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RESUMO

Amostras bioldgicas, como urina, constituem-se como matrizes complexas que
podem ser utilizadas para a determinacdo de um significativo nimero de
compostos de interesse clinico, toxicolégico e forense. Dentre esses
compostos estdo os biomarcadores, ferramentas importantes para a deteccéo
precoce de certas doencas. Devido a complexidade, as matrizes biologicas
geralmente necessitam de um preparo antes da sua andlise em instrumentos
analiticos. Com esse intuito, técnicas como a extragdo liquido-liquido (LLE) e a
extracdo em fase solida (SPE) sdo empregadas no preparo dessas amostras.
Porém, estas técnicas apresentam algumas desvantagens, principalmente em
relacdo ao alto volume de solventes toxicos utilizados. Desta forma, este
trabalho abordou o desenvolvimento de um método analitico alternativo,
baseado em microextracdo em fase liquida (LPME) e emprego de solventes
eutéticos profundos (DES). Para isso, o DES foi preparado a partir de mentol e
acido decandico, caracterizado atraveés de espectroscopia no infravermelho, e
utilizado em amostras de urina para a extracdo de hormonios esteroides,
através da técnica de microextracdo liquido-liquido assistida por ultrassom
(UALLME). Os parametros experimentais foram otimizados utilizando
ferramentas multivariadas e univariadas, sendo que a melhor condicdo de
extracao consistiu em tempo de extracdo de 3 minutos em ultrassom, 150 uL
de solvente extrator, DES contendo mentol:acido decandico na proporcao 1:1
de razdo molar e volume de amostra de 3 mL. As amostras de urina diluidas
foram fortificadas com padrdes analiticos dos analitos e extraidas com as
condi¢cBes otimizadas. O método apresentou limites de deteccdo (LOD)de 8 e
23 ug L1, 97 a 119% em termos de recuperacdo e 5 a 14% em termos de
desvio-padrdo relativo. Com isso, observa-se que a metodologia analitica
proposta e executada apresenta potencial para utilizacdo em matriz biolégica
como a urina para a determinacdo dos hormdnios estriol, 17-B-estradiol e
estrona que podem ser utilizados como ferramenta auxiliar para detectar
cancer. Com base em predi¢cdes de dinamica molecular, o trabalho tem como
perspectiva o desenvolvimento de solventes com diferentes proporcdes
visando maiores interacdes entre o solvente extrator e os horménios, obtendo

resultados com limites analiticos de detec¢cdo menores em amostras de urina.



ABSTRACT

Biological samples, such as urine, consist of complex matrices that can be used
for the determination of a significant number of clinical, toxicological, and
forensic relevant compounds. Among these compounds biomarkers consists of
important tools for the early detection of certain diseases. Due to their
complexity, biological matrices generally require a suitable sample preparation
step before the instrumental analysis. With this purpose, techniques such as
liquid-liquid extraction (LLE) and solid-phase extraction (SPE) are typically
employed this step. However, these techniques have some disadvantages,
mainly regarding the high volume of toxic solvents used. Thus, this work
involved the development of an alternative analytical methodology based on
liquid-phase microextraction (LPME) and the use of deep eutectic solvents
(DES). Particularly, the DES was prepared from a mixture of menthol and
decanoic acid, characterized by Fourier-transform infrared spectroscopy, and
used in urine samples for the extraction of some steroid hormones, through
ultrasound-assisted liquid-liquid microextraction (UALLME). The experimental
parameters were optimized using univariate and multivariate strategies with the
best condition comprised of 3 minutes extraction time in ultrasound, 150 yL of
extracting solvent, DES containing menthol:decanoic acid in 1:1 molar ratio, 3
mL sample volume. The diluted urine samples were spiked with analytical
standards of the target analytes and extracted under the optimized conditions.
The method presented detection limits (LOD) of 8 and 23 pg L, recoveries
ranging from 97 to 119%, and relative standard deviations ranging from 5 to
14%. Thus, it can be observed that the proposed analytical methodology has
the potential to be used in biological matrices such as urine for the
determination of the hormones estriol, 17-B-estradiol, and estrone that can be
used as auxiliary tools for the detection of breast. Based on molecular dynamics
predictions, this work has the perspective of developing solvents with different
ratios to achieve greater interactions between the extracting solvent and the
hormones, obtaining results with lower analytical limits of detection in urine

samples.
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1 INTRODUCAO

1.2 Matrizes biolégicas

As matrizes biolégicas sdo de fundamental importancia para diversos
tipos de andlises. Em geral, apresentam grande complexidade e constituem-se
como um desafio significativo para os analistas, uma vez que séo utilizadas nas
analises de diversos tipos de compostos de interesse nas determinacfes
forenses, toxicoldgicas e clinicas. Existem inUmeras matrizes biol6gicas com
diferentes graus de complexidade, dentre estas podem ser destacadas o fluido
oral, sangue, urina e plasma.

A urina € uma matriz bioldgica convencional, muito utilizada para
analises toxicologicas. E gerada a partir da ultrafiltracdo do sangue pelos rins e
constituida basicamente por agua e cerca de 2% de substancias organicas
como ureia, acido urico e creatinina, e substancias inorganicas como cloreto de
sodio. Esta matriz é de particular interesse, uma vez que mais de 50% das
substancias excretadas pelo metabolismo humano podem ser encontradas nela
(1). Assim, classes importantes de moléculas como biomarcadores patologicos
e produtos de biotransformacdo podem ser monitoradas, permitindo valiosas
ferramentas de diagndstico e orientacdo de tratamento para algumas doencas.
A principal vantagem dessa matriz € a coleta facil e ndo invasiva, que nao
requer profissional treinado, permitindo também a autocoleta. Além disso, o
volume coletado dessa matriz € geralmente maior em comparacao com outras
matrizes biolégicas, e pode ser observado um numero reduzido de
componentes interferentes. Além disso, a urina apresenta alta estabilidade,
permitindo o armazenamento em temperaturas de congelamento por um longo
periodo (2,3).

Porém, devido a sua complexidade, na maioria das vezes, nao €
possivel realizar a analise direta da matriz biolégica em um instrumento
analitico; desta forma, € necessario o preparo da amostra antes da analise
instrumental para pré-concentrar e isolar os analitos das outras substancias
presentes na matriz, como sais inorganicos que podem causar danos nos

instrumentos (4). A diluicdo da urina também pode ser utilizada junto com
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outras técnicas de preparo de amostra, podendo ser realizada em cerca de até
40 vezes de acordo estudos realizados (5).

1.3 Hormoénios esteroides

Os hormonios esteroides sdo comumente divididos em estrogénio,
progesterona e androgénio, sendo importantes para 0 crescimento e
homeostase hormonal do organismo. Quando ocorre um desbalango hormonal,
diversas patologias podem ser desencadeadas, como a incidéncia de cancer,
doencas cardiacas e diabetes. Dentre essas trés classes de hormonios
esteroides, o estrogénio desempenha fungcdo essencial no desenvolvimento e
manutencdo do sistema reprodutor feminino, auxiliando na regulacdo do
sistema (6,7). Sdo hormdnios que estdo envolvidos também na formacgéo
O0ssea, maturacdo sexual feminina e masculina e possuem funcdes
cardiovasculares (8).

Os estrogénios sdo altamente lipossolUveis, ap0s a sua sintese, séo
facilmente difundidos através da membrana celular para o sistema circulatorio.
O corpo feminino produz naturalmente trés tipos de moléculas de estrogénio:
estradiol (17-B-estradiol), estrona e estriol, cujas estruturas e propriedades

fisico-quimicas estdo indicadas na Tabela 1 a sequir.
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Tabela 1. Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas dos estrogénios
endogenos. (Fonte: Adaptado de (9)).

Analito Estrutura quimica log Kow pKa

«lQH
Estriol 2,45 10,38
17-B-estradiol 3,94 10,71
Estrona 3,43 10,34

O horménio estradiol é sintetizado em grandes quantidades pelo ovario a
partir do colesterol. O estradiol possui maior efeito em funcéo da alta afinidade
pelos receptores de estrogénio presente nas células e é predominante durante
o periodo reprodutivo da mulher. A estrona é um metabdlito do estradiol, sendo
considerado um horménio menos potente que o estradiol e torna-se
predominante na menopausa. O estriol também é um metabdlito do estradiol,
sendo sintetizado em pequenas quantidades pela placenta durante a gravidez
(10,11).
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Uma desregulagdo ou variagdo nos niveis normais desses hormoénios
sexuais pode ocasionar problemas de saude no organismo, incluindo a
incidéncia de cancer, infertilidade e outras patologias (12,13). Sendo assim,
niveis elevados de estrogénios enddgenos em amostras de urina podem estar
relacionados a presenca dessas patologias (14—-16), com isso, a determinacéo
desses compostos em amostras de urina € um desafio significativo e de
extrema importancia, visando o monitoramento de condi¢cdes clinicas
especificas, como as desregulagdes citadas.

Nas matrizes biolégicas, como urina, é possivel a determinacdo de
compostos como o0s biomarcadores tumorais que podem auxiliar no
diagnostico, prevencédo e tratamento de doencas. Tipicamente, este diagnostico
pode ser feito através de bidpsias que sao invasivas, por isso ha a necessidade
pelo desenvolvimento de novas técnicas que possam ser eficazes na
determinacdo de biomarcadores em matrizes cuja coleta ndo € invasiva e
podem indicar precocemente a doenca. Relacionados ao diagnostico de
doencas estdo os biomarcadores estradiol, estrona e estriol que podem ser
determinados na urina (17,18).

No momento, o desenvolvimento e a aplicacdo de metodologias para
determinacdo de estrogénios em amostras bioldgicas ainda ndo séo
amplamente difundidos, em comparacdo com outras ferramentas
experimentais. No entanto, é possivel que seu uso aumente significativamente
nos proximos anos devido a sua versatilidade e abordagens abrangentes. Por
isso, se torna fundamental obter mais conhecimentos sobre as abordagens

metodologicas e as aplicacdes relevantes dessas metodologias (19).

1.4 Preparo de amostra e técnicas de extracao

O preparo da amostra € uma etapa importante do processo analitico,
pois a determinacdo dos analitos de forma eficiente depende de técnicas
capazes de concentra-los e isola-los da matriz complexa de maneira com que
eles figuem disponiveis para analise. Para isso, geralmente sdo empregadas
técnicas tradicionais, como a extracao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-
Liquid Extraction) e extracdo em fase sodlida (SPE, do inglés Solid-Phase

Extraction).
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Porém, essas técnicas classicas apresentam diversos inconvenientes,
incluindo alto consumo de solventes organicos - como os clorados, podendo
resultar em problemas para o meio ambiente e saude do analista, além disso,
geralmente os processos apresentam longos tempos de extragdo. Com isso,
técnicas miniaturizadas tém sido desenvolvidas para superar essas limitacoes,
a partir da proposta das chamadas microextracbes e da crescente busca de
reducdo do uso de solventes organicos toxicos pelas técnicas tradicionais,
promovendo o cuidado com o meio ambiente e salde do analista com base
nos conceitos de Quimica Verde (20-22).

