
 
 

MARIA JOSÉ NUNES DE PAIVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE 

2013

Tese apresentada ao Departamento de Química do 

Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal 

de Minas Gerais como requisito para a obtenção do 
grau de Doutor em Ciências - Química 

DESENVOLVIMENTO DE MÉTODOS DE 
EXTRAÇÃO E DERIVATIZAÇÃO PARA ANÁLISES 
CROMATOGRÁFICAS DOS ÁCIDOS BILIARES E 
AMINOÁCIDOS EM ESTUDOS METABOLÔMICOS 



UFMG/ICEx/DQ.1000ª 

T.457ª 

 

MARIA JOSÉ NUNES DE PAIVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE 

2013 

Tese apresentada ao Departamento de Química do 

Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal 

de Minas Gerais como requisito para a obtenção do 

grau de Doutor em Ciências - Química 

DESENVOLVIMENTO DE MÉTODOS DE 
EXTRAÇÃO E DERIVATIZAÇÃO PARA ANÁLISES 
CROMATOGRÁFICAS DOS ÁCIDOS BILIARES E 
AMINOÁCIDOS EM ESTUDOS METABOLÔMICOS 



 

      
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
 

          

 

 
 
 

 

Paiva, Maria José Nunes de  

  Desenvolvimento de métodos de extração e 

derivatização para análises cromatográficas dos ácidos 

biliares e aminoácidos em estudos metabolômicos 

[manuscrito] / Maria José Nunes de Paiva. 2013. 

   126 f. : il. 

 

   Orientadora: Zenilda de Lourdes Cardeal. 

       

   Tese (doutorado) – Universidade Federal de Minas 

Gerais. Departamento de Química.  

Inclui bibliografia. 

Inclui anexos. 

 

1. Química Analítica - Teses 2. Cromatografia de 

gás – Teses 3. Espectrometria de massa – Teses 4. 

Aminoácidos - Metabolismo – Teses 5. Ácidos – Teses I. 

Cardeal, Zenilda de Lourdes, Orientadora II. Título.   

   

 

CDU 043      

 

P149d  

2013 

T 





E Vamos À Luta 

Luiz Gonzaga do Nascimento Júnior 

Eu acredito é na rapaziada 

Que segue em frente e segura o rojão 

Eu ponho fé é na fé da moçada 

Que não foge da fera e enfrenta o leão 

Eu vou à luta com essa juventude 

Que não corre da raia a troco de nada 

Eu vou no bloco dessa mocidade 

Que não tá na saudade e constrói a manhã desejada 

 

Aquele que sabe que é  negro o couro da gente 

Que segura a batida da vida o ano inteiro 

Aquele que sabe o sufoco de um jogo tão duro 

E apesar dos pesares ainda se orgulha de ser brasileiro 

Aquele que sai da batalha 

E entra num botequim 

Pede uma serva gelada 

E agita na mesa logo uma batucada 

Aquele que manda um pagode 

E sacode a poeira suada da luta e faz a brincadeira 

Pois o resto é besteira 

(Nós estamos pelaí) 
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RESUMO 

Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos cromatográficos para 

a quantificação de ácido biliares no plasma sanguíneo e aminoácidos no liquido 

cefalorraquidiano. Para a análise dos ácidos biliares e aminoácidos foram 

desenvolvidos métodos de preparo de amostras baseados na derivatização 

assistida por micro-ondas. Estas análises foram efetuadas por cromatografia 

gasosa com detector de espectrometria de massas. A derivatização dos ácidos 

biliares foi realizada por meio da metoximação e sililação. O tempo de reação a 

potencia do micro-ondas e a quantidade de derivatizante foram otimizadas para 

um melhor rendimento analítico. A melhor condição obtida foi a adição de 40 µL 

de BSTFA com aquecimento a uma potencia de 210 W por 3 min. O método 

desenvolvido foi linear no intervalo de 0,78 e 20,0 µg mL-1 e o intervalo da 

precisão variou de 1,08 a 9,32%. O método de análise para determinação dos 

aminoácidos, após a validação, foi aplicado em amostras reais de líquido 

cefalorraquidiano de pacientes hospitalizados com suspeita de infecção 

fungica. O planejamento experimental mostrou que o tempo de derivação ideal 

foi de 3 min na potencia de 210W. Os limites de detecção encontrados foram 

de 0,01 µmol L-1 a 4,21 µmol L-1 e os limites de quantificação foram de 0,02 

µmol L-1 a 7,07 µmol L-1. A precisão intra-ensaio variou de 4,12 a 15,59% e a 

interensaio de 6,36 a 18,71%. Para os aminoácidos todos os coeficientes de 

determinação ficaram acima de 0,990. Em seguida foi desenvolvido um método 

para análise dos ácidos biliares no plasma. Para a extração dos ácidos biliares 

presentes no plasma foi desenvolvido um método de microextração em fase 

líquida com fibra oca. A análise foi feita utilizando a cromatografia líquida de 

alto desempenho acoplada à espectrometria de massas. A otimização do 

procedimento de LPME em duas fases para a extração dos ácidos biliares 

apresentou limites de detecção entre 2,07 e 2,66 nmol L-1 e limites de 

quantificação entre 10,35 e 13,20 nmol L-1.  A precisão intra-ensaio variou de 

3,3 a 11,9% e a para a concentração de 25,0 µg L-1 e de 2,1 a 8,3% para a 

concentração de 100,0 µg L-1. O método apresentou linearidade no intervalo de 

10,35 a 531,0 nmol L-1. A metodologia desenvolvida e validada foi aplicada à 

análise de ácidos biliares em plasma de trabalhadores expostos à solventes, e 
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em voluntários não expostos.  Os métodos desenvolvidos mostraram-se 

adequados para todas as determinações feitas no plasma e no líquido 

cefalorraquidiano. O método para análise de aminoácido utilizando 

derivatização assistida por micro-ondas mostrou ser simples, rápido, sensível e 

seletivo. O método para análise dos ácidos biliares por microextração em fase 

líquida apresentou elevada sensibilidade, baixo consumo de solventes, e boa 

recuperação. 
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ABSTRACT 

This work presents the development and validation of chromatographic 

methods for quantification of bile acid in blood plasma and amino acids in 

cerebrospinal fluid. Sample preparation methods based on microwave assisted 

derivatization were developed for analyzing bile acids and amino acids. The 

derivatization of bile acids was performed using the two-step process of 

methoximation and silylation. The reaction time, power and quantity of N,O-bis-

(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) + 1 % trimethylchlorosilane (TCMS) 

were optimized to improve the derivatization. The optimized derivatization 

conditions required 210 W for 3 min. The MAD method exhibited linearity with 

respect to cholic acid between 0.78 and 20.0 μg mL-1 with an LOQ of 0.23 μg 

mL-1 and a precision ranging from 1.08 to 9.32% CV. The amino acids samples 

were analyzed by gas chromatography with a mass spectrometric detector. The 

validated methodology for determination of amino acids was applied to real 

samples of cerebrospinal fluid from hospitalized patients with suspicion of 

fungical infection. The experimental design used to optimize the conditions 

showed that the optimal derivatization time was 3 min with a microwave power 

of 210 W. The sensitivity was very good, with limits of detection (LDs) ranging 

from 0.01 mol L−1 to 4.24 mol L−1 and limits of quantification (LQs) ranging from 

0.02 to 7.07 mol L−1. The precision, measured using the relative standard 

deviation (RSD), ranged from 4.12 to 15.59% for intra-day analyses and from 

6.36 to 18.71% for inter-day analyses. The coefficients of determination (R2) 

were above 0.990 for all amino acids. Next, a hollow fiber-liquid phase 

microextraction method was developed for sampling and preconcentration of 

bile acids present in plasma samples. The analyses were performed by high 

performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The 

optimized two-phase LPME procedure for the extraction of bile acids showed 

limits of detection between 2.07 and 2.66 nmol L-1 and limits of quantification 

between 10.35 and 13.20 nmol L-1. The intra-assay precision ranged from 3.3 to 

11.9% (25.0 mg L-1) and 2.1 to 8.3% at the concentration of 100.0 mg L-1.  The 

developed method was linear over the range of  10.35 to 531.0 nmol L-1 for all 

analytes. The methodology was validated and applied to the analysis of bile 
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acids in plasma of workers exposed to solvents, and volunteers not exposed. 

The developed methods shown to be appropriate for both determinations in 

plasma and cerebrospinal fluid. The amino acid method using microwave 

assisted derivatization shows to be suitable for bio monitoring analysis, easy, 

quick, sensitive, and selective. The method for bile acids analysis by hollow 

fiber liquid phase microextraction showed high sensitivity, low solvent 

consumption, and good recovery. 
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TDCA Ácido Desoxicólico (Desoxycholic acid) 

TFA Ácido trifluoroacético 

TIC Cromatograma total de íons (Total ion chromatogram) 

TLCA Ácido Taurolitocólico (Taurolithocholic Acid) 

TMCS  Trimetilclorosilano 

TMSI  Trimetilsililimidazol 

TOF Time of flight 

UDCA Ácido Ursodesoxicólico (ursodesoxycholic acid) 

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais 

UPLC Ultra Performance líquid chromatography 

UV Ultra Violeta 

UV Detector por absorção ultravioleta 
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1.1 RELEVANCIA E OBJETIVOS 

Atualmente existe uma grande preocupação quanto à utilização e a 

exposição à substâncias químicas. Entretanto, toda matéria é constituída por 

substâncias químicas e estas estão presentes nos alimentos e medicamentos 

que consumimos, nas roupas que usamos, no ambiente de trabalho, na água e 

inevitavelmente no ar que respiramos. De acordo com o registro geral de 

substâncias químicas (CAS Registry) existem mais de 78 milhões de 

substâncias orgânicas e inorgânicas registradas e a cada dia cerca de 15000 

novas substâncias são adicionadas. Porém, os aspectos tóxicos e como é 

realizado o controle da exposição a estas substâncias são escassos. Além da 

exposição a substâncias presentes no ambiente de trabalho, a exposição à 

poluição ambiental é mais expressiva. Isso ocorre principalmente nos grandes 

centros onde existe um maior lançamento de resíduos industriais nos rios, 

destino inadequado do lixo doméstico e maior emissão de poluentes 

ambientais (Landrigan, 1992; Niosh, 1995; Química, 1995; CAS, 2014).  

No Brasil a exposição no ambiente de trabalho é controlada pelas 

normas regulamentadoras através da lei 3214 de 1978 do Ministério do 

Trabalho, onde a NR-15 e a NR-7 preveem, respectivamente valores limites de 

exposição e parâmetros para controle biológico da exposição ocupacional a 

agentes químicos (Brasil., 1999).  

O monitoramento de substâncias nos ambientes de trabalho pode não 

refletir a quantidade absorvida das substâncias, sendo que fatores como, 

tempo de permanência no local de exposição e as características individuais, 

podem afetar a absorção. Para evitar o dano produzido por estas substâncias 

propõe-se a utilização de equipamentos de proteção individual (EPI) e 

equipamentos de proteção coletiva (EPC) e a monitorização dos sistemas 

biológicos. Nas atividades de monitorização biológica o bioindicador é a 

substância inalterada, ou seu produto de biotransformação ou alterações 

bioquímicas ou hematológicas que apresentem correlação com a exposição 

(Aitio e Kallio, 1999; Kato, Garcia e Wünsch Filho, 2007). Entretanto, estas 

alterações na maioria das vezes não refletem o efeito promovido pela 
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substância, menos ainda com precocidade, sendo que a detecção precoce 

pode diminuir a ocorrência dos efeitos danosos à saúde. Além do mais, a 

avalição dos indicadores biológicos depende da sua presença nos materiais 

biológicos com informações toxicológicas referentes a cinética e mecanismo de 

ação assim como de métodos analíticos adequados para sua determinação 

(Neves, 1999).  

