturas 
(60 < T < 200 °C)[2,4,5,12,18]. O emprego de tempe-
ratura mais elevada reduz a viscosidade da FM 
e, desta forma, a resistência à transferência de 
massa também diminui, permitindo o uso de 
maiores vazões de FM sem aumento na pres-
são cromatográfi ca, e, consequentemente, aná-
lises mais rápidas são alcançadas. Além disso, o 
emprego da temperatura pode melhorar a efi ci-
ência e a resolução cromatográfi ca.

O emprego da temperatura pode ser utili-
zado nas separações por UHPLC, assim como 
nas análises por HPLC, possuindo as mesmas 
vantagens e limitações. Entretanto, a expan-
são do emprego da temperatura nas separações 
cromatográfi cas fora do meio acadêmico ainda 
é lenta, devido ao número limitado de FE que 
são estáveis em temperaturas acima de 60 °C, 
a necessidade de modifi cação do equipamento 
para controlar adequadamente a temperatura da 
FM e a possibilidade de degradação dos compos-
tos a serem analisados.
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3 Desafios atuais para o emprego 
da UHPLC x HPLC

Além da necessidade de instrumentos espe-
cífi cos (UHPLC) para o emprego efi ciente das 
partículas ≤ 2 μm e do custo dos equipamentos e 
dos consumíveis serem superiores aos de HPLC, 
os principais desafi os estão relacionados com o 
uso contínuo do equipamento e estão descritos 
a seguir.

3.1 Efeitos decorrentes da redução das 
tubulações e da porosidade dos 
filtros da coluna

Comparando-se um sistema de UHPLC 
com um sistema de HPLC percebe-se uma redu-
ção signifi cativa nos diâmetros internos (d.i.) 
das tubulações, 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 redução signifi cativa na 
porosidade dos fi ltros que retêm as partículas da 
FE dentro das colunas, que é tipicamente de 2,0 
ou 0,5 μm para partículas de 5 ou 3 μm, respecti-
vamente, para fi ltros com porosidade de 0,2 μm 
para partículas ≤ 2 μm. A redução dos d.i. das 
tubulações é necessária para diminuir o volume 
extracoluna e, consequentemente, evitar o alar-
gamento do pico cromatográfi co, enquanto que a 
diminuição da porosidade dos fi ltros é necessária 
para reter as partículas de FE ≤ 2 μm no interior 
da coluna, mantendo um leito cromatográfi co 
estável. Porém, estas alterações fazem com que 
as tubulações e os fi ltros da coluna de um sis-
tema de UHPLC sejam muito mais suscetíveis 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 cromatográfi ca bem mais rigorosos que 
aqueles empregados em um sistema de HPLC, e 

pequenos volumes, volumes internos reduzidos 
(conexões, alça de amostragem, cela do detector 
e bombas), detectores com alta taxa de aquisição 
de dados e colunas e FE apropriadas.

Atualmente, os novos desenvolvimentos e/
ou as melhorias relacionadas aos equipamen-
tos de UHPLC estão direcionados, principal-
mente, à busca pela diminuição da dispersão da 
banda cromatográfi ca, como forma de alcançar a 
máxima efi ciência das colunas com dimensões de 
UHPLC, sendo necessária, desta forma, a redu-
ção do volume extracoluna e também desenvol-
ver sistemas de injeção mais rápidos. Além disso, 
vem sendo expandida a faixa de temperatura do 
forno de coluna e também a pressão máxima na 
qual o equipamento é capaz de operar.

Outro fator importante que impulsionou a 
expansão da UHPLC foi o desenvolvimento de 
detectores capazes de adquirir e processar os 
dados sufi cientemente rápido para serem com-
patíveis com os picos estreitos resultantes destas 
análises cromatográfi cas[1,4,5,8,21]. Desde a introdu-
ção da técnica, detectores ópticos, UV-VIS e por 
arranjo de diodos, com as modifi cações necessá-
rias, volume da cela do detector reduzido e longo 
caminho óptico, foram disponibilizados e comer-
cializados para serem empregados nas determi-
nações por UHPLC. Atualmente, o acoplamento 
da UHPLC com a espectrometria de massas tam-
bém já está consolidado, com espectrômetros de 
massas com capacidade de trabalhar com baixos 
tempos de residência (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 forneçam uma quantidade de 
pontos sufi cientes para a construção do pico cro-
matográfi co, permitindo que as mais diversas 
áreas de aplicação tenham acesso ao emprego da 
UHPLC.
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de pressões elevadas pode gerar alguns inconve-
nientes durante o desenvolvimento e a aplicação 
do método cromatográfi co, e é discutido a seguir.

3.2.1 Efeitos de alteração da pressão 
na coluna

Giddings[24], há mais de 40 anos, apontou 
que a pressão poderia provocar mudanças no 
volume molar das moléculas. Em uma análise 
cromatográfi ca, isto pode implicar em mudanças 
na seletividade (alteração na ordem de eluição 
dos compostos) ou na retenção cromatográfi ca 
(provocando o deslocamento ou a sobreposição 
de picos cromatográfi cos)[22,25,26].

Este fato, porém, somente começou a des-
pertar interesse e atenção com o desenvolvi-
mento e a comercialização de equipamentos de 
UHPLC que oferecem a possibilidade de operar 
em pressões elevadas, nos quais as mudanças de 
volume molar das moléculas estão mais propen-
sas a ocorrerem, sendo praticamente irrelevante 
quando se trabalha com HPLC.

Desta forma, a seletividade derivada da 
pressão deve ser levada em consideração quando 
houver a necessidade de alterar métodos exis-
tentes, principalmente quando envolver uma 
modifi cação brusca na pressão e/ou, quando 
um método é desenvolvido em um UHPLC para 
ser, posteriormente, transferido para um sis-
tema de HPLC. Esta prática tem sido comum em 
indústrias químicas e farmacêuticas, que, para a 
redução 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 transferência de um método 
desenvolvido por UHPLC para HPLC não é tão 
simples, principalmente quando os métodos 
desenvolvidos envolvem a análise simultânea de 
vários compostos com picos estreitos e/ou com 
baixa detectabilidade, em um curto tempo de 

envolvem[22,23]: (i) a amostra a ser injetada, deve 
ser fi ltrada com fi ltros de porosidade de 0,2 μm, 
mesmo se ela já tiver sido centrifugada, um pro-
cedimento comumente empregado, de forma 
satisfatória, para as amostras a serem injetadas 
em um sistema de HPLC. Além disso, é reco-
mendado que seja empregado um fi ltro de linha 
com porosidade de 0,2 μm, como precaução; 
(ii) a fase móvel, deve ser fi ltrada com fi ltros de 
porosidade de 0,2 μm (que são capazes de remo-
ver as bactérias presentes na solução) e, além 
disso, as FM aquosas, incluindo as tamponadas, 
devem ser substituídas diariamente, uma vez que 
pode ocorrer um crescimento microbiano que é 
capaz de bloquear as conexões, e o reservatório 
da FM deve ser substituído por um limpo cada 
vez que a FM for reabastecida, para evitar que 
a contaminação microbiana presente no frasco 
se transfi ra para a nova FM. Cuidados também 
devem ser tomados com o possível desgaste dos 
selos do pistão e dos rotores da válvula de inje-
ção, que podem introduzir  material particu-
lado no sistema em decorrência do aumento da 
fricção, principalmente quando são empregadas 
pressões elevadas, danifi cando-os e reduzindo-
-lhes o tempo de vida útil.

Em vista disso, cabe ressaltar que os cui-
dados necessários com a “higiene cromatográ-
fi ca” 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 é total-
mente adequado e possível.

3.2 Efeitos decorrentes do uso de 
pressões elevadas

A pressão resultante do emprego de colu-
nas recheadas com partículas ≤ 2 μm e das altas 
velocidades lineares de FM, à primeira vista, é 
apenas uma consequência para que análises mais 
rápidas sejam alcançadas. Entretanto, o emprego 
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3.2.2 Efeito do aquecimento por atrito

Quando um líquido (FM) passa através de 
um leito cromatográfi co formado de pequenas 
partículas de FE, o atrito entre as duas fases 
provoca um aquecimento[22,27-30]. Este aque-
cimento é pouco signifi cativo em se tratando 
de HPLC, na qual são empregadas colunas de 
15-20 cm de comprimento, recheadas com par-
tículas de FE de 3 ou 5 μm e operadas a pressões 
de 100-200  bar (1400-3000 psi). Entretanto, 
quando são empregadas colunas de 5-10 cm de 
comprimento recheadas com partículas de FE 
≤ 2 μm e operadas a pressões de 400-1000 bar 
(6000-15000 psi), pode ser gerada uma quan-
tidade de aquecimento que passa a ser signifi ca-
tiva. Este calor é dissipado ao longo e através da 
coluna cromatográfi ca, resultando em gradientes 
de temperatura longitudinal e radial que podem 
infl uenciar na retenção e na efi ciência cromato-
gráfi ca e são dependentes do controle da tempe-
ratura da parede externa da coluna.

Quando a temperatura da parede externa 
da coluna é controlada (mantida constante), 
um perfi l 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 efi ciên-
cia na separação, devido ao alargamento do pico 
cromatográfi co, uma vez que o centro da coluna 
estando mais aquecido faz com que as molécu-
las que estão no centro da banda cromatográfi ca 
se movimentem mais rapidamente que aquelas 
próximas da parede da coluna, resultando em 
um pico cromatográfi co com cauda. Quando a 
temperatura da parede externa da coluna não é 
rigorosamente controlada (não é mantida cons-
tante), ocorre o desenvolvimento de um gra-
diente de temperatura longitudinal no interior da 
coluna, de tal forma que a temperatura na saída 
da coluna é superior a de entrada (Figura  2b). 
O gradiente de temperatura longitudinal pode 

análise, uma vez que os problemas de coeluição 
ou mudança de retenção dos compostos podem 
ocorrer.