Entre tais técnicas estdo a microextracdo em fase sélida (SPME, do
inglés Solid-Phase Microextraction) e microextracdo em fase liquida (LPME, do
inglés Liquid-Phase Microextraction) ou microextracdo liquido-liquido (LLME,
do ingés Liquid-Liquid Microextraction). A técnica baseada em fase liquida
consiste na migracdo do analito presente em uma fase aquosa (fase doadora)
para um solvente que € imiscivel em agua (fase receptora), utilizando volumes
pequenos de solvente e amostra, gerando menos residuos. Atualmente, é um
dos métodos de extracdo amplamente utilizados, devido a reducdo de volumes
de solventes organicos e tempos de extracado diminuidos, quando comparada
com a técnica tradicional LLE. Com a utlizacdo e ampliacdo da técnica
miniaturizada, surgiram outras metodologias baseadas no principio de extracao
liquido-liquido. Podendo, entdo, dividir em categorias: microextracdo em fase
liguida empregando membrana oca (HF-LPME, do inglés Hollow fiber Liquid-
Phase Microextraction), microextracdo em gota unica (SDME, do inglés Single-
drop Microextraction) e microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, do
ingés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) (22). Além das categorias,
outras alternativas sdo utilizadas juntamente com a técnica de LPME, como a
extracao liquido-liquido homogénea (HLLME, do inglés Homogenous Liquid-
Liquid Microextraction) (23), utilizacdo de vortex e microextracao liquido-liquido
assistida por ultrassom (UALLME, do inglés Ultrasonic-assisted Liquid—Liquid
Microextraction), auxiliando na migracdo do analito para a fase extratora (24).
As variacBes da técnica miniaturizada estdo representadas na Figura 1 a

seqguir.
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Figura 1. Representacdo das técnicas de microextracdo em fase liquida (LPME): (A)
microextracao liquido-liquido (LLME); (B) microextracdo em gota unica; (C)
microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME); e (D) microextragdo em fase liquida de
fibra oca (HF-LPME) (Fonte: adaptado de Soares da Silva Burato et al. 2020 (25))

Em 1999 Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (26) introduziram a técnica
HF-LPME, baseada em uma membrana ou fibra porosa oca contendo na sua
parte inferior (Iltmen) a fase receptora/extratora. A fibra € uma barreira porosa
entre o solvente extrator e a amostra, 0S seus poros sao preenchidos com
solvente organico formando uma camada liquida fina, SLM, do inglésSuported
liquid membrane. Portanto, os analitos podem migrar para o limen dentro da
membrana e a fase receptora é removida do interior da fibra com o auxilio de
microseringa para posterior analise.

A técnica de DLLME foi proposta por Rezaee et al. (27) em 2006 e
consiste na mistura de dois solventes, um imiscivel na amostra (solvente
organico extrator) e outro miscivel na amostra e no solvente organico (solvente
dispersor), os quais sao introduzidos na amostra resultando em uma solucéo
turva (9). Esta mistura de solvente dispersor e solvente de extracdo é
rapidamente injetada na amostra aquosa formando microgotas com elevada
area superficial. Assim, os analitos podem migrar da solucdo da amostra para o
solvente de extracdo. Geralmente é necessaria uma etapa de centrifugacéo
para depositar o solvente de extracdo no fundo do frasco. Em seguida, o

solvente de extracdo enriquecido com os analitos é retirado com o auxilio de
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uma seringa antes da andlise instrumental. E uma técnica simples, de baixo
custo e rapida (28). Como variacdo da DLLME, a HLLME consiste em um
sistema binario de solventes, sendo a amostra aquosa e o solvente de extracao
envolvidos no processo. O analito estd presente na solugdo aquosa
homogénea e extraido por um solvente imiscivel na mesma. E uma técnica
rapida, simples e eficiente, utilizando menos solventes quando comparada com
a DLLME, que é um sistema ternario (23,29).

A eficiéncia da extracdo € diretamente influenciada pelo solvente
utilizado, normalmente solventes clorados sdo usados nas técnicas envolvendo
microextracdo em fase liquida. Apesar dos resultados satisfatérios nas
determinacdes, esses solventes apresentam algumas desvantagens
relacionadas a alta toxicidade e volatilidades (9). Por isso, novas técnicas
empregando o uso de solventes menos toxicos e biodegradaveis estdo sendo

desenvolvidas.

1.5 Solventes Verdes

Os solventes denominados verdes sdo substancias que apresentam
menor impacto ambiental e risco a salude humana em comparacdo aos
solventes convencionais, amplamente utilizados no preparo de amostras.
Esses solventes sdo caracterizados por possuirem propriedades como baixa
toxicidade, baixa volatilidade, ndo inflamabilidade e alta biodegradabilidade.
Aléem disso, solventes verdes sao geralmente provenientes de fontes
renovaveis ou sdo desenvolvidos a partir de processos que minimizam a
geracao de residuos. Estes solventes tém sido avaliados como alternativa aos
solventes tradicionais e incluem os liquidos iénicos (IL, do inglés lonic Liquid),
solventes supramoleculares (SUPRAS, do inglés Supramolecular solvent) e
solventes eutéticos profundos (DES, do inglés Deep eutectic solvent) (30).

Os liquidos iénicos sao solventes com ponto de fusdo abaixo de 100°C,
apresentando alta estabilidade térmica, boa capacidade de dissolucdo em
compostos organicos e inorganicos, baixa volatilidade e potencial de
reutilizacdo (31,32). Os liquidos ibnicos (ILs) sdo compostos exclusivamente
por ions e tipicamente por cations organicos assimétricos que contém
heterodtomos de nitrogénio ou fésforo, juntamente com anions tanto

inorganicos como organicos (33). Este tipo de solvente é empregado tanto nas
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técnicas de microextracdo em fase sélida (na forma de polimeros) quanto em
liguida. Dentre as vantagens associadas a estes materiais estdo a versateis e
seletividade que € alcancada por permitir mudancas estruturais que, na maioria
dos casos, sdo simples de serem realizadas em laboratério. Entre alguns
exemplos de IL temos [N*s.4.4.4 J[CI7], [CaMIM*][PF 6 ] € [FeClsBr] (30).

Os solventes supramoleculares (SUPRAS) sao definidos como liquidos
nano estruturados imisciveis em agua formados a partir de auto associacao
sequencial de diferentes moléculas anfifilicas, como surfactantes e acidos
carboxilicos de cadeia longa. Os SUPRAS apresentam uma importante
vantagem como solventes extratores devido a sua natureza anfifilica, que
possibilita diferentes polaridades em diferentes regides dos agregados
supramoleculares. Isso confere Gtimas propriedades de solvatacdo para uma
grande variedade de analitos (30,32,34). Os SUPRAS séao solventes facilmente
obtidos e caracterizam-se por sua versatilidade. Isso tem levado a aplicacao de
diferentes procedimentos de preparo de amostras que utilizam os solventes em
técnicas de microextracao (35,36). Podemos citar como SUPRAS a mistura dos
solventes acido decandico/tetrahidrofurano (THF), heptanol/THF e
pentanol/THF (32).

Outra importante classe de solventes verdes consiste nos solventes
eutéticos profundos (DES), caracterizados como misturas eutéticas
constituidas por dois ou mais componentes imisciveis, capazes de formar uma
nova fase liguida homogénea com um ponto de fusdo mais baixo em relagcéo

aos seus componentes individuais (37).

1.6 Solventes Eutéticos Profundos

Os DES sao constituidos pela mistura de dois componentes associados
por ligacdes de hidrogénio, formando a mistura eutética com ponto de fuséo
inferior a temperatura de fusdo dos percussores isolados, minimizando
significativamente a geracdo de residuos. Na Figura 2 esta a representacao de
uma mistura formada de cloreto de colina e ureia para a formacéo do DES. A
mistura apresenta ponto de fusdo inferior, onde o0s componentes estédo
misturados, formando o solvente quando comparado com o ponto de fusdo dos
componentes isolados. Normalmente, os componentes do DES sé&o

biodegradaveis, ndo apresentam toxicidade, sdo baratos e preparados
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facilmente. Devido as propriedades ambientalmente corretas e as boas
eficiéncias de extracdo, esses tipos de solventes estdao atraindo muita atengao
da comunidade cientifica e estdo sendo avaliados nas técnicas baseadas em

microextracdo em fase liquida (LPME) (30,38).

mol % Urea

Figura 2. Ponto de congelamento de misturas de cloreto de colina/ureia em funcéo da
composicao (39).

O surgimento dos DES ocorreu em 2001, com Abbott et al. (40), através
da avaliacdo de misturas estaveis de liquidos iGbnicos compostos por sais de
amonio quaternario. Os autores realizaram a preparacdo e caracterizacao de
novos solventes estaveis, possibilitando pesquisas envolvendo a mistura de
sais de amonio quaternario com metais, resultando em componentes fundidos
(41). A maioria dos DES consiste em misturas binarias ou ternarias formadas
por ligacGes de hidrogénio, resultando em misturas eutéticas. Essas misturas
contém um aceptor de ligacdo de hidrogénio (HBA, do inglés hydrogen-bond
acceptor) e um doador de ligacdo de hidrogénio (HBD, do inglés hydrogen-
bond donor), que resultam em solventes com pontos de fusdo mais baixos e,
geralmente, densidades mais altas do que os componentes individuais. As
misturas desses componentes, comumente em uma propor¢cao molar de 1:1 e
1:2, resultam na formacao de liquidos a temperatura ambiente, caracterizados
por apresentarem elevada estabilidade térmica, baixa volatilidade e alta
viscosidade (42,43).
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Esses solventes sustentaveis possuem propriedades atraentes, como
aspectos ecologicamente amigéveis, versatilidade estrutural que permite o
ajuste sua estrutura quimica de forma sistemética e procedimentos de
preparacdo simples. Além disso, os DES séo altamente versateis, oferecendo
vérias combinagfes de HBA e HBD, que s&o alternativas mais sustentaveis aos
solventes organicos convencionais. Isso torna os DES uma opc¢ao atraente
para substituir solventes organicos téxicos e estudos recentes tém mostrado o
potencial desses solventes em diversas areas e aplicacdes (44,45).

Ha uma enorme possibilidade de composicdo dos DES, devido a
variedade de componentes HBA e HBD. Entre os mais utilizados como HBA
estdo o cloreto de colina (ChCl) e sais de aménio quaternario como cloreto de
tetrabutilaménio. Como HBD, os aminoéacidos, ureia, glicerol, alcool e &cido
carboxilicos tém sido avaliados em diversos estudos que envolvem a utilizagéo
destes compostos como componentes de misturas empregas em técnicas de
extracdo. Algumas estruturas quimicas destes compostos estdo apresentadas
na Figura 3. Na Figura € possivel observar que algumas substancias, como o
mentol e timol, podem se comportar como HBA ou HBD, devido ao grupo
funcional indicado em vermelho que pode ser o doador ou receptor da ligacao
de hidrogénio (44,46).

B4 YBO

. OH
- _OH
HO”

Cloreto de Colina Glicerol

OH OH
Mentol
o

Cloreto de Tetrabutilamdnio LR TEEE

oM HzN NHz
Timol

Br

Brometo de Tetrabutilfosfonio Ly

Figura 3. Estrutura quimica de alguns componentes usados como HBA e HBD

Alguns DES sdo denominados solventes eutéticos profundos naturais
(NADES) e incluem aminoécidos, terpenos, acidos organicos que s&o
produzidos por fontes naturais. Estes compostos apresentam propriedades

biodegradaveis e adequada estabilidade a temperatura ambiente, e por isso
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sua utilizacao é interessante. Além disso, seu preparo é facil, rapido, barato e
nao apresenta a rotas de preparo complexas as quais SGo0 comuns na maioria
dos liquidos idnicos. Essas carateristicas os tornam promissores solventes de
extracdo e cerca de 100 NADES podem ser produzidos, tendo em vista as
combinacdes que podem ser feitas durante o preparo (32,47).

