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Resumo

A microextragdo em sorvente empacotado (MPES) é uma nova técnica de preparo de amostra que foi
desenvolvida em 2004. Na verdade, a MEPS ¢ a miniaturiza¢do dos volumes dos dispositivos sortivos da
extracdo em fase solida (SPE) convencional, de mililitros para microlitros. O principal destaque da MEPS é
que a ordem de magnitude do volume do solvente utilizado para a elui¢do dos analitos no processo de extragao
¢ adequada para injegdo direta em sistemas de cromatografia liquida, cromatografia gasosa ou eletroforese
capilar, sem nenhuma modifica¢do do instrumento. Esta revisao apresenta os fundamentos teéricos da técnica
MEPS e suas aplicagdes. O procedimento de MEPS com suas diferentes etapas (preparo da amostra, pré-
concentra¢do dos analitos, limpeza do sorvente e elui¢do dos analitos) é discutido para amostras bioldgicas.
Uma breve discussdo geral das recentes aplicagdes da MEPS é também apresentada para determinagdo de
farmacos e seus metabolitos em diferentes matrizes bioldgicas (plasma, urina, sangue, cabelo) para fins de
monitorizag¢ao terapéutica, controle de doping, analises de biomarcadores e toxicologia forense.
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Microextraction by packed sorbent (MEPS) for determination
of drugs in biological fluids

Abstract

Microextraction by packed sorbent (MEPS) is a new sample preparation technique developed in 2004.
Actually, MEPS is a miniaturization of conventional solid phase extraction (SPE) packed bed devices from
mililitre bed volumes to microlitre volumes. The key factor in MEPS is that the volume of solvent used to elute
the analytes from the extraction process is of a suitable order of magnitude to be injected directly on-line into
Liquid Chromatography, Gas Chromatography or Capillary Electrophoresis systems, without any modification
of the instrument. This review focuses on MEPS theory and applications. MEPS procedure with different
steps (sample preparation, analytes pre-concentration, sorbent washing, and analytes elution) is discussed
for biological samples. A short overview of recent and successful applications of MEPS for determination of
drugs and their metabolites in different biological matrices (plasma, urine, blood, hair) for therapeutic drug
monitoring, doping inspection, biomarkers analysis, and forensic toxicology are also summarized.
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1 Introducéaol’-'?

A microextragio em sorvente empacotado
(MEPS) é uma recente técnica de preparo de amos-
tra desenvolvida em 2004. Essa técnica consiste na
miniaturizagio da técnica convencional de extra-
¢do em fase sdlida (SPE), na qual os volumes das
amostras e dos solventes (eluentes) foram reduzi-
dos de mililitros para microlitros (10-1000 uL).

Na MEPS, uma microcoluna (=1 cm x 0,2 mm
d.i.), com aproximadamente 1-2 mg de material
sélido empacotado, é conectada a agulha de uma
microsseringa (100 — 250 UL), ou seja, integrada a
microsseringa, como um plug com filtros polieti-
leno em ambos os lados, Figura 1.

Diferentes fases seletivas adsorventes ou
absorventes, ou seja, com diferentes mecanismos de
extracao, estao disponiveis no comércio, tais como:
silica (fase normal), dissilano (C2), octilsilano (C8),
octadecilsilano (C18) - fases reversas, trocador de
cations forte (SCX), trocador de anions forte (SAX)
e fase mista M1 (C8 + SCX). No entanto, a diversi-
dade de fases extratoras para MEPS disponiveis no
comércio é muito inferior a variabilidade de fases
para SPE. Os materiais sorventes para MEPS, geral-
mente, apresentam particulas irregulares de aproxi-
madamente 50 um e porosidade 60 A.