Na Figura 1, pode ser visualizado um exem-
plo de como a alteração da pressão na coluna 
pode afetar o volume molar dos compostos e, 
desta forma, alterar a seletividade e a retenção 
cromatográfi ca. Nos cromatogramas apresenta-
dos, pode-se verifi car que houve a inversão da 
ordem de eluição dos compostos 3 e 4 e 5 e 6, e 
um aumento signifi cativo na retenção do com-
posto 5, com o aumento da pressão cromatográ-
fi ca de 43 para 739 bar (620 para 11000 psi), 
obtido pela introdução de um capilar restritivo 
na saída da coluna, sendo que as demais con-
dições cromatográfi cas foram semelhantes nos 
dois experimentos.

a

b

Figura 1 Cromatogramas ilustrando o efeito da 
pressão na seletividade e na retenção cromatográfi ca: 
(a) 43 bar e (b) 739 bar (obtida com o auxílio de 
um capilar restritivo de 25 cm), empregando um 
equipamento de UHPLC e uma coluna XBridge C18 
BEH (50 mm × 2,1 mm, 5 µm) e como FM: acetonitrila: 
0,025 mol/L fosfato de potássio pH 2,7 (30:70, v/v). 
Identifi cação dos picos: 1 – tioureia, 2 – propranolol, 
3 – difenidramina, 4 – acetofenona, 5 – protripilina e 
6 – nitrobenzeno. Adaptada de Fallas et al.[25].
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cionárias como de instrumentação. É uma téc-
nica que apresenta como vantagens a diminuição 
considerável no tempo de análise, a facilidade de 
transferência de um método desenvolvido por 
HPLC para UHPLC, uma grande variedade de 
colunas, de equipamentos e de detectores dispo-
níveis comercialmente, indicando que, possivel-
mente, num futuro próximo, ela venha a superar 
a HPLC em análises de rotina, por também gerar 
menores quantidades de resíduos, atendendo aos 
apelos da Química Verde.

Como qualquer outra técnica, também pos-
sui as suas difi culdades ou limitações, principal-
mente no que diz respeito ao uso rotineiro, como 
a exigência de maiores cuidados com a limpeza 
cromatográfi ca e os problemas decorrentes do 
emprego de pressões elevadas, que podem ser 
superados a partir do entendimento e conhe-
cimento dos usuários da técnica acerca deles. 
Entretanto, estas difi culdades não têm limitado 
o emprego e a expansão 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). Th e 
infl uence 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. Th e limit of 
detection (LOD) of 0.2 μg L–1 was achieved for benzene along with a wide linear range of concentration. 
Th e applicability of the proposed method was demonstrated for real samples including soft -drink, juice 
and tea samples. Since no matrix eff ects were observed, quantifi cation could readily be carried out by 
external calibration with standards prepared in deionized water.
Keywords
Benzene; beverages; SPME; multivariate optimization.

Determinação de benzeno em bebidas por microextração 
em fase sólida e cromatografia gasosa

Resumo

Neste estudo, foi desenvolvido um método simples e rápido para a determinação de benzeno em amostras 
de bebidas, utili zando a microextração em fase sólida no modo headspace e cromatografi a gasosa 
(HS-SPME-GC). Otimização multivariada foi utilizada para determinar a infl uência da temperatura de 
extração, tempo de extração e adição de cloreto de sódio sobre o rendimento da extração. Recuperações 
satisfatórias (≥73%) e precisão, calculado como desvio padrão relativo (RSD ≤ 9,1%), foram obtidas. 
Limite de detecção (LOD) de 0,2 μg L–1 foi obtido para benzeno, bem como uma ampla faixa linear de 
concentração. O método desenvolvido foi aplicado em amostras reais de refrigerantes, sucos e chás. 
Como não foi observado efeito de matriz, a quantifi cação foi realizada por calibração externa utilizando 
soluções padrão preparadas em água deionizada. 
Palavras-chave
Benzeno; bebidas; SPME; otimização multivariada.
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that only 6 samples had benzene concentrations 
over 5 μg L–1. On the other hand, solid-phase 
microextraction (SPME) which off ers appropri-
ate characteristics such as a sample preparation 
technique[10], 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 fi ber) and gas 
chromatography - mass spectrometry (GC-MS) 
to monitor benzene in beverage samples[11].

Th e main aim of this study was to explore 
the potential of the SPME technique for quanti-
fi cation 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. Th e optimized method validation included 
determination of the limits of detection and 
quantifi cation of the proposed method, linear-
ity, repeatability, accuracy and linear range. To 
the best of our knowledge, this is the fi rst 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 fl ame ionization detector. 
Chromatographic separations were carried out 
in an OV-5 capillary column (5% phenyl-95% 
polydimethylsiloxane, 30 m × 0.25 mm, 0.25 μm 
fi lm thickness (OV Specialty Chemical, Marietta, 

1 Introduction

Benzene is carcinogenic to humans and 
has been reported to cause leukemia and other 
blood-related disorders. Th e several possibili-
ties for the intake of benzene include drinking 
water and food, both through contaminations 
from the environment[1]. 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. Th ese reactions are cata-
lyzed by trace levels of metal ions that reduce 
oxygen via reactions involving ascorbic acid to 
form hydroxyl radicals[2]. 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. 
Th e World Health Organization[1] and the US 
Environmental Protection Agency[3] established 
the limit for benzene in drinking water at 10 and 
5 μg L–1, respectively. A more rigorous guide-
line is that of the European Council, which has 
fi xed the limit for benzene in drinking water at 
1 μg L–1 [4].

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[5,6] and static head-
space[2,7-9] approaches have been reported for 
extraction of benzene from several types of 
beverages. Fabietti  et  al.[6], using the purge and 
trap technique, showed levels of benzene rang-
ing from 1.1 to 2.6 μg L–1 in a cola-based soft -
drink and from 2.4 to 3.6 μg L–1 in juice samples. 
Cao  et  al.[7] used a static headspace approach 
resulting in a detection limit of 0.26 μg L–1, and 
the analysis of 124 soft -drink samples showed 
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tion of 50 μg L–1 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 modifi cation 
of the ionic strength of the samples.

Th e fi bers investigated were polydimeth-
ylsiloxane (PDMS, 100 μm), divinylbenzene-
polydimethylsiloxane (DVB-PDMS, 65 μm), 
carboxen-polydimethylsiloxane (CAR-PDMS, 
75 μm), carbowax-divinylbenzene (CW-DVB, 65 
μm) and divinylbenzene-carboxen-polydimeth-
ylsiloxane (DVB-CAR-PDMS, 50/30 μm), all 
purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA).    

2.3 Solid-phase microextraction 
procedures

Firstly, each investigated SPME fi ber was 
conditioned in the injector port of the GC accord-
ing to the manufacturer’s specifi cations. 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. Th e 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). Th e 
fi ber was immediately inserted into the GC injec-
tor and the analytes were thermally desorbed 
from the fi ber for 5 minutes. No memory eff ects 
were observed.

2.4 Optimization strategy

Th e choice of the SPME fi ber was carried 
out through univariate procedures obtained in 
triplicate. Each available fi ber was used to extract 

OH, USA). Ultrapure nitrogen was used as the 
carrier and make-up gas at initial fl ow-rate of 1.0 
and 35 mL min–1, respectively. Th e initial column 
oven temperature was 40 °C (1 minute); subse-
quently increasing 10 °C min–1 to 100 °C and 
15 °C min–1 to 180 °C. Th e injector temperature 
was fi xed at 300 °C, except when the CW-DVB 
fi ber was used because the manufacturer recom-
mends a maximum temperature of 260 °C. Th e 
detector temperature was fi xed at 280 °C.

For the samples which could be quantifi ed in 
gas chromatography – fl ame ionization detector 
(GC-FID) instrument, the identity of benzene 
was confi rmed 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 × 0.25 mm × 
0.25 μm) was used for the GC separation 
(Bellefonte, PA). Helium was used as the carrier 
gas at a fl ow rate of 1 mL min–1. Th e oven tem-
perature program and the injector temperature 
were the same as described previously under the 
GC section. Th e quadrupole mass detector was 
operated at 200 °C in the electron impact mode 
at 70 eV. Th e ion source temperature was set at 
200 °C, and the transfer line was set at 280 °C. 
Th e mass acquisition range was 40-100 m/z. 
Th e benzene peak was identifi ed on the basis of 
its fragmentation pattern using the NIST Mass 
Spectral Search Program 05 (NIST, Washington, 
D.C., USA).

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

2.2 Chemicals and materials

Th e standard stock solution of 100 mg L–1 
benzene (Sigma–Aldrich, Milwaukee, WI, USA) 
was prepared in HPLC-grade methanol (Tedia, 
Fairfi eld, OH, USA). A working standard solu-
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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 signifi cance of each variable, 
as well as the infl uence of their interactions on 
the preconcentration procedure using the CAR-
PDMS fi ber, 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 signifi cant at the 95% con-
fi dence level. Th e results obtained indicate that 
by increasing the NaCl amount and decreasing 
the sample temperature the recovery effi  ciency 
will improve. An increase in the extraction tem-
perature increases the diff usion of the analytes 
through the fi ber coating. However, as the sorp-
tion step is an exothermic process, an increase in 
the extraction temperature leads to a reduction 
in the partition coeffi  cient, consequently reduc-
ing the amount of analyte extracted at equilib-
rium. Th erefore, the extraction temperature has 
an antagonistic eff ect, and generally an opti-
mum extraction temperature can be observed. 
Since benzene is a very volatile compound, a low 
sample temperature does not aff ect its volatility. 
Th us, a signifi cant increase in the amount of ben-
zene extracted was observed even at low sample 
temperature. Th erefore, the thermodynamic 
eff ect was found to be more signifi cant than the 
kinetic eff ect for the benzene extraction. On the 
other hand, the positive value obtained for the 
eff ect of salt addition indicates that the analytical 
response increases when the level changes from 
minimum to maximum. Th e 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 

benzene at 50 μg L–1 from 10 mL of orange juice 
containing 2.0 g NaCl for 10 minutes at a tem-
perature of 5 °C.   

