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ANALYSIS OF DRUGS IN BIOLOGICAL SAMPLES: AUTOMATED “IN-TUBE” SOLID-PHASE MICROEXTRACTION AND
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. A new solid phase microextraction (SPME) system, known as in-tube
SPME, was recently developed using an open tubular fused-silica capilary column, instead of an SPME fiber, as the SPME device.
On-line in-tube SPME is usually used in combination with high performance liquid chromatography. Drugs in biological samples
are directly extracted and concentrated in the stationary phase of capillary columns by repeated draw/eject cycles of sample solution,
and then directly transferred to the liquid chromatographic column. In-tube SPME is suitable for automation. Automated sample

handling procedures not only shorten the total analysis time, but also usually provide better accuracy and precision relative to manual
techniques. In-tube SPME has been demonstrated to be a very effective and highly sensitive technique to determine drugs in biological

samples for various purposes such as therapeutic drug monitoring, clinical toxicology, bioavailability and pharmacokinetics.
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INTRODUCAO

A determinagdo de farmacos em amostras bioldgicas, princi-
palmente no plasma de pacientes, coletadas com base no contexto
clinico e nos principios da farmacocinética, tem sido um procedi-
mento usual na drea clinica, para assegurar a eficdcia terapéutica e
minimizar os efeitos adversos (sintomas de toxicidade) dos farmacos
prescritos.

O pré-tratamento de amostras bioldgicas, que abrange as eta-
pas de extragdo, pré-concentracdo e purificacdo, tem sido requeri-
do nas andlises cromatograficas de firmacos, para eliminar inter-
ferentes (compostos endégenos ou outros farmacos administrados
concomitantemente com os analitos) e aumentar a sensibilidade e
seletividade analitica.

Os métodos convencionais, empregados em andlises de rotina
no tratamento de amostras bioldgicas, tém sido extrag¢do liquido-
liquido e extragdo em fase sélida.

A técnica de extragdo liquido-liquido apresenta desvantagens,
tais como, consumo de solventes organicos de alta pureza, exposi-
cdo do analista a compostos toxicos, vdrias etapas para sua execu-
¢do e formacao de emulsdo entre as fases, o que resulta na perda do
analito.

A extracdo em fase sélida (SPE) apresenta uma grande varie-
dade de fases extratoras, resultando em diferentes tipos de interacdes
com os analitos favorecendo, desta forma, a seletividade analitica;
possibilita a automacdo das andlises e o acoplamento em linha com
técnicas cromatogréficas. Entretanto, tem apresentado algumas li-
mitacdes como o bloqueio dos poros da fase extratora pelos com-
ponentes da matriz, utilizacio de solventes organicos para a eluigao,
variacdes analiticas entre cartuchos extratores e vdrias etapas
operacionais para sua execugao.
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A microextracdo em fase sélida (SPME), desenvolvida por
Pawliszyn et al.' em 1990, apresenta uma série de vantagens em
relacdo aos métodos convencionais de extra¢do, ou seja, ndo re-
quer instrumentag¢do analitica sofisticada, rdpido processo
operacional, permite automacdo das andlises, concentracdo dos
analitos e reutilizagdo das fibras extratoras. O processo de extra-
¢d0 ou pré-concentragdo de analitos ocorre em micro escala. O
dispositivo basico de SPME consiste de uma fibra de silica fundida
de 10 mm de comprimento e 110 a 160 um de didmetro, recoberta
com polimeros sorventes ou sélidos adsorventes, com espessuras
de 7 a 100 wm.

A SPME baseia-se em um processo de equilibrio entre fases. O
sistema de extracdo consiste das fases aquosa (amostra homogénea),
polimérica extratora (fibra) e gasosa. Durante a extracdo em um sis-
tema trifdsico considerado ideal, os analitos migram entre as trés
fases até que o equilibrio de parti¢do ou sor¢io seja atingido.

A extrag@o tem sido realizada pela exposi¢do da fibra direta-
mente na amostra (modo direto, Figura 1a), ou em sua fase gasosa.
Apbs o processo SPME, os analitos sorvidos na fase polimérica da
fibra tém sido determinados por diferentes técnicas analiticas. Em
andlises realizadas por cromatografia gasosa (SPME-GC), a fibra,
apds o processo de extracdo, ¢ inserida no injetor aquecido e os
analitos sdo rapidamente dessorvidos termicamente para a coluna
cromatografica; desta forma, as andlises realizadas por SPME-GC
ndo utilizam solventes orgénicos (Figura 1b)'2.

