
 

 

Vita et Sanitas, Trindade-Go, n. 03, jan.-dez./2009  

 

122 

 
Pré-Tratamento de Amostras  

 

Ricardo M. Orlando 1 

Diogo Dias Cordeiro; Ana Elisa Barreto Mathias, Kênnia R. Rezende; Eric de S. Gil 2 
 

 
RESUMO: Durante os últimos quinze anos, diversos avanços e novidades em tratamento de 
amostras vêem surgindo e ampliando as opções disponíveis. As técnicas analíticas instru-
mentais modernas têm contribuído em diversas áreas específicas promovendo a eficiência, 
rapidez e seletividade de variadas separações, embora relativamente limitadas em certos 
critérios como versatilidade, custo e consumo de solvente. Técnicas clássicas como a extra-
ção líquido-líquido ou extração em fase sólida são, ainda, a primeira escolha durante o de-
senvolvimento de metodologias analíticas. A primeira é bastante simples, barata e versátil e 
a segunda, apresenta grande flexibilidade de eluentes, além da seletividade. Alternativa-
mente, técnicas como a microextração em fase sólida, extração em membrana e os novos 
materiais de acesso restrito, apesar de possuírem vantagens em diversas situações, ainda 
necessitam ser mais exploradas e aperfeiçoadas para adquirir aceitação e competitividade 
operacional.  
 
PALAVRAS-CHAVE: preparação de amostra, extração líquido-líquido, extração em fase 
sólida, microextração em fase sólida, extração em membrana 
 

Biological samples cleanup during analytical method development 

 

ABSTRACT: Cleaning up biological or non-biological samples is the rate limiting step during 
the development of an analytical method validation process. In spite of the fact that using 
more technological instrumental, analytical techniques needs sample preparation. During the 
past fifteen years a lot of advances and news are arriving and bringing up many options in 
sample preparation. Selectivity, fastness and low solvent consumption are some desirable 
goals to achieve in sample preparation. In this regard, classical methods as liquid-liquid ex-
traction and solid phase extraction appear as the main choices during analytical method de-
velopment. The first can be said as simplest, cheapest and versatile. The second has great 
flexibility and specificity. Regarding solid phase microextraction (SPME), membrane extrac-
tion (ME) and the new restricted access material there is some advantages for specific ma-
trixes, although still requiring better exploration and improvement to acquire acceptation and 
operational competitiveness. 
 
KEYWORDS: sample preparation; liquid-liquid extraction; solid phase extraction, solid phase 
microextracion, membrane extraction 
 
 
 
 
 

                                                
1 Pós Graduando, Instituto de Química, Unicamp. Contato: orlando@iqm.unicamp.br  
2
 Pesquisadores do Laboratório de Biofarmácia e Farmacocinética de Substâncias Bioativas - FF/UFG 
 



 

RICARDO M. ORLANDO ET AL. 

Vita et Sanitas, Trindade-Go, n. 03, jan.-dez./2009  

 

123 

1. INTRODUÇÃO  

 

As diversas técnicas de pré-tratamento de amostras têm por finalidade a re-

cuperação do analito da matriz, eliminando-o de substâncias que interfiram na análi-

se. A concentração do analito a uma escala possível de ser quantificada realiza-se 

posteriormente à determinação do tipo de técnica e das condições de análise, de 

forma a tornar a matriz compatível com o sistema analítico. Em alguns casos, esta 

etapa serve também para modificar quimicamente o analito através de reações de 

derivatização. Algumas vantagens e desvantagens destas são apresentadas na Ta-

bela 1. 

 

Tabela 1: Comparação entre as principais técnicas de preparação de amostras 

TÉCNICA  PRINCÍPIOS DA TÉCNICA  CARACTERÍSTICAS DA TÉCNICA 

Extração líquido-
líquido 

 
Distribuição do analito entre dois líquidos 
imiscíveis em função de um coeficiente de 
partição. 

 
Boa reprodutibilidade, fácil manu-
seio, utilizada para compostos pou-
co voláteis. Exige solventes puros, 
produz grandes quantidades de 
resíduos. 

Extração em       
fase sólida  

Adsorção seletiva do analito em materiais 
sólidos e posterior dessorção com solventes. 
Segue os mecanismos da cromatografia em 
coluna clássica. 