Aft er the selection of the best SPME fi ber, 
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 signifi cant 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), fi xing the extraction time at 15 minutes. 
Th e experimental data were processed using the 
Statsoft  Statistica 6.0 soft ware.

3 Results and discussion

3.1 Choice of fiber

Initially, the values for the effi  ciency of ben-
zene extraction from orange juice using fi ve 
commercially available SPME fi bers (PDMS, 
CAR-PDMS, DVB-CAR-PDMS, DVB-PDMS 
and CW-DVB) were compared. Th e experimen-
tal parameters fi xed for this study were: extrac-
tion time of 10 minutes, extraction temperature 
of 5 °C, 2 g of NaCl in 10 mL sample and 50 μg L–1 
of benzene. CAR-PDMS gave the best extraction 
effi  ciency with the highest chromatographic area 
for benzene; it was therefore selected to con-
tinue with the optimization. Th is 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.
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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. Th ese 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 quantifi cation (LOQ), linear range, relative 
standard deviation (RSD) and correlation coeffi  -
cient (R) for the analysis of benzene in the orange 
juice matrix with the CAR-PDMS fi ber under 

their partitioning between the sample and fi ber 
coating[12].

In contrast, by considering the conditions 
set within the experimental domain, neither the 
extraction time nor the interaction between the 
variables were signifi cant, and thus the extrac-
tion time was fi xed 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 fi nal 
optimization. Th erefore, 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.

Figure 1 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) extraction time and 
NaCl addition.
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3.5 Application of the methodology to 
beverage samples

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

the optimized HS-SPME conditions. Th e limits 
of detection and quantifi cation were calculated 
as three and ten times the standard deviation 
of the linear coeffi  cient of the calibration curve 
divided by the slope of the calibration function, 
respectively. Good correlation coeffi  cients (R) 
were obtained, higher than 0.999. Th e method 
showed an excellent precision, calculated as the 
relative standard deviation (n = 6) using a natu-
ral orange juice spiked with 5 and 20 μg L–1 of 
benzene (Table 1).

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

Table 1 Linear range, correlation coeffi cients, and detection and quantifi cation limits obtained for the proposed 
method.

Linear range /g L-1 R LODa /g L-1 LOQb /g L–1 RSD% (n = 6)

0.5-50 0.999 0.2 0.6 9.1 (5 g L–1)

5.7 (20 g L–1)
aLOD; limit of detection. bLOQ; limit of quantifi cation.
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Protection Agency maximum contaminant level 
for drinking water. Th ree of the samples even had 
a concentration higher than 10 μg L–1, thereby 
exceeding the action limit for benzene in drink-
ing water of 10 μg L–1 proposed by the World 
Health Organization[1].

Gardner & Lawrence[2] showed that hydroxyl 
radicals, generated by the metal catalyzed reduc-
tion of O2 and H2O2 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, H2O2, and Cu2+ concentrations of 
760, 1400, 360 and 16 mg L–1, respectively) the 
benzene concentration was found to be around 
2.0 μg L–1. To verify 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. Th e natural orange juice was spiked with 
benzoic acid at a concentration of 100 mg L–1, 
ascorbic acid at a concentration of 20 mg L–1 and 
Cu2+ at a concentration of 100 μg L–1. H2O2 was 
not added (as this substance is not added to any 
commercial beverage) and the sample pH was 3. 
Th e prepared orange juice was storage at room 

tifi ed using the optimized procedure. To study 
possible interference eff ects, the slopes for an 
external analytical curve and a standard addition 
curve for each sample were compared, and the 
relative sensitivity was calculated. Th is procedure 
shows adequate relative sensitivities for all the 
samples (recoveries between 73 and 99%), indi-
cating that the sample matrix has little infl uence 
on the SPME method. Th erefore, an external cal-
ibration curve can be used successfully for quan-
titative analysis, making the proposed method 
simpler and faster. Th e results can be observed in 
Table 2. In all the samples which benzene could 
be quantifi ed, we performed a confi rmatory 
study using the proposed method except we used 
a GC-MS instrument. All the samples analysed 
in GC-MS gave a positive identifi cation 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 
fl avor compounds and benzene peak, showing a 
satisfactory selectivity of the method.

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

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

Sample Mean concentration ± SD/g L–1 Recovery (%)

Cola-based soft drink 0.8 ± 0.2 81.0

Citrus fruit juice <LODa 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 12.6 ± 1.5 86.5

Tea 3 11.4 ± 0.5 77.3

Concentrated juice 1a 6.9 ± 0.6 92.3

Concentrated juice 2a <LODb 86.6
aprepared in accordance with the information obtained from the product label before analysis. bLOD; limit of detection.
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temperature and two portions of 10 mL were 
analyzed aft er: 30 minutes and 45 days. As in the 
case of Gardner & Lawrence[2], in the fi rst analy-
sis of this study no benzene was detected, but in 
the second analysis we detected a benzene con-
centration of 7.2 μg L–1, demonstrating the for-
mation of benzene under real conditions found 
in industrialized beverages and confi rming that 
the source of benzene found in the samples we 
analysed can be the decarboxylation of benzoic 
acid used in beverage fabrication. 

4 Conclusions

Th e 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. Th e 
proposed method achieved excellent detection 
limits, relative standard deviation and accuracy. 
Th e results of this study demonstrate the appli-
cability of the proposed method for determina-
tion of benzene concentrations below 1 μg L–1, 
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 adoção das diretrizes da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, o termo rastreabilidade do 
resultado vem sendo cobrado pelos organismos de acreditação como parte inerente dos requisitos 
demonstráveis durante uma avaliação. Para a metrologia física, o conceito de rastreabilidade pode ser 
facilmente demonstrado pela natureza da medida, já para a metrologia química, esta demonstração não 
é tão simples, pois, nos ensaios químicos, via de regra, as medidas são indiretas, isto é, os resultados da 
concentração do composto na amostra são obtidos através da medição de outras quantidades/unidades 
diferentes da expressa nos relatórios. Além da transformação da unidade de medida, outra característica 
dos ensaios químicos é a utilização de um conjunto de equipamentos utilizados em várias etapas de um 
único ensaio. Assim, a rastreabilidade de um ensaio químico pode ser representada pelo procedimento 
operacional padrão usado e a incerteza intrínseca do processo, não simplesmente pela rastreabilidade 
no seu conceito ortodoxo ao SI. O presente trabalho, segundo da série, visa discutir a contribuição da 
incerteza referente à rastreabilidade dos equipamentos usados em comparação à incerteza referente à 
rastreabilidade da condução do procedimento operacional, além de mostrar a forte dependência da 
natureza da amostra (efeito matriz) e seu impacto na incerteza do resultado, quando uma amostra é 
aplicada a um procedimento não adequado. Os resultados sugerem que um procedimento operacional 
elaborado de um método validado com controles de desempenho estabelecidos a priori e executados 
durante a condução dos ensaios representa a rastreabilidade do ensaio.

Palavras-chave
Rastreabilidade; incerteza da medição; procedimento operacional padrão; controle estatístico de processo; 
validação 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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1 Introdução

No primeiro artigo[1] dessa série, foi abor-
dado que a garantia da confi abilidade da medida 
nos ensaios químicos é baseada em quatro parâ-
metros: (i) procedimentos operacionais padrão 
conduzidos por (ii) pessoal habilitado utili-
zando (iii) equipamentos calibrados instalados 
em (iv) local e condições ambientais adequadas. 
Nele foi mostrado que a contribuição do modelo 
matemático que representa a curva de calibração 
ou analítica para a incerteza do processo analí-
tico global é, muitas vezes, mais signifi cativa que 
a incerteza associada aos equipamentos críticos 
usados. Neste segundo artigo, será dada ênfase 
à importância da rastreabilidade da medição no 
estabelecimento da incerteza global do processo 
de medida nos ensaios químicos.

No documento intitulado Vocabulário 
Internacional de Metrologia (VIM)[2], a rastrea-
bilidade metrológica é defi nida como a 

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

Este conceito pode facilmente ser usado em 
medidas físicas[3], na qual a unidade de medida 
será a mesma do resultado do ensaio e, comu-
mente o processo de medição é conduzido, via 
de regra, em um único equipamento calibrado; 
medição do comprimento de um parafuso com 
um paquímetro, por exemplo. Desta forma, a 
confi abilidade da medida está assegurada pela 
rastreabilidade do padrão de referência utilizado 
para a calibração do equipamento, acrescida do 
processo de medição propriamente dito, qual 
seja: uso de procedimento operacional padrão, 
treinamento do operador e controle das con-
dições ambientais que podem afetar a medida. 
Havendo controle sobre o treinamento do ope-
rador na condução do ensaio em conformidade 
ao procedimento operacional e das condições 
ambientais, etapas estas quase nunca críticas 
nessa classe de medidas (físicas), a rastreabili-
dade metrológica do ensaio se restringe à cali-
bração do equipamento.