A técnica SPME-GC, inicialmente desenvolvida para andlise
de poluentes em amostras de dgua*®, tem sido empregada com éxi-
to na extragdo de farmacos voldteis e semivoldteis em andlises de
amostras bioldgicas™* (Tabela 1), principalmente quando extrai-
dos da fase gasosa, no modo “headspace”??32, onde ndo ocorre
interacdo das protefnas da amostra biolégica com a fibra. Ja os
farmacos menos voldteis ou termicamente instdveis tém sido ana-
lisados ap6s processos de derivatizacdo/SPME-GC!>1323 ou em-
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Figura 1. (a) processo de extragdo SPME; (b) processo de dessor¢do térmica
SPME-GC e (c) processo de dessor¢do SPME-HPLC
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pregando a técnica SPME acoplada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (SPME-HPLC)3,

O acoplamento com SPME-HPLC?*** requer uma interface
apropriada, tal como a apresentada na Figura 1lc, em forma de
um T, onde a fibra ¢ inserida na extremidade superior e as de-
mais extremidades, lateral e inferior, sdo conectadas a vdlvula
de seis porticos do HPLC. A dessorcao dos analitos podera ser
realizada no modo dindmico, com a fase mével, ou, no modo
estdtico, quando os analitos forem fortemente sorvidos na fibra.
Neste ultimo modo, a fibra, anterior a elui¢do dos analitos para
a coluna cromatogréfica, permanece na interface, em contato
com um volume previamente estabelecido de fase mével ou de
solvente orgénico, durante um intervalo de tempo, para dessorcao
dos analitos.

As andlises realizadas por SPME-HPLC apresentam algumas
limitacdes, tais como dificuldades no acoplamento da interface/
HPLC, dessorcdo ndo eficiente dos compostos sorvidos pela fibra,
andlise manual, nimero limitado de fibras adequadas para andlise
de farmacos, principalmente os basicos e polares, e baixa estabili-
dade destas fibras, quando expostas a fase mdvel ou a solventes
orginicos®.

Queiroz et al.’® descreveram um sistema simples SPME-HPLC
“off-line”, o qual ndo requer a utilizacdo de interface, para deter-
mina¢do simultanea de lamotrigina, carbazepina e 10, 11 epdxido
carbamazepina em amostras de plasma.

SPME “NO TUBO” ¥

Um novo sistema SPME-HPLC, denominado SPME “no tubo”,
foi recentemente desenvolvido para microextragdo e pré-concen-
tracdo de firmacos menos voldteis e/ou termicamente instdveis.
Utiliza um tubo capilar aberto de silica fundida (dispositivo SPME),
com a superficie interna revestida com a fase estaciondria (quimi-
camente ligada), o qual tem sido acoplado em linha com o sistema
HPLC. Permite automacdo do processo de extracdo, resultando em
maior precisdo e menor tempo de andlise, quando comparado as
técnicas “off-line” convencionais. Como as amostras bioldgicas
sdo injetadas no sistema praticamente em seu estado fisioldgico,
diminui a exposi¢do dos analistas a estas amostras, além de
minimizar perdas do analito durante o processo de extragdo.

O sistema SPME-HPLC “no tubo” pode ser montado fixando-
se uma coluna capilar entre a alga de amostragem e a agulha do
injetor automdtico do HPLC. Como ilustra a Figura 2a, o injetor
automadtico aspira a amostra do frasco e transporta-a para o capilar
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a uma velocidade linear constante. O volume de amostra aspirado
¢ dispensado novamente no frasco do injetor automadtico. Estas eta-
pas sdo referidas como ciclos aspirar/dispensar, os quais sdo exe-
cutados repetitivamente segundo programas do injetor automdtico.
Na coluna capilar ocorre o processo de parti¢ao ou sor¢do do analito
com a fase estaciondria, até que o equilibrio seja atingido. O equi-
librio entre as fases tem sido atingido rapidamente, pois a extracido
¢ realizada sob agitacdo pelo fluxo da amostra, entrando e saindo
da coluna capilar. Durante o processo de extracdo, a vdlvula do
injetor HPLC devera estar na posi¢@o carregar (Figura 2a). O capi-
lar tem sido condicionado com metanol* ou com a fase mével?4042,
antes do processo de extragdo.

Os analitos extraidos sdo dessorvidos rapidamente do reves-
timento do capilar pela vazio da fase mével ou pela adi¢do de um
solvente organico, apds posicionar a valvula do injetor HPLC na
posi¢do injetar (Figura 2b). Os analitos dessorvidos sdo transfe-
ridos para a coluna analitica do HPLC, para separagdo e detec¢do
em ultravioleta (UV) ou espectrometria de massas (MS). Desta
forma, a técnica SPME “no tubo” nido necessita de uma interface
especial SPME-HPLC para dessor¢do dos analitos.