Após a descoberta do genoma humano novas tecnologias ômicas  

surgiram e estão sendo aplicadas para a descoberta de novos perfis de 

doenças entre elas as promovidas pela exposição à substâncias químicas e 

ainda a presença de novos biomarcadores. Entre essas tecnologias podemos 

citar o estudo do metaboloma, que nas suas diferentes modalidades atua 

diretamente aplicado a esta finalidade. Como o número de metabólitos é de 

aproximadamente 3000 compostos os quais apresentam características 

diferentes, novos métodos analíticos devem ser desenvolvidos para as análises 

das vias metabólicas, dos metabólitos alvos ou do conjunto destas substâncias 

(Nicholson e Wilson, 2003; Dunn e Ellis, 2005; Nielsen e Oliver, 2005; Patti, 

2011). Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos de derivatização, 

extração, identificação e quantificação é o principal objetivo deste trabalho 

visando a sua aplicação para contribuir no diagnóstico e prevenção de doenças 

e intoxicação. A metodologia desenvolvida é composta pela derivatização que 

foi realizada utilizando micro ondas. A microextração em fase líquida foi 

realizada utilizando fibra oca HF-LPME. As técnicas utilizadas para a 

separação foram a cromatografia gasosa e líquida, acopladas a espectrometria 

de massas.  

O presente trabalho esta dividido em cinco capítulos. No primeiro 

capitulo serão abordados os conceitos da monitorização da exposição a 

substâncias químicas, a definição de metabolômica e suas estratégias e os 

métodos analíticos e amostras utilizados para a sua determinação.  

No segundo capitulo serão abordados os aspectos referentes à 

derivatização dos ácidos biliares por meio da sililação assistida as micro-ondas 

como fonte de aquecimento, e a otimização do método analítico. 
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No terceiro capítulo serão abordados o desenvolvimento de um método 

de microextração em fase líquida utilizando membrana oca para a 

determinação de ácidos biliares por LC/MS e sua aplicação na análise do 

plasma de indivíduos expostos e não expostos a solventes. 

No quarto capitulo serão abordados os aspectos da análise dos 

aminoácidos no liquido cefaloraquidiano (LCR) para o estudo do metaboloma. 

Será apresentada também a otimização e aplicação do método em amostras 

de pacientes hospitalizados e portadores do HIV.  

O último capítulo, se refere a conclusão geral e as perspectivas de 

trabalho. 

1.2 ASPECTOS GERAIS 

1.2.1 Exposição a Substâncias Químicas Hepatotóxicas 

Para prevenir as exposições excessivas e potenciais intoxicações 

ocupacionais, é realizada a monitorização do ambiente de trabalho e do próprio 

trabalhador (monitorização biológica). Entretanto, para que a monitorização 

biológica possa ser realizada é necessária a existência de parâmetros 

bioquímicos, biológicos ou funcionais, em amostras biológicas dos indivíduos 

expostos, que se correlacionem com a exposição ou ação da substância no 

organismo.  Esses parâmetros são denominados biomarcadores, 

bioindicadores ou indicadores biológicos, e são representados pelos próprios 

compostos inalterados, produtos de biotransformação ou substâncias 

endógenas presentes em amostras de urina, sangue ou outra matriz biológica 

(Jakubowski e Trzcinka-Ochocka, 2005; Schmidt, 2006; Torres Pombo, Lama 

Varela e Torres Rivas, 2011). Os bioindicadores podem ser classificados em 

biomarcadores de exposição, de efeito e de susceptibilidade (Aitio e Kallio, 

1999).  

A monitorização biológica da exposição aos solventes clorados, até o 

momento, é feita utilizando-se os biomarcadores de exposição também 

denominados bioindicadores de dose interna, que se correlacionam com o 
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amplo conceito de “dose interna”, ou seja, que podem representar tanto a 

concentração do xenobiótico absorvido pelo organismo, quanto à quantidade 

da substância que foi distribuída e está, por exemplo, acumulada em 

determinado local. Eles permitem a avaliação da exposição a cada substância 

individualmente, e seus valores limites são interpretados também deste modo 

(Imbriani et al., 2001; Jakubowski e Trzcinka-Ochocka, 2005).  

É necessário considerar também as diversas interações que podem 

ocorrer entre os diferentes solventes absorvidos pelos indivíduos expostos, 

especialmente, na biotransformação. As interações metabólicas afetam a 

eliminação dos produtos formados, aumentando ou diminuindo a concentração 

urinária destes. Assim, a avaliação da exposição realizada pela determinação 

do metabólito urinário pode subestimar o nível real da absorção de um 

determinado solvente (Thomas et al., 1996; Lof e Johanson, 1998; Viau, 2004) 

É importante, portanto, que ao lado da biomonitorização de dose interna, 

que seja realizado sempre que possível a avaliação das alterações 

relacionadas com a ação dos xenobióticos no organismo. É a chamada 

monitorização biológica de efeito que utiliza os biomarcadores de efeito que 

são as alterações, bioquímicas, fisiológicas ou comportamentais, precoces e 

reversíveis, que podem ser mensuradas em amostras biológicas e se 

relacionam com a ação do xenobiótico no organismo. Os biomarcadores de 

efeito, quando utilizados com finalidade preventiva, representam alterações 

biológicas não adversas. Muitas vezes, no entanto, as alterações relacionadas 

à ação da substância no organismo já correlacionam com o aparecimento de 

efeitos adversos, ou seja, nesses casos, está sendo diagnosticada, 

precocemente, uma intoxicação (Ikeda, 1999; Jakubowski e Trzcinka-Ochocka, 

2005; Schmidt, 2006).  

Atualmente, a necessidade da detecção precoce de disfunção hepática 

tornou-se mais importante, devido a maior restrição do uso de solventes com 

maiores efeitos nocivos e as medidas utilizadas para o controle da exposição 

(higiene industrial) serem cada vez mais aplicadas. Assim, a preocupação é 

maior com os efeitos crônicos, advindos de exposição a baixas concentrações 

ambientais de solventes, que podem causar doenças subclínicas, danos 
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hepáticos, renais e cerebrais (Anagnostopoulos et al., 2004; Baker, 2008; 

Keski-Santti et al., 2010; Escobar et al., 2011; Toros et al., 2011; Ramirez et al., 

2012).  

A determinação da atividade das enzimas transaminases, fosfatase 

alcalina e -glutamil-transferase que são os parâmetros bioquímicos clássicos e 

menos sensíveis à avaliação precoce, é utilizada na avaliação da ação da 

maioria dos agentes hepatotóxicos conhecidos (De Paiva e De Siqueira, 2005).  

Frente a esse fato, estudos de testes mais sensíveis para avaliar a 

hepatotoxicidade têm sido propostos, com a finalidade de detectar as 

alterações tóxicas no estágio inicial de desenvolvimento, impedindo a 

instalação do dano hepático e as alterações das funções fisiológicas essenciais 

à saúde humana. Dentro desse contexto destacam-se os ácidos biliares (AB), 

uma vez que, a regulação do metabolismo desses ácidos é uma das principais 

funções do fígado e alterações detectáveis nos níveis dos AB podem refletir 

uma disfunção hepática ainda em estágio inicial. 

Dados existentes na literatura deixam evidente que os ácidos biliares 

podem ser utilizados como indicadores biológicos de efeito, porém a exposição 

a diferentes concentrações ou mistura de solventes pode não ser evidenciada 

na análise dos ácidos biliares totais (De Paiva e De Siqueira, 2005; Hao et al., 

2011).  

A determinação dos ácidos biliares totais é um indicador importante na 

avaliação do dano hepático, e a sensibilidade e especificidade dessa 

determinação, aliada às diferentes ações hepatotóxicas desenvolvidas pelos 

hidrocarbonetos alifáticos clorados, motiva a avaliação dos ácidos biliares 

individuais como possíveis indicadores biológicos precoces do dano hepático 

promovido pelos solventes.  

1.2.2 Análise do Metaboloma 

É cada vez mais evidente que nossa capacidade de modificar o perfil 

metabólico ajudará a descobrir muitas áreas anteriormente inacessíveis da 
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biologia (Kell, 2004). Analogamente à outras tecnologias "ômicas", o 

metaboloma é definido como a análise quali e/ou quantitativa dos metabólitos 

com peso molecular de até 1500 (Da) presentes num fluido biológico, célula ou 

organismo sob um dado conjunto de condições fisiológicas. O uso das 

tecnologias pós-genômica é muito importante para comprovar a associação 

entre marcadores moleculares e doenças (Goldsmith et al., 2010).  Entretanto a 

complexidade da análise de DNA, RNA, proteínas, e suas alterações convergiu 

para a análise dos metabólitos mesmo apresentando um número significativo 

de metabólitos a serem analisados (Lewis, Asnani e Gerszten, 2008).  

Em todas as tecnologias ômicas, os componentes individuais 

(transcriptoma, proteoma e metaboloma) são complexos. Uma alteração no 

DNA reflete na alteração de várias proteínas, que por sua vez influencia 

diretamente a produção dos vários metabólitos. Entretanto, a alteração 

metabólica pode ser produzida pela alteração de uma ou mais proteínas 

envolvidas na produção do metabólito (Nielsen e Oliver, 2005; Álvarez-

Sánchez, Priego-Capote e Luque De Castro, 2010). A Figura 1.1 mostra a 

relação entre as tecnologias ômicas.  

 

Figura 1.1 - Relação entre as tecnologias ômicas. 
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O conceito de metaboloma, como uma visão global de metabólitos 

produzidos por um organismo foi introduzido na década de 70 e os métodos 

existentes eram insuficientes para analisar o perfil do metaboloma humano. A 

metabolômica envolve o estudo de moléculas pequenas de células, tecidos, 

órgãos ou outros fluidos biológicos. Fazem parte desse conjunto de pequenas 

moléculas os metabólitos primários e intermediários, assim como as 

substâncias exógenas e seus metabólitos, como fármacos e outras substâncias 

químicas (Kaddurah-Daouk, Kristal e Weinshilboum, 2008; Sana, Waddell e 

Fischer, 2008). No estudo do metaboloma, a análise das pequenas moléculas 

pode representar um problema, pois as amostras são extremamente 

complexas e a identidade química pode ser mascarada/ocultada.  Porém, a 

identificação e quantificação destes metabolitos específicos podem indicar o 

crescimento normal ou a presença de alterações celulares provocadas por 

poluentes presentes no ambiente de trabalho, uso de medicamentos ou drogas 

de abuso, e a exposição a poluentes ambientais (Sana, Waddell e Fischer, 

2008).  

O perfil metabólico constituído por pequenas moléculas com 

reconhecimento de transcrição e expressão/atividade proteica, pode ser 

utilizado para o estabelecimento de possíveis substâncias causadoras de 

doenças ou mesmo de substâncias benéficas ao organismo. Este estudo 

possibilita uma resposta mais rápida, do que a avaliação da alteração no 

transcriptoma, proteoma ou genoma. Um exemplo da precocidade da análise 

do metaboloma foi a descoberta da alcaptonuria pelo acúmulo de ácido 

homegenistico, devido a um erro inato do metabolismo (Vangala e Tonelli, 

2007). O Fingerprint de uma doença específica pode ser definido pela interação 

dos métodos de alta definição de genoma, proteoma e metaboloma (Quinones 

e Kaddurah-Daouk, 2009).  

O perfil metabólico, que é interpretado como a assinatura metabólica, 

tem sido utilizado como ferramenta para o esclarecimento do mecanismo de 

diversas doenças cardiovasculares, neurológicas (Lewis, Asnani e Gerszten, 

2008; Quinones e Kaddurah-Daouk, 2009), alterações neuro-motoras, 

depressão, doença de Alzheimer (Dagani et al., 1993; Xia et al., 2009; 

Kaddurah-Daouk et al., 2011; Zhang et al., 2012; Zheng et al., 2013), efeitos 
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tóxicos de medicamentos, nutrição e câncer (Davis e Milner, 2004; Kato et al., 

2009; Oresic, 2009) oferecendo informações complementares às informações 

do genoma e proteoma  (Teng et al., 2009). Esses perfis são compostos por 

dezenas de metabólitos oriundos quali e/ou quantitativamente em estados 

patológicos ou através de exposição à substâncias químicas em várias 

situações (Kaddurah-Daouk, Kristal e Weinshilboum, 2008). 

As diversas formas de analisar o metaboloma e suas características 

estão resumidas na Tabela 1.1. 

