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LIQUID-PHASE MICROEXTRACTION (LPME): FUNDAMENTALS AND APPLICATIONS TO THE ANALYSIS OF DRUGS
IN BIOLOGICAL SAMPLES. The analysis of drugs and metabolites in biological fluids usually requires extraction procedures to achieve
sample clean-up and analyte preconcentration. Commonly, extraction procedures are performed using liquid-liquid extraction or solid-
phase extraction. Nevertheless, these extraction techniques are considered to be time-consuming and require a large amount of organic
solvents. On this basis, microextraction techniques have been developed. Among them, liquid-phase microextraction has been standing

out. This review describes the liquid-phase microextraction technique based on hollow fibers as a novel and promising alternative in

sample preparation prior to chromatographic or electrophoretic analysis. The basic concepts related to this technique and its applicability

in extraction of drugs are discussed.
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INTRODUCAO

As técnicas de separacdo, tais como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), a cromatografia gasosa (GC) e a
eletroforese capilar (CE), sdo perfeitamente adequadas para a
andlise de amostras contendo inimeros componentes. No entanto,
a determinag@o de analitos presentes em matrizes complexas, tais
como plasma, soro, sangue total, homogenatos de tecidos, saliva
ou urina, geralmente requer processos prévios de preparacio das
amostras bem elaborados.! Vérios motivos justificam estes pro-
cedimentos, destacando-se a necessidade de eliminacdo prévia
de parte dos componentes devido a complexidade das matrizes
bioldgicas, a existéncia de proteinas que podem adsorver nas co-
lunas cromatogréficas ou nos capilares, além da necessidade de
uma etapa de concentracdo das substancias a serem analisadas,
geralmente presentes em nivel de tracos.'?

As técnicas mais comumente utilizadas para extragdo e/ou pré-
concentragdo de compostos presentes em fluidos bioldgicos sdo a
extracdo liquido-liquido (LLE) e a extragdo em fase sélida (SPE).?
Contudo, as tendéncias atuais apontam no sentido da utilizacdo de
menores quantidades de amostras, até mesmo para andlises de tra-
¢os; obtengdo de maior seletividade e especificidade na extragdo;
aumento no potencial para automagao ou utiliza¢do de métodos “on-
line”, reduzindo assim a opera¢do manual; desenvolvimento de
métodos menos agressivos ao meio ambiente, com menor desperdi-
cio e, o uso de quantidade minima ou nenhuma de solventes orga-
nicos.** Dentro deste contexto, técnicas de microextra¢do que uti-
lizam quantidades minimas de solventes organicos e menos etapas
na preparacdo das amostras vém sendo desenvolvidas. Entre as prin-
cipais técnicas de microextracdo existentes destacam-se a micro-
extragdo em fase sélida (SPME), a microextracido em gota suspensa
(SDME) e a extragdo em membranas [“supported liquid membrane”
(SLM), “microporous membrane liquid-liquid extraction”
(MMLLE), “liquid-phase microextraction” (LPME)].

*e-mail: psbonato @fcfrp.usp.br

A SPME foi introduzida por Arthur e Pawliszyn no inicio da
década passada.® Nessa técnica, os processos de extragdo e pré-
concentracdio ocorrem através da distribuicdo dos analitos entre a
fase extratora e a matriz. O dispositivo basico de SPME consiste de
um tubo capilar de silica fundida de 100 pm de didmetro e com a
extremidade recoberta com um filme fino de um polimero ou de
um soélido adsorvente.®* Quanto maior a afinidade do analito pela
fase extratora em relacdo a matriz, maior serd a quantidade extrai-
da. A extragdo pode ser feita de maneira direta ou indireta. Na
primeira, a fibra € mergulhada diretamente na solugdo da amostra
que € submetida a agitacdo. A extrac¢do direta é empregada quando
o analito ndo ¢ volatil ou, no caso de analitos voléteis, quando a
amostra ndo € tdo complexa. A extragdo indireta (“headspace”) é
empregada para analitos voldteis, ja que a fibra ndo entra em con-
tato direto com a solug¢@o. A amostra € freqiientemente aquecida e
os componentes volateis sdo extraidos para a fibra pelo processo
de sor¢@o.® No entanto, a SPME tem como principal limitagdo bai-
xos valores de recuperagido.’ Na andlise de farmacos em fluidos
bioldgicos, principalmente em estudos farmacocinéticos, a quanti-
dade de amostra vidvel para andlise €, freqlientemente, muito pe-
quena. Assim, devido a essa deficiéncia na recuperagio, sdo neces-
sdrios equipamentos com alta detectabilidade. Outra desvantagem
relacionada ao uso da SPME para preparagdo de amostras submeti-
das a andlise por HPLC € a fragilidade apresentada pelas fibras de
extragio perante os solventes organicos, sendo que somente
solventes de alta polaridade (metanol, acetonitrila e misturas aquo-
sas destes) devem ser utilizados para o processo de dessor¢do.'
Por fim, o nimero de fibras disponivel comercialmente € pequeno,
0 que limita a seletividade da técnica. A seletividade das fibras de
SPME pode ser modificada através da obtengdo de polimeros pelo
processo sol-gel."! Este tipo de preparo de fibras mostrou-se muito
promissor, pois os polimeros obtidos apresentaram algumas vanta-
gens em relacdo a fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) convencio-
nal (mais seletivas e estdveis termicamente e com maiores areas
superficiais). Além disso, o processo de sintese desses polimeros é
mais fécil e rdpido.
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Uma tendéncia recente na busca por novas técnicas de prepara-
¢do de amostras € a miniaturizagdo do método tradicional de LLE
com o objetivo de reduzir a razdo volumétrica entre a fase aquosa,
chamada de doadora, e a fase organica, denominada de aceptora e
favorecer a transferéncia dos analitos da fase aquosa para a fase
orgdnica (elevado fator de enriquecimento). Isto pode ser obtido
usando tanto fases liquidas imisciveis (microextragdo em gota
suspensa) quanto membranas separando as fases aceptora e doado-
ra (extragdo em membrana).'!