Para evitar a presenca de particulas no transporte das amostras
bioldgicas ao longo do capilar, as proteinas tém sido removidas
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Figura 2. Sistema SPME-HPLC “no tubo”: (a) extragdo, (b) dessor¢do
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Tabela 1. Aplicacdes da técnica SPME para andlises de farmacos em amostras bioldgicas
Farmacos(matriz) Modo de extragdo, Sistema analitico (LQ) Observagdes Ref.
Fibra (espessura, um)
Acido valpréico (plasma) Modo direto GC-FID Equilibrio de didlise - 7
PDMS (100) (1 ug mL™") SPME
Anilina, fendis, nitrobenzenos Modo direto GC-MS Estudo da ligacdo proteica 8
(plasma) PA (85)
Anestésicos (sangue) Modo direto GC-FID Extragdo apds precipitagdo 9
PDMS (100) (54-158 ng mL") de proteinas
Antidepressivos (sangue) Modo direto GC-NPD, GC-MS Modelo teérico influéncia 10
PDMS (100) (90-200 ng mL") das proteinas
Antidepressivos (plasma) Modo direto GC-FID Toxicologia forense 11
PDMS (100) (16-25 ng mL™)
Anfetaminas (urina) Modo direto GC-NPD, GC-MS Derivatizagdo da amostra 12
PDMS (100) anterior SPME
Anfetaminas (sangue) Modo direto GC-MS Derivatizag¢@o no injetor 13
PDMS (100)
Diazepam (plasma) Modo direto GC-FID Fibra PA modificada com 14
PA (85) (0,25 nmol mL™") 1-octanol, pré-tratamento
PDMS (7, 100) plasma (TCA)
Benzodiazepinicos (plasma) Modo direto GC-FID Fibra PA modificada 15
PA (85) (0,01-0,48 pmol mL™") com l-octanol
Clozapina (plasma) Modo direto GC-NPD Influéncia das proteinas 16
PDMS (100) (30 ng mL") e triglicerideos
Lidocaina e metabdlitos Modo direto GC-NPD Avaliacdo de diferentes fibras 17
(plasma) CW-DVB (65) (8-21 ng mL™")
PA (85)
PDMS (100)
Lidocaina (plasma) Modo direto GC-FID Andlise de lidocaina livre, 18
PDMS (100) (5 ng mL") ligada a proteina e total
Anestésicos (plasma) Modo direto GC-NPD Ultrafiltracdo do plasma 19
CW-DVB (65) (0.5 pmol mL™")
PA (85)
Acido gama-hidroxibutirico Fase gasosa GC/PICI-MS Conversdo gama-hidroxibutirico 20
(plasma) Derivatizagdo (1 pgmL?) a gama-butirolactona
“headspace”
Metadona e metabdlitos Modo direto GC-MS Andlise de amostras de pacientes 21
(plasma) PDMS (100) (40 ng mL")
Levomepromazina Modo direto GC-NPD Monitorizacdo terapéutica 22
(plasma) PDMS (100) (5 ng mL")
Midazolam (plasma) Modo direto GC-MS (SIM) Monitorizacdo terapéutica 23
PA (85) (1,0 ng mL")
Anticonvulsivantes (plasma) Modo direto GC-TSD Monitorizagdo terapéutica 24
CW-DVB (65) (0,05-0,2 pg mL™")
Timol (plasma) Fase gasosa GC-FDI Clivagem enzimadtica 25
“Headspace” (8,1 ng mL")
PDMS-DVB (65)
Sulfentanil (plasma) Modo direto GC-MS Influéncia do pH e forga i6nica 26
PDMS-DVB (65) (6,0 ng mL")
Anfetaminas (cabelo e saliva) Modo direto GC-MS Sem derivatizagcdo da amostra 27

PDMS (100)

(0,7- 1,9 ng mL")
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Tabela 1. continuagio
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Farmacos(matriz) Modo de extrag@o, Sistema analitico (LQ) Observagdes Ref.
Fibra (espessura, pum)
Drogas de abuso (saliva) Modo direto e GC-MS Toxicologia social 28
Fase gasosa (1-100 ng mL™")
PDMS (30)
Amitraz (plasma) Modo direto GC-TSD Estudo de toxicidade em caes 29
PDMS (100) (20 ng mL™)
Busulfan (plasma) Modo direto GC-MS Derivatiza¢do da amostra 30
CW-DVB (65) (20 ng mL™")
Barbittricos (sangue, urina) Modo direto GC-MS Toxicologia clinica
PA (85) sangue (0,05 a 1 ug mL™) e forense 31
urina (0,01 a 0,6 ug mL™")
Drogas de abuso (cabelo) Fase gasosa GC-MS “Screening” 32
PDMS (100) (0,7 ng/mg)