 
Grande disponibilidade de materiais 
adsorventes, altas recuperações, 
baixo consumo de solventes. Cartu-
chos e discos extratores tornam a 
técnica mais cara, mais complicada 
quando realizada manualmente. 

Microextração 
em fase sólida  

Distribuição do analito entre duas fases imis-
cíveis onde a fase extratora é um polímero 
que reveste uma fibra de sílica. 

 
Técnica versátil, com baixo consu-
mo de solvente e necessidade de 
pouca quantidade de amostra. Fi-
bras de extração reaproveitáveis. 
Limites de quantificação altos, pou-
cos materiais de extração disponí-
veis.   

Extração por   
fluido supercríti-

co 

 
Solubilização do analito por um fluido no esta-
do supercrítio que depois é coletado em um 
líquido ou adsorvente. 

 
Pode ser utilizada tanto em amos-
tras sólidas, semi-sólidas ou líqui-
das. Não necessita de solventes 
orgânicos. O analito precisa ser 
solúvel no fluido supercrítico. 

Extração em  
membrana 

 
Permeação seletiva do analito através de uma 
membrana que separa duas fases líquidas. 

 
Eficiente na separação de fármacos 
de proteínas. Possui menor capaci-
dade de separação e concentração 
do analito; separação mais demora-
da. 

Precipitação     
protéica 

 
Adição de sais e solventes orgânicos que 
competem com as proteínas pela água dispo-
nível. 

 
Técnica muito simples; baixo custo. 
Pouca eficiência na retirada de inter-
ferentes; baixa reprodutibilidade; 
perda do analito.  
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A etapa de preparação da amostra é comumente manual e decisiva para a 

precisão e a exatidão do método, demandando maior tempo e empenho por parte do 

operador (Majors, 1991) na seleção dos procedimentos rápidos, com poucas etapas, 

capaz de produzir recuperações quantitativas e reprodutivas do analito e, de prefe-

rência, com possibilidade de automação (Queiroz et al., 2001). Dependendo do tipo 

de matriz, alguns analitos (p.e. gases e vapores) não requerem nenhum tipo de tra-

tamento prévio, sendo analisados diretamente em equipamentos analíticos (p.e. 

cromatógrafo a gás). Outras matrizes, como os medicamentos, podem envolver am-

pla gama de misturas de compostos orgânicos e inorgânicos de origem sintética ou 

biológica cuja preparação para análise vai depender de cada caso em particular. A 

escolha do tipo de tratamento empregado é feita em função das características da 

matriz e do analito e das condições de análise empregadas que incluem, principal-

mente, o tipo de técnica e de instrumentação disponíveis no local de trabalho.  

Neste artigo serão abordados métodos de preparação de amostras baseados 

em procedimentos usados principalmente em análise de substâncias orgânicas e 

inorgânicas utilizando técnicas de separação cromatográficas e eletroforéticas ou, 

quantitativas como na absorção atômica, espectrometria de massas, detecção ele-

troquímica e ultravioleta, e outras técnicas correlacionadas.  

 

1.1  EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO (LLE) 
 

 
A LLE é feita pela adição e agitação de um solvente imiscível na matriz e a extração 

acontece pela passagem do analito para o solvente imiscível (Queiroz et al., 2001). Após a 

agitação são formadas duas fases líquidas que são então separadas. A fase contendo o 

analito pode ser evaporada, no caso de solventes orgânicos, ou pode ser, quando aquosa, 

analisada diretamente no sistema cromatográfico  

A LLE é um processo baseado no equilíbrio com o analito se distribuindo entre duas 

fases imiscíveis sendo que a quantidade total extraída está relacionada com o coeficiente de 

partição entre essas duas fases. Dessa forma, pelo menos em teoria não é possível esperar 

extrações com recuperação de 100%. 

É importante lembrar que a LLE é mais eficiente se for realizada com duas alíquotas 

de um volume x/2 de solvente do que uma  única  alíquota  X  daquele  mesmo  solvente (Fi-

gura 1A). Por outro lado, quando o analito possuir alta afinidade pelo solvente extrator o vo-

lume do mesmo pode ser reduzido sem muito prejuízo na recuperação (Figura 1B).  
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Figura 1: (A) Comparação do aumento da recuperação através da utilização de várias alíquotas 
de um mesmo volume de solvente considerando um coeficiente de partição de 1. (B) Compara-
ção de uma variação de volume para um analito que possui alta afinidade (coeficiente de parti-
ção 20) pelo solvente de extração. 