O conceito de microextragdo em gota suspensa (‘“‘single drop
microextraction” — SDME) foi introduzido em 1996 por Jeannot e
Cantwell, a partir do desenvolvimento de uma técnica em que uma
microgota de solvente organico imiscivel em dgua (~50 UL) era aco-
modada na porcdo final de um dispositivo de politetrafluoretileno
(PTFE), sendo entéo imerso na solu¢do contendo a amostra.'> Apds
a extragdo sob agitagdo, o dispositivo era retirado da amostra e a
fase orgénica injetada no cromatdgrafo a gas. Posteriormente, a téc-
nica foi modificada, passando-se a utilizar uma microsseringa como
suporte, onde a fase orginica era suspensa na ponta da agulha (Fi-
gura 1A). Tal sistema também possibilita o uso de trés fases; neste
caso, microlitros de fase aquosa estdo contidos no interior da serin-
ga (anterior a gota de solvente orgénico)."
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da microextragdo em gota suspensa
(SDME) (A) e da microextragdo em fase liquida (LPME) empregando
configuragcdo em “U” (B) e do tipo “haste” (“rod-like”) (C)

Nesta técnica, os analitos de elevado coeficiente de particao
podem atingir altas concentragdes, uma vez que sdo transferidos
por difusdo de um expressivo volume de amostra (1-5 mL) para um
diminuto microextrato (5-50 uL). No entanto, a microextragdo em
gota suspensa ndo € tdo robusta, ocorrendo perda de solvente du-
rante a extracdo, especialmente quando € aplicada agitagdo para
acelerar o processo de extragdo, além da necessidade de pré-trata-
mento de amostras bastante viscosas ou contendo material parti-
culado (possivel colisdo com a microgota).'

A extragdo em membranas, por sua vez, € mais robusta e apre-
senta como caracterfsticas mais importantes: o alto grau de seletivi-
dade, que possibilita a obtencdo de extratos livres de interferentes,
a capacidade de concentrar os analitos, permitindo a andlise de
substancias em niveis de tragos em matrizes complexas e a signifi-
cativa redugdo no consumo de solventes organicos.'>!® A técnica
denominada extra¢do com fase liquida suportada em membranas
(“supported liquid membrane” — SLM) pode ser considerada uma
extragdo liquido-liquido em duas etapas e baseia-se em um siste-
ma de trés fases, no qual a fase organica se encontra entre duas
fases aquosas. A fase orginica é imobilizada em uma membrana
hidrofébica porosa, a qual forma uma barreira entre as fases aquo-
sas. Solventes tipicamente usados incluem hidrocarbonetos de ca-
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deia longa, como n-undecano, ou ainda mais polares como éter
diexilico e tri-octilfosfato.”” Na SLM, os analitos de interesse pre-
sentes na fase doadora sdo mantidos na sua forma ndo-ionizada atra-
vés de ajustes no pH e, dessa forma, sdo transferidos através da
membrana impregnada de solvente orginico para a fase aceptora
também aquosa que, por sua vez, apresenta um pH contrdrio aque-
le da fase doadora, o que favorece a formagdo de moléculas
ionizadas do analito, impedindo seu regresso para a fase organica.
Apés a extragdo, a fase aceptora € transferida para o instrumento
analitico, por exemplo, HPLC em fase reversa ou CE e assim ana-
lisado. Compostos neutros estardo nas trés fases, porém ndo serdo
concentrados e a taxa de extragdo de macromoléculas serd baixa,
devido ao baixo coeficiente de difusd@o promovido pelo uso de
membranas com poros na ordem de 0,2 pm de didmetro.'>!"

Outra técnica de extracdo por membranas, denominada extragido
liquido-liquido em membrana microporosa (‘“‘microporous membrane
liquid-liquid extraction” - MMLLE) possui o mesmo principio da LLE,
porém ¢ realizada sob fluxo constante, o qual facilita a automagio e
interfaciamento com os instrumentos analiticos. Nesta técnica, a fase
aceptora € um solvente orginico, o qual também preenche os poros da
membrana, formando entdo um sistema de duas fases. Assim como na
LLE convencional, a eficiéncia da extrac@o € limitada pelo coeficiente
de parti¢do (K) do analito. A MMLLE ¢ mais adequada para compos-
tos altamente hidrofébicos, os quais encontrariam dificuldades de se-
rem extraidos em uma fase aceptora aquosa.'>!"!®

Desvantagens em potencial dessas técnicas (SLM e MMLLE)
incluem problemas de estabilidade da membrana e possibilidade
de ocorrer “carry-over* (efeitos de memoria), por serem utilizadas
em vdrias extragdes; por outro lado, podem ser facilmente utiliza-
das “on-line” com os equipamentos de analise.'""

MICROEXTRACAO EM FASE LIQUIDA COM FIBRAS
OCAS

Pedersen-Bjergaard e Rasmussen idealizaram uma nova meto-
dologia que combina o conceito de extragdes com membranas (SLM
e MMLLE) com o uso reduzido da razio solvente organico/fase aquo-
sa, visto na SDME®. Esta técnica (microextracdo em fase liquida
com fibras ocas, “hollow fiber liquid-phase microextraction” — HF-
LPME, ou simplesmente, LPME) pode ser considerada uma evolu-
¢do dos métodos de microextragdo com solventes. Os poros de uma
membrana capilar porosa e hidrofébica (fibra oca) (Figura 2) sdo
impregnados com o solvente orginico de extracdo e o seu limen é
preenchido com microlitros de uma fase aceptora. Com isso, a fase
aceptora ndo entra em contato direto com a matriz aquosa (fase doa-
dora), permitindo aplicar agitagio constante durante a extracdo. Além
disso, o baixo custo de cada unidade de extracdo possibilita o seu uso
uma unica vez, evitando problemas de “carry-over”, efeito normal-
mente observado em outras técnicas de extragdo com membranas.***!