LQ: limite de quantificacdo, TCA; 4cido tricloroacético; PICI-MS: espectrometria de massas com ionizacdo quimica; SIM: sele¢do do fon
monitorado; PDMS: polidimetilsiloxano; PA: poliacrilato; PDMS-DVB: polidimetilsiloxano divinilbenzeno; CW-DVB: carbowax
divinilbenzeno; NPD: detector de nitrogénio e fésforo; TSD: detector termidnico especifico e FID: detector de ionizacdo de chama.

através de filtragem em micro filtro com poros de 0,25-0,45 um?¥,
pela precipitagdo em micro concentrador a 10000 g por 20 min* ou
pela dilui¢do com solventes organicos®.

A eficiéncia da extra¢do SPME tem sido determinada através
da quantidade de analito extraida pela fase estaciondria do capilar.
Para as fases estaciondrias que extraem os analitos baseados no
processo de absor¢@o, a quantidade de analito extraido pode ser
expressa segundo a Equagdo 1

n, =K, V,V.C° / (K, V,+V) ()

onde n, representa a quantidade de analito A extraido pela fase
estaciondria, quando estabelecido o equilibrio de particdo ou sor¢ao
entre as fases, V e V_: o0s volumes da fase estaciondria do capilar e
da solugdo de amostra, respectivamente; C°,: a concentragdo inici-
al de analito na amostra, e K, : o coeficiente de parti¢do.

O tempo requerido para atingir o equilibrio de parti¢do ou sor¢cao
do analito entre as fases durante o processo SPME “no tubo” pode
ser expresso segundo a Equagdo 2

=L +K, x(V/V)]/p 2)

onde L representa o comprimento do capilar, K,: coeficiente de
parti¢do, V. : volume da fase estaciondria do capilar, V : volume
livre do capilar, p: velocidade linear da vazdo do fluido bioldgico.
Durante as extragdes SPME as dimensdes fisicas: L, V, V e o va-
lor K, sdo fixos; desta forma, o tempo de extragdo depende da ve-
locidade linear da vazdo do fluido.

Para obtencdo de eficiente processo SPME “no tubo”-HPLC,
as varidveis: comprimento e fase estaciondria do capilar, volume e
ciclos de amostra aspirada/dispensada e velocidade linear da va-
zao, deverdo ser otimizadas.

Otimizacio do processo SPME “no tubo”

Selecdo da coluna capilar

Vidrias colunas capilares encontram-se disponiveis no comér-
cio com diferentes fases estaciondrias, didmetros internos, com-
primentos e espessuras de filme. A selecdo da fase estaciondria

baseia-se na regra “similar solubiliza similar”. Por ex.: em coluna
de baixa polaridade como a fase liquida, polidimetilsilicone, com-
postos hidrofébicos sdo retidos de forma seletiva; no entanto, com-
postos hidrofilicos apresentam maior afinidade com a fase
polietileno glicol (maior polaridade).

O diametro interno, comprimento e espessura do filme do ca-
pilar estdo linearmente relacionados com a quantidade de analitos
extraidos; no entanto, o aumento das varidveis descritas poderd
causar picos largos, com cauda e dessor¢do nio quantitativa dos
analitos. Na maioria das andlises t€ém-se utilizado colunas capila-
res de 50 a 60 cm de comprimento, com finos filmes, as quais tém
resultado em extracdes eficientes e cromatogramas bem definidos,
sem efeito de memdria.

Embora colunas capilares com fase liquida quimicamente li-
gada (entrecuzada) sejam estdveis na presenca de dgua ou solventes
organicos, estas podem ser facilmente deterioradas por dcidos
inorganicos ou bases fortes. Desta forma, torna-se necessdrio ava-
liar a estabilidade da fase estaciondria, quando exposta a fase moé-
vel durante o processo de dessor¢do. Como exemplo, a coluna
Omegawax® 250 foi utilizada em mais de 500 extragcdes sem alte-
racdo da eficiéncia nas extragdes de anfetaminas®, anti-
hipertensivos* e ranitidina*'.