Os DES podem variar significativamente no que se refere a polaridade,
podendo ser hidrofilicos ou hidrofébicos (hDES). Os solventes hidrofébicos séo
muito interessantes na utilizacdo em técnicas e procedimentos de extracao,
uma vez que sao imisciveis em solu¢bes aquosas e podem ser retirados com
facilidade devido a uma adequada separacéo de fase apds a extracdo (42). Ha
diferentes formas de preparo dos DES, mas a mais usual e simples é a técnica
gue consiste na mistura de dois ou mais componentes de forma a obter um
liguido homogéneo limpido, ja descrito por Abbott et al. (41). Diversos estudos
avaliam variacdes nas condi¢cdes de preparo, como diferentes temperaturas de
aquecimento e utilizacdo de ultrassom associada ao aquecimento (48-51).

Para a caracterizacdo dos DES geralmente emprega-se a técnica de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), onde os
constituintes sdo avaliados individualmente e o DES formado € avaliado para
comparacado de espectros de infravermelho, comparando-os e verificando a
formacdo do solvente, pois o FTIR é capaz de fornecer informacdes
relacionadas a possiveis interacdes quimicas, formacdo de ligacdo de
hidrogénio e modificacdes estruturais. Além dessa técnica, utiliza-se também a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protons (H1 NMR)
(44,52-54).

A utilizacdo dos DES em metodologias analiticas € considerada
relevante devido as suas propriedades fisico-quimicas que podem ser usadas
em matrizes complexas, como a urina. Por isso, os NADES tém recebido
atencdo uma vez que sdo solventes biodegradaveis e promissores nas
abordagens analiticas sustentaveis. Os solventes eutéticos profundos ja séo
utilizados ha mais tempo como solventes extratores de diversos analitos em
amostras ambientais, mas as aplicaces em amostras bioldgicas ainda ndo sao

tdo extensivamente exploradas (55).
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1.7 Métodos Cromatograficos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performance liquid
chromatography - HPLC) € uma aplicacdo da cromatografia liquida, sendo uma
técnica importante, com diversas aplicacbes e com grande sensibilidade
analitica. O método de HPLC é frequentemente utilizado na separacao,
identificacdo e quantificacdo de compostos em uma amostra liquida,
apresentando versatilidade, precisdo e possui relativamente um baixo custo
guando comparado com outras técnicas como espectrometria de massas
(56,57).

A técnica de HPLC envolve a passagem de uma solu¢do contendo a
amostra através de uma coluna cromatogréfica, onde ocorre a separacdo dos
componentes com base em suas diferentes interacbes com a fase estacionaria
e a fase movel. A fase estacionaria na HPLC é constituida por particulas
adsorventes ou empacotadas dentro da coluna, que retém e interagem
seletivamente com os compostos presentes na amostra (58).

Além disso, a HPLC oferece uma variedade de detectores para analise
dos componentes separados. Um dos detectores mais comumente utilizados é
o detector de matriz de diodo (Diode Array Detector - DAD). O DAD € um
detector de absorcao de luz que mede a absorcao da radiacao eletromagnética
em uma ampla faixa de comprimentos de onda simultaneamente, sendo de 190
a 800 nm. O DAD é altamente versatil, pois permite a obtencéo de espectros
de absorcdo em cada ponto da separacdo cromatografica, proporcionando
informacdes detalhadas sobre os componentes presentes na amostra. 1Sso
permite a identificacdo de picos cromatograficos por meio de comparacdo com
bancos de dados espectrais e a quantificacdo precisa dos componentes

através da medicdo da area sob o pico correspondente (59,60).

1.8 Simulacao por Dinamica Molecular

A técnica de dinamica molecular é um método de simulacéo classico no
gual o sistema é descrito como um conjunto de particulas que interagem entre
si mediante forcas derivadas ou ndo de um potencial de interacdo e cujo
movimento é regido pelas leis de Newton da mecanica classica. As equacoes
diferenciais que expressam estas leis sdo escritas como equacfes de

diferencas finitas e resolvidas numericamente em computador. O conhecimento
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da posicéo das particulas em um dado instante de tempo permite calcular as
forcas que agem sobre elas e conhecer todos os seus movimentos futuros: a
sua dinamica. A partir do registro da dinamica do sistema, pode-se extrair
informacdes Uteis, tais como propriedades estruturais, termodinamicas,
elétricas ou Opticas, propriedades relacionadas a fenbmenos de
transporte, dentre muitas outras (61,62). Por isso, a dindmica molecular € uma
ferramenta capaz de estabelecer uma compreensdo microscépica do
comportamento termodinamico, dinamico, mecéanico e estrutural sistemas
nanoestruturados como as microemulsdes. A técnica pode ser utilizada para
auxiliar nas predi¢cbes de experimentos, de forma com que o planejamento seja

direcionado a partir de dados obtidos em simulagdes.

1.9 Justificativa

A urina pode ser utilizada como matriz para a determinacéo de diversos
compostos de interesse clinico, no auxilio da descoberta de doencas que
geralmente sdo determinadas ap0s exames invasivos. Mas para isso, é
necessario um preparado dessa amostra que € uma etapa de extrema
importancia, visto que as matrizes bioldégicas apresentam caracteristicas
complexas que, muitas vezes, impossibilitam a analise direta das amostras
sem preparo prévio. Para isso, técnicas de extracdo sdo empregadas para
isolar os analitos, porém muitas das técnicas tradicionalmente empregadas
apresentam desvantagens como 0 longo tempo de extracdo e utilizacdo de
solventes toxicos.

Logo, surge a necessidade do desenvolvimento de técnicas alternativas e
ambientalmente corretas, como a microextracdo em fase liquida (LPME),
empregando solventes considerados verdes e seguros, biodegradaveis e néo
toxicos. A aplicacdo de DES como solventes € uma alternativa para a
substituicdo dos solventes téxicos tipicamente utilizados em amostras
biologicas. Além disso, quando comparada com as técnicas de extracdo
tradicionais, a microextracdo utiliza volumes inferiores de amostra e solvente

extrator, resultando em uma significativa reducao na geracao de residuos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver uma metodologia analitica baseada em microextracdo em fase
liqguida utilizando solventes eutéticos profundos para a determinagcdo de

horménios em amostras bioldgicas.

2.2 Especificos

Preparar e caracterizar as fases extratoras baseadas em solventes eutéticos

profundos.
Otimizar o método empregando estratégias quimiométricas.
Desenvolver a separacéo dos analitos no instrumento.

Comparar a eficiéencia das diferentes fases extratoras constituidas pelos

solventes eutéticos profundos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparo dos DES

Para o preparo dos DES, foram utilizados Mentol (298%) da Neon®
como HBA e &acidos carboxilicos como HBD, sendo o Acido Decandico (298%)
da Neon® e Acido Octandico P.A da Synth®. A etapa de preparo dos solventes
foi realizada nos laboratérios da Central Analitica da UFCSPA.

O procedimento de preparo consistiu na pesagem dos componentes da
mistura em balanca analitica, nas propor¢cdes desejadas, com aquecimento a
60°C em chapa de aguecimento por aproximadamente 10 minutos. O tempo de
aquecimento variou de acordo com as quantidades pesadas. Diferentes
proporcdes de mistura foram preparadas, com razdes molares de 1:1 e 1:2 de
HBA:HBD. As massas pesadas para o preparo dos DES estdo indicadas na
Tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Quantidades (g) utilizadas nos preparos dos DES.

DES Componentes Massas (g)

Mentol 1,00671

Mentol:Acido decanéico

Acido decanéico 1,10916
Mentol 1,03571

Mentol:Acido octandico
Acido octanéico 0,95578
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O esquema de preparo do DES esté representado na Figura 4 a seguir.

v

Figura 4. Procedimento de preparo dos DES

3.2 Caracterizacéo dos DES

Os DES preparados foram caracterizados por técnicas usuais de FTIR
utilizando-se pastilhas de KBr. Além disso, foram também realizados testes de
solubilidade em matriz aquosa e, também, na presenca de outros solventes
organicos para verificar a hidrofobicidade do solvente tendo em vista que se
desejavam solventes pouco soluveis em fase aquosa.

Neste caso, 0s componentes dos solventes foram analisados
individualmente e apds as misturas resultantes no DES em Espectrofotdmetro
Infra-vermelho por transformada de Fourier, marca SHIMADZU, modelo IR
PRESTIGE21, com detector modelo DLATGS (Deuterated Triglycine Sulfate
Doped with L-Alanine) e faixa espectral 7800 cm™ até 350 cm™.

Uma vez que o DES enriquecido com os analitos seria injetado
diretamente no instrumento de cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram
testadas a solubilidades dos DES produzidos em urina e acetonitrila (ACN).
Foram adicionados cerca de 200 uL de DES em aproximadamente 1 mL de
urina. O procedimento foi reproduzido com ACN.

O solvente produzido, ap6s a otimizacdo e escolha do solvente extrator,

também foi devidamente analisado no instrumento nas condi¢des determinadas
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de analise. Neste caso, procurou-se avaliar se 0 mesmo apresentaria “fundo”

ou “background” que poderia prejudicar a andlise dos compostos em estudo.

3.3 Padrdes analiticos

Os padr@es analiticos utilizados foram padrdes soélidos de Estriol (=297%),
-B-estradiol (298%), e Estrona (299%), obtidos da Sigma-Aldrich®. O solvente
utilizado para a dissolugdo dos padrdes sélidos foi a acetonitrila (ACN)
Supelco®.

Foram preparadas solucdes padrbes de cada um dos analitos em
concentracdo de 500 mg L dos padrbes soélidos a partir da dissolugdo dos
mesmos em ACN. A partir das solugdes individuais foi preparada uma mistura
contendo os trés analitos na concentragdo de 10 mg L1, que foi utilizada para o

preparo da curva analitica e estudos de exatidao.

3.4 Equipamento e condi¢fes de anéalise

As andlises cromatograficas foram realizadas em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), marca SHIMADZU modelo
PROMINENCE, com amostrador automatico modelo SIL-20A, forno CTO-20A,
detector espectrofotométrico “Photodiode Array” modelo SPDMA20A — HPLC-
DAD.

3.5 Método HPLC-DAD utilizado para as analises

Os analitos foram analisados individualmente no equipamento, em
concentracdo de 10 mg L e também analisados simultaneamente, como uma
mistura dos trés componentes. Para verificacdo do método de analise mais
adequado, foram testadas condicbes cromatograficas variando as
concentracfes das fases moveis, nos modos de separacdo gradiente e
isocratico a fim de verificar a melhor condicdo de separacédo dos trés analitos.

Para a separacdo dos analitos, utilizou-se uma coluna cromatografica
formada por C18 modelo Promosil (4,6 mm x 250 mm; 5 um; 100 A; Agela)
mantida a 30°C no forno. A fase mével foi constituida de agua tipo | (A) e ACN
(B) em modo isocratico de separacdo, com composicao de 60% v/v de B. O
volume de amostra injetada foi de 20 yL e o fluxo da fase movel foi mantido

constante em 1 mL min', com 20 minutos de corrida cromatografica. Todos os
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analitos foram detectados no comprimento de onda de 200 nm e os dados
cromatograficos foram analisados através do software LCSolutions da
Shimadzu.