Já a medição nos ensaios químicos são 
invariavelmente feitas indiretamente[4-6], isto é, 

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 diff erent 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. Th us, 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. Th is 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 eff ect) and its impact the uncertainty of results when a sample is 
applied to a non adequate procedure. Th e 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.
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rio esclarecer que a rastreabilidade é um processo 
que antecede a medição e pode ser estabelecida 
antes da medida sequer começar. 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 após o ato da 
medição[10]. Desta forma, para reduzir a incer-
teza de uma medida, será necessário “melhorar” 
a execução da medida, atuando principalmente 
na contribuição da incerteza que for mais signi-
fi cativa na incerteza global do processo. Ainda, 
é preciso entender que a rastreabilidade nos 
ensaios químicos é feita em dois momentos. O 
primeiro momento se refere à rastreabilidade da 
calibração do conjunto de equipamentos utili-
zados na medida, que representa a exatidão da 
calibração, já, no segundo momento, refere-se 
às operações experimentais para a condução da 
medida, que representa a precisão da medida. 
Estendendo este conceito, pode-se dizer que, da 
variação da exatidão da calibração, surgem os 
erros sistemáticos e, das alterações da precisão 
da medida, surgem os erros aleatórios[11].

Considerando que o procedimento opera-
cional padrão pode representar mais realistica-
mente a rastreabilidade nos ensaios químicos[12], 
pois a abordagem sistemática para a comparabi-
lidade dos resultados através da rastreabilidade 
ao SI dos ensaios químicos iniciou-se somente 
em 1993 e as análises químicas datam de muito 
antes, a validação das etapas experimentais crí-
ticas torna-se fundamental para o controle e 
manutenção da confi abilidade 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 padrão, em conformidade com as dire-
trizes da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025[13], 
ele deve ter um mínimo de testes experimentais 
que confi rmem que os seus resultados sejam 

os resultados da concentração do composto na 
amostra são obtidos através da medição de outras 
quantidades/unidades diferentes da expressa nos 
relatórios (tais como o peso/alíquota da amostra, 
resposta de sinal a partir do instrumento relati-
vamente à concentração de uma série de soluções 
padrão diluídas preparadas a partir de material 
de referência, etc.) e transformadas por meio de 
modelos matemáticos na unidade de interesse do 
ensaio. Desta forma, a rastreabilidade das medi-
das nos ensaios químicos não pode ser atribuída, 
apenas, à rastreabilidade de seus equipamentos 
críticos, mas outros fatores devem ser levados 
em conta, como o fato da medida ter uma depen-
dência clara da natureza da amostra[7], sendo tal 
fenômeno denominado efeito matriz. Assim, o 
termo metrologia nos ensaios químicos necessita 
ser relacionado a uma grande “faixa” de rastrea-
bilidades[3], reconhecidamente, mais diretamente 
no procedimento operacional padrão utilizado, 
pois nele estão as variáveis mais críticas, em que 
quaisquer variações experimentais não valida-
das no procedimento, como exemplo, natureza 
da matriz, variações nas condições ambientais e 
diferentes sensibilidades de equipamentos, entre 
outras, podem causar impactos signifi cativos 
na incerteza do resultado e, portanto, na ras-
treabilidade. Neste sentido, muitas adaptações 
do conceito ortodoxo[3] da rastreabilidade são 
necessárias para o uso racional do termo quando 
aplicado aos ensaios químicos de rotina.

A rastreabilidade metrológica e a incerteza 
da medida são conceitos interligados[8,9]. Assim, 
o entendimento da defi nição de rastreabilidade 
claramente sugere que apenas resultados analíti-
cos com a “declaração” da sua incerteza podem 
ser rastreáveis, ou que possa ter sua rastreabili-
dade demonstrada. Entretanto, um engano muito 
comum nos laboratórios de ensaios é achar que 
a rastreabilidade é importante apenas porque sua 
demonstração reduzirá a incerteza[7]. É necessá-
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dependendo do estado da amostra), seguido de 
fortifi cação (caso recuperação), adição de solu-
ções extratoras, homogeneização em vórtex, 
separação em centrífuga, com posterior coleta do 
sobrenadante, fortifi cação (caso curva analítica), 
adição de reagentes (leite e plasma) ou uso de 
SPE (músculo, fígado, rim e gordura) para clean-
-up, homogeneização em vórtex, separação em 
centrífuga, tomada de alíquota, fi ltração e análise 
em LC-MS/MS. Do ponto de vista metrológico, o 
procedimento de ensaio é o mesmo, pois as ope-
rações unitárias são iguais, o que difere é a natu-
reza dos solventes pelas características da matriz. 
Desta forma, é possível comparar os dados expe-
rimentais e analisar o efeito matriz.

Analisando os dados de validação obtidos 
experimentalmente para o mesmo analito, utili-
zando a mesma técnica analítica para as seis dife-
rentes matrizes analíticas, é possível inferir que 
o desempenho do método é fortemente infl uen-
ciado pela natureza da matriz, pois importantes 
variáveis como seletividade, a faixa analítica, a 
precisão dos resultados e, principalmente a sen-
sibilidade, expressa tanto em termos de LD como 
LIQ, são muito diferentes. Desta forma, um dos 
principais mecanismos na determinação da 
rastreabilidade nos ensaios analíticos é o efeito 
matriz. Em algumas técnicas analíticas, como a 
emissão atômica com plasma de argônio indu-
tivo (ICP-AES), o efeito matriz pode ser visto 
muito facilmente na determinação de metais 
em águas em que um dos elementos prepondera 
em concentração, como, por exemplo, água do 
mar. Assim, pode-se concluir que o efeito matriz 
é diretamente dependente da técnica analítica 
usada no ensaio químico.

O modelo utilizado para o cálculo da estima-
tiva da incerteza foi descrito por Bahia Filho[15] e 
baseia-se na determinação experimental de qua-
tro fases distintas do processo analítico, a saber: 
(i) preparo da solução padrão, (ii) preparo da 

comparáveis, confi áveis e, principalmente, que 
suas etapas experimentais estejam sob controle.

Do controle das etapas experimentais se 
dará maior repetibilidade dos resultados, conse-
quentemente, uma menor dispersão de valores, 
que levará a uma estimativa da incerteza cada 
vez menor. Assim, a redução da incerteza de um 
processo de medição refl ete no conhecimento 
de suas etapas críticas e seu posterior controle 
com indicadores periódicos de seu desempenho. 
Sendo assim, estimar a incerteza de um procedi-
mento sem previamente conhecê-lo, e, principal-
mente, não ter domínio das etapas críticas, é, no 
mínimo, contraprodutivo.

O presente trabalho irá abordar a impor-
tância de se estabelecer um planejamento expe-
rimental de validação do método antes de se 
elaborar o procedimento operacional padrão, a 
contribuição da incerteza da exatidão da calibra-
ção e a incerteza da precisão da operação e a con-
tribuição de efeito matriz sobre a rastreabilidade 
da medida.

2 Experimental

No Laboratório de Cromatografi a 
–  CROMA, da USP de São Carlos, foram 
validados métodos para a determinação de 
Di-hidrostreptomicina em seis diferentes matri-
zes analíticas, a saber: (i) plasma, (ii) leite, (iii) 
fígado, (iv) rim, (v) músculo e (vi) gordura, por 
LC-MS/MS. O modelo de validação dos métodos 
seguiu as diretrizes da Resolução da ANVISA 
RE N°899[14], de 29 de maio de 2003, tendo sido 
avaliados experimentalmente os itens seletivi-
dade, linearidade, repetibilidade, precisão, exati-
dão, LIQ (Limite Inferior de Quantifi cação), LD 
(Limite de Detecção) e recuperação. Os dados 
obtidos são mostrados na Tabela 1.

O procedimento analítico foi baseado nas 
etapas de tomada de amostra (massa ou volume, 
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fi co de barras com as contribuições individuais 
de cada uma das etapas na incerteza combinada.

A incerteza padrão combinada da precisão 
encontrada foi 0,28 ng/mL. Das quatro opera-
ções relativas à incerteza da precisão, pode-se 
observar que a contribuição da fonte de erro 
relacionada à construção da curva de calibração 
é a mais signifi cativa, seguida do ensaio de recu-
peração do analito e da precisão do resultado.

Já para o cálculo da incerteza da exatidão, 
foram consideradas todas as incertezas declara-
das nos certifi cados de calibração de cada equi-
pamento que contribui para a incerteza combi-
nada, por exemplo, da balança, das micropipetas 
e dos balões. Um resumo dos resultados obtidos 
para a matriz leite é mostrado detalhadamente 
na Tabela 3. Na Figura 2, é mostrado o gráfi co de 
barras com as contribuições individuais de cada 
equipamento na incerteza combinada.

A incerteza padrão combinada da exatidão 
encontrada foi 0,0038 ng/mL. De todas as cali-
brações consideradas, a relativa à balança foi a 
mais signifi cativa, seguida da micropipeta.

curva analítica, (iii) precisão do resultado obtido 
e (iv) recuperação do analito adicionado à matriz.

A novidade no presente artigo é que foram 
separadas as contribuições da calibração de todos 
os equipamentos das contribuições experimen-
tais das etapas do processo. Desta forma, foram 
agrupadas as incertezas provenientes das calibra-
ções, do tipo A, conhecida como incertezas her-
dadas e que chamamos de incerteza da exatidão. 
Similarmente, foram combinadas as incertezas 
padrão de todas as etapas experimentais, do 
tipo B, conhecida como incerteza experimental 
e que chamamos de incerteza da precisão. Com o 
objetivo de comparar o nível de contribuição de 
ambas as incertezas padrão na incerteza combi-
nada do processo, foram construídos gráfi cos e 
planilhas mostradas a seguir.

Para o cálculo da incerteza da precisão da 
operação, foram consideradas todas as fontes 
das etapas experimentais que contribuem para a 
incerteza combinada, por exemplo, operação de 
preenchimento de balão volumétrico, tomada de 
alíquotas com micropipeta, construção da curva 
de calibração, recuperação do analito e precisão 
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 grá-

Figura 1 Contribuição das quatro fontes para a 
incerteza padrão combinada para a incerteza da 
operação para a matriz leite.

Figura 2 Contribuição das incertezas da calibração 
na incerteza padrão combinada para a matriz leite.
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A Figura  3 mostra um resumo dos dados 
obtidos na análise da contribuição de ambas as 
incertezas, da precisão e da exatidão, na incer-
teza padrão combinada do ensaio.