Tabela 1.1 - Estratégias analíticas para pesquisa em metabolômica. 

Critério Metaboloma Perfíl Metabolico “Fingerprinting” 
Metabolito 

alvo 

Objetivo 

Análise global 

dos metabólitos 

Metabólitos para 

um grupo de 

metabólitos 

Screening das 

amostras para 

classificação 

Análise de 

poucos 

metabólitos 

Seletividade dos 

metabólitos 
Não Sim Não Sim 

Via metabólica 

específica 
Não Sim Não Sim 

Amostras biológicas  Células, tecidos e fluídos biológicos 

Preparo de amostras Genérico Seletivo Genérico Seletivo 

Análise Qualitativa e 

quantitativa 

Qualitativa e 

quantitativa 
Qualitativa 

Qualitativa e 

quantitativa 

Métodos analíticos  
GC/MS, LC/MS, 

CE/MS, NMR 

GC/MS, LC/MS, 

CE/MS, NMR 

GC/MS, LC/MS, 

CE/MS, NMR 

GC/MS, 

LC/MS, 

CE/MS, NMR 

Tempo de análise Extenso Extenso Curto Extenso 
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1.2.3 Preparo de Amostra 

Os experimentos em metaboloma incluem o preparo de amostra, as 

analises instrumentais, o processamento e a interpretação dos dados. Todas 

essas etapas podem ser realizadas de diferentes maneiras, pois depende de 

fatores como natureza da amostra e da técnica analítica disponível.  

O preparo de amostra é uma das etapas de maior desafio na química 

analítica requerendo um grande tempo para ser efetuada e muitas vezes esta 

etapa é subestimada na análise do metaboloma. Em um sistema biológico, o 

número de substâncias químicas e a variedade de classes de compostos 

podem ser superiores a um milhão de substâncias (Moco et al., 2007; 

Danielsson et al., 2010), porém o número de metabolitos para microorganismos 

simples pode variar de 240 para simples bactérias como Mycoplasma 

pneumoniae a 800 para Escherichia coli. (Van Der Werf et al., 2007). Por 

existirem ainda muitos genes não descobertos nos genomas e a ampla 

especificidade de muitos substratos, este número pode ser ainda duas ou três 

vezes maior.  

O primeiro requisito para a análise de metaboloma é o uso de técnicas 

abrangentes disponíveis devido a variedade de metabólitos possíveis (Kell, 

2004). Identificar e quantificar os metabólitos é difícil pela diversidade das 

classes de compostos químicos presentes como peptídeos, carboidratos, 

lipídios, nucleosídeos e a presença dos produtos do catabolismo de compostos 

exógenos bem como pelo comportamento cinético, o que dificulta os protocolos 

de coleta (Stitt e Fernie, 2003; Saghatelian e Cravatt, 2005; Wishart et al., 

2008). Além disso, o elevado número de metabolitos individuais com uma 

grande variação em suas estruturas químicas dificultam as análises e requerem 

técnicas avançadas de separação e análise(Stitt e Fernie, 2003). 

A seleção dos metabolitos a serem identificados e quantificados pode 

ser feita de acordo com a via metabólica a ser estudada e apresenta elevada 

importância na interpretação dos dados obtidos (Villas-Boas, Hojer-Pedersen et 

al., 2005, XIA Jian-Fei, 2009). Geralmente os métodos usados são extração por 

solventes, extração em fase sólida (SPE) ou cromatografia por imunoafinidade. 
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Os métodos de extração por solventes são utilizados para a análise de 

metabólitos intracelulares e plasmáticos, porém é importante que a interrupção 

do metabolismo seja conseguida rapidamente com alteração na temperatura ou 

alteração de pH, no caso de determinação dos metabolitos provenientes de 

cultura de células ou microorganismos. Novos métodos de extração como a 

SPME e extração com membranas estão sendo aplicados nos estudos de 

metaboloma (Vuckovic et al., 2010; Dixon et al., 2011; Rocha et al., 2012). A 

Tabela 1.2 mostra os diversos métodos de extração e determinação para 

estudos de metaboloma.  

Diferentes técnicas de separação acopladas a espectrometria de 

massas (MS) possibilitam a identificação e quantificação do perfil metabólico de 

microorganismos, celulares e humanos tais como, cromatografia líquida 

acoplada a espectrometria de massas (LC/MS) (Kiefer, Portais e Vorholt, 

2008), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) 

(Pasikanti, Ho e Chan, 2008; Tiziana Pacchiarotta, 2010), eletroforese capilar 

acoplada a espectrometria de massas (EC/MS)  (Monton e Soga, 2007; Garcia-

Perez et al., 2008).  

Em relação as amostras utilizadas para a análise do metaboloma, 

sangue e urina são as matrizes biológicas mais comuns de se utilizar na 

determinação do perfil metabólico, pois são matrizes utilizadas rotineiramente e 

de fácil coleta, sendo que a coleta da urina é preferida por não ser invasiva 

(Zhang et al., 2007). Porém, pesquisas feitas em outras matrizes como o 

líquido céfalo-raquidiano (LCR) ou tecidos proveniente de biopsias, são 

importantes devido à simplicidade da matriz em relação ao plasma e ao fato de 

ter relevância em várias doenças diretamente relacionadas ao sistema nervoso 

central (SNC), sendo que a sua composição está relacionada à produção de 

metabólitos no cérebro, como por exemplo sobre as lesões cerebrais na 

doença de Parkinson e na esclerose múltipla (Wishart et al., 2008). 
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Tabela 1.2 - Métodos analíticos, tipos analitos, matrizes utilizadas e técnica de preparo de amostras utilizadas nos estudos 

metabolômicos     .           (continua) 

Referência Analitos Matriz Preparo de amostras Método 

(Flores-Valverde e 

Hill, 2008) 

Esteróides, 

glicocortóides e 

progestógenos 

Ovários e fígado SPE UPLC-TOF MS 

(Wu et al., 2009)  

Carboidratos, 

aminoácidos, ácidos 

graxos 

Urina Metanol GC-MS 

(Snyder et al., 

2010) 

L--Metilamino-

alanina 
Tecidos LLE GC × GC-ToFMS 

(Uhl et al., 2011) Glicerofosfolipídeos  Plasma Methanol LC-MS/MS 

(Caldeira et al., 

2012) 

Cicloalcanos, 

aldeídos aromáticos 

e cetonas 

Ar exalado HS-SPME GC × GC-ToFMS 
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Tabela 1.2 - Métodos analíticos, tipos analitos, matrizes utilizadas e técnica de preparo de amostras utilizadas nos estudos 

metabolômicos .               (concluído) 

Referência Analitos Matriz Preparo de amostras Método 

(Rocha et al., 2012) 

Hidrocarbonetos, 

aminas, amidas, 

ésteres, cetonas, 

aldeídos, álcoois, 

terpenóides 

Urina HS-SPME GC × GC-ToFMS 

(Wang et al., 2012) Ácidos graxos Soro ou plasma ELL ou LLE GC-MS 

(Zheng, Dixon e Li, 

2012) 
Aminoácidos Saliva Acetona (−20 °C) LC−FTICR-MS. 

(Paiva et al., 2013) Aminoácidos CSF Metanol (−20 °C) GC-MS 
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As análises em matrizes biológicas complexas como plasma, soro, 

sangue total, urina, saliva e diversos tecidos, que muitas vezes apresentam 

teores proteicos elevados, necessitam de processos de preparo de amostra 

adequado para proporcionar a extração de um maior número de analitos 

possíveis. Outro fator que importante para o preparo das amostras é a 

presença destes analitos em baixas concentrações (Fu, Guan e Bao, 2006; 

Álvarez-Sánchez, Priego-Capote e Castro, 2010).   

Entre as técnicas utilizadas para preparo de amostras biológicas estão a 

extração líquido-líquido (ELL) (Legido-Quigley et al., 2010; Zhu et al., 2011; 

Matysik, Kluenemann e Schmitz, 2012), extração em fase sólida (SPE) 

(Zivanovic et al., 2008; Arvidsson et al., 2009; Kuklenyik et al., 2011), extração 

com fluido supercrítico (SCFE) (Taguchi, Fukusaki e Bamba, 2013), e após a 

sua introdução em 1990 a microextração em fase sólida (SPME) (Dixon et al., 

2011). Recentemente com a finalidade de aumentar a eficiência da extração a 

combinação de 2 técnicas de extração vem sendo utilizada (Rezaee e 

Mashayekhi, 2012). Para a maioria dos compostos orgânicos a extração 

líquido-líquido é utilizada convencionalmente seguida ou não de derivatização. 

Porém, a extração liquido-líquido e o método de derivatização convencional, 

requerem um extensivo trabalho laboratorial, consumindo grandes quantidades 

de solventes orgânicos que são tóxicos e requerendo um tempo prolongado de 

análise. A utilização de grande volume de solventes e amostras são as 

desvantagens da ELL convencional.   

Desse modo, com a finalidade de diminuir o volume de amostra utilizada 

na extração e a utilização de solventes em grande escala, a miniaturização das 

técnicas de extração vem chamando atenção, pelas vantagens oferecidas 

assim como a redução das etapas do preparo de amostra e a possibilidade de 

aplicação da técnica no diagnóstico de diversos tipos de doenças (Pena-

Pereira, Lavilla e Bendicho, 2010; Silva, Passos e Camara, 2012).  

Entre as principais técnicas de microextração existentes destacam-se a 

microextração em fase sólida (SPME), a microextração em gota suspensa 

(SDME) e a extração por membranas incluindo a extração com fase líquida 

suportada em membranas (SLE- “suported liquid membrane”), extração líquido-
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líquido em membrana microporosa (MMLLE -“microporous membrane liquid-

liquid extraction”) e a microextração em fase líquida (LPME – “liquid phase 

microextraction”) (Arthur e Pawliszyn, 1990; Rasmussen et al., 2000; Majors, 

Jonsson e Mathiasson, 2003; Rasmussen e Pedersen-Bjergaard, 2004).  

A SPME foi introduzida com a finalidade de reduzir o volume de amostra 

necessária para a utilização, diminuição do consumo de solvente, possibilidade 

de automação e injeção on-line, maior seletividade e especificidade na 

extração e aplicações direta in vivo (Arthur e Pawliszyn, 1990; Esrafili, Yamini e 

Shariati, 2007; Souza Silva, Risticevic e Pawliszyn, 2013) 

A SDME foi introduzida por Jeannot e Cantwel em 1996, onde uma 

microgota de solvente orgânico imiscível em água é acondicionada em uma 

barra de PTFE para imersão na amostra, após a extração dos analitos de 

interesse, a microgota é retirada e injetada em um cromatógrafo a gás. 

(Jeannot e Cantwell, 1996). A técnica foi modificada, utilizando uma 

microseringa como suporte e não mais a barra de PTFE. Apesar dos analitos 

que possuem alto coeficiente de partição, atingirem altas concentrações, já que 

são transferidos por difusão, a SDME parece não ser tão robusta, 

apresentando perdas de solvente principalmente pela agitação da amostra 

(Pedersen-Bjergaard e Rasmussen, 2005; Fu, Guan e Bao, 2006). 