3.6 Amostra e pré-tratamento

As amostras utilizadas para a realizagéo de todos os experimentos deste
projeto foram obtidas somente dos pesquisadores envolvidos no estudo. Neste
caso, seguiu-se o protocolo de pesquisa aprovado segundo parecer do Comité
de Etica em Pesquisa da UFCSPA (CAAE 09022919.2.0000.5345).

Em um primeiro momento, para avaliar uma possivel reducdo da
concentracdo de substancias que poderiam interferir na andlise instrumental,
uma amostra de urina foi diluida 10 vezes com agua tipo |, ultrapurificada em
sistema Milli-Q® (com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C), marca Millipore
(Massachusetts, USA). Para simulacdo de amostras reais, na urina diluida

foram adicionadas quantidades conhecidas de analitos para fortificacao.

3.7 Metodologia de extracao

As extracOes basearam-se em UALLME com utilizacdo de banho de
ultrassom, 3 mL de urina diluida (10 vezes) fortificada com os analitos. O
restante das condicbes de extracdo, como tempo de extracdo em banho de
ultrassom sem a utilizacdo de controle de temperatura, volume de solvente
extrator utilizado, composicdo e proporcdo de solvente foram otimizadas
através de planejamentos multivariados. Um esquema da extracdo proposta

neste estudo esta representado na Figura 5 a seguir.

Solvente DES
+ analitos
extraidos

== 2 ==
Banho de
— ultrassom

Urina Urina
fortificada apés
extragdo

+ Solvente
DES

Figura 5. Representacdo da microextracdo liquido-liquido com a utilizagdo de ultrassom -
UALLME
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3.8 Parametros da otimizacao

Na etapa de otimizacéo, inicialmente manteve-se fixa a concentracao
dos analitos em 500 ug L e volume de amostra de 3 mL de urina diluida (10
vezes). Neste caso, foram variados os parametros envolvendo volume de DES
empregado na extracdo (150 e 350 pL), tempo de extragdo em banho de
ultrassom (3 e 9 minutos), propor¢do dos componentes do DES (1:1 e 1:2 de
HBA e HBD, respectivamente) e tipo do DES, variando a composi¢cdo de um
dos constituintes (mentol:acido octandico e mentol:acido decandico). Com a
variacdo dos parametros, realizou-se um planejamento fatorial completo 24,
resultando em 16 experimentos distintos. Posteriormente, para o volume de
DES empregado na extragdo, realizou-se mais uma otimizagdo com
planejamento univariado com trés volumes distintos.
As variaveis foram categorizadas em diferentes niveis, como esta descrito na
Tabela 3.

Tabela 3. Variaveis utilizadas na otimizagdo do método de extracdo de
horménios através da técnica UALLME

Variaveis Niveis
) +)
1 Volume DES (L) 150 350
2 Tempo de extracdo (min) 3 9
3 Proporcao DES 1.1 1:2
. - Mentol ; Acido Mentol : Acido
4 Tipo DES (composicao) Octanoico Decanoico

Os dados obtidos a partir das abordagens multivariadas foram tratados
usando o software Statistica 8.0 (STATSOFT, EUA). Os dados utilizados como
resposta analitica foram as médias geométricas das éareas dos picos
cromatograficos dos analitos obtidas nas extracbes em cada condicao

experimental.

3.9 Dindmica Molecular

Os estudos de dindmica molecular all-atom foram realizados utilizando o
pacote GROMACS (63). Os parametros ligados e nao-ligados para os
componentes do DES (acido decandico (ACD) e mentol (MTL)), bem como
para os analitos (estradiol, estriol e estrona) utilizados foram do campo de
forcas CHARMM (64,65) e obtidos a partir do webserver CHARMM-GUI (66).

As configuracg@es iniciais de simulagéo foram construidas utilizando o programa
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PACKMOL (67,68), o analito foi solvatado em uma mistura de DES e 4gua, o
modelo de &gua utlizado foi o TIP3P (Transferrable Intermolecular
Potential with Three Points) (69).

A temperatura e a presséo das simulagdes foram mantidas a 298 K e 1
atm, respectivamente, utilizando o termostato V-rescale (70) e o barostato de
Parrinello-Rahman (71). As interagfes eletrostaticas foram tratadas utilizando o
método PME (Particle Mesh Ewald) (72) com um cut-off igual a 1.0 nm para as
interacdes de van der Waals.

Para cada analito foi submetida uma simulacdo em um ensemble NPT
por 100 ns. Durante cada simulacdo os ultimos 25 ns foram utilizados para
obtencdo dos resultados do perfil de densidade e da funcdo de distribuicéo
radial (g(r)). Para avaliar a intensidade das intera¢des analito-ACD, analito-MTL
e analito-agua foi calculado o potencial de forca média (PMF) utilizando a
equacao (73):

PMF = —RTIng(r)
onde R é a constante universal dos gases (8,314 J mol! K!) e T é a

temperatura do sistema.
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4 RESULTADOS

4.1 Preparo dos DES

Os DES usados neste projeto foram preparados conforme mencionado
previamente e foram obtidos compostos liquidos, homogéneos e incolores.
Além disso, outra propriedade observada foi uma maior viscosidade comparada
a solventes organicos convencionais. Na Figura 6 estd representada uma
imagem do DES formado a partir dos componentes mentol e acido decandico.

O tempo de preparo variou de acordo com o volume final desejado, para
0 preparo de aproximadamente 5 mL o tempo de aquecimento foi inferior a 10
minutos. Quando foi necessario o preparo de volumes maiores, entre 10 e 15

mL, o aquecimento foi em torno de 15 minutos.

7

z _

Figura 6. Imagem de um dos DES produzidos neste estudo. Mistura de Mentol:Acido

Decandico

4.2 Caracterizacdo dos DES

Espectroscopia no Infravermelho

Apés o preparo dos DES formados por mentol:acido decandico e
mentol:acido octandico, foram obtidos o0s espectros de infravermelho
apresentados nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Onde (a) e (b) de ambas as
figuras sdo os componentes individuais e (c) sdo os DES produzidos apos a

mistura entre HBD e HBA. E possivel observar, por meio de comparacio entre

32



(a)/(b) com (c) a presenca dos picos caracteristicos (74) de ligac6es dos grupos
funcionais da estrutura dos componentes percussores. Apds a ligacdo, ha
deslocamento das ligacbes que sdo evidenciados nos espectros (c). Para o
mentol, o grupo -OH livre de ligagdo com outras moléculas presente em sua
estrutura, € evidenciado na regido de vibracdo da ligagdo em torno de 3400 a
3300 cm?, o estiramento de C-H esta presente na regido de 2900 cm™. No
caso dos &cidos carboxilicos, o grupo carbonila é evidenciado pela vibracdo da
ligagdo C=0 em 1725 a 1700 cm™ e os picos de estiramentos de C-H na regido
de 2900 cm™. Nos espectros (c) de ambos os solventes produzidos, as
vibracdes dos grupos -OH em torno da regido de 3400 cm™? estdo menos
pronunciados do que no espectro do mentol analisado individualmente.
Indicando a ligacdo do grupo com o grupo funcional do &cido carboxilico, e
assim, evidenciando a formac&o da ligacdo no preparo do solvente. E possivel
observar, também, a presenca dos grupos carbonila em (c) nas regibes
levemente deslocadas de (b), indicando também, a possivel interacao entre as

moléculas dos acidos com o mentol e consequente ligacao de H.
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Figura 7. Espectro de infravermelho do DES mentol:acido decandico, onde (a) Mentol, (b)

Acido Decanoico e (c) DES produzido.
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Figura 8. Espectro de infravermelho do DES mentol:acido octandico, onde (a) Mentol, (b)
Acido Octandico e (c) DES produzido.
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4.3 Método HPLC-DAD utilizado para as anélises

As condicbes de separacdo cromatograficas foram definidas como
separacdo por eluicdo isocrética, ou seja, com a composi¢cdo da fase movel
constante ao longo de toda a corrida. Foram observados que os analitos foram
separados de forma eficiente, sem a coeluicdo dos picos quando analisados
juntos. Entéo, foi definido a separacao com 60% de ACN e 40% de agua tipo |
como fase movel.

Os cromatogramas dos analitos estdo apresentados na Figura 9, todos
com concentracdo de 10 mg L, onde constam o (a) estriol com tempo de
retencdo proximo a 2,5 minutos, (b) estradiol com tempo de retencéo proximo a
4,6 minutos e (c) estrona com tempo de retencdo proximo a 6,1 minutos. Na
Figura 10 est4 o cromatograma dos analitos juntos na concentracdo de 10 mg
L1, em forma de mistura dos padrdes, com a separacdo evidente deles, nos
tempos aproximados observados na analise individual.

Além disso, o tempo total de corrida é de aproximadamente 20 minutos,
apresentando tempo maior quando comparado com a eluicdo do ultimo analito
em aproximadamente 6,1 minutos. Optou-se pelo maior tempo para garantir a
limpeza do sistema antes da injecdo de novas amostras, para evitar

contaminacdes entre as corridas.
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Figura 9. Cromatograma dos analitos, onde (a) Estriol com pico em aproximadamente 2,5

minutos, (b) Estradiol com pico em aproximadamente 4,6 minutos e (c) Estrona com pico

aproximadamente 6,1 minutos.
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Figura 10. Cromatograma com a mistura dos trés analitos em solugéo, na seguinte

ordem de eluicdo: Estriol, Estradiol e Estrona.

4.4 Anélise do DES por HPLC-DAD

O DES formado por mentol:acido decandico apresentou melhor
desempenho apdés uma avaliacéo inicial; desta forma, foi analisado no HPLC-
DAD para fins de observacéo do perfil cromatografico relacionado ao solvente.
O cromatograma estéa representado na Figura 11 e € possivel observar que nao

ha a presenca de picos oriundos do DES nos tempos de retencdo dos analitos.

mAL
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Figura 11. Cromatograma do DES formado por mentol:acido decandico no equipamento
instrumental HPLC-DAD, nas condi¢des otimizadas de separacdo cromatogréfica
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4.5 Teste de solubilidade em urina e ACN

Tendo em vista a necessidade por fases extratoras estaveis durante o
procedimento de microextragdo, o DES foi também avaliado em termos de
solubilidade na amostra bem como em solvente orgénico. A imagem da Figura
12 (a) demonstra que o DES apresentou-se pouco soluvel em urina. Neste
caso, é possivel observar a formacdo de duas fases imisciveis, onde a fase
inferior € a urina e a fase superior é o solvente. As fases sdo mantidas estaveis
e separadas mesmo apoés a agitacao do frasco. J& em ACN, o DES mostrou-se
solavel, como esta representado na Figura 12 (b). Assim, o indicativo € de que
o DES apresenta carater hidrofébico.

(a) J- (b)

Figura 12. Teste de solubilidade do DES em (a) urina e (b) ACN

4.6 Otimizacdo mediante planejamento fatorial completo

Apés as extracbes mediante planejamento experimental multivariado
disposto anteriormente, utilizou-se as areas obtidas nas extracdes dos analitos
e através das meédias geométricas desses dados. Neste caso os resultados
foram devidamente tratados e foi obtido o grafico de Pareto mostrado na Figura
13. Essa ferramenta € particularmente interessante para discriminar as
variaveis ou interacdes entre variaveis que apresentam significancia estatistica

na resposta analitica.
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Figura 13. Gréfico de Pareto com as variaveis utilizadas na otimizacao

De acordo com o gréfico de Pareto da Figura 13, algumas variaveis
apresentaram influéncia significativa no procedimento de extracdo (nivel de
confianca de 95%). No caso da proporcao de DES que foi utilizado na extracéao,
essa variavel exibiu significativo efeito com valor negativo, indicando que as
proporcdes 1:1 de HBA:HBD fornecem as melhores respostas cromatograficas
guando comparadas com a proporcao 1:2 de HBA:HBD. Mesmo apresentando
um efeito positivo, o tipo de DES e o tempo de extracdo no ultrassom nao
apresentaram influéncia significativa na resposta cromatografica.