Os fundamentos da LPME sdo similares aos empregados em
SLM e MMLLE, porém as técnicas diferem em termos de instru-
mentacdo e operagdo. As técnicas citadas anteriormente funcio-
nam através de procedimentos operacionais com sistemas de fluxo
constante, pelo emprego de bombas peristalticas que renovam con-
tinuamente os compartimentos proximos a membrana. Por outro
lado, nenhum aparato especifico € necessdrio para implantagdo da
LPME. Ha duas configuragdes principais em que a LPME ¢ em-
pregada: configuracdo em “U” (Figura 1B), que utiliza duas
microsseringas conectadas a fibra (mais empregada) e, configura-
¢do tipo “haste” (“rod-like”), onde somente uma microsseringa ¢
utilizada para injetar e coletar a fase aceptora® (Figura 1C).

A LPME pode ser utilizada em dois modos: duas ou trés fases,
de acordo com as caracteristicas do analito em questdo (Figura 2A e
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Figura 2. Modos de extracdo utilizados na microextracdo em fase liquida
(LPME): duas fases (A) e trés fases (B)

B). No sistema de duas fases (Figura 2A), o analito € extraido da
amostra aquosa (fase doadora) através de um solvente orgdnico
imiscivel em dgua imobilizado nos poros da membrana passando
para o mesmo solvente organico (fase aceptora), presente no limen
da fibra. Para obtencdo de resultados favordveis neste modo de ex-
tracdo, o analito deverd ser moderada ou altamente hidrofébico,
podendo conter grupos ionizdveis dcidos ou bésicos.”!

No modo de trés fases (Figura 2B), o analito € extraido de uma
amostra aquosa (fase doadora) através de um solvente organico
imiscivel em dgua imobilizado nos poros da membrana, passando
para uma solug@o aquosa (fase aceptora) presente no limen da fibra.
A fase organica atua como uma barreira entre as fases aceptora e
doadora (ambas aquosas), impedindo o contato entre as duas fases.”

Para analitos altamente hidrofilicos, que encontrariam dificul-
dades em serem extraidos na membrana organica apenas pelo pro-
cesso de difusdo, uma outra possibilidade seria a adicdo de reagente
ionico relativamente hidrofdébico a fase doadora ou organica, per-
mitindo a formac@o de par i6nico com o analito de interesse, ocor-
rendo entdo a extracdo.”** Recentemente, Yazdi e Es’haghi relata-
ram o emprego de tensoativos ndo-iénicos (ex.: Triton X-100°)
adicionados na fase doadora para determinagdo de drogas de abuso
hidrofilicas no cabelo.?

Recuperacio e fator de enriquecimento

Em sistemas de duas fases, a transferéncia dos analitos da fase
aquosa para a fase orgénica pode ser assim descrita:”’

A (fase doadora) S A (fase aceptora)

onde A representa o analito de interesse. Nesse caso, o coeficiente de
particdo do analito entre a fase organica e doadora Korg «« € dado por:

K _ Ceq,org
org/d — C
eq,d
onde C € a concentracdo de A na fase aceptora no equilibrio e

eq,org
C,,q € a concentragdo de A na fase doadora no equilibrio.

A recuperagdo (R) pode ser definida como a quantidade total de
analito, em porcentagem, que ¢ transferida para a fase aceptora ao
final da extragdo; além do coeficiente de particdo, a razdo entre o
volume da fase doadora (V) e a fase aceptora (Vmg) também gover-
na a recuperagdo do analito, de acordo com a expressao:

K,V
R=——"00" 100
KograVie +V,

org/d" org org

Microextragio em fase liquida (LPME) 639

Sendo assim, conclui-se que a extragdo em duas fases &
favorecida para analitos hidrofébicos, ou seja, com elevados coefi-
cientes de parti¢do (500-1000 ou maiores).”’ Adicionalmente, a
recuperacdo pode ser favorecida aumentando-se a razdo entre as
fases aceptora e doadora, utilizando-se fibras mais longas ou com
maior didmetro interno.

Para LPME de duas fases, a recuperagdo real € menor que aquela
calculada pela equagdo acima pois a fragdo de solvente orginico
que se encontra imobilizado nos poros da fibra oca microporosa nao
estd disponivel para andlises posteriores; somente a fragdo presente
no limen pode ser coletada pela microsseringa.

Outro parametro comumente usado para demonstrar a eficiéncia
dos processos de LPME ¢ o fator de enriquecimento, que informa o
grau de concentragdo do analito que ocorreu durante a extragao.

O enriquecimento (E) de um analito pode ser calculado pela
férmula:

_ V,R
1007,
Como os valores de V d/VOrg sdo normalmente elevados, altos
fatores de enriquecimento sdo obtidos.?
No sistema de trés fases, o processo de transferéncia dos analitos
¢ definido como:

A (fase doadora) 5 A (fase organica) 5 A (fase aceptora)
Nesse sistema, deve-se considerar o coeficiente de parti¢do en-

tre a fase orgénica e a fase doadora, bem como entre a fase aceptora
e a fase organica:

K _ Ceq,org
org/d — C
eq,d
K _ Ceq,a
aforg

eq org

onde C_ € a concentragdo do analito na fase aceptora quando o
equilibrio ¢ atingido. O coeficiente de particdio entre a fase aceptora
e a fase doadora K, pode ser escrito como:

K, i= ng ’dKa/urg

A recuperagdo (R) pode ser expressa como:

— IOOK(I/LI a
KoV 4K,y Voe +V,

org/d" org

Nos casos de LPME de trés fases, o volume total de fase aceptora
estd disponivel para a andlise e a recuperagdo €, portanto, direta-
mente calculada pela equacdo acima. No sistema de trés fases, o
solvente organico deve ser selecionado para ter altos K e K ;

. . . L ored wjore
esse ultimo valor € importante para evitar que o analito fique retido
na fase organica, diminuindo assim sua recuperacio.