A extração por membranas é mais robusta e apresenta alta seletividade, 

o que permite obter extratos livres de interferentes e análise em níveis de 

traços devido a concentração dos analitos na fase de extração (Jonsson e 

Mathiasson, 2003).  Na SLE o solvente orgânico é imobilizado em uma 

membrana porosa, formando uma barreira entre as fases aquosas. A fase 

orgânica está entre as duas fases aquosa. Após o ajuste do pH da fase aquosa 

os analitos são transferidos para a fase aceptora, que apresenta pH contrário a 

fase doadora, a fim de impedir a volta dos analitos para a fase doadora. A fase 

aceptora é transferida para a o GC ou HPLC e analisada (Jonsson e 

Mathiasson, 1999).  
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Em virtude do crescimento e aplicações dos estudos de metaboloma, o 

desenvolvimento de novos métodos de extração, derivatização e determinação 

são necessários para a análise mais abrangente destes metabólitos. 
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2.1 REVISÃO DA LITERATURA 

Os ácidos biliares são ácidos esteroidais produzidos durante o 

metabolismo hepático do colesterol, todos com um grupamento carboxila 

localizado na cadeia lateral (Batta e Salen, 1999; Fini, Feroci e Roda, 2002; 

Burkard, Von Eckardstein e Rentsch, 2005). Eles estão presentes em vários 

fluidos biológicos, em diferentes composições e quantidades, na sua forma 

ionizada. A composição qualitativa dos ácidos biliares na bile, soro e urina, 

varia de acordo com suas propriedades físico-químicas e com as diferentes 

taxas de absorção intestinal e depuração (Roda, Piazza e Baraldini, 1998; Fini, 

Feroci e Roda, 2002). 
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Figura 2.1 – Estrutura dos principais ácidos biliares – ácido cólico (1); ácido 

litocólico (2); ácido chenodesoxicólico (3); ácido ursodesoxicólico (4) presentes 

no plasma. 
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O metabolismo hepático e intestinal dos ácidos biliares pode ser 

influenciado por doenças hepáticas e gastrintestinais. Assim, alterações na 

síntese hepática, no metabolismo intracelular, na excreção e absorção 

intestinal ou na recaptura dos ácidos biliares do plasma resultam em distúrbios 

no metabolismo dos ácidos biliares (Roda, Piazza e Baraldini, 1998; Montet et 

al., 2002; Burkard, Von Eckardstein e Rentsch, 2005). O aumento da 

concentração de sais biliares no sangue ocorre devido a alterações na captura 

hepatocelular, provocadas por substâncias químicas e têm sido considerados 

como indicadores sensíveis na detecção precoce da disfunção hepática (Roda, 

Piazza e Baraldini, 1998; Montet et al., 2002; Kullak-Ublick, Stieger e Meier, 

2004; Burkard, Von Eckardstein e Rentsch, 2005; De Paiva e De Siqueira, 

2005; Cheng, Buckley e Klaassen, 2007; Geier et al., 2007). 

Os ácidos biliares estão presentes em baixas concentrações (mol L-1) 

no plasma e muitos deles como os ácidos chenodesoxicólico, desoxicólico e 

ursodesoxicólico (Figura 2.1) são estruturalmente similares. Isso implica que a 

determinação e quantificação dos ácidos biliares, analisados individualmente, 

exige métodos sensíveis e específicos. Existem vários métodos descritos na 

literatura para a determinação dos ácidos biliares em diferentes matrizes 

(Mashige et al., 1981; Iida et al., 1995; Iida et al., 2004; Burkard, Von 

Eckardstein e Rentsch, 2005).  A cromatografia liquida de alta eficiência 

(CLAE) tem sido usada para a determinação dos ácidos biliares, porém a sua 

combinação com a detecção ultravioleta (UV) não apresenta sensibilidade e 

seletividade necessárias, devido aos poucos grupos cromóforos existentes nas 

moléculas (Burkard, Von Eckardstein e Rentsch, 2005). Por outro lado, Iida et 

al., 1995 propuseram um método de cromatografia em fase gasosa (CG) 

utilizando coluna capilar e detector por ionização em chama, para determinar 

os ácidos biliares, após derivatização.  

Os requisitos para separação e análise de compostos utilizando a 

cromatografia gasosa são a volatilidade e a estabilidade térmica. Para análise 

de muitos compostos que não apresentam estas características, como os 

ácidos carboxílicos, aminas, aldeídos, fenóis é necessário que se proceda a 

uma derivatização, pois eles apresentam baixa volatilidade são termolabeis 

produzindo cromatogramas de difícil interpretação devido aos múltiplos picos e 
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a não separação de seus estereoisômeros (Wells, 1999; Schummer et al., 

2009; Kouremenos et al., 2010). Além de fornecer condições para análise por 

cromatografia gasosa a derivatização diminui a polaridade dos compostos e 

aumenta a sensibilidade e seletividade do detector para os analitos de 

interesse (Wells, 1999; Shareef, Angove e Wells, 2006; Schummer et al., 2009; 

Kouremenos et al., 2010).  

As reações de derivatização, que podem ser realizadas nas carboxilas, 

hidroxilas e grupamentos oxo das moléculas dos ácidos biliares, aumentam a 

estabilidade dos analitos para sua determinação por CG, mas apresentam 

como desvantagem, o aumento no tempo total de realização das análises 

(Batta e Salen, 1999; Batta et al., 2002; Burkard, Von Eckardstein e Rentsch, 

2005; Alnouti, Csanaky e Klaassen, 2008; Bobeldijk et al., 2008; Griffiths e 

Sjovall, 2010). 

Os compostos derivatizados podem ser separados em colunas 

cromatográficas com fases apolares. Os tipos de derivatização utilizados em 

cromatografia gasosa são a sililação, acilação, alquilação e condensação 

(formação de oximas e condensação de aminas com compostos carbonílilicos) 

(Drozd, 1981).   

 

Figura 2.2 – Grupos funcionais derivatizados por sililação 

As reações de sililação devem ser feitas com controle de temperatura e 

de tempo, pois a diminuição da temperatura e/ou tempo de reação para a 

sililação pode reduzir significantemente a concentração dos produtos formados, 

além de aumentar a possibilidade de formação de interferentes. Os grupos 
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funcionais passíveis de sililação e os seus produtos estão demonstrados na 

figura 2.2. Outra possibilidade para a diminuição da derivatização é a força de 

doação do grupo silil. Entre os sililantes utilizados, TMSI (trimetilsililimidazol), 

BSTFA (N,O-bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida) e MSTFA (N-metil-(trimetilsilil) 

trifluoroacetamida) apresentam respectivamente força decrescente de doação 

do grupo silil. A estrutura química dos reagentes sililantes e a reação geral de 

sililação estão representadas respectivamente nas figuras 2.3 e 2.4. Estes 

reagentes são usados na derivatização de hormônios esteroides (Zhou, Wang 

e Jia, 2007; Bowden et al., 2009), de ácidos biliares em amostras ambientais 

(Batta et al., 2002; Griffiths e Wang, 2009) e em metaboloma (Griffiths e Wang, 

2009; Kouremenos et al., 2010). Zhou et al. (2007) usaram a adição de 0,5% 

de TMSI ao BSTFA ou MSTFA para prevenir a formação de múltiplos derivados 

sililados e aumentar a eficiência de derivatização de compostos com vários 

sítios de derivatização, como o etiniestradiol. Como a sililação é uma reação de 

substituição nucleofílica o TMSI atua como agente desprotonante facilitando a 

sililação. Este efeito é semelhante ao efeito promovido pela adição da piridina 

na reação (Zhou, Wang e Jia, 2007). 
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Figura 2.3 – Estrutura química dos reagentes sililantes 
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Figura 2.4 - Reação geral para a sililação utilizando BSTFA. 

Na literatura são descritos diversos métodos de derivatização para os 

ácidos biliares, com formação de compostos sililados (Batta et al., 2002; Iida et 

al., 2004; Sebok et al., 2008; Tyagi, Edwards e Coyne, 2009). O método 

proposto por Tyagi, 2009, propõe o uso de uma mistura de BSTFA:piridina (1:1, 

v/v) aquecida a 60 ºC por 30 minutos. Em outro método proposto por Casas-

Catalan, 2004 foi utilizado etilcloroformato (ECF) para formação de etil éster 

nos grupos carboxílicos e trimetilsililimidazol (TMSI) para a sililação das 

hidroxilas por 20 min a 40 ºC. (Casas-Catalan et al., 2004; Tyagi, Edwards e 

Coyne, 2009).  

Diversos tipos de compostos derivatizantes são propostos para a 

sililação, com formação dos mesmos compostos derivatizados, diferenciando 

apenas no rendimento da formação e do número de interferentes (Kumar et al., 

2011). Vários estudos mostram a utilização de diferentes procedimentos e 

misturas de derivatizantes, tais como o MSTFA:NH4I:DTE (500:4:2, 40 µL, 

60ºC, 30 min), MSTFA:TMSI:TMCS (100:2:5, 40 µL, 60ºC, 30 min), 

MSTFA:TMCS (100:1:40 µL, 60ºC, 30 min), e BSTFA:TMCS (100:1, 40 µL, 

60ºC, 30 min) (Tyagi, Edwards e Coyne, 2009; Kumar et al., 2011). A mistura 

contendo NH4I, que foi utilizada para a derivatização, gerou um composto 

sililado que apresentou a melhor estabilidade e abundância de íons usados na 
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identificação. Entretanto o tempo para a reação foi mais extenso e pode ser 10 

vezes maior que o aquecimento por micro-ondas.  

Na derivatização utilizando aquecimento convencional o tempo é 

fundamental para sililação em todos os sítios, e pode ser longo. Entretanto o 

tempo gasto pode ser reduzido através de aquecimento por micro-ondas. 

Assim como na derivatização convencional a derivatização assistida por micro-

ondas requer a otimização da potência e tempo de aquecimento.  

A derivatização assistida por micro-ondas apresenta vantagens como a 

diminuição do tempo de aquecimento e consequentemente reduzir o tempo de 

preparo a amostras (Damm et al., 2010; Liebeke, Wunder e Lalk, 2010). No 

método de derivatização utilizando o aquecimento convencional em bloco 

aquecedor o tempo para a derivatização pode ser de 50 a 120 min, sendo que 

com a derivatização utilizando o aquecimento por micro-ondas o tempo pode 

ser reduzido à poucos minutos.  

A energia irradiada pelas micro-ondas não induz diretamente as reações 

químicas ou degradação, mas aquece eficientemente as misturas. A eficiência 

é atribuída à rápida transferência de energia e a capacidade dos reagentes de 

absorver as micro-ondas. A velocidade cinética da reação aumenta, promovida 

pela rápida transferência de energia transferida reduzindo o tempo requerido 

para a derivatização. Ainda a derivatização assistida por micro-ondas é de fácil 

manipulação ou manuseio com ausência de aquecimento no frasco de reação 

(Damm et al., 2010; Fiamegos, Karatapanis e Stalikas, 2010; Liebeke, Wunder 

e Lalk, 2010). 

Ranz (2008) e Kouremenos (2010) avaliaram o potencial da 

derivatização assistida por micro-ondas para a derivatização de herbicidas e 

para análise de metaboloma. No estudo realizado por Kouremenos, para 

diferentes classes de compostos (açucares, ácidos graxos e cetonas) a 

derivatização completa de grupos específicos pode necessitar de um tempo 

adicional de aquecimento (Ranz et al., 2008; Kouremenos et al., 2010).  

Este estudo apresenta pela primeira vez o uso de derivatização 

utilizando aquecimento por micro-ondas para a análise dos ácidos biliares. 
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2.2 OBJETIVO 

Propor um novo procedimento analítico para determinação de ácidos 

biliares por GC/MS usando derivação assistida por micro-ondas.  

2.2.1 Objetivos Específicos 

Otimizar os reagentes e as quantidades de derivatizantes utilizados. 

Obter um padrão de fragmentação para os ácidos biliares estudados. 

Otimizar e validar o método de determinação dos ácidos biliares 

derivatizados utilizando a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas. 

2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

2.3.1 Padrão dos Ácidos Biliares 

Todos os padrões de ácidos biliares foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, EUA) 

Ácido cólico (CA) 98% – Sigma - Aldrich 

Ácido litocólico (LCA) – Sigma – Aldrich 

Ácido ursodesoxicólico 99% (UDCA) – Sigma - Aldrich 

2.3.1.1 Preparo de Soluções Padrão 

As soluções estoque foram preparadas em metanol grau HPLC e as 

soluções de trabalho foram preparadas em diclorometano:metanol (2:1). As 

soluções estoque foram preparadas na concentração de 1,0 g L-1 e estocadas 

à -20 ºC. A partir dessas soluções foram preparadas soluções de 1,0 mg L-1 
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que foram utilizadas para a otimização da derivatização por micro ondas. As 

soluções de trabalho foram estocadas à 4 ºC. 

2.3.2 Reagentes e Solventes 

 Metanol, grau cromatográfico Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha), com 

grau de pureza de 99.9%. 

 Água ultra-pura obtida de sistema Elga (SP, Brasil) 

 Detergente neutro, Extran MA 02 da Merck (RJ, Brasil). 