 

A eficiência da LLE vai depender de alguns fatores como pH, complexação e concen-

tração salina, que devem ser ajustadas para aumentar a solubilidade do analito na fase ex-

tratora, elevando o coeficiente de partição (Snyder et al., 1997). Reações de derivação tam-

bém são utilizadas para aumentar a solubilidade do analito na fase extratora.  

No caso de amostras onde existem agentes complexantes na matriz, a extração po-

de ficar prejudicada se o analito estiver altamente ligado a este agente. Neste caso, podem 

ser utilizados detergentes, ácidos ou bases fortes ou outras substâncias que gerem a lise do 

complexo. 

As principais vantagens da LLE são as facilidades de operação manual e o relativo 

baixo custo e variedade de solventes orgânicos utilizados. Já os principais problemas apre-

sentados devem-se à produção de resíduos orgânicos, a formação de emulsões durante a 

extração, e as dificuldades de automação. Ademais há necessidade de evaporação de vo-

lumes consideráveis de solventes que introduzem vapores orgânicos no ambiente, a difícil 

automação e os baixos níveis de repetibilidade / reprodutibilidade das análises. 

 
 

1.2 EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (SPE) 
 

 
SPE é uma técnica bastante empregada em matrizes complexas e utiliza os mesmos 

materiais adsorventes empregados em cromatografia líquida, dentre os quais se destacam 
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os derivados de sílica C8, C18 e CN (Queiroz et al., 2001). Os mecanismos de retenção na 

SPE assemelham-se aqueles envolvidos na cromatografia líquida em coluna (Poole et al., 

2000) e, dependendo do adsorvente e do modo como é empregada, a SPE é divida em mo-

do reverso, modo normal e troca iônica. Nos casos das fases reversas (C8, C18 e CN), a 

retenção do analito acontece devido, primeiramente, às interações de van der Waals não 

polares, entre as ligações carbono-hidrogênio do analito com os grupos funcionais da super-

fície da sílica. Já no modo normal, as principais interações são entre grupos polares do ana-

lito e da fase extratora através de ligações de hidrogênio, interações π-π e dipolo-dipolo. 

Finalmente, no modo troca iônica, interações eletrostáticas são as responsáveis pela extra-

ção seletiva do analito (Snyder et al., 1997). A SPE conta com uma grande variedade de 

adsorventes disponíveis, que podem ser empregados com os mais diversos tipos de matri-

zes e classes de compostos (Tabela 2)(Queiroz et al., 2001).  

 

 

 
ANALITOS  MATRIZES  GRUPOS ADSORVENTES 

 
SOLVENTES DE 

ELUIÇÃO 

F
a
s
e
  

R
e
v
e
rs
a Apolares: fárma-

cos, pesticidas, 
peptídeos 

 
Aquosas: fluidos 
biológicos, água, 
tecidos, tampões 

 octadecilsilano  ≡Si-(CH2)17-CH3 

octilsilano          ≡Si-(CH2)7-CH3 

metilsilano         ≡Si-CH3 
cicloexilsilano    ≡Si-  

 
Metanol, ace-
tonitrila, clo-
rofórmio, hexa-
no 

F
a
s
e
  

N
o
rm

a
l Polares: carboidra-

tos, fenóis, me-
tabólitos de vitami-
nas 

 
Oleosas: óleos, 
lipídios, tecidos 
gordurosos 

 sílica                  ≡Si-OH 

alumina              Al2O3 
florisil                  MgO3Si 
aminoprolpilsilano≡Si-(CH2)3-NH2 

 

Metanol, eta-
nol, acetona 

T
ro
c
a
 I
ô
n
ic
a 

Catiônicos: bases 
iônicas ou ionizá-
veis (fármacos, 
herbicidas, cateco-
laminas) 

 

Aquosas: fluidos 
biológicos, água, 
tecidos, tampões 

 Carboximetilsilano  
 ≡Si-CH2-COOH 
 
sulfonilpropilsilano 
 ≡Si-(CH2)3-SO3

-
 Na

+
 

 

 
Tampões     
básicos ou        
com alta            
força iônica 

Aniônicos: ácidos 
iônicos ou ionizá-
veis (ácidos orgâ-
nicos, fármacos, 
vitaminas, ácidos 
graxos, fosfatos) 

 