O volume de DES usado na extracdo também apresentou influéncia
significativa na resposta analitica com efeito de valor negativo. Tendo em vista
gue o menor valor avaliado nesta etapa foi 150 yL optou-se por uma avaliacao
mais detalhada de forma univariada com os volumes de 100, 150 e 200 L de
solvente, os resultados das areas cromatograficas sado apresentados na Figura
14. E possivel observar que com a utilizacdo de 150 uL de solvente, a resposta

cromatografica foi maior quando comparada com 0s outros volumes.
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Figura 14. Grafico de barras da otimizacdo do volume de DES utilizado na extragao.
Relacionando as das médias geométricas das areas cromatograficas dos analitos e o

volume de solvente utilizado na extragéo

As condi¢cdes otimizadas foram definidas como 150 pyL de solvente
extrator, 3 minutos de extracdo em banho de ultrassom, solvente na razao

molar 1:1 e composi¢ao de mentol:acido decandico.

4.7 Validagdo do método analitico

Apoés a otimizacao das condi¢cdes experimentais de extracdo e definicdo
do método de separacdo cromatografica, foram obtidos os parametros
analiticos de mérito para a determinacdo dos horménios estriol, estrona e
estradiol em urina. Neste caso, foram avaliadas faixa linear, limite de deteccéo
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatidao, repetibilidade, e coeficiente de
determinacéo (R?).

Os dados obtidos a partir da construcdo de curvas analiticas através
das extracdes realizadas em amostras de urina diluida (1:10) isentas dos
analitos, sao descritos na Tabela 4 a seguir. Para a construcédo das curvas, as
amostras ja diluidas, foram fortificadas com concentracbes conhecidas dos
padrdes dos analitos, sendo (25, 50, 75, 100, 250, 500 e 750) ug L para estriol
e estradiol e, para estrona (75, 100, 250, 500 e 750) pug L. Na Tabela 4

constam os resultados de validacdo do método.
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Tabela 4. Parametros obtidos no método proposto de UALLME e DES mentol :
acido decandico

Faixa - _ Exatidao
Al Linear Equacdo LOD LOO , Repetibilidade (n=3) RSD % (%) em
nalito 1 "1 R
(ug LY dareta (ugL™) (mgL™) 25ug L1 75 g Lt 250 750 100_l
"9 ugl?! pgl? wgl
y=305,14
Estriol 25-750 67 - 8 25 0,992 8 - 3 4 97
9452,14
y=349,30
Estradiol 25-750 63 - 8 25 0,99 9 - 8 6 119
4352,88
y=348,98
Estrona 75-750  53- 23 75 0,95 - 9 14 5 96
30479,3

De acordo com a Tabela 4, os valores de LOD e o LOQ para os analitos
estriol e estradiol foram (8 e 25) ug L, e para estrona (23 e 75) ug L*?
respectivamente. Os coeficientes de determinacéo (R?) foram de 0,992, 0,990 e
0,950, para estriol, estradiol e estrona. Em relacdo a precisdo do meétodo,
avaliada no mesmo dia (n=3), os resultados foram de 3 a 14% para os analitos.
Em relacéo a exatidao, as recuperacdes obtidas foram de 97, 119 e 96% para

estriol, estradiol e estrona, respectivamente.

De acordo com o guia de validacdo de métodos bioanaliticos (75), os
desvios padrdes relativos (RSD%) aceitaveis nao devem ultrapassar dos 15% e
os valores de recuperacao para avaliacado da exatiddao, devem estar entre 15%

dos valores nominais, ou seja, na faixa de 85 a 115% de recuperacao.

4.8 Simulag¢des por Dinamica Molecular

Analisando o perfil de densidade dos componentes da mistura (dgua, DES e
analito) na Figura 15, podemos verificar regibes bem distintas separando agua
e DES, enquanto o analito esta na parte central do DES. Isso mostra que 0s

analitos séo retirados da agua e ficam retidos no DES.
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Figura 15. Perfil de densidade dos componentes do sistema ao longo do eixo-z.

Além disso, na Figura 16 a seguir, esta representado o sistema ap0s a mistura,

onde os analitos se encontram somente no solvente, sendo indicativo de

preferéncia pelo solvente do que pela agua.

Solvente

‘,,4

Figura 16. Representacédo do sistema com a migragcdo do analito para o solvente e
separacédo das fases com a agua.
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Nas Figuras 17, 19 e 21 foram apresentadas as curvas de distribuicdo radial
dos componentes do DES (&cido decandico e mentol) e da agua ao redor do
estradiol, estriol e estrona, respectivamente. Para todos os analitos verificou-se
uma maior quantidade de mentol nas vizinhancas dos analitos. Nos casos de
analitos como o estradiol e o estriol, 0 pico da primeira esfera de solvatagéo
entre 0,15 e 0,30 nm mostra que a populacdo de moléculas de mentol é,
aproximadamente, cinco vezes maior que de &cido decandico ao redor do
estradiol e quatro vezes maior na vizinhanga do estriol. Por outro lado, essa
diferenca é bem menos pronunciada para a estrona. Esses resultados séo
corroborados pelas curvas de PMF, considerando os mesmos pares entre
solventes e analitos. O PMF é um indicativo, qualitativo, da energia livre de
interacdo entre duas espécies. Analisando esse resultado para o estradiol a
interacdo entre analito-mentol é da ordem de, aproximadamente, -2500 J mol*
mais forte que a interacdo analito-decandico, essa Ultima por sua vez € da
mesma magnitude das interacfes analito-agua (Figura 18). O comportamento é
muito similar para os outros sistemas (Figuras 20 e 22). Esse € um indicio de
gue a interacado analito-mentol é determinante para a extracdo, e sugere como

perspectiva o estudo com outras proporgdes entre os componentes do DES.

— acide decandico
— mentol T
— dgua

| |
0.3 04 05 06 07 08 0.9 1.0

r (nm)

Figura 17. Distribuicdo radial para os diferentes componentes da mistura DES:agua e o
analito estradiol
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Figura 18. PMF entre os diferentes componentes da mistura DES:agua e o analito
estradiol.
PMF entre os diferentes componentes da mistura DES:agua e o analito estradiol.
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Figura 19. Distribuicdo radial para os diferentes componentes da mistura DES:agua e o
analito estriol
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. PMF entre os diferentes componentes da mistura DES:4gua e o analito estriol.
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Figura 21. Distribuicéo radial para os diferentes componentes da mistura DES:agua e o
analito estrona
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Figura 22. PMF entre os diferentes componentes da mistura DES:agua e o analito

estrona.
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizagéo dos DES

No trabalho, foram preparados solventes eutéticos profundos a partir da
mistura de mentol com &cido decandico e mentol com &cido octanoico. Os
espectros de infravermelho dos componentes individuais apresentaram as
bandas de absorcdo j& esperados devido a estrutura quimica destes
compostos. Os espectros dos solventes produzidos apresentaram as bandas
caracteristicas dos componentes &acidos e no caso da banda pico caracteristica
do estiramento da ligacdo -OH, este ficou menos pronunciado na mistura,
indicando que o grupo funcional hidroxila ndo estava mais livre na molécula de
mentol ligado ao &cido decandico/octandico, como no composto isolado, e, sim
em interagindo com o HBD através de interacdo de hidrogénio. Com isso,
constata-se que a interacédo de receptor e doador da ligacdo de H aconteceu na
formacao dos solventes.

Além disso, a aparéncia dos DES é semelhante ao relatado na literatura,
com a formacdo de um liquido incolor, homogéneo e viscoso. Adicionalmente,
€ importante mencionar o facil preparo do solvente com uma geragcdo minima

de residuos ou subprodutos.

5.2 Comportamento do DES como solvente em amostra biolégica

O DES produzido apresentou propriedades hidrofobicas, sendo possivel
a observacao de duas fases quando posto em contato com urina. Além disso, o
composto produzido apresentou solubilidade em solvente orgéanico, por isso,
apresentou potencial para a utilizacdo como fase extratora em matrizes
aguosas, uma vez que se necessita que essa fase seja insollvel para ser
retirada adequadamente da amostra aquosa apos o procedimento de extracao.
Cabe ressaltar a importancia de o DES ter alta solubilidade em fase organica,
tendo em vista que o mesmo é diretamente inserido no instrumento para
analise.

Além de todas as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis de uma boa
fase extratora, o DES foi capaz de extrair os analitos da amostra de urina. Este
fato, pode ser evidenciado através de comparacdo de cromatogramas,

representado na Figura 22. Nesta figura estdo comparados os cromatogramas
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obtidos de uma solugéo contendo os trés analitos com solvente organico ACN
e 0 cromatograma apdés a extracao utilizando o DES em uma amostra de urina
diluida (1:10) fortificada com a solu¢do dos analitos em concentracdo de 500
ug L. Os analitos presentes no extrato estdo no mesmo tempo de retencédo do
gue os analitos presentes na solucdo utilizada como padréo, indicando
extragao.

10 00

Estriol Estradiol Estrona

| |~ Amostra fortificada com os analitos
W \ A/ _\n/ ¥ Solugdo padrdo contendo os analitos

T
1 45 S0 a3

Figura 23. Cromatogramas de uma solucdo padrdo de horménios com concentracdo de 1
mg L e de uma extrag&o utilizando DES em amostra de urina fortificada com os analitos
com concentracdo de 500 pg L*

5.3 Determinacéo de horménios esteroides em urina utilizando DES

Os dados da Tabela 4 indicam a extracdo dos analitos em urina com
DES através da técnica UALLME, com % de RSD satisfatorios, de 5 a 14%, os
resultados encontrados estéo dentro dos limites indicados nos guias analiticos.

As recuperacdes da exatiddo ndo se mostraram de acordo com 0s
valores indicados no guia para o analito, sendo 119%. Nesse caso, estudos
préximos sao interessantes para aprimorar as extracdes e diminuir essas taxas.
Mas, nos outros analitos, os valores estdo dentro das faixas aceitaveis,
indicando a boa recuperacdo obtida na analise com os valores nominais de
concentracao previstos.

Outras técnicas de extracdo em urina com solventes verdes e clorados,
horménios estrogénios como analitos, estdo apresentados na Tabela 5 a seguir

em comparacdo com os dados obtidos no trabalho. Foram selecionadas as
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seguintes caracteristicas para as comparacgdes: analitos determinados, técnica
de extracdo utilizada, LOD, tempo de extragao, volume de solvente empregado
na metodologia e equipamento instrumental utilizado para as andlises.

Tabela 5. Comparacdo dos dados obtidos em diferentes metodologias de
extracdo com o trabalho desenvolvido.