 Hélio N-50 da Air Products, com 99,999% de pureza. 

 MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) - Sigma – Aldrich - 

(St. Louis, EUA) 

 BSTFA (N,O-bis(trimetilsilill)-trifluoroacetamida) + 1% TMCS - Sigma – 

Aldrich (St. Louis, EUA) 

 Metoxamina PA  - Fluka - (St. Louis, EUA) 

 Acetato de etila - grau cromatográfico – Merck KGaA (Darmstadt, 

Alemanha), com grau de pureza de 99.9%. 

 Diclorometano - grau cromatográfico – Merck, KGaA (Darmstadt, 

Alemanha), com grau de pureza de 99.9%. 

 Piridina, grau cromatográfico, Sigma-Aldrich Vo. (St. Louis, MO, EUA). 

2.3.3 Análises Cromatográficas – Instrumentação 

Foi utilizado um cromatógrafo a gás, modelo TRACE GC, equipado com 

injetor split/splitless, acoplado ao espectrômetro de massas modelo Polaris Q, 

com analisador de massas tipo Ion Trap, com ionização por impacto de 

elétrons (EI), marca Thermo Electron. Coluna cromatográfica capilar de fase 

estacionária 5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano, (30m x 0,25mm x 0,25μm 

Restek). As condições cromatográficas foram testadas para estabelecer as 

condições ideais de separação. A temperatura do injetor (TI) foi de 280 ºC, e 

foram testadas as temperaturas de 250, 280 e 300 ºC. A temperatura da fonte 

foi de 200 ºC e a temperatura de interface de 250 ºC. O gás de arraste utilizado 
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foi o Hélio (pureza de 99,999%) a um fluxo constante de 1,0 mL min-1 sendo 

injetado um volume de 1,0 µL.  

A programação de temperatura para forno de colunas na análise dos 

ácidos biliares foi: temperatura inicial de 100°C com patamar de 1 min, seguido 

de aquecimento a 12 °C min-1 até 250 °C, seguido de aquecimento a 3 °C min-1 

até 300 °C com patamar final de 4 min. O injetor operou no modo sem divisão 

(Splitless) durante 1 min, seguido de divisão (Split) na razão de 1:20. O 

espectrômetro de massas operou no modo impacto de eletrons (EI) com 

energia de 70 eV. As análises foram realizadas no modo varredura total de íons 

(faixa de 50–900 m/z). Após o estabelecimento dos íons gerados com a 

fragmentação, as análises foram realizadas no modo full scan e foram 

analisadas pela extração dos ions selecionados de acordo com os dados 

mostrados na Tabela 2.1.  

Para a derivatização foi utilizado um forno de micro-ondas Philco (faixa 

de potencia de 10 a 800 Watts). O tempo total da corrida cromatográfica foi de 

25 min e a aquisição e análise de dados foi feita com o programa Xcalibur da 

Thermo Finnigan (USA).  

Após a caracterização dos ácidos cólico, ursodesoxicólico e litocólico as 

condições de programação de temperatura do forno foi modificada com a 

finalidade de diminuir o tempo de análise para: temperatura inicial de 120°C 

com patamar de 1min, aquecimento a 15 °C.min-1 até  250 °C, aquecimento a 5 

°C.min-1 até 300 °C permanecendo por 4 minuto.  

2.3.4 Equipamentos 

 Microseringas de 50,0 e 100,0 µL (Hamilton – Reno, EUA) 

 Frasco de vidro transparente com tampa de rosca e lacre de 

polipropileno de capacidade de 2,0 e 10,0 mL (supelco, Bellefonte, 

EUA); 

 Balança analítica resolução 0,01 mg, modelo AX200 da Shimadzu 

(Columbia, USA). 
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 Estufa Biomatic Aparelhos Científicos Ltda (Porto Alegre, Brasil).  

 Chapa aquecedora com controle de temperatura e agitação magnética 

da IKA RHon (Wilmington,USA).  

 Bloco de alumínio 8,0 x 6,0 x 8,0 cm. 

 Agitador de tubos Vortex, modelo AP 56 (Phoenix, São Paulo, Brasil) 

 Agitador magnético Ika (Staufen, Alemanha); 

 Pipetas automáticas de diferentes capacidades de volume, Finnpipette 

e Oxford; 

 Forno de micro-ondas Philco 18 L modelo PMS 18N2 (faixa de potencia 

de 10 a 800 Watts);  

2.3.5 Procedimento de Derivatização 

Uma alíquota de 10,0 µL de solução de trabalho contendo a mistura dos 

ácidos biliares (cólico, ursodesoxicólico e litocólico) na concentração de 1,0 mg 

L-1 foi transferida para um tubo de vidro de 2,0 mL inserido dentro do frasco de 

análise (insert). O solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogênio a temperatura 

ambiente. Posteriormente 20,0 µL de metoxamina em piridina foram 

adicionados nas concentrações de 20,0 g L-1 e 40,0 µL de BSTFA + 1% TCMS 

foram adicionados sequencialmente. O insert foi acondicionado em tubo de 

vidro com tampa de silicone de 2,0 mL. A etapa final do processo de 

derivatização foi o aquecimento da mistura utilizando micro-ondas. A figura 2.5 

mostra o fluxograma do método para a derivatização dos ácidos biliares 

utilizando aquecimento por micro-ondas. O rendimento da derivatização foi 

comparado com o procedimento de derivatização convencional em bloco 

aquecedor. Diferentes potências (160, 240, 320, 480 e 640 watts) em diferentes 

tempos de derivatização (1, 2, 3, 4 e 5 min) foram avaliados em um conjunto de 

experimentos para avaliar a resposta, a reprodutibilidade e a velocidade da 

derivatização usando aquecimento por micro-ondas.  
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Figura 2.5- Fluxograma do método para a derivatização assistida por micro-

ondas dos ácidos biliares.  

2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.4.1 Confirmação dos Compostos Derivatizados 

O padrão de fragmentação dos ácidos biliares sililados foi estudado para 

possibilitar a sua identificação. Foram analisadas as perdas de grupamentos 

metila e trimetilsilil, além de outras fragmentações que apresentaram íons de 

relação m/z com intensa abundância. A Tabela 2.1 fornece informações sobre 

os íons formados para os ácidos biliares estudados. 
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Tabela 2.1 - Padrões de fragmentação dos ácidos biliares após a derivatização utilizando reagente sililante (BSTFA) e 

aquecimento por micro-ondas com posterior análise por GC-MS. 

Ácido Biliar 

 

tr (min) 

Fragmentos de íons selecionados utilizados para a identificação 

de cada ácido biliar (m/z) 

[M]  [M-15]+ 
Fragmentos de íons mais 

abundantes m/z 

Cólico 17,19 696,5 681 [M-2TMSOH]+=516 

[M-(2TMSOH+SiCH3)4]
+=428 

[M-3TMSOH]+=426 

Ursodesoxicólico 17.59 608.5 593 [M-2TMSOH]+=428 

[M-(15+2TMSOH)]+=413 

[M]  íon molecular.  



Capítulo 2 

34 
 

A perda de um grupamento de metila [M-15] gera um fragmento de m/z 

681 que foi utilizado, inicialmente, para identificar o ácido cólico. Porém este é 

o fragmento de menor intensidade (15,76%) como mostrado na Tabela 2.1.  O 

íon de m/z 426 é o referente a perda de [M-3TMSOH]. Este é um dos 

fragmentos mais abundantes (47,94%) do ácido cólico e foi também usado 

para avaliar o rendimento do sistema de derivatização estudado. O fragmento 

de m/z 516 é referente a perda de [M-2TMSOH]. Este íon apresenta maior 

intensidade relativa do ácido cólico e foi o fragmento utilizado para sua 

identificação. O íons de m/z = 428, de intensidade próxima a 20%, não pode 

ser usado, pois o cromatograma obtido para a pesquisa deste íons apresentam 

muitos interferentes. O espectro de massas para o ácido cólico esta 

apresentados na Figura 2.6.  

 

Figura 2.6 - Espectro de massas do ácido cólico sililado na concentração de 

1,0 mg L-1 , para a derivatização com aquecimento convencional a temperatura 

de 100 ºC por 60 min e por micro-ondas com aquecimento por 3 minutos em 

uma potencia de 240 W.  

A Figura 2.7 mostra o cromatograma obtido para o ácido cólico, 

utilizando a derivatização convencional na concentração de 1,0 mg L-1 a 100ºC 

por 60 minutos e a Figura 2.8 a derivatização por micro-ondas à 240 Watts por 

3 min.   
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Figura 2.7 - Cromatograma de massas do padrão de ácido cólico derivatizado  

a 1,0 mg L-1 após a derivatização convencional com aquecimento a 100°C por 

60 minutos, por GC/MS, modo positivo, em varredura completa (full scan  50 - 

900) com extração do íon de m/z 426.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8 - Cromatograma de massas do padrão de ácido cólico derivatizado  

a 1,0 mg L-1 após a derivatização utilizando aquecimento por micro-ondas na 

potencia de 240W por 3 minutos por GC/MS, modo positivo, em varredura 

completa (full scan  50 - 900) com extração do íon de m/z 426. 
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Na comparação das médias das áreas dos picos obtidas após a 

derivatização realizada pelas duas formas de aquecimento, verifica-se que não 

há diferença entre a eficiência da derivatização na formação dos compostos 

sililados. A formação dos compostos foi avaliada pelo padrão de fragmentação 

dos analitos sililados. Sendo assim , a utilização das micro-ondas para o 

aquecimento durante a derivatização é viavel e possibilta a redução tempo de 

reação de 60 para 3 minutos. 

Para o ácido ursodesoxicólico o fragmento de m/z 413, representa a 

perda de 2TMSOH+CH3. Este fragmento apresenta 32% de intensidade e é o 

menor entre os fragmentos pesquisados, entretanto a literatura sugere este 

fragmento para a identificação da presença do ácido ursodesoxicólico (Sebok, 

2008).  

O íon que apresenta 100% de intensidade relativa refere-se ao 

composto com m/z = 518. Este fragmento é formado pela perda do TMSOH 

(Figura 2.9). A literatura não sugere a utilização deste íon para a identificação 

do ácido ursodesoxicólico (Sebok et al., 2008), entretanto como a pesquisa dos 

outros fragmentos de m/z sugeridos apresentam menor intensidade relativa e 

maior possibilidade de interferência, o íon de m/z 518 foi o escolhido para a 

identificação do ácido ursodesoxicólico. O espectro de massas do ácido 

ursodesóxicólico referente ao composto sililado, está representado na Figura 

2.10. 

O ácido litocólico foi inicialmente adicionado ao grupo de compostos 

presente no estudo. Entretanto a dificuldade de elucidação da fragmentação, 

para correta identificação do composto, inviabilizou o estudo deste analito entre 

os analitos estudado. Sendo assim, foram feitos estudos complementares 

somente para os ácidos cólico e ácido ursodesoxicólico. 
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Figura 2.9 - Fragmentação do ácido ursodesoxicólico sililado com a formação 

de composto com m/z de 518 pela perda de [TMSOH]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10 - Espectro de massas do ácido ursodesoxicólico sililado na 

concentração de 1,0 mg L-1 , para a derivatização por micro-ondas com 

aquecimento por 3 minutos em uma potencia de 240 W. 
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2.4.2 Otimização da Derivatização por Micro-Ondas 

Recentemente alguns pesquisadores (Damm et al., 2010 e Kouremenos, 

et al., 2010) utilizaram o aquecimento por micro-ondas para a derivatização de 

diferentes analitos extraídos de diferentes matrizes, entretanto a utilização de 

micro-ondas para a sililação dos ácidos biliares ainda não foi estudada. 

As etapas otimizados para a derivatização dos ácidos biliares foram: 

quantidades de reagentes para a sililação, variação da potencia do micro-

ondas e tempo de reação.  Os volumes da solução BSTFA + 1% de TCMS 

estudados foram de 10,0 µL, 20,0 µL, 40,0 µL, 50,0 µL, 60,0 µL e 100,0 µL. A 

melhor resposta foi obtida para 40,0 µL. A derivatização completa depende da 

quantidade de reagente derivatizante proporcional aos analitos de interesse. 