O enriquecimento (E) pode ser calculado pela férmula:

g ViR
100V,

A Figura 3 correlaciona a recuperagdo com o coeficiente de

particdo K em sistemas de 2 e 3 fases.”
org/d
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Figura 3. Correlagdo entre a recuperagdo e o coeficiente de parti¢do ( K,
em sistemas de 2 (@) e 3 fases (A)

Parametros que afetam a extracio em LPME

Além das caracteristicas inerentes do analito (coeficientes de
ionizagdo e particdo) e da razdo das fases aceptora e doadora, al-
guns outros parametros devem ser considerados durante o desen-
volvimento do método, tais como ajuste do pH da amostra, forga
idnica, membrana hidrofébica, tipo de solvente organico, tempo e
temperatura de extracio, composi¢do da soluc¢@o aceptora e agita-
¢do do sistema.?! A influéncia desses pardmetros serd discutida a
seguir.

Membrana hidrofobica

As membranas capilares empregadas em LPME devem ser
hidrofdébicas e compativeis com os solventes organicos utilizados.
Tais requisitos sdo cumpridos pelas membranas baseadas em
polipropileno, disponiveis comercialmente (Membrana, Wuppertal,
Alemanha).”® Destas, a mais empregada apresenta didmetro inter-
no de 600 wm, compativel com os microlitros de fase aceptora;
parede com espessura de 200 pum, oferecendo excelente estabilida-
de mecanica durante a extragio e poros com tamanho de 0,2 wm, o
que fornece eficaz microfiltracio, impedindo a passagem de macro-
moléculas (ex.: proteinas).”

Solvente organico

Uma etapa fundamental na otimizagdo de métodos na LPME ¢&
a sele¢@o do solvente orginico. Algumas propriedades sdo neces-
sdrias para um solvente organico ser empregado em LPME, dentre
elas: baixa solubilidade ou insolubilidade em dgua, prevenindo a
dissolucdo da fase organica na aquosa (doadora); baixa volatilidade,
evitando a perda de fase orginica durante a extra¢do; compatibili-
dade com a membrana capilar utilizada (no caso, polipropileno);
facil impregnagdo nos poros da mesma e solubilidade adequada
para o analito de interesse, como discutido anteriormente.?'?? Vari-
os solventes organicos t€m sido utilizados, como éter diexilico, n-
octanol, acetato de hexila, acetato de butila, acetato de dodecila,
éter dibutilico e isooctanol, ou misturas desses solventes.”? Dentre
todos esses solventes, o éter diexilico tem mostrado excelentes re-
sultados para intimeras aplica¢des (Tabela 1). De maneira interes-
sante, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen avaliaram o emprego de
6leos vegetais como fases organicas em LPME.* Todos os éleos
essenciais testados foram compativeis com urina, porém apenas o
6leo de erva-doce forneceu bons resultados na andlise de plasma.
Com isso, hd uma nova alternativa para as fases organicas, elimi-
nando-se o uso de solventes prejudiciais de uso comum.
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Tempo de extrag¢do

A eficiéncia da extragdo na LPME depende da transferéncia de
massa do analito da fase aquosa para a organica e desta para a fase
aceptora (no caso de sistemas em trés fases). E um processo de
equilibrio e, portanto, a recuperacio do analito aumenta com o tem-
po de extracdo até atingir uma situacio de platd. Neste ponto, o
equilibrio € atingido e a distribuicdo do analito entre as fases per-
manece constante.”>¥ O tempo necessdrio para atingir o equilibrio
pode ser reduzido aumentando a drea superficial de contato da fibra
com a amostra.*> Muitas vezes, o tempo necessdrio para que o equi-
librio seja atingido € excessivamente longo; nesses casos, a extra-
¢do € feita em condigdes de ndo equilibrio, controlando-se precisa-
mente o tempo de extracdo.”

Temperatura

Com o aumento da temperatura, os coeficientes de difusdo au-
mentam em resposta a diminui¢do da viscosidade. Logo, o tempo
requerido para alcangar o equilibrio € diminuido. Por outro lado, os
coeficientes de particdo para a fase aceptora diminuem, reduzindo
a quantidade de farmaco extraido no estado de equilibrio. Portanto,
a velocidade das extracdes pode ser melhorada a custa da perda da
detectabilidade do método. Contudo, a LPME normalmente € exe-
cutada a temperatura ambiente, evitando-se possiveis problemas de
formacao de bolhas e evaporagio do solvente durante a extracio, ja
que a quantidade de solvente utilizada é muito pequena (aproxima-
damente 20 pL).*

Agitagdo

Normalmente, a agitagdo da amostra ¢ aplicada para acelerar a
cinética de extracdo, facilitando a difusdo dos analitos através da
interface fase doadora — solvente organico. Logo, diminui-se o tem-
po necessério para o sistema atingir o equilibrio.**

Na SDME, o uso de velocidades de agitacdo elevadas (acima de
600 rpm) provoca a perda da fase aceptora presente na ponta da
agulha, prejudicando a quantificagdo dos analitos. Por outro lado,
na LPME, a fase aceptora estd contida no interior da fibra cilindri-
ca, possibilitando o emprego de velocidades mais elevadas de agi-
tacdo.® Nesse sentido, pode-se empregar agitagdo magnética ou
banho ultra-sdnico para a agitacdo da amostra.

Embora utilizada em diversos trabalhos, a agitagdo induzida
por uma barra magnética pode provocar contaminagfo cruzada das
amostras e a formagdo de bolhas de ar que tendem a aderir na su-
perficie da fibra cilindrica, acelerando a evaporagio do solvente e
introduzindo imprecisdo nas medi¢des.>3¢

pH da fase doadora

O pH da amostra € crucial para a eficiente extracdo de compos-
tos dcidos e basicos. O ajuste do pH resulta em uma maior razdo de
distribui¢@o e garante elevados fatores de enriquecimentos e valo-
res de recuperagéo do analito de interesse.®® Ajustes no pH podem
aumentar a eficiéncia da extracdo, uma vez que tanto o equilibrio
de dissocia¢@o quanto a solubilidade de 4cidos e bases sdo direta-
mente afetados pelo pH da amostra.”’