LOD Tempo de Solvente Volume
Analito Técnica 1 extracao Solvente Equipamento Ref.
(ug L) (min) extrator (uL)
17-- DLLME 250 1 ccl 600  HPLC-UV (76)
Estradiol 4
Estriol
L7-B- DL\I/_AI\\/I-E- 00le 6 Acido 150  HPLC-FLD (77)
Estradiol FOA* 0,06 nonanaoico
Estrona
17-B- .
. 0,1
Estradiol  UACPE* 60 Tergitol 500 HPLC-DAD (78)
TMN-6
Estrona 0,2
Estriol
17- a-
ethynylestra [Ps6.6.14']2]
diol DWE/ 2 1,5 MnCls 8 HPLC-DAD  (9)
17-B- ]
Estradiol
Estrona
Estriol
17-B- 8 Mentol:
Estradiol UALLME 3 Acndp_ 150 HPLC-DAD -
decandico
Estrona 23

* Microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida por vortex baseado em
acido organico flutuante

**Extracdo em ponto de nuvem assistida por ultrassom

Com os dados apresentados na Tabela 5, o método proposto utilizando
o solvente DES apresenta tempos de extracao satisfatérios (3 minutos), volume
de solvente (150 pL) e LOD (8 e 25 pg L) menores quando comparados a
algumas das técnicas. Em todos os trabalhos o solvente utilizado é diferente,
sendo um desafio fazer comparacdes diretas das metodologias. Porém, com o0s
dados obtidos, é possivel constatar que o método desenvolvido no presente
estudo tem potencial de utilizacdo para a aplicacdo proposta.

As predicBes obtidas por meio de dindmica molecular demonstraram

interacdes presentes principalmente entre os horménios e o mentol, sendo
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possivel verificar uma maior afinidade dos horménios com esse composto.
Com base nesses resultados, tem-se como perspectiva a realizacdo de
experimentos produzindo DES com diferentes propor¢gdes de mentol, como 2:1.
Assim espera-se obter maior extracdo dos analitos com o DES, utilizando como

base as predi¢cdes encontradas.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi reportado o desenvolvimento de metodologias
analiticas baseadas microextracdo em fase liquida com solventes eutéticos
profundos para a determinacdo de esteroides em amostras de urina. A
producdo do solvente verde a partir de mentol e acido decandico apresentou
praticidade e rapidez de preparo, obtendo uma mistura limpida e homogénea,
porém viscosa em comparacao aos solventes classicos, mas essa propriedade
nao trouxe problemas instrumentais ao equipamento. O solvente produzido foi
capaz de ser extraido da matriz aguosa de urina, devido a separacédo de fases.

As extracdes foram avaliadas através dos dados obtidos nas extracdes
de urina diluida (1:10) fortificada com os analitos, variando de 25 a 750 ug L*
de faixa linear. Os resultados de LOD (8 e 23 ug L*) foram comparados com
outras técnicas que avaliaram a extracao dos analitos, porém com solventes e
técnicas de extracdo diferentes, resultando em valores satisfatérios. Além
disso, o desempenho analitico foi promissor quanto a precisdo e recuperacoes
dos analitos nas extragoes.

Ha potencial de formacéo de diversos tipos de DES devido a variacao
dos componentes da mistura e propor¢cao deles, sendo assim, aumentando a
aplicabilidade do desenvolvimento e utilizacdo de metodologias analiticas com
0s solventes em matriz biolégica, como a urina. Ainda, novos estudos podem
ser realizados para a diminuicdo dos limites de quantificacdo e deteccédo do
meétodo, uma vez que a utilizacdo dos solventes produzidos no trabalho é
vantajosa pelo facil e rapido preparo deles, mas ainda assim, é interessante
avaliar as diferentes propor¢cdes nas composi¢cées produzidas, uma vez que ha
otimizacdo variou-se a proporcdo de apenas um componente. Com base no
presente estudo e com os dados obtidos através da simulacdo por dinamica
molecular, tem-se como perspectivas produzir novos DES com os mesmos
componentes, porém com diferentes variacdes de propor¢cdes de HBA:HBD,
visando uma maior eficiéncia de extracdo devido a possibilidade de interacéo

solvente-analito ser maior.
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In general, the analysis of biological matrices is challenging and a sample preparation step employing extrac-
tion/cleanup techniques is required. Liquid-phase microextraction using deep eutectic solvents has been exploited
in numerous applications because these solvents exhibit fascinating physico-chemical properties in addition to
simple and straightforward preparation. Varied configurations and strategies have been examined for the deter-
mination of different classes of analytes, and these methodologies offer environmentally friendly workflows with

low solvent and sample consumption, rapid and simple experimental procedures, and satisfactory analytical per-
formance. In this review, developments related to the use of deep eutectic solvents in microextraction approaches
for the analysis of biological matrices are briefly discussed with a focus on studies reported from 2017 to 2021.

1. Introduction

The development of methodologies to analyze complex matrices is
challenging. In particular, most of biological matrices require a sample
preparation step prior to instrumental analysis due to the high complex-
ity and/or low concentration of the analytes. In general, clinical, toxico-
logical and forensic determinations utilize complex biological matrices
including blood, plasma, urine, and oral fluids.

Urine is a conventional biological matrix consisting basically of wa-
ter that is highly used for toxicological analysis. This matrix is of partic-
ular interest since more than 50% of the substances excreted by human
metabolism can be found in urine [1]. Blood is another highly complex
biological matrix that exhibits an important role for forensic and toxico-
logical analysis. This matrix participates of the transport and elimination
of substances including toxic agents. In analytical workflows, blood can
be used in total form or subjected to sample pretreatment which gener-
ally includes centrifugation and protein precipitation [2].

Alternative matrices have also been explored in chemical analysis
including oral fluid that consists of a mixture of saliva and other com-
ponents such as mucous cells located in oral cavity. This matrix is gener-
ally used to identify recent consumption of substances in their original
form. In some cases, information obtained with this matrix can replace
those obtained from blood indicating the possibility of matrix replace-
ment [3-5].

* Corresponding author at: 245, Sarmento Leite St., Porto Alegre RS, 90050-170.
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Considering the above-mentioned aspects, the analysis of biological
matrices requires significant attention. It is worth mentioning that the
success of an analytical methodology generally depends on satisfactory
sample preparation with effective extraction of the target analytes. This
crucial step within chemical analysis is important not only to remove
possible interfering components but also for making the sample compat-
ible with the analytical instrumentation. Therefore, sample preparation
steps aim to isolate and concentrate the analytes at suitable levels for
satisfactory chemical analysis. In this case, microextraction approaches
can be highlighted as sustainable and eco-friendly sample preparation
tools to promote Green Analytical Chemistry concepts [6,7].

Microextraction techniques have been proposed in order to main-
tain satisfactory analytical performances and, at the same time, provide
safer alternatives to traditional sample preparation techniques. Liquid-
phase microextraction (LPME), also known as liquid-liquid microex-
traction (LLME) or solvent microextraction (SME), consists of differ-
ent approaches in which low volumes of solvents are used (generally
few microliters) which is beneficial for both the analyst and environ-
ment. These techniques offer advantages such as satisfactory extraction
efficiency, high preconcentration factors and adequate sample cleanup
prior to instrumental analysis. Importantly, deep eutectic solvents (DES)
have been successfully used as extraction phases in LPME approaches
with varied configurations [8].

The use of DES in analytical extractions has been gaining signifi-
cant attention in recent years, particularly due to the structural ver-
satility and large applicability. These solvents exhibit advantageous

Received 1 December 2021; Received in revised form 30 January 2022; Accepted 31 January 2022
2772-5820/© 2022 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)



D.C. de Andrade, S.A. Monteiro and J. Merib

physico-chemical properties, and they generally consist of mixtures with
lower melting points compared to those of individual components. This
emerging class of solvents is increasingly being examined for the de-
velopment of novel analytical strategies consisting of environmentally
friendly alternatives to traditional methodologies based on toxic organic
solvents.

This study aimed at providing a recent overview regarding the use of
DES for the analysis of biological matrices such as urine, blood, plasma
and oral fluid with a focus on microextraction techniques. Analytical
features of the reviewed methodologies are highlighted, and a table
containing applications of these sustainable solvents is included. Some
fundamentals, experimental considerations as well as future trends in
sample preparation with DES are briefly reported. The search in litera-
ture was performed at Pubmed, Scopus, and Web of Science databases
applying "deep eutectic solvents", "DES", "biological matrices" and "mi-
croextraction" as descriptors, and the discussion was directed to articles
published in the last five years (from 2017 to 2021). According to our
knowledge, this is the first review on applications of DES specifically
dedicated to biological matrices.

2. Fundamentals, preparation and characterization of DES

The evaluation of stable mixtures of ionic liquids comprised of qua-
ternary ammonium salts was firstly reported in 2001 by Abbott et al.
[9]. In this study, the preparation and characterization of new stable
solvents were performed, which allowed for a subsequent study involv-
ing mixtures of quaternary ammonium salts with metals that resulted
in molten components [10]. In this work, DES were introduced with a
systematic evaluation of the solvent properties.

Most DES are binary or ternary mixtures obtained through hydro-
gen bonding to produce eutectic mixtures. The components may have
a hydrogen bond acceptor (HBA) and hydrogen bond donor (HBD) that
form solvents with lower melting points and, generally, higher densities
compared to those of individual components. Mixtures of these com-
ponents, usually at 1:1 and 1:2 molar ratio, produce liquids at room
temperature, exhibiting high thermal stability, low volatility and high
viscosity [11,12]. In addition, these sustainable solvents exhibit very at-
tractive properties including environmentally friendly aspects, tunabil-
ity of their chemical structure that can be systematically designed, and
simple preparation procedures. Interestingly, DES exhibit high versa-
tility with multiple possibilities of combinations of different HBA and
HBD consisting of “greener” alternatives to traditional organic solvents.
These factors make DES attractive to replace organic solvents that ex-
hibit high toxicity. Recent studies have shown the potential of these
solvents in different areas and applications [13-15].

A variety of components can act as HBD or HBA. In particu-
lar, choline chloride (ChCl), tetrabutylammonium chloride and tetra-
butylphosphonium bromide have been frequently examined as HBA.
Regarding HBD, alcohols, carboxylic acids, amides, amino acids, urea,
glycerol and sugar have been successfully employed [13]. Chemical
structures of some HBA and HBD are shown in Fig. 1. Some DES are
termed natural deep eutectic solvents (NADES) including saccharides,
polysaccharides, amino acids, terpenes, and natural organic acids ob-
tained from natural sources [16]. NADES are of significant interest in
diverse applications because they are biodegradable.

Importantly, studies have shown that NADES exhibit satisfactory
chemical stability with significant solubility in biomolecules such as
gluten, starch, and DNA. Therefore, the development of NADES as ex-
traction solvents is expected to increase because they are cheap, easy
to prepare, and stable at room temperature. According to Dai et al
[17], the combination of various natural components has promoted
the preparation of more than 100 different types of NADES. Some
examples of the prepared NADES include mixtures of glucose-choline
chloride-water, lactic acid-glucose-water, proline-malic acid-water, 1,2-
propanediol-choline chloride-water and xylitol-choline chloride-water.
Moreover, numerous studies have evaluated the potential of NADES in

Advances in Sample Preparation 1 (2021) 100007

analytical extractions with wide range of successful applications. Sig-
nificant progress has been achieved in NADES-based extraction of nat-
ural products from complex matrices [18-21]. Moreover, NADES have
been recently examined as disperser solvents in dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) approach [22], offering a new trend to be ex-
ploited in the next years also for biological matrices.