Wu et al.¥ desenvolveram um novo capilar de silica fundida
revestido com polipirrol (PPY). Este polimero, quando comparado
as fases estaciondrias utilizadas em capilares comerciais, apresen-
tou extragdes mais eficientes para as andlises de anfetaminas em
amostras de urina e cabelo®, B-bloqueadores na urina e soro* e
verapamil e principais metabdlitos em vdrias matrizes bioldgicas,
como plasma, urina e cultura de célula®. O capilar PPY mostrou-
se estdvel nas condi¢des de andlise, permitindo a utilizacdo em
centenas de determinagdes.

Para as andlises de compostos benzodiazepinicos em amostras
de urina e plasma foram utilizados os capilares Supel-Q PLOT®
revestido com o polimero divinilbenzeno®, e RAM-ADS (acesso a
material restrito — silica quimicamente ligada a alquil diol)*, sen-
do que o tultimo permitiu o fracionamento simultdneo das protei-
nas do soro e dos analitos hidrofébicos.

Mullet et al.® desenvolveram um capilar utilizando um tubo
PEEK (poliéter éter cetona) empacotado com particulas MIP



884 Queiroz e Langas

(“molecularly imprinted polymer”) para andlise de propanolol em
amostras de soro.

Efeito das modificacées da amostra

As fases estaciondrias presentes nos capilares, em sua gran-
de maioria, ndo sdo trocadoras de fons; extraem somente espé-
cies quimicamente neutras presentes na amostra. Os dcidos fra-
cos e bases poderdo ser convertidos a sua forma neutra, na qual
poderdo ser extraidos. Para assegurar-se que 99% dos compos-
tos acidos, presentes em uma amostra, possam ser convertidos
para a forma neutra, o pH deverd ter valor, no minimo, duas
unidades abaixo do pKa do analito. Para os analitos bésicos, o
pH deverd ter valor, no minimo, duas unidades acima do pKb do
analito.

Wu et al.** obtiveram eficiente extracdo de f-bloqueadores,
farmacos basicos, em pH 8,5 (Tampao tris-HCI, 100 mM) e em
solucdo saturada com NaCl.

O aumento da concentracdo de NaCl e do pH (3,0-10,0) da
amostra resultou em extragdes mais eficientes de anfetaminas (pKa
9,5-10,0), quando se utilizou o capilar PPY*. O revestimento do
capilar PPY e as anfetaminas (em baixos valores de pH) encon-
tram-se positivamente carregados, resultando em repulsdo
eletrostdtica entre analitos e revestimento da fibra. J4 em altos va-
lores de pH as cargas positivas dos analitos sdo reduzidas e
interacdes intermoleculares sdo observadas entre PPY e analitos,
aumentando, desta forma, a eficiéncia do processo SPME “no
tubo™?’. Para anélise de verapamil e metabdlitos® (pKa 9,0 — 10,0),
o pH 7,0 apresentou os melhores resultados.

Embora o efeito provocado pela adicdo de sais (“salting out™)
aumente a eficiéncia do processo SPME “no tubo”, poderd cau-
sar obstrugdo do capilar através da deposi¢do dos sais. A pre-
senca de solventes hidrofilicos na amostra diminui a eficiéncia
da extragdo, pois aumenta a solubilidade dos analitos na mes-
ma. A eficiéncia da extracdo ndo tem sido influenciada por adi-
¢des de metanol em concentra¢des iguais ou menores a 5%. Na
andlise de benzodiazepinicos em amostras de soro, 5% de
metanol foi adicionado as amostras para liberagdo das protei-
nas ligadas aos farmacos®.

Efeito do volume e niimero de ciclos de amostra aspirada/
dispensada

O volume e nimero de ciclos de amostra aspirada/dispensada
estdo linearmente relacionados com a capacidade do capilar e quan-
tidade de analito extraido.

Uma coluna capilar de 60 cm de comprimento e 0,25 mm de
diametro interno apresenta capacidade de 29,4 puL, ja da agulha
de injecdo (10 pL) a extremidade final da coluna, a capacidade
resultante serd de 39,4 pL. O volume de amostra aspirada/dis-
pensada tem sido de 30 a 40 pL com velocidade linear de 50 a
100 pL min™'. Abaixo desta velocidade, a extra¢do requer longo
tempo de andlise e valores acima dos mencionados poderdo oca-
sionar a formacgdo de bolhas ao longo do capilar, reduzindo a
eficiéncia da extrag@o.

Em condigdo ideal, a amostra deverd ser aspirada/dispensada
até atingir o equilibrio de particdo dos compostos com a fase esta-
ciondria. Este equilibrio tem sido avaliado através de grificos do
rendimento da extracdo versus nimero de ciclos de amostra aspi-
rada/injetada. No entanto, quando nao é requerida alta sensibilida-
de analitica, extracdes fora do equilibrio tém sido realizadas com o
objetivo de diminuir o tempo de andlise.