Observando os dados da Figura 3, pode-se 
inferir que a contribuição relativa à incerteza da 
precisão, que representa a condução de todas as 
etapas experimentais do ensaio químico é muito 
mais signifi cativa do que a contribuição da 
incerteza da exatidão, que representa a calibra-
ção de todos os equipamentos críticos usados. 
Estes dados corroboram com o “sentimento” 
da grande maioria de técnicos que conduzem 
ensaios de que a rastreabilidade da medição 
nos ensaios químicos não pode ser vista de uma 
forma ortodoxa, ou seja, apenas nos certifi cados 
de calibração, mas deve ser considerada como 
um todo. Ainda, apenas a rastreabilidade aos 
equipamentos críticos não assegura que o ensaio 
analítico está sob controle e, portanto, apto a ser 
acreditado.

O mesmo procedimento de cálculo foi apli-
cado no ensaio de Dihidrostreptomicina em 
todas as matrizes estudadas. Os dados obtidos 
são mostrados nas Figuras 4-8.

Analisando os dados de contribuição para as 
diferentes matrizes, mostrados nas Figuras  4-8, 
pode-se chegar à mesma conclusão no que se 
refere à contribuição já discutida para a matriz 

Figura 3 Incerteza associada à calibração dos 
equipamentos e à precisão da operação para a matriz 
leite.

Figura 4 Incerteza associada à calibração dos 
equipamentos e à precisão da operação para a matriz 
plasma.

Figura 5 Incerteza associada à calibração dos 
equipamentos e à precisão da operação para a matriz 
fígado.

Figura 6 Incerteza associada à calibração dos 
equipamentos e à precisão da operação para a matriz 
gordura.

Figura 7 Incerteza associada à calibração dos 
equipamentos e à precisão da operação para a matriz 
músculo.
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tas contribuições aos ensaios, principalmente no 
que se refere à comparabilidade dos resultados 
de uma mesma amostra obtida em laboratórios 
diferentes, contudo é muito oportuno discutir 
que resultados diferentes encontrados por labo-
ratórios diferentes têm muito mais a ver com a 
característica do método analítico e suas etapas 
que simplesmente uma rastreabilidade ao SI. 
Assim, os dados aqui apresentados sugerem que 
a rastreabilidade de um resultado de ensaio quí-
mico é muito mais infl uenciado pela condução 
de um procedimento operacional padrão vali-
dado, nas condições de uso, de um método con-
sagrado do que devido apenas à rastreabilidade 
ortodoxa. É obvio que a calibração dos equipa-
mentos críticos é importante, mas não deve ser o 
fi m determinístico para o ensaio químico.
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Resumo

Este artigo proporciona uma visão geral da técnica de Extração em Fase Sólida Dispersiva (D-SPE) como 
uma importante etapa do método QuEChERS que, com um procedimento fácil e rápido, permite obter 
extratos mais limpos para as análises multirresíduo. A D-SPE envolve, em geral, o uso de um ou mais 
sorventes, juntamente com sulfato de magnésio anidro, em um tubo de centrífuga, para remover os 
coextrativos do extrato orgânico. Esta técnica é prática e efi ciente para limpar extratos de diferentes 
amostras complexas, como alimentos de origem vegetal ou animal. Alguns detalhes práticos do uso de 
diferentes sorventes são apresentados com as principais aplicações.

Palavras-chave
Preparo de amostra; limpeza de extratos; sorventes.

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

Abstract

Th is 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. Th e 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. Th is technique is practical and effi  cient to clean-up extracts from diff erent complex 
samples, like foods of vegetable or animal origin. Some practical details of diff erent sorbents are presented 
with principal applications.

Keywords
Sample preparation; clean-up; sorbents.
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ponentes da matriz que coeluem com os analitos 
no detector e, para isto, métodos de extração 
mais seletivos e etapas mais efi cientes de limpeza 
(clean-up) devem ser desenvolvidos. Contudo 
alternativas, como por exemplo, a padronização 
externa realizada em extrato da matriz idêntica 
ou similar ao da amostra é geralmente utilizada[3]. 
Na Cromatografi a Gasosa (Gas Chromatography, 
GC-MS) o efeito de matriz, além de gerar por-
centagens de recuperação superiores a 100%, 
pode causar outras alterações na análise cro-
matográfi ca, como: i) mascaramento do pico 
do analito de interesse, gerando um resultado 
falso negativo; ii) erro na identifi cação do ana-
lito, pois componentes da matriz podem ser 
erroneamente identifi cados como o analito de 
interesse quando, na verdade, este está ausente, 
gerando resultado falso positivo; iii) aumento no 
sinal do detector, levando à superestimação do 
resultado. Isso ocorre quando impurezas voláteis 
são eluídas com o mesmo tempo de retenção dos 
analitos de interesse; extinção do sinal no detec-
tor[4]. Nas análises por Cromatografi a Líquida 
acoplada à Espectrometria de Massas (Liquid 
Chromatography coupled to Mass Spectrometry, 
LC-MS), a presença da matriz pode resultar em 
mudanças na efi ciência de ionização, uma vez 
que pode ocorrer supressão ou aumento da ioni-
zação. O mecanismo exato da supressão iônica 
é desconhecido, porém é causado pela presença 
de substâncias não voláteis e por compostos 
com superfície bastante ativa. O efeito matriz 
também é dependente da natureza química do 
analito, pois a efi ciência de ionização dos com-
postos polares é mais infl uenciada pela presença 
de coextrativos provenientes da matriz quando 
comparada com compostos apolares. Alguns 
parâmetros instrumentais, como fonte de ioniza-
ção e vazão da fase móvel, também infl uenciam 
na extensão do efeito matriz[5].

1 Introdução

Na análise de resíduos e contaminantes em 
alimentos, o preparo de amostra envolve a extra-
ção dos analitos e a subsequente limpeza do 
extrato com a fi nalidade de isolar os compostos 
de interesse e remover interferentes da matriz 
que afetam o sistema de análise. Estes procedi-
mentos consistem em transferir os analitos da 
matriz para outra fase, empregando simultane-
amente uma etapa de limpeza para remoção de 
substâncias interferentes (isolamento), aumen-
tando a concentração dos analitos (enriqueci-
mento) a um nível acima do limite de detecção 
da técnica analítica[1]. Nos últimos anos, ocorreu 
um rápido desenvolvimento de novos métodos 
analíticos, visando à determinação de resíduos e 
contaminantes em alimentos. Estes avanços tive-
ram como objetivo a substituição dos métodos 
tradicionais de análise de resíduos, que apresen-
tavam como características a morosidade de suas 
diversas etapas, emprego de grandes volumes de 
solvente, alto custo, etc.[2].

Geralmente, a complexidade da composi-
ção dos alimentos ocasiona difi culdades para 
a quantifi cação de resíduos e contaminantes, 
sendo necessária a realização de uma etapa de 
limpeza do extrato, após extração com solvente. 
Essa etapa é fundamental, uma vez que reduz as 
interferências e o efeito matriz, além de dimi-
nuir a necessidade de manutenção do sistema 
cromatográfi co. No sentido de melhorar a aná-
lise quantitativa, esforços foram realizados no 
desenvolvimento de novos métodos de extração 
e limpeza[2]. O efeito matriz é observado quando 
uma considerável diferença de resposta é obtida 
entre padrões preparados no solvente e aqueles 
preparados no extrato da matriz, com boa pre-
cisão. Uma das maneiras de minimizar e/ou eli-
minar este efeito é reduzir a quantidade de com-
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2 Preparo de amostra para a 
determinação de resíduos e 
contaminantes em alimentos

Nos últimos anos, as técnicas mais ampla-
mente utilizadas para extração de resíduos e 
contaminantes em alimentos foram a Extração 
Sólido-Líquido (Solid Liquid Extraction, SLE) 
e a Extração Líquido-Líquido (Liquid Liquid 
Extraction, LLE). A SLE e a LLE consistem na 
extração sucessiva de amostras sólidas e líquidas, 
respectivamente, com solvente orgânico empre-
gando agitação vigorosa. Estas técnicas têm 
sido aplicadas para diferentes tipos de amostras, 
como, por exemplo, alimentos de origem vegetal 
ou animal[13-15]. Em geral, a maioria dessas técni-
cas emprega solventes orgânicos em alguma de 
suas etapas. A acetonitrila é considerada um dos 
melhores solventes, uma vez que promove uma 
extração bastante efi ciente (altos percentuais de 
recuperação) e extrai baixas concentrações de 
coextrativos da matriz, sendo efi caz na desnatu-
ração de proteínas e na inativação de enzimas[2]. 
Metanol e acetato de etila também são ampla-
mente utilizados, mas extraem elevadas quanti-
dades de coextrativos da matriz[13-15].

Os avanços da Química Analítica em con-
sonância com o conceito de sustentabilidade 
levaram ao desenvolvimento de vários métodos 
de preparo de amostra de alimentos[16]. No fi nal 
da década de 1980, Barker et al.[17] propuseram a 
Dispersão da Matriz em Fase Sólida (Matrix Solid 
Phase Dispersion, MSPD), a qual envolve a mis-
tura da amostra (viscosa, sólida ou semissólida) 
com um sorvente, a transferência da mistura para 
um cartucho e uma etapa de eluição com um sol-
vente adequado[18, 19]. Na Extração Ultrassônica 
(Ultrasonic Extraction, USE), a amostra com sol-
vente é submetida ao banho com ultrassom[20]. 
A USE também tem sido associada a outras 
técnicas como a MSPD[21]. Na Extração Líquida 
Pressurizada (Pressurized Liquid Extraction, 

As limitações na análise de resíduos e con-
taminantes em alimentos foram minimizadas 
após o desenvolvimento dos métodos multir-
resíduo. Estes apresentam como vantagens a 
possibilidade de analisar um grande número de 
compostos, altos percentuais de recuperação dos 
analitos, remoção dos possíveis interferentes da 
amostra, boa precisão e robustez, baixo custo, 
rapidez, facilidade e segurança (utilizam peque-
nos volumes de solventes de baixa toxicidade)[2].