Aditivos na fase doadora

Sais

O efeito da adicdo de sais a matriz € complexo. Pode aumentar
a eficiéncia da extracdo, particularmente para analitos mais pola-
res, devido ao efeito denominado “salting-out”.?’ Neste processo,
as moléculas de dgua da fase doadora passam a hidratar também os
fons adicionados ocorrendo, entdo, a reducdo de moléculas do
analito dissolvidos na solu¢io aquosa por mecanismos de compe-
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Tabela 1. Aplicacdes da LPME na andlise de farmacos em fluidos biolégicos
Farmaco Amostra Solvente Fase aceptora Tipo de extragdo Sistema analitico® Ref.
Aminoalcoois Urina n-octanol HC1 0,1 mol L Trés fases CE-UV 68
Anfetamina e Sangue total e Eter diexilico HCI 0,01 mol L Trés fases MS 57
andlogos urina
Antidepressivos Plasma e Acetato de HCOOH 0,2 mol L Trés fases HPLC-MS 58
sangue total dodecila
Antidepressivos Leite materno Polifenilme- HC1 0,01 mol L! Trés fases CE-UV 65
tilsiloxano

Bifenilas policloradas Plasma Tolueno Tolueno Duas fases GC-MS 52
Citalopram e Plasma Acetato de Tampao fosfato Trés fases CE-UV 53
n-desmetilcitalopram dodecila 0,02 mol L™
(enantidmeros) (pH 2,75)
Citalopram e Plasma Eter diexilico Tampao fosfato Trés fases CE-UV 69
n-desmetilcitalopram 0,02 mol L™

(pH 2,75)
Citalopram e Plasma n-octanol Tampdo fosfato Trés fases HPLC-F 70
n-desmetilcitalopram 0,01 mol L

(pH 3)
Cocaina e metabdlitos Saliva e urina Cloroférmio Cloroférmio Duas fases GC-PDHID 62, 66
Diazepam e Plasma e urina  Acetato de butila: Acetato de butila: Duas fases GC-NPD 50
n-desmetildiazepam n-octanol (1:1) ou n-octanol (1:1) ou
éter diexilico: éter diexilico:
n-octanol (1:3) n-octanol (1:3)

Diazepam e prazepam Plasma n-octanol n-octanol Duas fases GC-NPD 70
Esterdides anabolizantes Urina n-octanol NH, 0,25 mol L' Trés fases HPLC-MS 44
Esterdides anabolizantes Urina n-octanol n-octanol Duas fases HPLC-MS e GC-MS 71
Fenilpropanolamina Plasma n-octanol HC1 0,05 mol L! Trés fases CE-UV 25

e practolol
Haloperidol, metadona
e prometazina

Plasma e urina Eter diexilico HCI 0,01 mol L Trés fases GC-FID e CE-UV 27

Hidroxicloroquina e Urina n-octanol HC1 0,1 mol L Trés fases CE-UV 61
metabdlito (enantidmeros)

Ibuprofeno, cetoprofeno Urina Eter diexilico NaOH 0,01-0,1 mol L' Trés fases CE-UV 36
€ naproxeno

Mefloquina (enantidmeros) Plasma Eter diexilico HCIO, 0,01 mol L Trés fases HPLC-UV 55
Metanfetamina Plasma e urina n-octanol HC1 0,1 mol L*! Trés fases CE-UV 20
Metanfetamina Plasma, urina e Eter diexilico HC1 0,1 mol L*! Trés fases HPLC-UV 33
e citalopram sangue total

Mianserin (enantiémeros) Plasma Eter diexilico HC1 0,01 mol L™ Trés fases CE-UV 29
Mirtazapina (enantidmeros) Plasma Tolueno Tolueno Duas fases HPLC-UV 54
Noradrenalina, atenolol Urina n-octanol HC1 0,1 mol L*! Trés fases CE-UV 68
e pindolol

Opidides Cabelo n-octanol HCI, pH 2 Trés fases HPLC-UV 26
Salbutamol e terbutalina Urina Eter diexilico NaBr 1 mol L Trés fases HPLC-MS 72
THC-COOH Urina n-octano n-octano Duas fases GC-MS 41

*CE-UV: eletroforese capilar-especfototrometria por absor¢do no UV-Vis; MS: espectrometria de massas; HPLC-MS: cromatografia liquida
de alta eficiéncia-espectrometria de massas; GC-MS: cromatografia gasosa-espectrometria de massas; HPLC-F: cromatografia liquida de
alta eficiéncia-espectrofotometria de fluorescéncia; GC-PHID: cromatografia gasosa-detector de ionizagdo por descarga pulsada de hélio;
GC-NPD: cromatografia gasosa-detector de nitrogénio e fésforo; GC-FID: cromatografia gasosa-detector por ionizagdo em chama; HPLC-
UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia-espectrofotometria por absor¢do no UV-Vis; THC-COOH: A°’-carboxi-tetraidrocanabinol.

ticdo.* Por outro lado, a interagdo das moléculas do analito com os
ions adicionados, pode reduzir a difusdo do analito para a fase
extratora;® além disso, o aumento da viscosidade da matriz pode
reduzir a mobilidade dos analitos e prejudicar também a extra-
¢d0.* Entre os sais empregados como aditivos na fase doadora, o
cloreto de sédio € o mais comum.

de forma bastante intensa e essas interagdes podem ser responsdveis por
baixos valores de recuperacido.” As ligagdes farmaco-proteinas ocor-
rem devido a interagdes i0nicas, hidrofébicas ou mesmo polares.

As interag¢des hidrofébicas podem ser suprimidas pela adicio
de alguns solventes organicos a matriz contendo o farmaco de inte-
resse. Solventes organicos (ex.: metanol) tém a habilidade de que-
brar interagdes hidrofdbicas e polares.? Por outro lado, o metanol
pode afetar a distribuicio do analito entre a fase aquosa e o solvente
organico, reduzindo a eficiéncia da extrag@o.