A extra¢do de verapamil e metabdlitos® foi realizada em capi-
lar PPY com 40 ciclos de 30 pL amostra e velocidade linear de
100 uL min™. O aumento da velocidade linear de 35 para 100 puL
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min' resultou em extracdes mais eficientes em menor tempo de
anélise®. Mullett et al.® observaram que a diminui¢do da veloci-
dade linear de 100 para 50 uL. min™', durante 10 ciclos, resultou no
aumento de eficiéncia do processo SPME para as andlises de
propanolol em amostras de soro. A diminui¢do da velocidade desta
extragdo aumentou a transferéncia de massa do analito para os siti-
os de adsor¢do do capilar MIP.

Para extracdo de B-bloqueadores em amostras de urina e soro,
15 ciclos de 30 puL de amostra foram transportados para o capilar
PPY de 60 cm de comprimento. Aumento adicional no nimero de
ciclos, no volume de amostra e no comprimento do capilar resulta-
ram em maior tempo de andlise e picos com cauda, sem aumento
significativo na sensibilidade analitica®.

Dessorgdo dos compostos do capilar

A dessor¢do dos analitos do capilar tem sido rdpida, pois a
coluna capilar apresenta fase estaciondria com espessura ao re-
dor de 0,1 pm. Este processo tem sido realizado de dois modos:
dindmico (dessorcdo através da fase mdvel) e estitico (quando
solvente organico € aspirado e transportado para o capilar). A
dessor¢do estdtica tem sido aplicada para compostos fortemente
adsorvidos a fase do capilar; neste caso, a dessor¢do deverd ser
rapida e eficiente, com reduzido volume de solvente. Para um
capilar (60 cm x 0,25 mm id) o processo de dessor¢do tem sido
realizado aspirando 40 pL de solvente. Deve-se considerar a ca-
pacidade da coluna e solubilidade do solvente com a fase mével.
J4 para o modo dindmico é possivel a dessorcdo direta com a
vazdo da fase moével, apenas girando a valvula do HPLC para a
posicdo injetar.

Segundo os parametros de validag¢do analitica, avaliados de
acordo com normas regulamentadoras especificas da drea clinica,
a técnica SPME-HPLC “no tubo” tem sido aplicada com éxito a
diferentes propdsitos, tais como monitorizacido terapéutica,
toxicologia clinica e estudos de farmacocinética®* (Tabela 2).

CONCLUSAO

A técnica SPME-HPLC “no tubo” ndo requer uma interface
especifica para dessorcdo dos analitos, como a utilizada em
SPME-HPLC convencional, permite a automacao dos métodos
cromatograficos, resultando em maior precisdo e menor tempo
de andlise, quando comparado as técnicas manuais utilizadas
em andlises de rotina de firmacos em material bioldgico. Como
as amostras bioldgicas sdo injetadas no sistema, praticamente
em seu estado fisioldgico, diminui a exposicdo dos analistas a
estas amostras, além de minimizar perdas do analito durante o
processo de extracdo, todo o analito extraido ¢ introduzido no
sistema analitico.

Para obtencdo de eficiente processo SPME-HPLC “no tubo”,
as varidveis comprimento e fase estaciondria do capilar, volume e
ciclos de amostra aspirada/dispensada e velocidade linear da va-
z30 deverdo ser otimizadas durante o desenvolvimento de novas
metodologias.

As principais vantagens da técnica SPME-HPLC “no tubo”,
quando comparada a SPE acoplada em linha com HPLC, t€m sido
simplicidade, rapidez, extragdo em micro escala, alta sensibilida-
de analitica, pequeno volume de amostra, baixo custo, reutilizacdo
do capilar extrator, facil automacdo e reduzido volume de solvente
organico. Tem sido aplicada com éxito na andlise de compostos
hidrofébicos e hidrofilicos presentes em amostras bioldgicas, po-
dendo ser facilmente acoplada a varios métodos analiticos, princi-
palmente os em micro escala.
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Tabela 2. Aplicagdes da técnica “no tubo” SPME na andlise de fairmacos em amostras bioldgicas