Volumes menores dos reagentes derivatizantes são insuficientes para a 

derivatização completa e enquanto o excesso destes reagentes derivatizantes 

aumentam o número de picos no cromatograma total de íons (TIC).  

Para o estudo da potência (W) e tempo de irradiação (min), padrões e 

derivatizantes foram submetidos a radiação de micro ondas em potencia de 

160, 240, 320, 480 e 640 Watts por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. Cada condição foi 

testada em triplicata. A potencia de 240 Watts e o tempo de 180 segundos, 

foram as condições de melhor rendimento para a derivatização obtida para o 

ácido cólico e ursodesóxicólico e apresentaram repetibilidade aceitável (%CV 

<20%).  

A presença de interferentes é um problema comum quando a sililação é 

realizada em compostos que têm na sua estrutura grupamentos carboxílicos e 

fenólicos. Os ácidos biliares são derivatizados especificamente nesses grupos. 

Porém, a otimização das condições minimizam esta possibilidade de 

interferência, que é comumente encontrada (Zhou, Wang e Jia, 2007; 

Kouremenos et al., 2010). 

Assim como na derivatização convencional, o estabelecimento da 

potencia e tempo de derivatização é necessário para garantir a derivatização 

completa e evitar a formação de interferentes. A Figura 2.11 mostra o 

rendimento da derivatização em diferentes condições de potência e 
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temperatura para a mistura de (10:20:40) µL – padrão de ácido biliar + 

metoxamina + (BSTFA + 1% TMCS). Houve uma perda na formação dos 

ácidos biliares estudados com o aumento da potencia e diminuição da 

temperatura. Uma diminuição no rendimento dos produtos formados pela 

reação de derivatização foi verificada com a potência de 320 W e um intervalo 

de tempo de 90 s. A melhor condição foi com aquecimento a uma potencia de 

240 W durante 180 s. 

A mesma perda no rendimento da derivatização, devido ao aumento da 

potencia do micro-ondas, foi relatada por Kouremenos et al. (2010), em seu 

estudo, onde o aumento da potencia de 150 para 300 watts em um tempo de 

90 segundos, diminuiu três vezes a formação dos compostos sililados, afetando 

a intensidade da resposta. Outro fator importante a ser considerado é que com 

o aumento da temperatura no sistema fechado, o aumento da pressão interna 

pode degradar os compostos sililados formado o que contribui para a 

degradação e formação de interferentes.  

 

 

Figura 2.11 - Rendimento da derivatização frente a diferentes potências e 

tempo de derivatização. 
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Outro parâmetro avaliado foi a proporção de derivatizante utilizado. O 

MSTFA foi utilizado inicialmente como agente siilante, entretanto a adição de 

MSTFA, não promoveu a derivatização nos ácidos biliares e outros agentes 

sililantes foram testados. A mistura do reagente derivatizante escolhida foi o 

BSTFA + 1 % de TCMS e metoxamina. 

A Figura 2.12 mostra os resultados obtidos utilizando diferentes volumes 

de derivatizantes. Uma mistura de padrão de ácido biliar:metoxamina:(BSTFA + 

1%TMCS) de10:20:40 µL foi a melhor condição estudada, apresentando 

melhores resultados. Os resultados obtidos com a derivatização possibilitaram 

a identificação correta dos ácidos biliares e a separação cromatográfica. A 

derivatização incompleta mostra o aparecimento de mais de um pico 

cromatográfico referente a um mesmo analito (Zhou, Wang e Jia, 2007). A 

mesma interferência foi verificada por Kouremenos et al. (2010) para a análise 

de outros compostos. 

 

Figura 2.12 - Rendimento da derivatização frente a diferentes proporções de 

reagentes. 

Os resultados obtidos neste trabalho para as reações de derivatização 

utilizando micro-ondas mostram padrões de fragmentação semelhantes aos 
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resultados encontrados por Sebok et. al., 2008, na determinação convencional 

(100ºC por 1 hora) de ácidos biliares utilizando GC/MS. 

2.4.3 Estudo dos Parâmetros de Mérito do Método 

As curvas de calibração para os ácidos biliares (cólico e 

ursodesoxicólico) foram feitas em seis níveis de concentração (0,5; 1,0; 5,0; 

10,0; 15,0 e 20,0 mg L-1) em triplicada para cada concentração. A análise das 

variâncias das áreas dos picos da curva de calibração em função da média das 

áreas não foi constante para os ácidos cólico e ursodesoxicólico (dados não 

mostrados), sendo a heterocedasticidade confirmada pelo teste F para 95% de 

confiança. 

  Sendo assim o cálculo das equações de regressão foi realizado 

utilizando o método dos mínimos quadrados ponderados pelas variâncias da 

resposta. A Figura 2.13 mostra a curva analítica para o ácido cólico (y = 

4849,8x - 764,15) apresenta R2 =0,999 (p<0,0001). Para a faixa linear de 

trabalho de concentrações de 0,78 a 20 mg L-1 a massa injetada variou de 

0,129 a 3,30 ng. Estes resultados são semelhantes ao do estudo realizado por 

Sebok (2008), que obteve uma faixa linear de 0,43 a 3,46 ng. 

Para o ácido ursodesoxicólico, a curva analítica obtida (y = 4056,1x – 

1334,9) apresentou linearidade satisfatória na faixa de 0,44 ± 0,01 a 20,0 ± 

0,02 mg L-1 com R2 = 0,9975 (p < 0,0001).  
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Figura 2.13 - Curva analitica para a determinação da linearidade dos ácidos 

cólico e Ursodesoxicólico. 

Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) foram calculados 

de acordo com a recomendação da EURACHEM Guide através de 10 medidas 

consecutivas do branco. Os valores de LOD foram 0,23 e 0,13 mg L-1 para o 

ácido cólico e ursodesoxicólico, respectivamente. Os valores de LOQ foram de 

0,78 mg L-1 e 0,44 mg L-1 para o ácido cólico e ursodesoxicólico 

respectivamente. Estes valores são menores que os valores encontrados em 

outros estudos (Sebok et al., 2008; Kumar et al., 2011).  

No estudo da precisão intra-ensaio (repetibilidade) dez (10) replicatas 

nas concentrações de 1,0, 10,0 e 20,0 mg L-1 foram analisadas no mesmo dia. 

O coeficiente de variação médio foi de 4,76 % e 8,70 % para o ácido cólico e 

ácido ursodesoxicólico respectivamente.  
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Tabela 2.2 - Tempo de retenção, faixa linear, limite de detecção e quantificação 

na análise quantitativa dos ácidos biliares utilizando aquecimento por micro-

ondas. 

 
tr 

(min) 

Faixa 

Linear 

(mg L
-1

) 

LOD 

(mg L
-1

) 

LOQ 

(mg L
-1

) 

Precisão 

CV % 

     
1,0 

(mg L
-1

) 

10,0 

(mg L
-1

) 

20,0 

(mg L
-1

) 

Ácido cólico 17,19 0,78-20 0,23 0,78 9,32 3,90 1,08 

Ácido 

Ursodesoxicólico 
17,59 0,44-20 0,13 0,44 11,71 13,02 1,38 

        

Os resultados da repetitividade são semelhantes aos obtidos por Damm 

et al. (2010) que estudou a derivatização utilizando aquecimento por micro-

ondas para fármacos e drogas de abuso.  

2.5 CONCLUSÕES 

Este estudo apresenta um método alternativo utilizando a cromatografia 

gasosa, acoplada a espectrometria de massa para identificação e quantificação 

dos ácidos biliares utilizando derivatização assistida por micro-ondas. O padrão 

de fragmentação forneceu os íons característicos da perda de metila, TMSOH 

e Si(CH3)3 que são os fragmentos esperados na identificação  dos ácidos 

biliares. Foram avaliadas neste estudo a variação do protocolo de aquecimento 

no forno de micro-ondas. Este procedimento foi validado e demonstrou 

precisão e linearidade aceitáveis. Um estudo das variáveis interferentes no 

processo de derivatização foi realizado, e a derivatização completa foi 

conseguida após a adição de metoxamina. A irradiação das micro-ondas não 

induziu diretamente as reações químicas e/ou a degradação dos compostos 
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formados, mas é um método eficaz de aquecimento das misturas dos 

reagentes e assim reduz o tempo de preparação da amostra, necessário para a 

obtenção dos produtos derivatizados e com condições para identificar e 

quantificar os ácidos biliares . Comparando-se derivatização convencional com 

a derivatização utilizando micro-ondas, verifica-se que ambas resultaram em 

produtos totalmente derivatizados, adequados para a identificação e 

quantificação. 
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CAPITULO 3 - DETERMINAÇÃO DE ÁCIDOS BILIARES NO 

PLASMA POR LPME USANDO LCMS-IT-TOF
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3.1 REVISÃO DA LITERATURA  

Entre os metabólitos produzidos a partir do colesterol, estão os ácidos 

biliares, que apresentam na sua estrutura um grupo carboxílico na posição 23 

da cadeia lateral do grupo esteróide e um grupo hidroxila na posição 3 ou 3 

do anel A (Roda, Piazza e Baraldini, 1998; Fini, Feroci e Roda, 2002; Griffiths e 

Sjovall, 2010).  

Estes compostos são determinados nos fluídos biológicos utilizando 

técnicas espectofotométricas e cromatográficas (Mashige et al., 1981; Roda, 

Piazza e Baraldini, 1998; Fini, Feroci e Roda, 2002; Bentayeb et al., 2008). No 

método espectofotométrico são determinados os ácidos biliares totais, 

enquanto na separação cromatográfica, a identificação e quantificação de 

todos, é feita individualmente. Como os ácidos biliares apresentam similaridade 

entre si, à determinação individual de cada um destes pode indicar mais 

especificamente o dano hepático (Cheng, Buckley e Klaassen, 2007). Para a 

determinação individual dos ácidos biliares a cromatografia acoplada à 

espectrometria de massas tem sido utilizada para as análises. A cromatografia 

gasosa apresenta maior sensibilidade e resolução, porém faz necessária a 

derivatização prévia dos analitos, o que pode ser um fator limitante em relação 

a etapa de extração utilizada (Iida et al., 1995; Batta e Salen, 1999; Iida et al., 

2004; Kumar et al., 2011). As análises por LC-MS vêm sendo utilizada e não 

necessitam de derivatização prévia dos analitos e os procedimentos de 

extração são compatíveis com a analises instrumental (Alnouti, Csanaky e 

Klaassen, 2008; Bentayeb et al., 2008; Taguchi, Fukusaki e Bamba, 2013). A 

Figura 3.1 mostra a estrutura dos ácidos biliares. 

 

  



Capítulo 3 

48 
 

 

 

 

Ácido Biliar R1 R2 R3 R4 

Cólico OH H OH OH 

Deoxicólico H H OH OH 

Chenodeoxicólico OH H H OH 

Ursodeoxicólico H OH H OH 

Litocólico H H H OH 

Glicocólico OH H OH Glicina 

Taurocólico OH H OH Taurina 

Glicodeoxicólico H H OH Glicina 

Taurodeoxicólico H H OH Taurina 

Glicichenodeoxicólico OH H H Glicina 

Taurochenodeoxicólico OH H H Taurina 

Glicoursodeoxicólico H OH H Glicina 

Tauroursodeoxicólico H OH H Taurina 

Glicolitocólico H H H Glicina 

Taurolitocólico H H H Taurina 

 

Figura 3.1 - Estrutura Básica dos ácidos biliares primários e secundários e 

seus conjugados (A) e seus radicais substituintes.  