Modificadores orgdnicos
Muitos farmacos estdo ligados as proteinas das matrizes bioldgicas
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Reagentes para formagdo de pares ionicos

Ha duas formas de emprego desta técnica na extra¢do por LPME:
adicdo de um reagente anidnico (Q’) ou adi¢do de um reagente
cationico (Q*) a amostra.” Nesses casos, o pH terd um papel crucial
na extrag¢do. Dentre os reagentes catidnicos, as aminas quaternarias
contendo cadeias alquila (conferem maior hidrofobicidade) sdo bas-
tante utilizadas para extracdo de compostos carboxilados.*' Para
andlise de compostos de cardter basico, dcidos octandico e decandico
ou sais destes vém sendo utilizados com sucesso.” Mais recente-
mente, Reubsaet et al.** relataram a extragdo de aminas biogénicas
(angiotensina e neurotensina) em plasma empregando acido hepta-
nosulfonico como reagente idnico. Uma caracteristica marcante
deste tipo de extrag@o € o uso de dlcoois lipofilicos de cadeia longa
(ex.: n-octanol) como fase organica devido ao cardter polar residu-
al dos pares i0nicos formados, requerendo solventes de média po-
laridade para eficaz solvatagdo.

Fase aceptora no sistema de trés fases

Na LPME de trés fases direcionada para extragdo de farmacos
de cardter bdsico, o pH da fase aceptora deverd estar na faixa acida
(diferentemente da fase doadora), promovendo eficaz protonacio
dos analitos, evitando-se assim a reten¢do na fase organica e favo-
recendo a particdo na fase aceptora aquosa.** Nesse modo trifdsico
empregado para farmacos bdsicos, diversas solugdes dcidas vém
sendo utilizadas, como os acidos cloridrico, acético, formico,
nitrico, sulftrico e trifluoracético.’” Nesses sistemas, os dcidos fortes
vém se destacando, resultando em melhores valores de recupera-
¢do quando comparados com solugdes aceptoras contendo dcidos
fracos. Tal melhora € atribuida principalmente ao menor pH e efi-
caz protonagdo dos analitos obtidos no emprego dessas solucdes.
Para extragdo de compostos dcidos, solugdes de hidréxido de sédio
0,01-0,1 mol L' vém sendo empregadas como fases aceptoras.’®
Além disso, pode-se utilizar fases aceptoras constituidas por solu-
coes-tampao ajustadas no pH de interesse. Em alguns estudos em-
pregando LPME em trés fases, a adi¢do de modificadores orgéni-
cos (metanol ou etanol) melhorou a solubilidade do analito na so-
lugdo aquosa, promovendo entdo aumento na extracdo.”’#* No en-
tanto, deve-se atentar para a quantidade de solvente utilizada, pois
em maiores concentragdes foi verificada evaporagio e conseqiien-
te prejuizo na extragdo.*

Limitagdes da LPME

Como qualquer outra técnica de extracdo, a LPME também apre-
senta algumas limitacdes. Analitos altamente polares e hidrofilicos
sdo dificeis de serem extraidos, sendo freqiientemente necessaria a
adicdo de par-idnico na amostra. Além disso, somente solventes com
alto ponto de ebuli¢do e insoliveis em dgua devem ser utilizados,
limitando um pouco a seletividade do método. Uma possivel desvan-
tagem atribuida a LPME € a perda de precisdo ocasionada pela opera-
¢do manual do procedimento incluindo a prepara¢do, impregnacdo e
acomodacdo da fibra no sistema, além do fato de se trabalhar com um
pequeno volume de fase aceptora.” Logo, ¢ fundamental o emprego
da padronizacgdo interna na quantificacdo das amostras. A LPME ain-
da ¢ normalmente feita de forma manual, embora existam algumas
tentativas de utilizacdo “on-line” em equipamentos de HPLC e CE.*#

Aplicacoes da LPME na extragdo de farmacos de matrizes
biologicas

Diversos trabalhos vém sendo publicados utilizando a LPME
como técnica de extracdo em amostras bioldgicas. A Tabela 1 resu-
me as mais importantes aplicacdes da técnica efetuadas em plas-
ma, sangue total, urina, leite materno, saliva e cabelo.

Quim. Nova

Plasma

Geralmente, o plasma € a amostra bioldgica preferida para fins
de monitorizac@o terapéutica, pois a concentracio do analito nesta
matriz (ou no sangue total) informa a exposicao direta dos tecidos
ao farmaco em questdo.*® Em relagdo a composicdo, o plasma hu-
mano contém aproximadamente 7-8% de proteinas, sendo que a
albumina corresponde a 55% do total, além de o, -glicoprotefna 4ci-
da, lipoproteinas e imunoglobulinas, entre outras.*” Além da fra¢do
protéica, outras substancias também sdo encontradas: eletrdlitos,
lipideos, hormdnios e metabdlitos, cujas concentragdes estdo sujei-
tas a variagdes fisioldgicas ou patoldgicas.®® Conforme observado,
a riqueza de substancias presentes neste fluido bioldgico torna a
andlise de farmacos dificil devido aos interferentes endégenos ou
exdgenos, bem como devido a ligagdo de farmacos as proteinas
plasmaticas.

No final da década passada, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen
relataram o primeiro emprego da LPME na anélise de amostras de
plasma tendo metanfetamina como analito de estudo.” Os autores
obtiveram um fator de enriquecimento de 75 com limite de
quantificagdo de 20 ng mL"' usando um sistema de trés fases (n-
octanol:4cido cloridrico) e andlise por CE-UV. Mais tarde, Ugland
et al.® demonstraram o emprego da técnica para determinagéo de
diazepam e seu principal metabdlito (n-desmetildiazepam) em plas-
ma. Neste sistema de duas fases tendo éter diexilico:n-octanol (1:3)
como fase organica, 1 UL do extrato era diretamente injetado no
GC-NPD (“gas chromatography nitrogen phosphorus detection”),
dispensando a necessidade de evaporacdo e reconstitui¢do das amos-
tras antes da injecao.