Aquosas: fluidos 
biológicos, água, 
tecidos, tampões 

 Dietilaminopropilsilano 
≡Si-(CH2)2-CH3-N(CH2-CH3)2 
 
trimetilaminopropilsilano 
≡Si-(CH2)3-N

+(CH3)3Cl
- 

 

 
Tampões áci-
dos ou        
com alta     
força iônica 

 

Atualmente, a SPE tem ganhado aplicações específicas com o desenvolvimento de 

fases mais seletivas. Este é o caso do material extrator composto de fenilboronato (≡Si-

(CH2)3-NH-(C6H5)-B(OH)2) que possui aplicação na análise de nucleosídeos, nucleotídeos, 

carboidratos e catecolaminas (Mitchell et al., 1992; Liebich et al., 1998). Extrações seletivas 

em materiais biológicos também são realizadas pela fixação de anticorpos ou polímeros im-

pressos molecularmente, como no caso da extração de insulina do plasma (Rosenfeld et al., 

Tabela 2: Características da SPE empregada nos modos reverso, normal e troca iônica 
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1991). Vários são os dispositivos empregados para SPE dentre eles os mais utilizados são 

os cartuchos e os discos de extração (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Representação de um cartucho e um disco, usados na SPE 

 

Em ambos dispositivos, a amostra é forçada a passar pelo material extrator pela apli-

cação de pressão em uma das extremidades do cartucho ou disco. Para realizar a análise 

simultânea de várias amostras e extrações mais rápidas, geralmente são utilizados sistemas 

extratores com vácuo (Figura 3). 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 3: Representação dos dispositivos empregados na SPE. A = seringa; B = kitassato; C = 
sistema extrator (Snyder et al., 1997). 

 
Originalmente a SPE, empregando discos, foi utilizada em análises de traços de 

compostos orgânicos em água (Hagen et al., 1990). Atualmente, ela se aplica aos mais dife-

rentes tipos de amostras principalmente em análises biomédicas de soro, plasma e urina 

(Hearne & Hall, 1993). Nos discos são empregadas quantidades de materiais extratores se-

melhantes aos cartuchos, porém as partículas extratoras se encontram distribuídas em uma 

área muito maior resultando em camadas extratoras mais delgadas, o que facilita a passa-

gem da matriz (Tabela 3). Além disso, discos empregam geralmente partículas menores e 
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mais homogêneas, o que também facilita a transferência de massa do analito, deixando o 

leito do disco com menor quantidade de caminhos preferenciais. O resultado é que os dis-

cos apresentam vazões mais altas, necessitam de menores volumes de eluente para a des-

sorção e as extrações são mais reprodutíveis (Queiroz et al., 2001).  

 

Tabela 3: Comparação entre as características de discos e cartuchos usados na SPE 
 

PARÂMETRO    CARTUCHO DISCO 

Dimensão                                   
(altura x diâmetro)    1,1 x 1,1 cm 0,05 x 4,7 cm 

Área superficial    0,95 cm2 11.34 cm2 

Massa de extrator    500 mg 500 mg 

Vazãoa a 85 kPa    30 mL min-1 100 mL min-1 

Velocidade linearb    0,525 cm s-1 0,15 cm s-1 

 

 

Uma grande desvantagem dos discos é que sua eficiência de extração é bastante 

dependente da etapa de condicionamento, o que torna sua operação mais difícil e, devido 

às suas partículas serem menores, os discos também estão mais sujeitos a obstrução por 

macromoléculas e materiais particulados, além de possuírem custo mais elevado que os 

cartuchos. 

Cartuchos são os dispositivos mais utilizados para a SPE devido a sua facilidade de 

manuseio, grande disponibilidade comercial e baixo custo. Os cartuchos de extração asse-

melham-se a seringas hospitalares sem o êmbolo, dentro das quais se encontra o material 

extrator acondicionado entre dois filtros (Figura 2). A porção da seringa acima do material 

extrator é chamada de reservatório e serve para acondicionar a amostra. Os cartuchos dis-

poníveis comercialmente em geral, possuem reservatórios de 0,5 a 10 mL e recheios que 

variam de 35 mg a 2 g (Snyder et al., 1997). O maior problema dos cartuchos é a variação 

apresentada entre fabricantes e mesmo entre lotes de uma mesma marca devido às dife-

renças de características entre as partículas extratoras empregadas. Cartuchos também 

apresentam eficiência mais baixa e maior consumo de solventes quando comparados aos 

discos. 