(A) 

(B) 
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3.1.1 Extração por Membranas 

Entre as principais técnicas de extração por membrana existentes, 

destacam-se a extração suportada por membranas (SLE- “suported liquid 

membrane”), e a extração líquido-líquido em membrana microporosa (MMLLE -

“microporous membrane liquid-liquid extraction” (Jonsson e Mathiasson,  1999; 

Rasmussen, Knut Einar et al., 2000; Majors, Jonsson e Mathiasson, 2003; 

Rasmussen e Pedersen-Bjergaard, 2004). Rasmussen e Pedersen-Bjergaard 

(2004) introduziram a técnica de microextração em fase líquida com fibras 

ocas, “hollow fiber liquid-phase microextraction” – HF-LPME que combina o 

conceito da extração com membranas (SLM e MMLE), pequeno volume de 

solventes orgânicos (fase aceptora) e matriz biológica (fase doadora), 

favorecendo a transferência dos analitos da fase aquosa para a fase orgânica 

(Psillakis e Kalogerakis, 2003; Rasmussen e Pedersen-Bjergaard, 2004; 

Lambropoulou e Albanis, 2005; Huang, Chen e Huang, 2009) 

Há duas configurações principais em que a LPME é empregada: 

configuração tipo “haste” (“rod-like”), onde somente uma microsseringa é 

utilizada para injetar e coletar a fase aceptora (Figura 3.2 A) e configuração em 

“U” (Figura 3.2 B), que utiliza duas microsseringas conectadas à fibra (Jonsson 

e Mathiasson, 1999;  Rasmussen, K. E. et al., 2000; Rasmussen e Pedersen-

Bjergaard, 2004).   

Uma membrana capilar porosa e hidrofóbica (fibra oca) é impregnada com o 

solvente orgânico de extração e o seu lúmen é preenchido com microlitros de 

uma fase aceptora (outro solvente orgânico). Com isso, a fase aceptora não 

entra em contato direto com a matriz aquosa (fase doadora), permitindo utilizar 

agitação constante durante a extração (Jonsson e Mathiasson, 1999). Devido 

ao pequeno diâmetro dos poros, geralmente de 0,2 µm, proteínas não são 

extraídas, o que é extremamente vantajoso nas análises de matrizes biológicas 

complexas.  Além disso, o baixo custo de cada unidade de extração possibilita 

o seu uso uma única vez, evitando problemas de “carry-over”, efeito 

normalmente observado em outras técnicas de extração por membranas.  
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Figura 3.2 - Representação esquemática da da microextração em fase líquida 

(LPME) empregando configuração em “U” (A) e do tipo “haste” (“rod-like”) (B). 

3.1.1.1 Modo de Extração Utilizando HF-LPME 

A extração HF-LPME pode ser realizada utilizando um sistema de duas 

ou três fases. No sistema de duas fases, a fase aquosa (fase doadora) contem 

os analitos que serão extraídos através de um solvente orgânico imiscível em 

água, que ficará imobilizado nos poros da membrana. O mesmo solvente 

orgânico utilizado na impregnação dos poros da membrana será introduzido no 

interior da fibra em volumes pequenos e compatíveis com o comprimento da 

fibra.  

No modo de três fases o analito também esta na fase doadora (aquosa) e 

será extraído por solvente orgânico imiscível em água imobilizado nos poros da 

membrana. Em seguida o analito é transferido para uma solução aquosa (fase 

aceptora) presente no interior da fibra. Na LPME de três fases a fase orgânica 

atua como barreira entre as fases aquosas para impedir o contato entre elas 

(Jonsson e Mathiasson, 1999). O coeficiente de partição octanol/água dos 

ácidos biliares estudado está entre 0,49 a 3,5 como mostra a tabela 3.1..  
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Tabela 3.1 - Coeficiente de ionização dos ácidos Biliares (pKa), coeficiente de 

partição octanol-água (Log P) dos ácidos biliares na forma não dissociada (Log 

PHA) e dos solventes utilizados na LPME e coeficiente de partição octanol-água 

(Log P) dos ácidos biliares na forma dissociada (Log PA
-). 

Ácido Biliar pKa Log PHA Log PA
- 

Ursodesoxicólico 6,58 3 2,16 

Hiodesoxicólico 6,58 3,08 2,33 

Glicochenodesoxicólico 4,3 2,12 0,49 

Cólico 6,4 2,93 2,01 

Taurolitocólico < 2,0 0,49 -3,27 

Desoxicólico 6,58 3,5 2,69 

Litocólico 6,78 3,42 2,43 

Hexano 
 

4 
 

Tolueno 
 

2,73 
 

Benzeno 
 

2,13 
 

Octanol 
 

3,15 
 

 

A Tabela 3.1 mostra o coeficiente de partição octanol/água dos solventes 

que podem ser utilizados como fase aceptora na LPME de duas fases. 

A LPME de 2 fases é utilizada para extrair analitos de característica 

neutra ou de baixa polaridade. Já o sistema de três fases é mais indicado para 

analitos moderadamente hidrofóbicos com grupos ionizáveis (ácidos ou bases 

fracas) (Pedersen-Bjergaard, Ho e Rasmussen, 2002). Geralmente, quando se 

usa extração por LPME os analitos são separados e identificados por 
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cromatografia líquida ou eletroforese capilar. A Figura 3.3 mostra o esquema 

da LPME no modo de 2 e 3 fases. 

 

Figura 3.3 - Representação da Microextração em fase líquida (LPME) para a 

extração dos analitos no modo de duas fases (A) sendo o lúmem da fibra oca 

preenchido com solvente orgânico e para a extração no modo de três fases (B) 

sendo o interior da fibra preenchido com solvente aquoso. 

3.1.2 Cálculo Teórico da Concentração dos Analitos no Método LPME 

Nos sistemas de duas fases os analitos são transferidos da amostra 

aquosa (fase doadora) para a fase orgânica (fase aceptora) presentes nas 

paredes porosas e interior da fibra capilar. O processo de equilíbrio pode ser 

descrito de acordo com a seguinte equação: 

A (doadora)  A (orgânica)    (1) 
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onde A representa o analito de interesse. O coeficiente de partição é definido 

como: 

       
       

     
  (2) 

onde:  

C eq.org = é a concentração de A na solução orgânica (aceptora) em equilíbrio 

C eq.d = é a concentração de A na solução doadora em equilíbrio  

Baseado na equação (2) e no balanço de massas do sistema de LPME 

de 2 fases, a recuperação (R) do analito no equilíbrio pode ser calculada como: 

  

   
            

                 
           (3) 

onde:  

Vorg = é o volume total de fase orgânica no sistema (soma do solvente orgânico 

presente nos poros da membrana e no lúmen da fibra) 

Vd = é o volume total da amostra 

De acordo com a equação (3) a recuperação depende do coeficiente de 

partição, do volume de solvente orgânico e do volume da amostra. Altas 

recuperações são obtidas para compostos com elevado coeficiente de partição. 

O rendimento pode ser aumentado testando diferentes solventes, ajustando o 

pH do meio de acordo com o pKa dos analitos e adicionando sais na solução 

doadora (efeito “salting out”) (Ho, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen, 2002). 
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3.2 OBJETIVOS 

Desenvolver e validar um método de microextração em fase líquida com 

fibra oca de polipropileno para determinação de ácidos biliares por 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolução 

LC-MS-IT-TOF. 

Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de plasma de 

voluntários expostos a solventes e em voluntários não expostos a solventes.  

Realizar um estudo comparativo entre as concentrações dos ácidos 

biliares presente no plasma e a atividade dos parâmetros de função hepática.   

3.3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.3.1 Amostras 

Para aplicar o método desenvolvido e validado foram coletadas amostras de 

sangue de 10 pessoas expostas a solventes orgânicos, técnicos de laboratório 

e funcionários da manutenção de equipamentos e peças constituíram o grupo 

que apresentam contato com solventes orgânicos, clorados, alifaticos e 11 

voluntários, não expostos ocupacionalmente a qualquer tipo de solvente, 

formaram o grupo controle.  

Todos os voluntários da pesquisa foram submetidos a um questionário 

(Anexo 1) sobre itens como identificação, condições de trabalho, hábitos 

pessoais, presença de patologias, etc. Assinaram um termo de consentimento 

pós informação de participação do trabalho (Anexo 2). O protocolo foi 

submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais (Anexo 3).  

Todas as amostras de sangue destinadas às análises dos ácidos biliares e 

dos demais parâmetros bioquímicos de função hepática (10 mL) foram 

colhidas, de ambos os grupos, no Laboratório de Analises Toxicológicas da 

UFMG.  
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3.3.1.1 Características da População Estudada 

Grupo em contato com solventes - Os trabalhadores apresentavam idade 

média  desvio de 37,4  9,5 anos e tempo de trabalho médio  desvio de 9,5  

9,2 meses. Entre as atividades desenvolvidas pelos trabalhadores está a 

manipulação direta de solventes orgânicos e clorados. Os trabalhadores do 

setor de manutenção tiveram exposição aos solventes presente em tintas e/ou 

removedores de tintas (tiner), assim como desengraxantes. Os demais se 

expuseram a solventes através da limpeza de laboratórios de pesquisa e/ou 

ensino de química. Todos os expostos a solventes nos laboratórios relataram o 

uso de luvas, óculos de proteção e máscara. Entretanto, os trabalhadores da 

manutenção relataram não utilizar nenhum equipamento de proteção individual 

(EPI).  

A jornada de trabalho oscilou de 40 a 48 horas semanal, com horário fixo de 

trabalho. O tempo de exposição aos solventes foi variável, visto que as 

atividades não são rotineiras. Entretanto, a exposição pode ter sido intensa 

pelo não uso dos EPI´s e pela duração do tempo de trabalho.  

A coleta de sangue foi realizada em jejum e o material acondicionado em 

tubo com heparina, sendo o plasma separado em duas porções, logo após a 

coleta das amostras, e armazenado a -20°C para posterior análise dos 

parâmetros clássicos de função hepática e dos ácidos biliares.  

Grupo controle - Os indivíduos do grupo controle, voluntários não expostos 

a solventes, com idade média  desvio de 46,54  17,38 anos foram escolhidos 

aleatoriamente, excluindo os portadores de hepatopatias. A coleta e 

acondicionamento das amostras foi realizada da mesma maneira em relação 

aos voluntários expostos. 

Fora utilizados kits da Bioclin para a determinação dos parâmetros clássicos 

de função hepática. O protoloco seguido para cada parâmetro foi o sugerido 

pelo fabricante dos kits. Para a determinação -GT, foi utilizado o método 

cinético e para a a determinação das transaminases e fosfatase alcalina foi 
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utilizado o método colorimétrico. Os protocolos de análise estão descritos no 

anexo 4. 

3.3.2 Reagentes e Solventes 

Os solventes utilizados como constituintes de fase móvel (metanol e 

acetonitrila) foram de grau cromatográfico obtidos respectivamente da Merck 

KGaA (Darmstadt, Germany) e J. T. Baker (Philipsburg, EUA). O ácido fórmico 

e ácido acético, utilizados como modificador/aditivo de fase móvel foram 

obtidos respectivamente da J.T. Baker (Philipsburg, EUA) e Fluka (Buch, 

Suiça). 

Os padrões dos ácidos biliares, ácido cólico (CA) 98%, ácido litocólico 

(LCA), ácido hiodesoxicólico 98%, ácido ursodesoxicólico 99% (UDCA), ácido 

glicochenodesoxicólico (GCDCA), ácido glicocólico (GCA), ácido 

taurodeoxicólico (TDCA), ácido taurochenodesoxicólico (TCDCA), ácido 

taurocólico (TCA) e ácido taurolitoccólico (TLCA) foram obtidos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, EUA). 

O ácido clorídrico (37%) foi obtido da Merck KGaA (Darmstadt, 

Germany). A água utilizada na preparação das soluções foi purificada no 

sistema de purificação de água Elga. 

Os solventes e reagentes utilizados na otimização da LPME foram o n-

octanol e o octanoato de etila obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), e o 

hidróxido de amônio 28,0 – 30% foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) . 

O sulfato de sódio anidro utilizado para alterar a força iônica do meio foi obtido 

da Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Toda a vidraria utilizada foi lavada 

utilizando detergente neutro, Extran MA 02 da Merck (RJ, Brasil). 

3.3.2.1 Preparo de Soluções  

As soluções estoque foram preparadas em metanol grau HPLC na 

concentração de 1,0 g L-1. A partir desta solução foram preparadas soluções de 

trabalho por diluição nas concentrações de 1,0 e 5,0 mg L-1 para a otimização 
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das condições cromatográficas e do método de extração. Para a validação do 

método foram feitas por diluição das soluções padrão nas concentrações de 

50,0, 125,0, 250,0, 375,0, 500,0, 750,0 e 1000,0 µg L-1 em metanol:água 

(50:50, v/v). Para a obtenção das amostras controle foram utilizadas as 

concentrações de 125,0 e 500,0 µg L-1 no mesmo solvente.  Todas as soluções 

foram estocadas a - 20ºC.   