A ligacdo dos farmacos as proteinas constitui uma das dificul-
dades encontradas na determinag@o destes analitos em amostras de
plasma. Neste sentido, Ho ef al.>' estudaram o efeito de diferentes
estratégias para supressao destas interagdes e observaram que, de-
pendendo das caracteristicas do analito, a adi¢do de metanol em
diferentes propor¢des pode ser util. Outros trabalhos envolvendo a
andlise de farmacos no plasma sdo descritos na literatura (Tabela
1). Além de farmacos, a técnica também pode ser utilizada para
determinagdo de poluentes ambientais em plasma, conforme des-
crito por Basheer et al.,”> os quais desenvolveram um método para
determinagdo de bifenilas policloradas, compostos bastante
lipofilicos, empregando apenas 3 UL de tolueno para extragdo em
um sistema de duas fases.

Outro interesse crescente € a andlise enantiosseletiva de farmacos
tendo a LPME como técnica de preparo de amostras.” Andersen et
al. desenvolveram um método para quantificagdo dos enantidmeros
do mianserin em plasma utilizando a técnica em trés fases (éter
diexilico:dcido cloridrico 0,01 M) associada a CE (B-ciclodextrina
hidroxipropilada como seletor quiral).?? Otimos valores de recupe-
racdo foram obtidos (aproximadamente 85%) e a fase aceptora era
perfeitamente compativel com o sistema analitico, propiciando a
injecdo direta do extrato. O mesmo grupo aplicou um sistema de
trés fases (acetato de dodecila:tampdo fosfato 20 mM, pH 2,75)
juntamente a CE (B-ciclodextrina sulfatada como seletor quiral)
para andlise dos enantidmeros do citalopram e n-desmetilcitalopram
em plasma, com limite de quantificagdo de 11,2 ng mL".53

Em nosso grupo, De Santana et al.>* desenvolveram um método
para determinag@o dos enantidmeros da mirtazapina em plasma utili-
zando um sistema de duas fases (solvente orginico — tolueno) associ-
ado a HPLC com fase estaciondria quiral, com limite de quantificacdo
de 6 ng mL'. Mais tarde, Magalhdes e Bonato® obtiveram valores
de recuperagdo em torno de 35% na andlise dos enantidmeros da
mefloquina em plasma humano e de ratos, utilizando um sistema de
trés fases (éter diexilico:acido percldrico 0,01 mol L") com excelen-
te seletividade frente aos interferentes endégenos.
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De maneira geral, métodos desenvolvidos para andlise de plas-
ma podem ser aplicados para amostras de soro sem nenhuma mo-
dificagdo prévia.>

Sangue total
Além das proteinas, os farmacos também podem interagir com

outros biopolimeros, como hemdcias, as quais representam 45% do
volume sanguineo total.* Alguns farmacos apresentam alta con-
centracdo eritrocitica (ex.: imunossupressores) tornando a andlise
do sangue total necessdria para estudos de disposi¢@o cinética des-
tes analitos.”® Da mesma forma que o plasma, a coleta do material
requer um procedimento invasivo (pungdo venosa).

Normalmente, a andlise de sangue total ndo requer nenhum tra-
tamento prévio para extra¢do (por exemplo, precipitacdo protéica)
utilizando-se LPME.*> No entanto, devido & maior viscosidade do
sangue total em relacdo ao plasma, o tempo necessdrio para atingir
o equilibrio de extracdo ¢ ligeiramente maior.*

Halvorsen et al.* relataram a primeira aplicagdo da LPME em
sangue total tendo metanfetamina e citalopram como farmacos-mo-
delo, obtendo alta seletividade (livre de interferentes) e grau de enri-
quecimento compardvel a andlise de plasma. O mesmo grupo desen-
volveu um método empregando a técnica aliada a espectrometria de
massas para o “screening” de compostos anfetaminicos no sangue
total.”” Mais tarde, nove antidepressivos foram determinados nesta
matriz utilizando-se menores quantidades de amostra (50-500 uL) e
acetato de dodecila e dcido férmico como componentes do sistema de
trés fases.”™ Ugland et al.® ofereceram uma visdo geral das caracterfs-
ticas da LPME na andlise de sangue total, particularmente na otimizagao
das condigdes de extracdo no modo de trés fases. Neste trabalho, vari-
os pardmetros foram estudados para determinacdo de farmacos de
cardter basico neste fluido bioldgico em especial.

Urina

A urina € uma das matrizes mais comumente estudadas na andlise
de farmacos, devido a relativa facilidade de coleta e, também, por ser
a principal via de excrecio de farmacos e metabdlitos. E uma matriz
com moderada complexidade e tipicamente contém compostos
inorganicos e organicos, com quantidade relativamente grande de
sais. % A eficiéncia na extragéo pode variar devido a diversas razdes.
Variacdes no pH da urina afetam a elimina¢do de muitos farmacos,
assim como variagdes na forga i6nica alteram a viscosidade da amos-
tra, promovendo efeitos significantes na extragdo. Geralmente, os
farmacos sdo excretados na urina em grande quantidade, tornando a
andlise desta matriz bastante util com a compensagdo dos menores
valores de recuperac¢do obtidos nas técnicas de microextra¢do. Diver-
sos trabalhos vém sendo realizados utilizando urina como matriz (Ta-
bela 1). Recentemente, De Oliveira ef al.® desenvolveram um método
para analise enantiosseletiva da hidroxicloroquina e metabélitos em
urina empregando n-octanol como solvente de extracdo e posterior
andlise por CE. Neste trabalho, valores de recupera¢do em torno de
80% foram observados e o método foi aplicado em um estudo piloto
de disposicao cinética, mostrando potencial para aplicacdo em estu-
dos farmacocinéticos de excrecao destes analitos. Um emprego im-
portante utilizando urina como matriz € na area da toxicologia foren-
se. De Jager et al.®* relataram a andlise da cocaina e metabdlitos em
urina, utilizando cloroférmio como solvente de extracio e andlise por
cromatografia gasosa. Constitui um método interessante pois o tempo
de extracdo utilizado € de apenas 3 min, caracteristica muito desejavel
em andlises para fins médicos-legais, ou seja, alta rapidez.