Diferentemente da LLE e da SPME, nas quais a extração está baseada no equilíbrio, 

a SPE é um processo onde normalmente recupera-se quase todo o analito da matriz em 

uma única extração. Após a retenção do analito pelo adsorvente da coluna e eliminação dos 

interferentes por lavagens sucessivas, procede-se a eluição do composto de interesse com 

a = vazão típica; b= com o fluxo especificado (Snyder et al., 1997) 
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pequenos volumes de um solvente adequado. 

Uma grande vantagem da SPE é a sua capacidade de automação. Diversos traba-

lhos têm sido publicados nas duas últimas décadas descrevendo métodos que empregam 

SPE automatizada (Rossi & Zhang, 2000). A SPE automatizada confere maior capacidade e 

velocidade de análise ao método, aumentando sua precisão e tornando-o mais seguro e 

menos tedioso ao operador.  

No modo "on-line", o dispositivo automatizado de SPE faz parte do sistema cromato-

gráfico. A comutação de colunas é uma das técnicas utilizadas neste modo. Nesse caso, 

uma coluna faz a separação dos interferentes e pré-concentração do analito e, através de 

uma válvula, a fração contendo o analito é transferida para uma segunda coluna de maior 

eficiência que vai então realizar a separação desejada. A limitação desta técnica é que, com 

freqüência, ocorre perda da eficiência com mudanças nos formatos dos picos e efeito me-

mória (carryover) do analito, o que prejudica as análises seguintes (Rossi & Zhang, 2000).  

Outro dispositivo utilizado no modo “on-line” são as chamadas “workstations”. 

“Workstations” são plataformas robotizadas, com colunas de extração descartáveis, capazes 

de extrair, dependendo da marca e das condições de operação, até 400 amostras por hora 

(Smith & Lloyd, 1998). 

Apesar da grande eficiência dos sistemas automatizados, eles ainda apresentam 

problemas de sobrecarga de analito, incompatibilidades com amostras instáveis e custos 

ainda muito elevados que precisam ser justificados (Rossi & Zhang, 2000).  

Em geral, as principais desvantagens da SPE são o maior tempo de execução e 

complexidade operacional quando realizada de forma manual. Além disso, destaca-se o 

custo adicional dos cartuchos e discos que são utilizados geralmente uma única vez (Lord & 

Pawliszyn, 2000). 

 

1.2.1 EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA ATRAVÉS DE MATERIAIS DE ACESSO 

RESTRITO 

As técnicas que empregam materiais de acesso restrito (RAM) são quase sempre 

consideradas como uma técnica distinta da técnica de SPE, entretanto, como a retenção do 

analito acontece (como na SPE) em um suporte sólido é conveniente apresentá-la aqui.   

Os chamados materiais de acesso restrito (RAM) são materiais ligados à sílica de 

uma maneira que a mesma apresente caráter polar em sua superfície externa e apolar no 

interior dos poros da partícula. Dependendo do tipo de grupos e da maneira que esses gru-

pos são ligações as partículas de sílica os RAM podem combinam um ou mais mecanismos 

de separação (Figura 4).  
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Os RAM encontram-se disponíveis principalmente como recheio de colunas croma-

tográficas metálicas, portanto, apresentam basicamente a aparência e o funcionamento de 

uma coluna cromatográfica analítica. Essas colunas podem ser utilizadas sozinhas ou em 

combinação com outras no chamado modo de comutação de colunas (column-switching).  

A característica fundamental dos RAMs é que os mesmo permitem seletivamente a-

través de meios químicos ou físicos que somente determinados tipos de compostos sofram 

retenção no interior dos poros das partículas retentoras (Figura 4). 

Os RAMs têm sido usados para determinação de fármacos e princípios ativos  em 

amostras bastante complexas como plasma, soro, sem a remoção prévia das proteínas 

(Unger, 1991; Boos & Grimm, 1999, Cassiano et al., 2002).  

Atualmente existem sete categorias de RAM disponíveis comercialmente: 

- RAM com barreiras físicas. Primeiro tipo a ser desenvolvido. Consiste de partículas 

de sílica com poros de cerca de 8 nm que excluem macromoléculas. O interior dos poros 

desse tipo de material é apolar e a superfície polar. 