A etapa de limpeza é essencial para pro-
mover robustez e confi abilidade aos resultados 
obtidos pelo sistema cromatográfi co, uma vez 
que componentes não voláteis da matriz podem 
fi car aderidos no sistema de injeção e também na 
coluna cromatográfi ca, alterando a resposta do 
sistema e aumentando a frequência de manuten-
ções técnicas no equipamento[6, 7].

Tradicionalmente a etapa de limpeza nos 
métodos multirresíduo emprega Extração em 
Fase Sólida (Solid Phase Extraction, SPE), a 
qual utiliza cartuchos ou colunas que contêm 
entre 250 e 1000 mg de sorvente[8]. Esta técnica 
envolve operação manual, uso de diferentes 
solventes para lavagem do sorvente, etapas de 
evaporação e secagem. Muitos fatores afetam 
a precisão quando se trabalha com SPE, entre 
eles o ajuste do sistema de vácuo e a vazão dos 
solventes. Esta técnica, quando automatizada, 
requer manutenção frequente, além dos sistemas 
hoje disponíveis apresentarem um custo consi-
derável[8]. Nos últimos anos, técnicas alternativas 
foram desenvolvidas com o objetivo de melhorar 
a etapa de limpeza[9]. Este artigo tem como obje-
tivo apresentar algumas aplicações que demons-
tram a praticidade e a efi ciência da Extração em 
Fase Sólida Dispersiva (Dispersive Solid Phase 
Extraction, D-SPE) na limpeza de extratos para 
a determinação de resíduos e contaminantes em 
alimentos[10-12].
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procedimento de preparo de amostra para 
extração de resíduos e contaminantes denomi-
nado QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Eff ective, 
Rugged, Safe). Este método tem como vantagem 
ser rápido, fácil, econômico, efetivo, robusto e 
seguro, explorando as possibilidades ofereci-
das pela instrumentação analítica moderna[16]. 
O método QuEChERS pode ser caracterizado 
como uma sequência das seguintes etapas: 
Extração (agitação manual ou com auxílio de 
vórtex da amostra de interesse com acetonitrila, 
geralmente na proporção 1:1); Partição (adição 
de sais para promover o efeito salting out, o tam-
ponamento do pH do meio, além da remoção 
de água); e Limpeza do extrato (realizada por 
D-SPE). A versão original deste método apre-
sentou excelentes resultados para diferentes tipos 
de amostras[16,30,31]. Porém, algumas aplicações 
mostraram que certos compostos apresentavam 
problemas de estabilidade e/ou recuperação de 
acordo com o pH da matriz[11,32]. Desta forma, 
durante o período de otimização do método, 
percebeu-se que a utilização de tampões de pH 
(faixa de 4,8 a 5,0) promovia recuperações satis-
fatórias (>70%) para compostos dependentes do 
pH, independente da matriz utilizada[32].

Atualmente, como o método e suas modifi -
cações são aplicados para uma grande variedade 
de matrizes e para vários compostos, como, por 
exemplo, agrotóxicos, medicamentos veteriná-
rios e micotoxinas, vários sorventes e combina-
ções vêm sendo utilizadas, dependo do tipo de 
matriz, técnica cromatográfi ca e dos tipos de 
compostos analisados. A Figura  1 apresenta as 
principais etapas para a execução da limpeza de 
extratos empregando a D-SPE.

2.1 Extração em fase sólida dispersiva

A D-SPE, proposta por Anastassiades et al.[10], 
está baseada em um procedimento muito sim-
ples para ser empregado na limpeza de extratos 

PLE), também chamada de Extração Acelerada 
por Solvente (Accelerated Solvent Extraction, 
ASE), amostra e solvente são aquecidos e subme-
tidos a alta pressão em uma cela fechada. Com 
a pressão e temperatura elevadas, muda a visco-
sidade do solvente, aumentando a extração dos 
analitos[22]. É uma técnica de extração rápida e 
que reduz consideravelmente a quantidade de 
solvente[23]. Com a otimização de alguns parâme-
tros como temperatura, pressão e polaridade do 
solvente é possível obterem boas recuperações 
com a PLE[24], no entanto as diferentes proprie-
dades físico-químicas dos analitos difi cultam o 
emprego em análises multirresíduo. A Extração 
Assistida por Micro-ondas (Microwave-Assisted 
Extraction, MAE) foi utilizada pela primeira 
vez para extração de compostos orgânicos por 
Ganzler  et  al.[25], no entanto se tornou mais 
popular recentemente. Nesta técnica, a amostra 
é imersa num frasco aberto ou fechado contendo 
solvente e é irradiada com micro-ondas. A prin-
cipal limitação da técnica é o uso de solventes que 
absorvam energia de micro-ondas, pois solven-
tes não polares não absorvem essa energia[26,27]. 
Além disso, em geral, é necessária uma etapa de 
limpeza do extrato[28].

Os métodos de preparo de amostra que têm 
como base a instrumentação, sendo a extração 
muitas vezes automatizada, demandam analistas 
treinados e etapas de limpeza entre extrações, 
o que implica em um maior tempo de análise. 
Outra desvantagem geralmente apresentada é o 
escopo limitado de analitos que pode ser extra-
ído em determinadas condições. Sendo assim, 
estes procedimentos, podem ser empregados em 
algumas aplicações, mas estão distantes de serem 
considerados ideais para um método multirresí-
duo[29].

Anastassiades  et  al.[10], com o objetivo de 
superar as limitações práticas dos métodos mul-
tirresíduo existentes, introduziram um novo 
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haver a necessidade de trabalhar no formato de 
cartucho. Assim, descartam-se as etapas prévias 
de pré-condicionamento, sendo necessário ape-
nas um pequeno treinamento dos analistas. Ao 
contrário 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 fácil combinação de 
diferentes tipos de sorventes de acordo com a 
necessidade do analista, do tipo de matriz e do 
equipamento que será utilizado na determinação 
dos analitos de interesse. Soma-se a isto a possi-
bilidade de realizar a remoção de água residual 
de forma simultânea com a limpeza do extrato, 
uma vez que os sais secantes (MgSO4 ou Na2SO4) 
podem ser adicionados juntamente com o sor-
vente.

A D-SPE foi desenvolvida simultaneamente 
com o método QuEChERS, tendo como obje-
tivo a obtenção de um extrato fi nal 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 utilização de dife-

destinados à análise cromatográfi ca de resíduos e 
contaminantes em alimentos. Na proposta origi-
nal, agita-se o extrato (1 mL) com pequena quan-
tidade de sorvente (25 mg). A agitação tem como 
objetivo a distribuição uniforme do sorvente e 
assim facilitar o processo de limpeza. O sorvente 
então é separado por centrifugação, sendo uma 
alíquota do extrato fi nal retirada para análise. 
Desta maneira, o sorvente atua como um fi ltro 
químico, retendo os coextrativos da matriz. Esta 
técnica pode ser comparada com a MSPD, porém 
a diferença entre elas esta na adição do sorvente a 
uma alíquota do extrato e não 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 está intimamente 
ligada à etapa de extração e fornece uma alíquota 
homogênea a partir de uma amostra original de 
qualquer tamanho. Assim, apenas uma pequena 
quantidade de sorvente é 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, refl etindo em menor custo, além de não 

Antes
limpeza

Depois 
limpeza

Pesagem do
sorvente

Transferência do
extrato

Agitação em
vortex

Centrifugação

Figura 1 Representação das etapas de execução da D-SPE.
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dade de PSA na etapa de D-SPE com o intuito de 
remover, de forma mais efi ciente, os ácidos gra-
xos coextraídos[33].

2.1.2 Octadecilsilano (C18)

Uma modifi cação bastante relevante na 
etapa de D-SPE foi a adição do sorvente octa-
decilsilano (C18) para promover uma limpeza 
mais efetiva de algumas matrizes, em especial 
aquelas que contêm gordura[11,15,33-35]. O sorvente 
C18 é mais utilizado para matrizes com teor de 
gordura maior que 2%, pois remove com boa efi -
ciência interferentes apolares, tais como substân-
cias graxas e lipídios[36]. No entanto, o sorvente 
C18 tem sido utilizado em conjunto com PSA 
para diferentes tipos de matrizes e analitos. O 
C18 é bastante usado na determinação de com-
postos orgânicos em matrizes aquosas por SPE 
e tem um custo inferior ao do PSA. O tamanho 
de partícula do sorvente C18 mais utilizado é o de 
40 μm, que também é o mais usado em SPE.

2.1.3 Carbono grafitizado

A redução do teor de pigmentos nos extra-
tos provenientes de amostras vegetais foi outro 
avanço efetuado na etapa de limpeza, obtido 
através da adição de uma pequena quantidade de 
carvão ativado ou carbono grafi tizado[15,34,37]. O 
carvão disponível comercialmente para fi ns cro-
matográfi cos, comumente chamado de carbono 
grafi tizado (graphitized carbon black, GCB), pos-
sui uma grande área superfi cial e contém grupos 
altamente polares na superfície, com alto poten-
cial para formação de pontes de hidrogênio. Em 
decorrência destas características, ocorre forte 
retenção de analitos planares que contenham um 
ou mais grupos ativos em sua estrutura, resul-
tando em baixas recuperações para estes com-
postos[35,38]. Entre os compostos planares que 

rentes quantidades e/ou misturas de sorventes, 
dependendo do tipo de matriz e de analitos de 
interesse.