Em razdo da miniaturizagdo do sistema de
extragdo, na MEPS, em uma tnica etapa, os solu-
tos sorvidos na microcoluna sio eluidos (dessor-
vidos) da fase extratora com alguns microlitros
de solvente organico ou de fase mdvel e direta-
mente injetados no sistema analitico. Esta etapa
do processo de extragio é o grande destaque da
técnica de MEPS, ou seja, a ordem de magni-
tude do volume do solvente de dessor¢do (UL) é
adequada para introdugéo (injegdo) direta deste
eluente em sistemas cromatograficos. Desta
forma, a técnica de MEPS tem sido hifenada as
técnicas de separagao, tais como: a cromatograﬁa
liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia
gasosa (GC) ou a eletroforese capilar (CE).
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Podemos também destacar a hifenagdo das
técnicas de MEPS e espectrometria de massas. A
técnica de MEPS foi utilizada para a pré-concen-
tragdo de drogas de abuso (cocaina e seus meta-
bolitos) de amostras de urina para andlise direta
em espectrometro de massas com detector time-
-of-flight (DART-TOF). Dentre os varios sorven-
tes avaliados (C8: octilsilano, ENV: poliestireno
—divinilbenzeno hidroxilado, MCX: (divinilbe-
neno-N-polivinil-pirrolidona)  polissulfonico,
DAU: trocador ionico), a fase DAU apresen-
tou os melhores resultados, ou seja, extragoes
mais eficientes que resultaram em espectros
de massas com excelente razao sinal/ruido. A
combinagdo das técnicas de MEPS/DART-TOF
(Figura 2) resultou em analise rapida e grande
confiabilidade na identificacdo dos analitos e

seus isotopos!®l.

@
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Amostra

a) Esquema da microsseringa MEPS com
microcoluna com material sorvente empacotado;
e b) foto ilustrativa da microcoluna conectada &
microsseringa [adaptada da referéncia n.1].

Figura 1
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Figura 2 Esquema da combinagado MEPS com andlise direta em especirometro de massas DART-TOF [adaptada

da referéncia n. 8].

O processo de MEPS (extracdo e introdugao
da amostra) pode ser realizado manualmente
ou com auxilio do autoinjetor, procedimento
em linha totalmente automatizado. As extragoes
(MEPS) automatizadas diminuem os coeficien-
tes de variacdo interensaios (precisdo analitica)
e o tempo de extragdo para alguns minutos
(1-2 minutos). O procedimento repetitivo de
aspirar/dispensar a amostra por varios ciclos,
para a pré-concentragdo dos analitos, quando
realizado manualmente, tem sido descrito por
alguns autores como uma desvantagem da téc-
nica de MEPS.

Os cartuchos de SPE, geralmente sao utili-
zados uma tnica vez e descartados, ja as micro-
colunas de MEPS, dependendo da complexidade
da amostra e dos cuidados do analista, podem
ser reutilizadas de 50 a 100 vezes.

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):223-229

2 Procedimento MEPS para a
determinagéo de fdrmacos em
fluidos biolégicos!'-?

2.1 Preparo das amostras biolégicas

Inicialmente, os fluidos bioldgicos (10-250 pLL)
tém sido diluidos com solug¢ao tampao, para que
os farmacos, geralmente 4cidos fracos ou bases
fracas, estejam na forma nao ionizada (extragdo
em fase reversa ou normal) ou ionizada (extra-
¢do por troca idnica), favorecendo o processo
de MEPS. As solugdes tampao com valores de
pH em intervalos extremos (pH < 3 ou pH > 7)
deverao ser evitadas, pois poderdo danificar as
fases sorventes a base de silica. A precipitagdo das
proteinas das amostras bioldgicas, com solventes

organicos (acetonitrila ou metanol) ou com solu-
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¢des acidas aquosas ou solugdes acidas organicas,
tem sido outro procedimento também realizado
no pré-preparo das amostras bioldgicas.

Esses procedimentos descritos minimizam
o efeito da matriz biolégica no procedimento de
MEPS, ou seja, minimizam a sor¢do (algumas
vezes irreversivel) dos compostos enddgenos na
fase extratora, resultam em cromatogramas mais
limpos, com menores ruidos na linha de base e
aumentam o nimero de vezes de reutilizacao dos
sorventes de MEPS. A dilui¢do da amostra bio-
légica diminui a viscosidade da amostra, conse-
quentemente favorece a transferéncia de massas
dos solutos para a fase extratora.

2.2 Pré-concentracdo dos fdrmacos

Anterior ao procedimento de extragao, a fase
extratora tem sido condicionada ou ativada com
aliquotas, respectivamente, de metanol e agua (por
exemplo, 3 x 100 UL). Apos esse procedimento,
com o auxilio da microsseringa de MEPS, os far-
macos sdo sorvidos na fase extratora da micro-
coluna, através dos processos de aspirar/dispen-
sar aliquotas da amostra (20-250 UL), no mesmo
frasco que contém o fluido bioldgico, ou aspirar a
amostra do frasco e dispensar no descarte.