- RAM de sílica-alquildiol. Segundo RAM mais utilizado é também  constituído de par-

tículas de  

sílica com poros ainda menores (6 nm) e com interior com grupos alquila e superfície 

com grupos diol. 

 - RAM com sílica recoberta com ligante combinado. Este tipo de material é compos-

to por partículas de sílica com poros maiores (13 nm) que possui um revestimento de um 

ligante com regiões hidrofílicas e hidrofóbicas (e.g. poliglicidol). 

- RAM com barreiras químicas. Neste material, partículas de sílica de fase reversa 

(C8 e C18) recebem um recobrimento com um polímero adequado (e.g. polioxietileno) que 

apresenta permeabilidade química seletiva. 

- RAM de sílica recoberta de proteínas. Partículas de sílica são recobertas de proteí-

nas e dessa forma funciona como uma barreira química como descrito anteriormente.  

- RAM com materiais funcionais mistos. Combinação de dois tipos de revestimentos 

em uma única partícula de sílica. 

- RAM de fase hidrofóbica protegida. Este tipo de material é composto de sílica re-

vestida com um composto apolar de cadeia longo (polioxietileno) que por sua vez é embebi-

do com grupos fenil hidrofóbicos. 

A maior promessa dos RAM é a extrema simplicidade do procedimento depois de o-

timizado.  Os métodos utilizando RAM são todos executados em modo “on-line” e consistem 

na injeção direta de um determinado volume de amostra e análise cromatográfica direta 

normalmente em sistema de gradiente. 

Em extrações utilizando colunas RAM sem comutação não deve ou não deveria o-

correr perda do analito uma vez que todo ele é injetado no sistema cromatográfico. Dessa 
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forma recuperações de 100% são teoricamente sempre obtidas ou mesmo a recuperação 

não é considerada. 

Algumas desvantagens dos RAM são sua baixa vida útil e dessa forma seu custo 

mais elevado, além disso, RAM apresentam capacidade de receber de cada vez apenas 

algumas centenas de microlitros de amostra, o que muitas vezes, é  insuficiente para que a 

massa de analito presente naquele volume atinja o limite de detecção desejado. 

 

     

Figura 4: Representação do principio de funcionamento de um material de acesso restrito. 

 

1.2.2  OUTROS FORMATOS E MODOS DE EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 

Além de cartuchos e discos existem outros formatos de utilizar os mesmos adsorven-

tes da SPE. 

Um desses formatos alternativos são as SPE em pipetas. O dispositivo de pipeta pa-

ra SPE nada mais é que uma ponteira de pipeta a qual é acondicionado um disco de SPE. A 

grande vantagem desse formato é a facilidade de utilização pela simples conexão com uma 

pipeta semi-automática. Além disso, através da SPE no formato de pipeta, o fluxo da amos-

tras e de solventes pode ocorrer nas duas direções (bidirecional), o volume de solvente é 

ainda mais reduzido e o descarte das pipetas evita contaminações cruzadas. 

Outro formato muito parecido com as pipetas é a microextração com seringas reche-

adas (MEPS) (Figura 5). A diferença básica desse sistema para a pipeta é a sua capacidade 

de utilização apesar do risco de contaminação cruzada. 

Proteínas e outras macromoléculas 
não conseguem interagir com a par-
tícula 

Moléculas menores são capazes de interagir com os sítios 
de retenção 

Sítios exclusores em porção mais exterior da super-
fície impedem a retenção de macromoléculas 

Sítios retentores na porção mais interna 
retêm o analito 
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Figura 5: Representação da seringa de MEPS (Abdel-Rehim et al., 2005). 

 

Existe também, além dos dispositivos de pipeta e seringa, um modo alternativo de 

realizar a extração em fase sólida convencional. Em vez de passar a amostra pelo cartucho 

a amostra (sólida) é triturada juntamente com as partículas extratoras. Este procedimento de 

SPE chamado de dispersão da matriz em fase sólida é conveniente para amostras sólidas, 

mas demonstra vantagens muito específicas para alguns casos em particular. Contudo, esta 

é uma alternativa que deve ser avaliada e pode ser utilizada em substituição ao procedimen-

to convencional. 