Farmacos (Matriz) Ciclos, volume e vazdo de amostra Capilar Deteccao(LD) Ref.
Ranitidina (urina) 10 ciclos de 30 pL Omegawax HPLC-UV 41
amostra 250 (1,4 ng mL")
Vazio:100 pL min’!
Antidepressivos (urina) Vazdo:80 pL min’ DB-1 uLC-UV 46
t =10 min (5 ng mL*")
B-bloqueadores (urina, soro) 15 ciclos de 30 pL Omegawax LC-MS 40
amostra 250 (0,1-1,2 ng mL™")
Vazi0:100 L min’!
B-bloqueadores (urina, soro) 15 ciclos de 30 puL Polimero LC-MS 42
amostra PPY (1,5-7,9 ng mL™)
Vazdo:100 pyL min’!
Anfetaminas (urina) 15 ciclos de 35 pL. Omegawax LC-MS 38
amostra 250 (0,3-0,8 ng mL™")
Vazio:100 puL min’!
Benzodiazepinicos 10 ciclos de 30 pL Supel-Q LC-MS 43
(soro, urina) amostra PLOT (0,02-2,0 ng mL™")
Vazio: 0,3 mL min"
Propanolol (soro) 10 ciclos de 45 uL. MIP HPLC-UV 45
amostra (0,3 ug mL")
Vazd0:50 pL min’!
Anfetaminas (urina, cabelo) 10 ciclos de 40 uL Polimero LC-MS 37
amostra PPY (8-56 ng L)
Vazdo:100 pL min’!
Antidepressivos (urina) Vazd0:80 pL min’! HM / DB-5 CE-UV(44 - 153 ng mL™) 47
Benzodiazepinicos 4 ciclos de 20 pL RAM / ADS HPLC-UV 44
(soro) amostra (24-26 ng mL™")
Vazio: 20 pyL min™
Verapamil e metabdlitos 40 ciclos de 30 uL Polimero LC-MS 39
(plasma, urina) amostra PPY (5-8 ng mL™")

Vazi0:100 pL min’

CE: eletroforese capilar; PPY: polipirrol; MIP: “molecularly imprinted polymer”; HM: Zilon fibra “high modulus”; RAM/ADS: material
de restrito acesso/silica quimicamente ligada alquil diol; B-bloqueadores: nadolol, pindolol, acebutolol, timolol, metoprolol, oxprenolol,
labetalol, propanolol, alprenolol. Benzodiazepinicos: clonazepam, axazepam, temazapem, nordazepam, diazepam. Antidepressivos:
desipramina, nortriptina, imipramina e amitriptilina.

REFERENCIAS

. Em Applications of solid phase microextraction; Pawliszyn, J., ed.; Royal

Society of Chemistry: Cambridge, 1999.

2. Pawliszyn, J.; J. Chromatogr. Sci. 2000, 38, 270.

3. Queiroz, M. E. C.; Silva, S. M.; Carvalho, D.; Langas, F. M.; J. Environ.
Sci. Health 2001, 36, 517.

4. Langas, F. M.; Souza, D.; J. Environ. Sci. Health 2003, 38, 417.

5. Lancgas, F. M.; Rodrigues, R.; Lacerda, C. A.; J. Chromatogr. Sci. 2002,
40, 439.

6. Langas, F. M.; Barrionuevo, W. R.; J. Environ. Sci. Health 2002, 69, 123.

7. Krogh, M.; Johansen, K.; Rasmussen, K. E.; J. Chromatogr., B: Biomed.
Sci. Appl. 1995, 673, 299.

8. Vaes, W. H. J.; Ramos, E. U.; Verhaar, H. J. M.; Seinen, W.; Hermens, J.
L. M.; Anal. Chem. 1996, 68, 4458.

9. Kumazawa, T.; Sato, K.; Seno, H.; Suzuki, O.; Chromatographia 1996, 43,
59.

10. Ulrich, S.; Martens, J.; J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl. 1997, 696,
217.

11. Lee, X. P.; Kumazawa, T.; Sato, K.; Suzuki, O.; J. Chromatogr. Sci. 1997,
35, 302.

12. Ugland, H. G.; Krogh, M.; Rasmussen, K. E.; J. Pharm. Biomed. Anal.

1999, 19, 463.