A pré-concentragdo dos solutos tem sido
realizada em um unico ciclo aspirar/dispensar
ou em varios. O aumento do niimero de ciclos
resulta em aumento linear das taxas de recupe-
racao dos solutos. Geralmente, as extragdes de
MEPS tém sido realizadas com 4 ciclos aspirar/
dispensar de 50 UL de amostra. A sele¢ao do sor-
vente é um fator importante para a obtencdo de
altas taxas de recuperacio, por exemplo: as fases
C2-C18 sao adequadas para extragdo de solutos
lipofilicos, ja as fases poliméricas, tais como o
poliestireno-divilnilbenzeno com grupos i6nicos
quimicamente ligados (troca i6nica), ou as fases
mistas (C8 + SCX) sdo adequadas para as deter-
minacoes de solutos dcidos ou bésicos.

Microextragdo em sorvente empacotado

2.3 Eliminagdo dos interferentes

Apds a pré-concentracao dos farmacos, a
fase sélida é lavada com solvente (50 UL), tais
como agua, solucao acida (exemplo, 0,1% acido
féormico), solug¢des tampédo ou misturas de solu-
¢d0 aquosas com solvente organico (metanol
ou isopropanol), para remogao dos compostos
enddgenos. Nesta etapa de limpeza, a concen-
tracdo de solvente organico, assim como o pH
das solugoes tampao deverdo ser considerados
para evitar ou minimizar a perda do soluto. O
aumento da porcentagem de solvente organico
na solu¢do, geralmente, aumenta a perda do
soluto.

2.4 Eluicdo dos fdrmacos

Os farmacos sorvidos na fase solida sao elu-
idos com aliquotas (20-50 uL) de solvente orgé-
nico ou de fase movel e diretamente injetados
no sistema analitico. O ajuste do pH da solugéo
eluente (ionizagao dos solutos) é um fator impor-
tante para a obtencdo de altas taxas de extragdo.
O aumento do volume do eluente e da porcen-
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empacotado

i1

Eluente

m Il

Pré-concen- Remogio
tragdo dos interferentes
solutos

I 1

Elui¢do/
Injecao

Figura 3 Processo MEPS com suas diferentes
etapas, amostragem, pré-concentracdo dos solutos,
eliminagéo dos interferentes, eluicdo dos solutos e
infroducdo do extrato no sistema analitico.
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Tabela 1 Aplicagdes da MEPS associada a diferentes técnicas analiticas para a determinacéo de farmacos e

seus metabdlitos em fluidos biolégicos.

Farmacos MEPS Técnica Linearidade
(fluido biolégico) (Observagoes) analitica

Referéncias

FE: poliestireno

Ropivacainae i 50 4L (3 x)
metabdlitos LC-MS/MS  2-2000 nmol.L!
Lavagem: 50 uL dgua

(urina)
Elui¢ao: 0,2% NH,OH em metanol (20 ul)
Busul FE: poliestireno
vsuttan Plasma: 25 ul LC-MS  5-2500 ng.mL”'
(plasma)

(MEPS: 1 minuto versus LLE: 40 minutos)

Acebutolol e -
FE: poliestireno
metoprolol . . . LC-MS/MS 1-100 ng.mL"!
. Fluido biolégico: 50 uL
(plasma e urina)

Dopamina e FE: C8 (reutilizado 300 vezes)

serotonina Fluido biolégico: 50 uL LC-MS/MS  50-4000 ug.mL™!
(urina) (Carry-over : 0,1-0,2%)
FE:

Metanfetamina
. Cabelo: 1 mg
e anfetamina GC-MS 0,20-50 ng.mg™

Acetilacdo aquosa-MEPS
Eluicgo/Injecdo (direta): 50 uL metanol - GC-MS (PTV)

(cabelo)

Ciclofosfamida FE: poliestireno

LC-MS/MS  0,5-150 ug.mL'
(sangue total - rato)  Plasma: 20 uL (diluicdo 5 x — 0,1% HCOOH) / He-m

Cocaina e FE: C8 (apolares-moderadamene polares), ENV
metabdlitos (alifaticos e arométicos), MCX, DAU (bésicos e dcidos)  DART-TOF  65-1200 ng.mL-
(urina) Urina: 100 uL
, - FE: C18
“°r‘(’j:r'::)’ OM% " Urina: 48 ulL - diluida 2,5% dcido férmico CE-MS  6,3-10,6 ug.L”
Eluig@o: 5% dcido férmico em metanol
FE: (C8 + SCE)
i i Pl 2250 L (3
Anfidepressivos  Plasma: 250 uL (3 ) , HPLC-UV  10-1000 ng.mL"
(plasma) Lavagem: 100 uL sol. éc férmico 0,1%
Eluicdo: fase mével (150 ul)
FE: C8
i Soro: 50 uL
ATorvast,o.hn e M o UHPLC-MS/
metabélitos Lavagem: Acetato aménio pH 4,5 (100 ul) MS 0,5-100 nM
(soro) Eluico: acetonitrila: Acetato aménio pH 4,5 (100 ul)
PTFE filtro 0,20 um
Clozapina e FE: C8
. S _ HPLC -
metabdlitos Sangue: 25 L (diluigdo tampéo fosfato)
. detector 2,5-1000 ng.mL™"
(sangue — dried Lavagem: dgua e sol. dgua + metanol s
coulométrico
spots) Eluicdo: fase mével