 
 

1.3  MICROEXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 
 
 

A microextração em fase sólida (SPME) é uma técnica relativamente nova (Arthur & 

Pawliszyn, 1990) que apresenta vantagens como a economia de tempo e solvente, resu-

mindo o processo de extração em praticamente um único passo. A princípio, essa técnica foi 

desenvolvida para análise de compostos voláteis por GC. Com o desenvolvimento de novos 

materiais de extração, a SPME foi sendo adaptada à HPLC e aos mais diversos tipos de 

matrizes e classes de compostos (Alpendurata, 2000). Atualmente, esta técnica é aplicada 

em análises ambientais de ar, solo e água, estudos toxicológicos com cabelo, saliva, soro, 

sangue e outros tecidos, além da análise de alimentos, análises forenses e estudos com 

células e organismos vivos (Alpendurata, 2000; Augusto & Valente, 2002). 

A SPME é uma microtécnica de extração de amostras, tanto pelas dimensões do su-

porte de extração empregado como pelos volumes de matrizes e solventes necessários. Na 

SPME utiliza-se uma fibra ótica de sílica fundida, recoberta com um adsorvente adequado 

(Figura 6 a). A fibra se encontra acondicionada dentro de uma espécie de agulha em um 

amostrador semelhante a uma seringa, ficando exposta somente no momento da extração. 

 

 

 

Seringa de MEPS. 

Disco com material retentor 
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Figura 6: (a) Representação dos componentes de um amostrador e uma fibra empregados em SPME; 

(b) Técnicas de SPME por “headspace” e imersão direta. 

 

 

 

 

 

Figura 6 (a): Representação dos componentes de um amostrador e uma fibra empregados em 
SPME; (b): Técnicas de SPME por “headspace” e imersão direta. 

 

O processo de extração por SPME pode ser realizado por imersão da fibra direta-

mente na matriz ou através da exposição no espaço confinante chamado “headspace”, onde 

a fibra entra em contato somente com os vapores do analito que podem ser liberados da 

matriz por aquecimento (Figura 6 b). A técnica de “headspace” é especialmente útil quando 

existe alguma incompatibilidade entre a fibra e a matriz, sendo bastante empregada na de-

terminação de compostos voláteis por GC. Já a extração direta é utilizada para compostos 

menos voláteis e termossensíveis, sendo o modo mais empregado para análises por HPLC. 

Após a extração pela fibra, o soluto é dessorvido empregando aquecimento (GC) ou 

quantidades reduzidas de um solvente adequado (HPLC). Os custos reduzidos na SPME 

devem-se, ainda, ao fato das fibras de extração serem utilizadas várias vezes antes de se-

rem descartadas.  

O processo de extração na SPME está baseado no coeficiente de partição do analito 

entre a matriz e a fibra de extração, sendo a quantidade extraída, na maioria dos casos, 

muito inferior à quantidade total do analito presente na amostra, permitindo que a mesma 

amostra seja analisada em replicata (Lord & Pawliszyn, 2000). 

 Como a SPME é um processo baseado no equilíbrio e a quantidade de analito extra-

ída depende da sua concentração no estado livre, esta técnica pode ser aplicada na deter-

êmbolo 

Tubo hipodérmico 

agulha 

fibra polímero 

sílica 

(a) 

(b) 

aquecimento 

Imersão direta 

agitação 

“Headspace” 
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minação da ligação de fármacos às proteínas plasmáticas (Vaes et al., 1996), uma vez que 

a SPME não provoca a lise da ligação fármaco-proteína como no caso da LLE.  

As fibras são, em sua maioria, constituídas de um ou mais polímeros sendo as mais 

utilizadas e de maior disponibilidade no mercado as de polidimetilsiloxano (PDMS), poliacri-

lato (PA), carbowax (CW) e as combinadas polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB), 

Carboxen-PDMS e Carbowax-DVB. Essas fibras possuem espessuras que variam entre 7 e 

100 µm e comprimento de normalmente 1 cm. Materiais extratores derivados de sílica poro-

sa C8 e C18 (Liu et al., 1997a, 1997b) e sílica/carbono grafitizado (Mangani & Cerciarini 

1995), empregados em cromatografia líquida, também vêm sendo recentemente utilizados. 

O desenvolvimento da interface de injeção para HPLC (Chen & Pa-

wliszyn,1995)(Figura 8) permitiu que a dessorção fosse realizada no próprio sistema croma-

tográfico. Hoje, sistemas completamente automatizados são disponíveis comercialmente 

(Lord & Pawliszyn, 2000). A maioria das interfaces serve como uma espécie de “T” conecta-

do entre a bomba do cromatógrafo e a coluna, fazendo assim a função do amostrador (Figu-

ra 8). 