13. Nagasawa, N; Yashiki, M.; Iwasaki, Y.; Kojima, T.; Forensic Sci. Int. 1996,
78, 95.

14. Krogh, M.; Grefslie, H.; Rasmussen, K. E.; J. Chromatogr., B: Biomed.
Sci. Appl. 1997, 689, 357.

15. Reubsaet, K. J.; Norli, H. R.; Hemmersbach, P.; Rasmussen, K. E.; J.
Pharm. Biomed. Anal. 1998, 18, 667.

16. Ulrich, S.; Kruggel, S.; Weigmann, H.; Hiemke, C.; J. Chromatogr., B:
Biomed. Sci. Appl. 1999, 731, 231.

17. Abdel-Rehim, M.; Bielenstein, M.; Arvidsson, T.; J. Microcolumn Sep.
2000, 72, 308.

18. Koster, E. H. M.; Wemes, C.; Morsink, J. B.; Jong, G. I.; J. Chromatogr.
B: Biomed Sci. Appl. 2000, 739, 175.

19. Abdel-Rehim, M.; Carlsson, G.; Bielenstein, M.; Arvidsson, T.; Blomberg.
L. G.; J. Chromatogr. Sci. 2000, 38, 458.

20. Frison, G.; Tedeschi, L.; Maietti, S.; Ferrara. S. D.; Rapid Commun. Mass
Spectrom. 2000, 14, 2401.

21. Bermejo, A. M.; Seara, R.; Tebernero, M. J.; Fernandez, P.; Marsili, R.; J.
Anal. Toxicol. 2000, 24, 66.

22. Kruggel, S.; Ulrich. S.; Ther. Drug Monit. 2000, 22, 723.

23. Frison, G.; Tedeschi, L.; Maietti, S.; Ferrara. S. D.; Rapid Commun. Mass
Spectrom. 2001, 15, 2497.

24. Queiroz, M. E. C;; Silva, S. M.; Carvalho, D.; Lancas, F. M.; J. Chromatogr.

Sci. 2002, 40, 219.



886

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

Queiroz e Langas

Kohlert, C.; Abel, G.; Schmid, E.; Veit. M.; J. Chromatogr., B: Biomed.
Sci. Appl. 2002, 767, 11.

Paradis, C.; Dufresne, C.; Bolon, M.; Boulieu. R.; Ther. Drug Monit. 2002,
24,768.

Gentili, S.; Torresi, A.; Marsili, R.; Chiarotti, M.; Marcchia T.; J.
Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl. 2002, 780, 183.

Fucci, N.; De Giovanni, N.; Chiarotti, M.; Forensic Sci. Int. 2003, 134,
40.

Queiroz, M. E. C.; Valadao, C. A. A; Farias, A.; Carvalho, D.; Langas, F.
M.; J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl. 2003, 794, 337.

Abdel-Rehim, M.; Hassan, Z.; Blomberg, L.; Hassan, M.; Ther. Drug
Monit. 2003, 25, 400.

Iwai, M.; Hattori, H.; Arinobu, T.; Noguchi, H.; Seno, H.; J. Chromatogr.,
B: Biomed. Sci. Appl. 2004, 806, 65.

Gentili, S.; Cornetta, M.; Macchia, T.; J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl.
2004, 801, 289.

Walles, M.; Mullett, W. M.; Pawliszyn, J.; J. Chromatogr., A 2004, 1025,
85.

Jinno, K.; Taniguchi, M.; Hayashida, M.; J. Pharm. Biomed. Anal. 1998,
17.1081.

35.
36.

40.
41.
42.
43.
44.
45.

46.
47.

Quim. Nova

Queiroz, M. E. C.; Langas, F. M.; LCGC 2004, 22, 970.
Queiroz, M. E. C.; Silva, S. M.; Carvalho, D.; Langas. F. M.; J. Sep. Sci.
2002, 25, 91.

. Wu, J; Lord, H.; Pawliszyn, J.; Talanta 2001, 54, 655.
. Kataoka, H.; Lord, H. L.; Kataoka, H.; J. Anal. Toxicol. 2000, 24, 257.
. Walles, M.; Mullet, W. M.; Levsen, K.; Borlak, J.; Wunsch, G.; Pawliszyn,

J.; J. Pharm. Biomed. Anal. 2002, 30, 307.

Kataoka, H.; Lord, H.; Yamamoto, S.; Narimatsu, S.; Pawliszyn, J.; J.
Microcolumn Sep. 2000, 12, 493.

Kataoka, H.; Lord, H.; Pawliszyn, J.; J. Chromatogr., B: Biomed. Sci. Appl.
1999, 731, 353.

Wau, J.; Lord, H.; Pawliszyn, J.; Kataoka, H.; J. Microcolumn Sep. 2000,
12, 255.

Yuan, H.; Mester, Z.; Lord, H.; Pawliszyn, J.; J. Anal. Toxicol. 2000, 24,
718.

Mullett, W. M.; Levsen, K.; Lubda, D.; Pawliszyn, J.; J. Chromatogr., A
2002, 963, 325.

Mullett, W. M.; Martin, P.; Pawliszyn, J.; Anal. Chem. 2001, 73, 2383.
Saito, Y.; Kawazoe, M.; Hayashida, M.; Jinno, K.; Analyst 2000, 125, 807.
Jinno, K.; Kawazoe, M.; Saito, Y.; Takeichi, T.; Hayashida, M.;
Eletrophoresis 2001, 22, 3785.