Leite materno
O leite humano € uma matriz muito interessante pois serve como
um meio de quantificar compostos que foram ingeridos previamente
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pela mde e que podem, potencialmente, causar dano ao recém-nasci-
do. E constituido por dgua (88%), proteinas (3%), lipideos (aproxima-
damente 3%) e carboidratos na forma de lactose (6,8%).% O colostro
que aparece no inicio da lactacdio difere significativamente do leite
habitual, pois contém menos lactose e praticamente ndo contém
lipideos.** A composi¢do do leite humano € constante a partir da ter-
ceira semana apds o nascimento do bebé, contudo a composi¢do do
colostro pode variar muito a partir do inicio da lactacdo até a terceira
semana. Essa variacdo pode levar a diferencas na eficiéncia da extra-
¢do e, portanto, deve ser levada em consideracdo. Apenas uma aplica-
¢do ¢ relatada empregando LPME na andlise de leite materno.
Bjorhovde et al.® relataram a extragdo de quatro antidepressivos
(paroxetina, fluvoxamina, mianserin e citalopram) nesta matriz. Esse
trabalho € interessante pois demonstra o uso de um solvente jamais
visto em LPME (silicone polifenil-metilsiloxano). O solvente utiliza-
do promoveu uma grande estabilidade quimica ao sistema, porém os
valores de recuperagio inicialmente observados foram baixos (18-38%).
Acredita-se que os valores obtidos sejam devidos a complexidade da
matriz e ao conteido de lipideos presentes. Assim, apds nova etapa de
preparo de amostra, como centrifugagio e adicdo de dcido cloridrico
para supressdo das interacdes entre os farmacos e a matriz, os valores
de recuperacio aumentaram para 42-69%.

Saliva

A saliva € uma matriz pouco explorada na andlise de farmacos.
Apesar de ser um material relativamente viscoso, o conteido de
lipideos e proteinas € pequeno quando comparado a outros fluidos.*
E uma matriz ndo-invasiva e de relativa facilidade de coleta. De Jager
et al.*® relataram a extracdo de cocaina e metabdlitos utilizando clo-
roférmio como solvente organico e posterior andlise por GC. Neste
trabalho, os tempos de extra¢do (10 min) e de andlise (5 min) tornam
o método muito atraente para uso em centros de toxicologia. Uma
consideracdo importante na andlise de formacos na saliva € a possi-
vel contaminacdo da cavidade bucal com outras substancias. Assim,
o trabalho citado avaliou a extragdo da cocaina e metabdlitos na
presenca de contaminantes comuns, como creme dental, suco de la-
ranja, anti-séptico bucal, pastilhas, bicarbonato de sédio e actcar.
Essas substincias ndo apresentaram o mesmo tempo de retencdo dos
farmacos analisados, impossibilitando a ocorréncia de falsos positi-
vos. Por outro lado, os resultados mostraram que os possiveis inter-
ferentes diminuiram a quantidade extraida, porém no foram sufici-
entes para impedir a extragdo e deteccdo dos analitos.

Cabelo

O cabelo € uma matriz muito interessante para andlise de farmacos,
pois a coleta € relativamente ndo-invasiva e o contetido pode informar
uma histdria de exposi¢éo por um longo periodo. Outra vantagem em
utilizar o cabelo € que devido as caracteristicas apolares da matriz,
ocorre o acimulo preferencial do farmaco na forma original em rela-
¢do aos metabolitos (mais polares). Essas caracteristicas sdo ideais
para andlise de fdrmacos que sdo extensivamente metabolizados e
freqiientemente nao detectados em outros tecidos.*® O cabelo pode ser
dividido em trés camadas distintas.”’ A camada mais externa (cuticula)
¢é formada por escamas sobrepostas (células achatadas) com as extre-
midades livres direcionadas para a ponta do cabelo. O cdrtex encon-
tra-se em posi¢do intermedidria, constituindo a maior parte do cabelo.
Consiste de queratina dura empacotada firmemente, contendo pig-
mento e pequenos espacos de ar. A medula forma a parte mais interna
consistindo de queratina e pode ser quebrada em pedagos descontinuos.
Contém maiores espacos de ar, globulos de gordura e pigmentos. Yazdi
e Es’haghi® desenvolveram um método para andlise da morfina, codeina
e metadona em cabelo. Os autores utilizaram n-octanol como solvente
organico e posterior andlise por HPLC. O trabalho € interessante pois
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mostra a aplicagdo de surfactantes nfo-ionicos utilizados para melho-
rar a eficiéncia da extragdo, com valores de recuperacdo finais do
método entre 62-93%.

CONCLUSOES

Além das discussoes demostrando os fundamentos da LPME, o
trabalho também relacionou as mais importantes aplicacoes da técni-
ca em matrizes bioldgicas descritas na literatura corrente. A LPME
desponta como sendo extremamente atrativa, pois as unidades de ex-
tracdo apresentam baixo custo e, desta forma, possibilitam o uso uni-
co do dispositivo, evitando-se problemas de contaminagdo cruzada.
Por sua vez, o consumo de solvente orginico € praticamente elimina-
do e a técnica € compativel com uma grande variedade de amostras
bioldgicas (sangue total, plasma, urina, saliva e leite materno) ou nio
(andlise de dgua, solo e alimentos). A técnica pode ainda proporcionar
de médias a elevadas recuperagdes, com elevado enriquecimento dos
analitos, seletividade e excelente “clean-up” (limpeza) de amostras
complexas. Além disso, as extragdes sdo realizadas entre 15-45 min
na maioria das aplica¢des. Devido a simplicidade e ao baixo custo das
unidades de extracdo, muitas amostras podem ser processadas parale-
lamente, proporcionando um ganho no tempo total de andlise.

Por fim, a LPME pode ser empregada no modo trés fases, duas
fases ou mediada por carreador utilizando exatamente as mesmas
unidades de extracdo, o que proporciona um elevado grau de flexi-
bilidade a essa técnica.

Trabalhos futuros, principalmente de cardter aplicado, poderdo
conferir maior credibilidade a técnica, confirmando-a como uma al-
ternativa vidvel para aplicacdes diversas e que os resultados obtidos
sdo compardveis ou mesmo superiores aqueles obtidos empregando
técnicas tradicionais de extracdo, como a LLE e SPE.
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