Particularly, DES are valuable tools to achieve the modern concepts
of Green Analytical Chemistry. The chemical structures can be finely
tuned to produce hydrophilic and hydrophobic DES (hDES). Most part
of the studies reported up to 2015 involved hydrophilic DES since they
were prepared from alcohols, sugars, acids, and other polar compounds.
Typical hydrophilic DES are mostly comprised of mixtures of choline
chloride with components of short alkyl chains such as amines, acids,
alcohols, among others. However, the application of hydrophilic DES is
limited due to their solubility in aqueous solutions; therefore, the use
of hDES is promising in extraction techniques [11]. The preparation
of hDES can be performed by combining quaternary ammonium salts
containing long alkyl chains or natural hydrophobic components with
carboxylic acids and alcohols comprised of long alkyl chains. Moreover,
monoterpenes such as thymol and menthol can also be used as HBD
[23].

Different strategies can be adopted to produce DES including freeze-
drying and vacuum evaporation [24]; however, the most usual and sim-
ple approach involves mixing of two or more components to obtain a
homogeneous liquid as described by Abbott et al [10]. In this study, a
mixture was formed by heating the components at 100°C under stirring
which resulted in a colorless homogeneous liquid [25,26]. Other studies
have adopted similar procedures for the successful preparation of DES
at different temperatures [27-30].

In addition, preparation of DES can also be achieved using strate-
gies assisted by ultrasound combined with heating to form homogeneous
and clear solvents [31,32]. Another possibility consists of grinding solid
components in a mortar with a pestle to produce homogeneous liquids at
room temperature [33]. In all cases, moisture content of the individual
components or DES must influence on their physico-chemical proper-
ties. Therefore, drying steps prior to the preparation may be required
especially for hydrophilic components/solvents [13].

The characterization of DES is typically performed using Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). In general, the constituents are
evaluated individually and after the formation of DES. FTIR can provide
information related to possible chemical interactions, hydrogen bond
formation, and structural modifications [13,34,35]. Another technique
commonly employed for characterizing DES is proton nuclear magnetic
resonance spectroscopy H'NMR [36,37]. Studies have also reported
characterization of DES using thermogravimetric analysis (TGA) and
differential scanning calorimetry (DSC). Additionally, extraction phases
comprised of solid/magnetic materials functionalized with DES can be
characterized by X-ray diffraction, scanning electron microscopy (SEM)
and Brunauer-Emmett-Teller (BET) analysis [13].

3. Experimental considerations in the use of DES for the analysis
of biological matrices

The development of reliable analytical methodologies using DES
in analytical extractions consists of a hot topic in chemical analysis.
These solvents exhibit formidable physico-chemical properties which
have been exploited to analyze biological matrices of varied complexi-
ties. The structural versatility of DES is important to enhance the selec-
tivity of the methodology which can facilitate task-specific determina-
tions. Moreover, NADES are gaining significant attention because most
of these solvents are biodegradable consisting of important feature in
terms of sustainable analytical approaches.

However, some limitations regarding the use of DES can also be high-
lighted. These solvents generally exhibit high viscosity, which can influ-
ence on the migration of analytes from the sample matrix to the extrac-
tion phase. Moreover, high viscosity DES can promote a significant in-
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Fig. 1. Chemical structures of some DES used
in analytical extractions.
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crease of back-pressure in liquid chromatography. These limitations are
being alleviated by diluting the DES prior to the extraction procedure or
injection in chromatographic systems. In addition, higher temperatures
can also decrease the viscosity of these solvents which is of particular
interest in liquid chromatography. Other alternative recently proposed
to reduce the viscosity of some DES is the use of acetic acid as HBD [38].

Another potential limitation is the fact that these solvents can ab-
sorb at determined wavelength regions in UV-Vis spectra. This fact can
impart the determination of some analytes due to the chromatographic
background obtained in spectrophotometric detectors. In this case, a
careful evaluation of the chromatographic background generated by the
solvent need to be performed prior to the extractions.

Specifically related to the analysis of biological matrices, a sample
pretreatment prior to microextraction procedures such as hydrolysis
with the enzyme p-glucuronidase, or protein precipitation with acids
such as trichloroacetic acid may be required. In addition, dilution of
the samples with ultrapure water is an alternative to decrease the ma-
trix effects caused by matrices of high complexity. However, this fact
can reduce sample throughput and the possibility of loss of analyte is
enhanced. Furthermore, these above-mentioned steps may require ad-
ditional solvents and reagents that can increase the analysis cost.

4. Recent applications of DES for the analysis of biological
matrices

Most studies involving the application of DES in analytical extrac-
tions of biological samples are devoted to miniaturized techniques such
as LPME [39]. These strategies have been proposed to determine ana-
lytes from different classes such as pharmaceuticals, drugs, hormones,
metals, and pesticides. In recent years, some reviews were reported re-

OH

OH

Glycerol

OH

Thymol

garding the use of DES in microextraction techniques [13,24,40-42].
Interestingly, numerous studies reported the application of DES for the
analysis of environmental samples [43-49]; however, applications in
biological samples are still required. Different configurations have been
proposed mainly based on DLLME and hollow fiber liquid phase mi-
croextraction (HF-LPME). Alternative configurations have also been de-
veloped for the analysis of biological samples including homogeneous
liquid-liquid microextraction (HLLME) [50], vortex, air, and ultrasound
assisted approaches.

Following, discussions related to some recent studies proposing the
application of DES as extraction phase for the analysis of biological ma-
trices are included, with analytical features and details of some experi-
mental procedures.

4.1. DLLME-based approaches

DLLME was proposed in 2006 by Rezaee et al. [51] as versatile sam-
ple preparation technique which employs a ternary system consisting
of aqueous sample, extraction solvent (immiscible in aqueous sample),
and disperser solvent (miscible in both aqueous sample and extraction
solvent). This technique is simple, fast, low-cost and provides an envi-
ronmentally friendly and efficient alternative for the analysis of some bi-
ological matrices [52,53]. Moreover, the use of “greener” solvents such
as DES is being preferred over toxic solvents typically used in DLLME.

Very recently, a methodology based on DLLME has been proposed for
the determination of cortisol and cortisone in human saliva with anal-
ysis by high-performance liquid chromatography coupled to ultraviolet
detector (HPLC-UV) [54]. A hydrophobic DES based on trioctylmethy-
lammonium chloride (TAC) as HBA and pentafluorophenol (Pfp-OH) as
HBD exhibited the best performance. This method has shown interesting
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Fig. 2. Scheme of the experimental setup developed by Lamei et al termed air assisted emulsification liquid-liquid microextraction (AAELLME). Adapted with

permission from ref [56].

results for the determination of cortisol and cortisone in human saliva,
and the sample preparation workflow was facilitated by using a DES
denser than water. A significant advantage consists of requiring low vol-
umes of extraction solvent (approximately 10 uL); on the other hand,
this approach required several centrifugation steps which can lead to
loss of analyte.

The determination of metallic analytes has also been exploited
through an important contribution reported by Akramipour et al. that
proposed an alternative configuration of vortex assisted microextraction
combined with DLLME [55]. This study aimed at determining organic
and inorganic mercury in blood samples using vortex assisted disper-
sive liquid—liquid microextraction based on the freezing of deep eu-
tectic solvent (VADLLME-FDES) followed by analysis with graphite fur-
nace atomic absorption spectrometry (GFAAS). Compared to traditional
DLLME approaches, this configuration does not require any disperser
solvent which is advantageous to provide sustainable analytical proce-
dures. On the other hand, a previous treatment of blood samples was
necessary prior to the extraction procedure. This methodology was suc-
cessfully applied in real samples and proved to be an interesting alter-
native because required low volumes of sample and solvent, exhibiting
simple workflow and low-cost.

4.2. Liquid-liquid microextraction approaches

Liquid-liquid microextraction techniques employing DES as extrac-
tion solvents have also been developed to analyze biological matrices.
Important strategies consisting of LLME approaches assisted by air, ul-
trasound, and vortex can significantly enhance the mass transfer of the
analytes and improve extraction kinetics. For example, Lamei et al.
[56] proposed an analytical strategy termed air assisted emulsification
liquid-liquid microextraction (AAELLME) using DES for the determina-
tion of methadone in water and biological samples (urine and blood)
with analysis by gas chromatography coupled to flame ionization detec-
tor (GC-FID). In this technique, the extraction solvent is added to the
sample solution, then the mixture is pulled in and pushed out several
times forming a turbid solution with high surface area. In particular,
the DES was prepared by mixing ChCl with 5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-
tetramethylnaphthalen-2-ol (TNO) previously synthesized at room tem-
perature. A scheme of the experimental workflow is shown in Fig. 2.

Features such as speed, elimination of chlorinated solvents and low-
cost make this approach interesting for further investigations. On the
other hand, the synthesis of TNO required additional steps that increased
solvent consumption, and the experimental procedure is relatively labo-
rious for the analyst.

Another interesting air-assisted approach involved a new generation
of hydrophobic DES comprised of borneol as HBA and decanoic acid,
oleic acid, and thymol as HBD. In this case, air-assisted liquid-liquid mi-
croextraction (AALLME) was proposed for the determination of warfarin
in human urine and plasma samples with analysis performed by HPLC-
UV [57]. Although the use of NADES as extraction phases increased
the sustainable aspects of this study, the samples required an additional
pretreatment step consisting of protein precipitation that may decrease
sample throughput. A scheme of the extraction procedure is shown in
Fig. 3.

In addition, methodologies assisted by ultrasound can be useful in
terms of extraction efficiency. Very recently, Li and Ding developed
an ultrasound-assisted liquid-liquid microextraction (UALLME) using
DES to determine residues of benzotriazole and benzothiazole deriva-
tives in urine samples [58]. In this study, ultra-high performance liquid
chromatography coupled to quadrupole-time-of-flight mass spectrom-
etry (UHPLC-ESI-QTOF-MS) was used for the separation/detection. A
scheme of the extraction procedure is shown in Fig. 4. This methodol-
ogy also featured sustainability, high efficiency, and rapid extractions.
On the other hand, the enzymatic de-conjugation required an additional
step in the experimental workflow also increasing the analysis cost.

An important contribution based on vortex-assisted liquid-liquid mi-
croextraction (VALLME) was also reported [59]. Zhu et al. developed a
sample preparation method involving methyl trioctyl ammonium chlo-
ride (Nggg; Cl) as HBA and trichloroacetic acid, dichloroacetic acid, and
bromoacetic acid as HBD that allowed for the successful determination
of calcium dobesilate in urine by UV-Vis spectrophotometry. In addition,
the solvent used in this study could be recycled after a back-extraction
procedure which consist of formidable advantage considering the envi-
ronmental aspects of this methodology.

4.3. HF-LPME-based approaches

HF-LPME was introduced in 1999 by Pedersen-Bjergaard and Ras-
mussen [60]. This technique is based on a hollow porous membrane
containing the lumen filled with an acceptor phase. A supported liquid
membrane (SLM) is also created by immobilization of few microliters of
organic solvent into the membrane pores. This technique is more stable
than other approaches such as SDME, and also exhibits low cost and low
solvent consumption [53,61]. Importantly, factors such as pH of both
acceptor and sample solution, and a proper selection of the extraction
solvent must be carefully considered. DES have also been successfully
explored in HF-LPME for the analysis of complex biological samples;
however, applications are still scarce in literature.
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Khataei et al. [61] proposed an analytical strategy involving DES
as acceptor phase in three-phase HF-LPME for the determination of
steroidal hormones (dydrogesterone and cyproterone acetate) in blood
and urine samples with analysis by HPLC-UV. In this work, three types of
DES were prepared using ChCl, methyltriphenylphosphonium bromide
(Me(Ph);PBr) or methyltriphenylphosphonium iodide (Me(Ph);PI) as
HBA, and ethylene glycol (EtGly) as HBD. However, because the high
viscosity of DES that can hinder the interaction with analytes, a dilution
of the extraction solvent was carried out. This methodology offered an
important analytical tool to analyze complex biological fluids using a
membrane-based approach.