M. Abdel-Rehim
et al. (2004)2

M. Abdel-Rehim
et al. (2007)¢!

M. Abdel-Rehim
et al. (2007)"

M. Abdel-Rehim
et al. (2007)®!

Miyaguchi et al.
(2009)

M. Abdel-Rehim
et al. (2008)"

M. Abdel-Rehim
et al. (2009)@

Valcéreel et al.
(2009)@

Queiroz et al.
(2010)!

Novdkové et al.
(201 1)00

Raggi et al.
(2011)12

FE: Fase extratora, LLE: extracéo liquido-liquido, PTV: vaporizador com programa de temperatura, C8: octilsilano, ENV: poliestireno—

divinilbenzeno hidroxilado, MCX: (divinilbeneno-N-polivinil-pirrolidona) polissulfénico, DAU (trocador iénico), DART-TOF: andlise

direta em tempo real em espectrémetro de massas time-of-flight, SCE: forte trocador de cdtions.
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tagem de solvente orgéanico favorece a dessor¢ao
dos farmacos. Para definir o volume da solu¢io
eluente, a eficacia do processo de dessor¢do dos
solutos e o volume da al¢a de amostragem do

HPLC sio os fatores considerados.

2.5 Limpeza da fase sélida

Para reutilizar as microcolunas de MEPS,
estas sao lavadas (interensaios) 3-4 vezes com
agua e 4-5 vezes com o solvente utilizado na
etapa de elui¢do. Este procedimento minimiza
o efeito de memoria para valores menores que
0,2%.

A Figura 3 ilustra o processo de MEPS com
suas diferentes etapas, pré-concentragdo dos far-
macos, eliminacio dos interferentes, eluicdo e

introdugdo do extrato no sistema analitico.

As variaveis da técnica de MEPS, (volume
de amostra, pH da amostra, namero de ciclos
aspirar/dispensar, composi¢do e volume dos sol-
ventes de lavagem (remocéo interferentes) e de
eluicao, tém sido otimizadas ndo somente para
aumentar a sensibilidade analitica, mas também
para minimizar o volume da amostra, o consumo
de solventes orgénicos, o efeito de memoria e o

tempo de analise.

3 Aplicacées da MEPS

A Tabela 1 ilustra as aplicagées da MEPS
associada a diferentes técnicas analiticas para a
determinacio de fAirmacos e seus metabdlitos em

fluidos bioldgicos para diferentes fins.

4 Consideracdes finais

A amostragem/pré-concentra¢ao dos far-
macos em microcolunas de MEPS e a associacao

das etapas de elui¢do (dessor¢do) dos solutos e

Microextragdo em sorvente empacotado

injegdo do extrato nos sistemas analiticos resul-
tam ndo somente na minimizacao do volume dos
fluidos bioldgicos, geralmente 50 UL, e do con-
sumo de solvente organicos (UL), mas também
em rapido procedimento de preparo de amostra,
adequado para anilises de rotina de amostras
biolégicas. Podemos também destacar a mini-
mizacdo da exposi¢ao dos analistas aos fluidos
bioldgicos e redugdo ou eliminagdo de residuos
de solventes organicos gerados no processo de
extracao.

Segundo os trabalhos da literatura apresen-
tados (Tabela 1), os métodos desenvolvidos com
as associagdes da MEPS com as técnicas anali-
ticas, HPLC, UHPLC, GC, CE e DART-TOPF
apresentaram seletividade, alta sensibilidade
analitica e linearidade adequada para a determi-
nacdo de farmacos e seus metabolitos em dife-
rentes amostras bioldgicas (sangue total, plasma,
urina, cabelo) para diferentes fins, tais como,
monitorizagdo terapéutica, screening de drogas
de abuso, toxicologia forense, andlises de bio-
marcadores, dentre outros.
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