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

2.1.1 Amina primária secundária (PSA)

O sorvente etilenodiamino-N-propil é uma 
amina primária e secundária (PSA) que atua 
como um trocador aniônico e pode interagir com 
outros compostos através de pontes de hidro-
gênio ou dipolo-dipolo. Possui forte interação 
com os compostos da matriz, sendo usado para 
remoção de vários coextrativos interferentes[10]. 
A estrutura bidentada do PSA (Figura  2) tem 
um elevado efeito quelante, devido à presença 
dos grupos amino primário e secundário na 
sua estrutura[12]. Como resultado, a retenção de 
ácidos graxos livres, açúcares e de outros com-
postos polares presentes na matriz é muito forte, 
podendo ocorrer a retenção de alguns analitos 
que interfem no resultado da análise. Por outro 
lado, não é tão efi ciente na remoção de gorduras. 
O tamanho de partícula do sorvente utilizado é, 
geralmente, de 40 μm. O sorvente PSA tem sido 
usado em associação com outros sorventes, prin-
cipalmente com C18 ou carbono grafi tizado. As 
diferentes versões do método QuEChERS utili-
zam, em geral, 25 ou 50 mg de PSA para cada mL 
de extrato[12]. Para algumas matrizes, como, por 
exemplo, cereais, utiliza-se uma maior quanti-

Figura 2 Estrutura do sorvente PSA.
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embora possa também ser preparada para apre-
sentar características neutra ou ácida. É geral-
mente empregada na separação cromatográfi ca 
de compostos lipofílicos e, pelo fato de poder ser 
preparada com características ácida, neutra ou 
alcalina, é bastante útil na separação de substân-
cias que apresentem variações dessas caracterís-
ticas.

Nos métodos mais antigos, o fl orisil® era 
bastante empregado, sendo utilizado na forma 
de colunas recheadas, nas quais os extratos das 

apresentam baixa recuperação quando GCB é 
empregado na etapa de D-SPE, pode-se destacar 
hexaclorobenzeno[39], terbufós e tiabendazol[40].

2.1.4 Outros sorventes

Koesukwiwat et al.[39] testaram a extração de 
agrotóxicos fenoxiácidos, como 2,4 D, quinclo-
raque, picloram e outros, por QuEChERS modi-
fi cado, utilizando como sorvente na D-SPE alu-
mina combinada com C18. A alumina ou óxido 
de alumínio (Al2O3) tem características alcalinas, 

Tabela 1 Sorventes utilizados em D-SPE e detalhes das aplicações.

Matriz Analitos D-SPE: mg de sorvente/mL de extrato Ref.

Cevada herbicidas 25 mg PSA 48

Cebola, limão, tomate e uva agrotóxicos 25 mg PSA 49

Repolho e rabanete agrotóxicos 25 mg PSA 50

Frutas OCP 25 mg PSA 51

Suco de cana-de-açúcar agrotóxicos 50 mg PSA 52

Frango medicamentos 
veterinários

150 mg PSA 53

Arroz fenoxiácidos 250 mg PSA 39

Trigo, farinha e farelo agrotóxicos 125 mg C18 54

Ervilha e lima agrotóxicos 12 mg PSA + 3,75 mg GCB 15

Molho de maçã-mirtilo agrotóxicos 25 mg PSA + 25 mg C18 15

Vegetais e

alimentos infantis

agrotóxicos 50 mg PSA + 100, 120 ou 140 mg C18

para matrizes com 2, 3 e 4,5% de gordura, 
respectivamente

55

Mel, própolis e geleia real quinolonas 37,5 mg C18

37,5 mg C18 + 37,5 mg PSA

100 mg C18 + 100 mg PSA

100 mg C18 + 100 mg PSA + 100 mg GCB

56

Repolho, espinafre, uva e 
laranja

agrotóxicos 10 mg nanotubos de carbono 47

Berinjela, pepino, couve e 
pimenta

OPP 16 mg nanotubos de carbono 27

Azeitonas e azeite de oliva OCP, OPP

triazinas

PSA, GCB e C18 57

Plantas medicinais OCP 16,7 mg PSA + 33,4 mg GCB 58

Sangue drogas 41,7 mg C18 + 41,7 mg PSA 59

OCP = agrotóxico organoclorado; OPP = agrotóxico organofosforado; PSA = amina primária secundária; GCB = carbono 
grafi tizado.
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Nos últimos anos, sorventes alternativos 
estão sendo utilizados na D-SPE com a fi nali-
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 clorofi la, não 
afetando as recuperações de compostos plana-
res[44].

Zhao et al.[45] sintetizaram um novo sorvente 
para D-SPE a partir de tetraetilenopentamina. O 
potencial de limpeza do novo material é compa-
rável com o do PSA. Este sorvente remove com 
efi ciência pigmentos, ácidos orgânicos e açú-
cares. Além disso, outra vantagem deste novo 
material é a possibilidade de reutilização por 
mais de 5 vezes sem perder a efi ciência de lim-
peza. Os autores obtiveram recuperações entre 
75% e 114% (RSD ≤ 17%) para 29 agrotóxicos 
(organoclorados e organofosforados). Os resul-
tados mostraram o potencial de aplicação deste 
novo material, uma vez que a precisão e a sele-
tividade do método proposto foram satisfatórias 
para análise de resíduos de agrotóxicos em ali-
mentos.

Devido à sua área superfi cial extremamente 
grande, os nanotubos de carbono possuem 
grande capacidade de adsorção. Assim, estão 
sendo utilizados como sorventes alternativos em 
D-SPE. Do ponto de vista estrutural, classifi cam-
-se em: nanotubos de carbono de parede simples, 
que podem ser considerados como uma única 
folha de grafi te enrolada sobre si mesma para 
formar um tubo cilíndrico; e os nanotubos de 
carbono de parede múltipla, que compreendem 
um conjunto de nanotubos concêntricos[46]. A 
utilização de nanotubos de carbono de paredes 
múltiplas está tendo sucesso na etapa de D-SPE 
para determinação multirresíduo de agrotóxicos 
em frutas e vegetais. Zhao et al.[47] utilizaram o 

amostras eram percolados. Neste tipo de proce-
dimento, empregava-se um maior volume de sol-
ventes orgânicos, sucessivas percolações no leito 
de sorvente e etapas posteriores de concentração 
dos extratos. Nguyen et al.[41] utilizaram fl orisil® 
na etapa de D-SPE para limpeza de amostra de 
óleo de soja, visando a determinação de resíduos 
de 95 agrotóxicos. Em cromatografi a, o fl orisil® 
é utilizado para separação de analitos com baixa 
polaridade.

A terra diatomácea, também denominada 
diatomita, diatomita calcinada, diatomita fl uxo 
calcinada, sílica diatomácea e sílica amorfa, des-
taca-se pelo seu baixo custo, alta área superfi cial 
e baixa massa específi ca, tendo como compo-
nente majoritário a sílica, a qual se encontra na 
forma hidratada. A coloração varia do branco ao 
cinza-escuro e o tamanho de partícula varia de 4 
e 500 μm. A terra diatomácea também foi utili-
zada em métodos de preparo de amostra empre-
gando MSPD para extração de agrotóxicos[19]. 
Cabrera[42] testou terra diatomácea (branca, de 
64-76 μm de tamanho de partícula) como sor-
vente na D-SPE, empregando QuEChERS modi-
fi cado, para 26 agrotóxicos em arroz, entretanto, 
somente 9 compostos apresentaram recupera-
ções dentro da faixa de 70% a 120% e, na mis-
tura com C18, 14 compostos fi caram dentro dessa 
faixa de recuperação.

Quitosana é um polissacarídeo catiônico 
produzido através da desacetilação da quitina, 
um polissacarídeo encontrado no exoesqueleto 
de crustáceos, através de um processo de alcali-
nização sob altas temperaturas. Quitina e quito-
sana são biopolímeros renováveis, de baixo custo 
e suscetíveis a alterações químicas para aumentar 
sua capacidade de adsorção[43]. Cabrera[42] obteve 
bons resultados de recuperação para 20 de 26 
agrotóxicos testados em arroz, empregando 
D-SPE com quitosana e QuEChERS modifi cado.
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tra e de solvente (1 g  mL–1) obtida no método 
QuEChERS é baixa se comparada com os valores 
típicos de 2 a 5 g  mL–1 dos métodos que utili-
zam solventes apolares[60]. A fi m de minimizar 
esta limitação, Melo et al.[61] realizaram a combi-
nação entre os extratos provenientes da etapa de 
D-SPE com a técnica de Microextração Líquido-
Líquido Dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid 
Microextraction, DLLME) na análise de resíduos 
de agrotóxicos por HPLC-DAD. Depois da etapa 
de extração com acetonitrila, seguida da parti-
ção promovida pelos sais e limpeza por D-SPE, 
os analitos foram concentrados em triclorome-
tano pelo procedimento DLLME. Esta combina-
ção resultou em procedimento simples, rápido e 
barato, além de proporcionar baixos limites de 
detecção (1,7 a 45 μg kg–1) para os 13 compos-
tos avaliados. A combinação D-SPE/DLLME e 
HPLC-DAD também foi empregada para deter-
minação de 7 inseticidas neonicotinóides em 
amostras de arroz, painço e aveia[62]. As vanta-
gens da utilização em conjunto da D-SPE com 
DLLME incluem a versatilidade, baixo custo, 
tempo de análise relativamente curto e baixo 
consumo de solventes orgânicos. Além disso, 
destacam-se elevada efi ciência de extração e 
efeito matriz pouco signifi cativo. Neste método, 
na etapa de D-SPE, empregaram-se os sorventes 
PSA, GCB e C18. Os resultados apresentaram boa 
linearidade (r2 ≥ 0,99), recuperações satisfatórias 
(76% a 123%), e RSD% aceitáveis  (≤12,6%). Os 
limites de detecção obtidos estavam entre 2 e 
5 μg kg–1 e os limites de quantifi cação entre 7 e 
18 μg kg–1.