4.4. Approaches involving DES associated with solid sorbents

In addition to liquid-based microextraction techniques, DES acting
as modifiers of solid materials (hybrid adsorbents) consists of valuable
strategy capable of being implemented for biological analysis. These

hybrid phases have been recently examined for the removal of envi-
ronmental pollutants from water samples [62,63]. For example, the hy-
brid nanostructure formed by carbon nanotubes/ZnCo,0, functional-
ized with DES (CTAB:glycerol) was evaluated for removing eosin Y dye
from water samples permitting very satisfactory recoveries.

A remarkable study involving the use of graphene oxide (GO)
nanoparticles coated with deep eutectic solvent permitted the success-
ful determination of methadone in urine and plasma samples [64].
These hybrid extraction phases were produced by mixing (under stir-
ring) Fe;0,@GO nanoparticles with certain amount of DES comprised
of ChCl as HBA and phenol, glycerol, or TNO as HBD. A straightforward
extraction procedure assisted by ultrasound was adopted by adding only
15 mg of the sorbent phase to the sample, followed by magnetic sepa-
ration of the sorbent phase. The final extract was analyzed by GC-MS
and GC-FID. More recently, another study based on magnetic disper-
sive micro-solid-phase extraction with DES (M-d-uSPE-DES) has been
developed and optimized for the determination of meloxicam in plasma
and urine. In this particular case, the ferrofluid formed by mixing DES



Table 1
Application of DES in analytical extractions for the analysis of biological matrices.
Analyte Matrix DES (HBA:HBD) Extraction technique Sample volume DES volume Instrumentation Extraction time LOD (ug L™ Recovery (%) Ref.
(mL) (mL)
Cortisol and Cortisone Oral fluid LLME using vortex and 0.500 0.010 LC-UV ~ 25 min 2.1 and 1.8? 95.0 - 99.5 [54]
Trioctylmethylammonium  ultrasound
chloride (TAC):
pentafluorophenol
(Pfp-OH)
Mercury Blood [DDMIM]CI, VADLLME-FDES 0.015 0.055 GFAAS < 13 min 0.10 90.0 - 109 [55]
[ODMIM]CI, [OMIM]CI,
[C;,MIM]CI and
[DMIM]CI: 1-undecanol
Methadone Urine TNO:ChCl AALLMEP 10.0 0.100 GC-FID < 4 min 0.7 97.6 - 98.8 [56]
Warfarin Urine and Borneol:decanoic acid, ALLME 10.0 0.060 HPLC 11 min® 2,1 and 2.7 88.8-98.4 [57]
plasma oleic acid, and thymol
Benzotriazole and Urine ChCl:urea, phenol, and UALLME 1.00 0.300 UHPLC-ESI(+)- < 15 min 0.1-3.0 80.0 - 101 [58]
benzothiazole 4-chlorophenol QTOF-MS
Calcium Dobesilate Urine Nggg; Cl: Trichloroacetic VALLME 2.50 0.1¢ UV-vis spec- 3 min 0.05 93.2-108.6 [59]
acid, dichloroacetic acid trophotometer
and bromoacetic acid
Dydrogesterone (DYD) Urine and ChCl:(Me(Ph);PBr) and HF-LPME 20 and 2 0.022 HPLC-UV 40 min 0.5-2.0 85.9 -117.5 for [61]
and cyproterone plasma (Me(Ph);PI):EtGly urine and 93.8 -
acetate (CPA) 111 for plasma
Methadone Urine and ChCl:phenol, UA-d-SPE-DES" 10 GC-MS GC-FID ~3 min 0.03-0.8 95.1 -99.3 [64]
plasma ChCl:glycerol, ChCl: TNO
Tricyclic Urine and ChCl:4-chlorophenol dSPE coupled with 5.00 0.150 GC-MS ~17 min® 0.008 - 0.060 62.0 - 74.0 and [66]
antidepressants plasma DES-based air-assisted 64.0 - 72.0
liquid-liquid
microextraction
Malondialdehyde Urine Methyltrioctylammonim VALLME 10.0 0.035 HPLC-UV ~ 2 min 2.0 and 10.0 91.0 - 112 [70]
(MDA) and bromide:decanoic acid
formaldehyde (FA)
Ketoprofen and Urine Menthol In-situ deep eutectic 8.00 0.054 HPLC-UV 10 min® 15 and 44 93.0-97.0 [71]

Diclofenac

mixtures (DEM)

(continued on next page)

QLRI [ puD 0PJUO V'S 9pDIpuy ap "D°'d

£0000T (120Z) I uonp.nda.id 2)dwns 1 s20upaApy



Table 1 (continued)

Analyte Matrix DES (HBA:HBD) Extraction technique Sample volume DES volume Instrumentation Extraction time LOD (ug LY Recovery (%) Ref.
(mL) (mL)
Atenolol, propranolol, Plasma Tetramethylammonium LLME 5.00 0.209 and 0.610 GC-MS ~ 8 min® 0.130-0.205 72.0 - 86.0 [72]
and metoprolol chloride (TMAC):alpha
terpineol
Procainamide Saliva ChCl:glycerol Automated liquid-liquid 0.200 0.100 HPLC-UV 1 min 1.5x10°%¢ [73]
extraction (LLE).
Lorazepam and Urine ChCl:Phenol, d-u-SPE/LPME 4.00 0.250 HPLC-UV 9 min 0.7 and 1.0 57.0 and 42.0 [74]
clonazepam ChCl:ethylene glycol and
ChCl:urea
Pesticides Urine and Menthol: phenylacetic SFO-DLLME 5.00 0.041 GC-MS 2.5 min 0.002 - 0.036 79.0 - 97.0 [75]
plasma
Lamotrigine Plasma ChCl:1-phenylethanol USAEME-DES? 1.20 0.126 ~ 12 min 150 - [76]
Spectrophotometry
Daclatasvir and Urine Tetrabutyl HLLME 5.00 0.105 HPLC-DAD ~ 17 min® 1.0 and 1.3 96.0 and 90.0 [78]
Sofosbuvir ammoniumchloride

(TBAC):p-mminophenol

2 pmol.mL~!

b Air assisted emulsification liquid-liquid microextraction
¢ Total sample preparation time

4 mass (g)
¢ mol L1

f [DDMIM]Cl:1-decyl-2,3-dimethylimidazolium chloride; [ODMIM]CI: 1-octyl-2,3-dimethylimidazolium chloride; [OMIMICI: 1-octyl-3-methylimidazolium chloride; [C;,MIM]CI: 1-dodecyl-3-methylimidazolium

chloride; [DMIM]CI: 1-decyl-3-methylimidazolium chloride

8 USAEME-DES ultrasound-assisted emulsification-microextraction

h UA-d-SPE-DES - ultrasound-assisted dispersive-solid phase extraction
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(ChCl:ethylene glycol) with SiO,@Fe;0,4 nanoparticles was used as ex-
traction phase [65].

In general, solid materials functionalized with DES exhibit signif-
icant capacity of being dispersed through the samples enhancing the
surface area between the sample and the sorbent phase. Therefore, high
enrichment factors and excellent extraction efficiency can be achieved
in most cases. Furthermore, ultrasound-assisted configurations offer fast
and effective dispersion of the sorbent into the sample. Generally, this
fact can accelerate the migration of the target analytes to the extraction
phase [64].

In addition to the studies previously discussed, Table 1 contains
some analytical features of experimental approaches employing DES
for the analysis of biological matrices. Specifically, analytical method-
ologies for the determination of malondialdehyde and formaldehyde
[70], non-steroidal anti-inflammatory drugs [71], p-blockers [72], pro-
cainamide [73], lorazepam and clonazepam [74], pesticides [75], lam-
otrigine [76], daclatasvir and sofosbuvir [78] were also included.

5. Trends in DES-based microextraction approaches in biological
matrices

As previously mentioned, the application of DES in biological matri-
ces is continuously increasing. However, the number of articles related
to this subject is significantly lower compared to the analysis of environ-
mental or food samples. Therefore, numerous possibilities of evaluating
the potential of these solvents in complex biological matrices can be ex-
ploited in the next years, with particular interest to natural components
[771.

Importantly, the association of DES with membrane-based tech-
niques capable of being automated, as previously reported for environ-
mental samples [47], can also be investigated for the analysis of bio-
logical matrices. Therefore, automation consists of an important trend
to be examined in the next years. The development of flow-analysis sys-
tems, robotic autosamplers and the use of systems based on 96-well plate
associated with DES can dramatically increase sample throughput and
reduce errors caused by human manipulation.

Moreover, the combination of different sample preparation tech-
niques in the same sample preparation procedure such as dispersive-SPE
and DLLME [66] is an interesting alternative for integrating the advan-
tages of both methodologies and provide more robust methodologies.
Other approach that can be further explored for the analysis of biolog-
ical matrices consists of magnetic DES. These materials are generally
produced by the functionalization of a magneto-active core with DES.
The magnetic properties of these extraction materials can significantly
facilitate in retrieving the analyte-enriched DES for subsequent instru-
mental analysis [67].

Interestingly, recent developments related to poly (deep eutectic sol-
vents) as a new class of sustainable sorbents for analytical extractions
are gaining attention [68]. These materials aggregate the benefits of
DES and porous materials in a single extraction phase consisting of
formidable materials able to be further evaluated in complex biolog-
ical matrices. Moreover, the development of biocompatible materials
can provide new horizons in analytical extractions. In this sense, bio-
compatible and magnetic polymers of polyvinyl pyrrolidone deep eu-
tectic solvent have been successfully evaluated for the adsorption of
L-asparaginase [69]. These recent developments provided encouraging
and promising results toward novel and environmentally friendly strate-
gies capable of being coupled to microextraction techniques for the anal-
ysis biological matrices.

6. Conclusion

This study provided a recent overview on applications of DES in bi-
ological matrices associated with experimental considerations and fea-
tures related to some of the most used matrices in clinical and toxicolog-
ical analysis. The development of versatile microextraction approaches
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involving DES has been increasing in the last years. Particularly related
to biological matrices, the potential of these solvents is associated with
numerous advantages such as simple and fast preparation, low toxicity,
low-cost, rapid extractions, and simple analytical workflows.

It is worth mentioning that the high complexity of biological matri-
ces can hinder some specific applications. Therefore, in some cases, the
application of DES can be difficult due to some matrix components that
can make the analysis a challenging task. However, in numerous cases,
successful applications have been reported with particular interest to hy-
drophobic DES that can be used in aqueous matrices such as urine and
oral fluid, for example. Importantly, applications of these “green” sol-
vents in biological samples still limited. Therefore, efforts toward eval-
uation of DES in alternative matrices are still necessary, as well as the
development and evaluation of automated and semi-automated method-
ologies. Novel materials comprised of poly (deep eutectic solvents) and
magnetic DES also exhibit great potential to be applied for the analysis
of biological matrices in the next years.
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