A dessorção pode ser feita no modo estático, através da injeção de um pequeno vo-

lume de solvente com uma seringa de injeção, ou no modo dinâmico, através de uma mu-

dança da válvula fazendo o solvente do sistema cromatográfico entrar em contato contínuo 

com a fibra (Figura 8). No modo estático, o solvente de dessorção não precisa ser necessa-

riamente o mesmo do sistema cromatográfico e a dessorção ocorre à pressão atmosférica. 

Já o modo dinâmico, é utilizado nos casos em que a transferência de massa do analito para 

o solvente é rápida (Lord & Pawliszyn, 2000). Além da interface para HPLC, a SPME conta 

também com interfaces para eletroforese capilar e cromatografia por fluído supercrítico (Li & 

Weber, 1997; Hirata & Pawliszyn, 1994). 

Atualmente, as principais limitações da SPME são os limites de quantificação muito 

altos, especialmente na determinação de fármacos em fluidos biológicos; existem também 

variações entre diferentes lotes e marcas de polímeros extratores e o efeito memória do 

analito freqüentemente gera problemas na quantificação (Ulrich, 2000). 
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Figura 7: Cromatógrafo líquido acoplado a uma interface de injeção para SPME. Representação dos 
métodos de dessorção dinâmica e estática (Lord & Pawliszyn, 2000) 
 

 Novos dispositivos de SPME estão sendo desenvolvidos onde a extração o-

corre dentro de tubos. Um desses dispositivos é o chamado de “SPME in tube” (Fi-

gura 9). Neste sistema o polímero extrator aparece revestindo o interior de um capi-

lar de sílica fundida e a extração ocorre dentro desse sistema. Uma variação da 

SPME in tube é a SPME wire-in-tube. Neste dispositivo um fio de aço inoxidável é 

acondicionado no interior do capilar para diminuir o volume interno do mesmo e pro-

porcionar uma extração mais eficiente.  
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Figura 8: Modos de SPME in tube (A) e SPME wire-in-tube (B). 

 

 A técnica de ME (extração em membrana) é uma técnica semelhante a LLE 

(extração líquido-líquido) convencional mas que possui as vantagens de evitar a 

formação de emulsões, ter alto poder de concentração empregando quantidades 

reduzidas de solventes e ainda, apresentar excelente capacidade de automação 

(Jönsson & Mathiasson, 2001). Nesta técnica, a solução onde encontra-se o analito 

de interesse (matriz) é chamada de fase doadora e a fase para onde o analito irá 

transferir-se é chamada de fase receptora. Essas  duas fases são separadas por 

uma membrana seletiva que irá permitir a passagem  somente dos compostos que 

forem solúveis na mesma ou daqueles que tiverem tamanho adequado para passar 

entre seus poros (Figura 10). A passagem e a concentração do analito na fase acep-

tora é promovida controlando-se parâmetros como pH, concentração salina, tempe-

ratura e aditivos das fases doadoras e aceptoras (Jönsson & Mathiasson, 2000).  A 

ME pode ser dividida de acordo com o tipo de membrana em ME porosa e não poro-

sa ou, de acordo com as fases envolvidas, em mono, bi ou trifásicas (Jönsson & Ma-

thiasson, 2001). A possibilidade da fase aceptora ser aquosa permite que o analito 

extraído seja injetado diretamente no sistema cromatográfico em modo reverso e 

também em eletroforese capilar. A técnica de ME mais utilizada para extração de 

fármacos em fluídos biológicos é a chamada líquido suportado por membrana (SLM). 

Nesta técnica, a membrana é formada por um filme de liquido orgânico suportado 

em um material poroso. Os líquidos mais empregados em membranas são hidrocar-

bonetos de cadeias longas como n-undecano ou querosene e alguns compostos 

mais polares como di-hexil éter, tri-octilfostato e outros (Jönsson & Mathiasson, 

2001). As membranas compostas por esses líquidos são estáveis por até alguns 

Capilar de silica 
fundida 

Polímero extrator 

Fio de aço inoxi-
dável 

(A) 

(B) 
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meses. As limitações da ME são principalmente os tempos de extração relativamen-

te mais longos que a LLE e a estabilidade reduzidas de membranas mais polares 

como di-n-hexil éter. 

 

Figura 9: Esquema representando um dispositivo de extração em membrana. 
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