Satpathy et al.[26] desenvolveram um método 
multirresíduo para análise de 72 agrotóxicos 
em frutas e vegetais empregando extração por 
MAE, limpeza do extrato por D-SPE seguida de 
determinação por GC-MS. Os resultados apre-
sentaram boa linearidade, robustez, precisão e 
reprodutibilidade. Esta combinação permite que 

método QuEChERS empregando nanotubos de 
carbono de paredes múltiplas como sorvente na 
etapa de D-SPE. Este método foi aplicado para 
determinação multirresíduo de agrotóxicos em 
vegetais por GC-MS. Os resultados de recupe-
ração foram de 71% a 110% (RSD ≤ 15%). O 
método apresentou linearidade na faixa entre 
20 e 500 μg L–1. Os limites de quantifi cação e os 
limites de detecção variaram de 3 a 50 μg kg–1 e 
1 a 20 μg  kg–1, respectivamente. O método foi 
aplicado com sucesso em amostras reais sendo 
considerado confi ável e robusto. Os nanotubos 
de carbono de paredes múltiplas apresentam-se 
como uma alternativa ao sorvente PSA, uma vez 
que os métodos que empregam estes sorventes 
apresentam resultados satisfatórios nas análi-
ses de resíduos e contaminantes em alimentos. 
Recentemente, Zhao et al.[27] utilizaram nanotu-
bos de carbono na etapa de D-SPE para deter-
minação de agrotóxicos em vegetais. A D-SPE 
com nanotubos de carbono foi comparada com 
C18, PSA e GCB. A limpeza dos extratos obtida 
com o uso de nanotubos de carbono foi mais 
efi ciente e foram obtidas melhores recuperações 
dos analitos e menor efeito de matriz. Esse mate-
rial já tinha sido utilizado na limpeza de extratos 
empregando cartuchos SPE, também com exce-
lentes resultados.

2.2 Combinação entre D-SPE e outras 
técnicas

Nos últimos anos, o método QuEChERS ini-
ciou uma verdadeira transformação no preparo 
de amostra para análise de resíduos de agrotóxi-
cos em alimentos, uma vez que suas característi-
cas de simplicidade, rapidez, baixo custo, entre 
outras, foram incorporadas em vários labora-
tórios de rotina. Porém, ao ser comparado com 
métodos comumente utilizados para análise de 
resíduos de agrotóxicos em alimentos, observa-
-se que a relação entre a quantidade de amos-
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limites de detecção do método variaram de 0,5 a 
20 μg kg-1, e as recuperações entre 81,3 e 113,7% 
com RSD ≤ 13,5%. Hong et al.[69], também anali-
sando organoclorados em peixe, utilizaram a téc-
nica de limpeza à baixa temperatura, congelando 
o extrato por 30 minutos, seguida de SPE com 
fl orisil® e obtiveram bons resultados. Os percen-
tuais de recuperação foram ≥80%. Os limites de 
detecção variaram de 0,5 a 5 μg kg-1, exceto para 
endossulfam que foi de 20 μg kg-1.

3 Conclusões e perspectivas futuras

Nos últimos anos, várias 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 está ganhando populari-
dade na análise de resíduos e contaminantes em 
alimentos. Esta grande aceitação está relacionada 
com os resultados satisfatórios obtidos no pre-
paro de amostra de diferentes matrizes contendo 
analitos com propriedades físico-químicas 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 estão intimamente relacionados com 
o uso da espectrometria de massas. Trabalhos 
publicados recentemente mostram que a D-SPE 
pode ser utilizada em combinação com outras 
técnicas de extração. Assim, esta técnica de lim-
peza apresenta um futuro promissor na análise 
de resíduos e contaminantes, podendo estar 
associada ou não com o método que lhe deu ori-
gem.
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Normas para publicação de artigos no Scientia Chromatographica (as normas mais detalhadas 
podem ser obtidas no website do periódico http://www.scientiachromatographica.com).

Escopo

Scientia Chromatographica publica trabalhos em todas as áreas da Cromatografi a, incluindo GC 
(colunas capilares, empacotadas, preparativas), LC (convencional, HPLC, U-HPLC, Prep-LC, micro-
-LC, nano-LC, TLC, PC), SFC (colunas empacotadas ou capilares), Técnicas Acopladas (GC-MS, 
LC-MS, SFC-MS, LC-GC, SFE-CE, GCxGC, LCxLC) e Técnicas de Preparo de Amostras (SPME, 
SBSE, MEPS, QuEChERS, LLE, MAE,SPE, LLE, etc.). A partir de 2012 o Scientia publica os seguintes 
formatos de artigos:

• Artigos Originais de Pesquisa
• Comunicação (“Short Communication”)
• Artigos de Revisão Crítica

Os artigos de Revisão Crítica deverão antes de sua submissão serem discutidos com um dos 
 co-editores mais relacionados ao assunto em questão. Devem conter uma contribuição nova a res-
peito de um assunto de grande interesse atual, incluindo uma discussão a respeito das vantagens e 
desvantagens do mesmo. O Scientia não publica apenas relato de artigos descritos na literatura, sem 
uma discussão crítica sobre os mesmos. 

Os artigos Originiais de Pesquisa deverão conter resultados de laboratório e/ou teóricos, que 
signifi quem uma contribuição expressiva para a área de técnicas de separação, seja ela conceitual, na 
instrumentação, ou na aplicação. 

Os artigos do tipo Comunicação deverão ter a mesma qualidade dos artigos Originais, porém 
devido a seu caráter de comunicação preliminar usualmente são de menor extensão. 

Envio do Artigo

Os artigos deverão ser encaminhados para periodico@scientiachromatographica.com. Os artigos 
do tipo Revisão deverão antes de seu envio pelo website ter o aval de um dos co-Editores do perió-
dico, caso contrário não serão avaliados. Todos os artigos, independentemente do formato, deverão 
ser submetidos exclusivamente ao Scientia, com o entendimento de que eles não foram anteriormente 
submetidos, não estão sendo e não serão posteriormente publicados em outro veículo. Autores que 
utilizarem tabelas, ilustrações, fi guras, ou textos contendo mais de 25 palavras, anteriormente publi-
cados em outro periódico – sendo ou não autores do artigo – deverão obter a devida permissão por 
escrito do portador dos direitos de cópia (“Copyright”). Esse documento deverá permanecer de posse 
dos autores, sendo encaminhado ao Scientia, quando solicitado.
Idioma

Os artigos, com exeção dos de Revisão, podem ser escritos preferencialmente em inglês, porém 
em Português e Espanhol também serão aceitos. Os autores cujo idioma nativo não for o empregado 
na redação do artigo são orientados a solicitar a colaboração de colegas fl uentes no idioma, antes de 
enviar o artigo para o periódico. 
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Tipos de contribuições aceitas para publicação no Scientia

O Scientia Chromatographica considera para publicação quatro tipos de contribuição:
• Artigos Originais de pesquisa: descrevem resultados de estudos completos. Deverão conter resul-

tados de laboratório e/ou teóricos, que signifi quem uma contribuição expressiva para a área de 
técnicas de separação, seja ela conceitual, na instrumentação, ou na aplicação. Este tipo de contri-
buição é limitado a 6.000 palavras, incluindo as legendas das fi guras e as referências, e no máximo 5 
tabelas e/ou fi guras somados. No momento do envio da prova de impressão, caso isto ocorra o autor 
será consultado se prefere revisar o artigo para enquadrá-lo em até 7 páginas, ou se prefere pagar 
as páginas excedentes. O número de páginas de um artigo depende muito das fi guras e tabelas do 
mesmo. Este critério não é aplicado aos artigos convidados, cujo número de páginas será informado 
ao autor no momento do convite.

• Comunicações (“Short Communication”): são artigos completos, porém que relatam resultados mais 
curtos, oportunos, e/ou cuja relevância requer sua rápida publicação. Deverão ter a mesma quali-
dade dos artigos Originais porém, devido a seu caráter de comunicação preliminar, usualmente são 
de menor extensão. Este tipo de publicação deve ter no máximo quatro páginas impressas, incluindo 
todo o artigo, ou seja, tabelas, fi guras e referências. O autor deve indicar claramente que se trata de 
uma comunicação no topo da primeira página do artigo.

• Artigos de Revisão crítica: revisões críticas sobre uma area específi ca das técnicas cromatográfi cas e 
relacionadas são também consideradas para publicação. Esses artigos devem se limitar a no máximo 
10.000 palavras, incluindo as legendas, e até 10 tabelas e fi guras somadas. Os artigos de Revisão 
Crítica deverão antes de sua submissão serem discutidos com um dos co-Editores mais relacionados 
ao assunto em questão. Artigos não encaminhados desta forma serão antes enviados a um co-Editor 
da área em que se enquadre para parecer e, somente então, serão enviados aos revisores, podendo 
atrasar signifi cativamente sua publicação. Devem conter uma contribuição nova a respeito de um 
assunto de grande interesse atual, discutindo as vantagens e desvantagens do mesmo. O Scientia não 
publica apenas relato de artigos descritos na literatura, sem uma discussão crítica sobre os mesmos.

• Artigos de Alta Prioridade: são publicados no primeiro número disponível do periódico, recebendo 
prioridade máxima de todo o sistema Editorial do periódico. Para justifi car sua publicação como 
alta prioridade, os manuscritos deverão apresentar, de forma resumida, resultados importantes de 
recentes desenvolvimentos na área de cromatografi a e técnicas relacionadas (espectrometria de 
massas, preparo de amostras, eletroforese capilar e outros). Não precisam conter resultados experi-
mentais detalhados, sendo limitados a 2.500 palavras e três fi guras e/ou tabelas combinadas. 