O plasma artificial foi preparado em tampão HEPES (10 µmol L-1 pH 

7,4) contendo 100 mg/dL glicose, 4,0 g/dL albumina,  1,0 g/dL -globulina, 170 

mg/dL de colesterol, 8,5 mg/dL  ácido lático, 36,6 mg/dL  uréia, 5,4 mg/dL  

ácido úrico e 11,1 mg/dL  de glicerol.    

3.3.3 Equipamentos 

 Balança analítica de 0,01 mg de precisão, modelo AX200 da Shimadzu 

(Columbia, EUA); 

 Banho de ultrassom USC 1600 da Unique (Indaiatuba, SP, Brasil) com 

frequência de 40 kHz e potência de 135 W; 

 Pipetas automáticas de diferentes capacidades de volume, Finnpipette, 

Oxford e Thermo; 

 Microseringas de 10,0,  50,0 e 100,0 µL (Hamilton, Reno, EUA); 

 Frasco de vidro transparente com tampa de rosca e lacre de 

polipropileno de capacidade de 2,0 e 10,0 mL (Supelco, Bellefonte, EUA) 

 Frasco de vidro com capacidade para 20,0 mL (Supelco, Bellefont, EUA) 

 Membrana capilar de polipropileno, Accurel PP Q3/2 (600 µm de 

diâmetro interno, 0,2 µm de tamanho dos poros e 200 µm de espessura 

da parede) (Wuppertal, Alemanha) 

 Barra de agitação magnética (10,0 x 3,0 mm); 

 Frasco de vidro transparente com tampa de rosca e lacre de 

polipropileno de capacidade de 10,0 e 20,0 mL (supelco, Bellefonte, 

EUA). 

 Estufa Biomatic Aparelhos Científicos Ltda (Porto Alegre, Brasil).  
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 Agitador magnético com aquecimento e controle de temperatura da 

marca IKA RHon (Staufen, Alemanha).  

3.3.4 Análise por Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de 

Massas 

A identificação e quantificação dos ácidos biliares foram realizadas por 

meio de um sistema de cromatografia líquida acoplada a um espectrômetro de 

massas híbrido contendo analisadores do tipo ion trap e TOF em sequência 

(LCMS-IT-TOF). O cromatógrafo líquido consiste de um sistema Prominence, 

equipado com bombas binárias, modelo LC-20AD (Shimadzu Corporation, 

Kyoto, Japão) e amostrador automático modelo SIL 20AC (Shimadzu 

Corporation). O espectrômetro de massas (Shimadzu IT-TOF) utilizado neste 

estudo é equipado com fonte de ionização electrospray (modo negativo: -3,5 

kV; modo positivo: +4,5 kV). O aparelho possui dois analisadores de massas 

em série um “ion trap (IT)” seguido de um “TOF – time of flight”, que confere 

alta sensibilidade e resolução na obtenção de espectros (Figura 3.4).  

Para otimização das condições cromatográficas, trabalhou-se com uma 

solução-padrão contendo os analitos de interesse, obtida através de diluições 

sucessivas da respectiva solução-estoque dos ácidos biliares na concentração 

de 1,0 g L-1. A solução de trabalho foi preparada em metanol/água (50:50; v/v) 

obtendo-se a concentração de 1,0 µg mL-1. Uma alíquota de 1,0 mL foi 

acondicionado em frascos de vidro e esta solução foi então injetada no módulo 

de injetor automático no cromatógrafo líquido, alterando as seguintes variáveis: 

diferentes tipos e composições de fase móvel, (metanol/água, acetonitrila/água, 

ambas com 0,01; 0,05 e 0,1% de ácido fórmico (J.T.Backer); a vazão da fase 

móvel; a forma de aquisição dos íons (SCAN - mass scan range e SIM - single 

íon monitoring); e o tempo de acumulação dos íons. 
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(Fonte: Adaptado de Shimadzu, 2007). 

Figura 3.4 - Diagrama esquemático de espectrômetro de massas íon-trap – 

time-of-fligth (MS-IT-TOF). 

Para a separação cromatográfica utilizou-se uma coluna C18 ACE (50 

mm x 2,1 mm x 3,0 um de diâmetro de partícula). A fase móvel escolhida foi 

água (fase A) e metanol (fase B) ambos acidificados com 0,01 % de ácido 

fórmico. O volume de amostra injetado foi 20 µL e o fluxo da fase móvel igual a 

0,2 mL.min-1. A corrida cromatográfica foi realizada no modo gradiente onde as 

razões entre as fases móveis (A/B) foram modificadas da seguinte forma: a 

proporção de metanol em água variou de 30 a 50 % em 2 minutos. Em 

seguida, aumentou-se para 65 % de metanol em 3 minutos e estabilizou-se por 

mais 1,5 minutos. Logo após a estabilização, aumentou-se para 85% em 7 

minutos, e depois para 100 % em 1,5 minutos, mantendo em 100% por 3,5 

minutos. Finalmente, reduziu-se e estabilizou-se para 30 % de metanol em 4,5 

minutos, totalizando 23 minutos de análise cromatográfica.  
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3.3.5 Planejamento Experimental 

3.3.5.1 Planejamento Fatorial Completo Aplicado ao Procedimento de 

Extração por LPME de 2 e 3 Fases 

Para o preparo de amostras utilizando a LPME foi realizado um 

planejamento 23 (Full Fatorial Design – FFD) com ponto central, utilizando os 

módulos de 2 e 3 fases. As variáveis avaliadas, que interferem no rendimento 

da extração foram aplicadas de modo idêntico aos dois tipos de fases estudas 

e estão descritas na Tabela 3.2.  

Tabela 3.2 - Parâmetros avaliados no planejamento 23 com ponto central 

utilizando sistema de 2 fases (octanol) e 3 fases (octanol/hidróxido de amônia). 

Experimento Tempo (min.) Adição de sal pH 

1 15( – ) 10% ( – ) 1 ( – ) 

2 15 ( – ) 10% ( – ) 5 ( + ) 

3 15 ( – ) 30% ( + ) 1 ( – ) 

4 15 ( – ) 30% ( + ) 5 ( + ) 

5 45 ( + ) 10% ( – ) 1 ( – ) 

6 45 ( + ) 10% ( – ) 5 ( + ) 

7 45 ( + ) 30% ( + ) 1 ( – ) 

8 45 ( – ) 30% ( + ) 5 ( + ) 

9 30 ( 0 ) 20% ( 0 ) 3 ( 0 ) 
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3.3.5.2 Planejamento Doehlert Aplicado ao Procedimento de Extração 

por LPME de 2 e 3 Fases 

Após o planejamento fatorial completo foi feito um planejamento 

Doehlert utilizando as variáveis mais significativas. As variáveis avaliadas 

encontram-se na Tabela 3.3. O modelo foi ajustado por meio da análise de 

variância (ANOVA) e os valores foram considerados significativos quando 

p<0,05. 

Tabela 3.3 - Matriz experimental de extração por LPME de duas fases para os 

ácidos biliares com os valores codificados para o planejamento Doehlert. 

Experimento Tempo (t, min) pH 

1 30 (-0,5) 1 (-0,87) 

2 60 (+0,5) 1 (-0,87) 

3 75 (+1) 3 (0) 

4 60 (+0,5) 5 (+0,87) 

5 30 (-0,5) 5 (+0,87) 

6 15 (-1) 3 (0) 

7 45 (0) 3 (0) 

8 45 (0) 3 (0) 

9 45 (0) 3 (0) 
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3.3.6 Microextração em Fase Líquida 

Para a otimização do método utilizando a LPME, 200,0 µL de plasma 

fortificado com padrão dos analitos estudados foram adicionados em frasco de 

vidro de 20,0 mL contendo 17,8 mL de água ultra pura em pH=1, foi também 

adicionado sal de acordo com o planejamento de experimentos. Amostras de 

plasma (branco) assim como de água ultrapura, foram analisadas para avaliar 

a presença de interferentes na matriz biológica e a pureza dos reagentes.  

Nos experimentos de validação e aplicação do método a fibra oca foi 

fixada em agulhas de aço inox em suporte feito por septos de borracha (Figura 

3.5) 

  

Figura 3.5 - Dispositivo de microextração em fase líquida – LPME. 

A cada experimento, a fibra oca de polipropileno foi cortada em 

segmentos de 10,0 cm de comprimento tendo as extremidades fixada em 2 

agulhas de micro seringas. A fibra foi imersa em octanol por 10 s para a 

impregnação dos poros da membrana, sendo em seguida introduzida em um 

béquer com água e submetida à sonicação por 10 s para a retirada do excesso 

de solvente. Posteriormente, a impregnação dos poros e retirada do excesso 

de solvente um volume de 35,0 µL de octanol (fase aceptora) foi introduzido no 
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interior da fibra. As duas microseringas foram fixadas em suporte e haste 

metálica e a membrana capilar foi imersa na fase doadora sob agitação 

magnética (1000 rpm), A fixação da fibra foi feita de modo que as pontas da 

fibra não ficassem submersas na fase doadora. Após o tempo necessário para 

a extração, a fase aceptora foi retirada pela microseringa e 10,0 µL foi 

transferido para um “insert” de vidro contendo 190,0 µL de metanol. Uma 

alíquota de 20,0 µL foi injetado no LCMS/MS para análises. A figura 3.6 mostra 

o fluxograma do método para a extração dos ácidos biliares presente no 

plasma por LPME. 

 

Figura 3.6 – Fluxograma do método para extração dos ácidos biliares por 

Microextração em fase líquida (LPME) utilizando o modo de duas fases.  
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3.3.7 Validação do método 

Após o planejamento de experimentos para a otimização da extração foi 

feita a validação do método para a garantia e segurança dos resultados obtidos 

utilizando o guia da EURACHEM, 2002. 

As curvas analíticas foram realizadas em triplicata nas concentrações de 

10,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0 µg L-1 de cada um dos ácidos 

biliares estudados, sendo submetidos ao processo de extração otimizado. A 

regressão linear assim como os coeficientes de determinação (R2) foram 

obtidos para as áreas dos picos em função das concentrações. Foi realizada a 

análise de variância (ANOVA) para a verificação da linearidade das curvas 

analíticas.  

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram calculados a 

partir da média e desvio padrão de 10 análises do branco.   

A menor concentração quantificada com precisão inferior a 15% foi 

considerado o limite de quantificação. Foram avaliadas 10 replicatas de 

amostras fortificadas com cada um dos ácidos biliares na concentração de 10,0 

µg L-1 em plasma. Para o estudo de precisão e recuperação, utilizou-se 10 

replicatas das amostras de plasma fortificados nas concentrações de 25,0 e 

100,0 µg L-1. As análises das replicatas para o estudo da precisão intraensaio, 

foram feitas no mesmo dia. O estudo da precisão inter-ensaio foi realizado em 

3 dias consecutivos sendo realizada a análise de 10 replicatas. Para o estudo 

de recuperação dos ácidos biliares nas concentrações estudadas foram 

determinadas utilizando as curvas analíticas feitas no mesmo dia.   

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.4.1 Análise Cromatográfica dos Ácidos Biliares 

Para a análise cromatográfica utilizando LC-MS-IT-TOF foram avaliados 

os seguintes parâmetros: composição e vazão da fase móvel, a forma de 

aquisição dos íons para a melhor resposta. Após a otimização foram obtidas as 
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seguintes condições: A fonte de electrospray operou no modo negativo 

ionização, com fluxo de gás de nebulização (N2) constante a 1,5 L.min-1; A 

interface e o CDL (curved dessolvation line) foram operadas a uma temperatura 

constante de 200 ºC. A faixa de relação massa/carga (m/z) analisada foi de 100 

a 600, sendo que o método foi dividido em diferentes segmentos de acordo 

com o tempo de retenção e a massa exata de cada um dos ácidos biliares no 

modo de aquisição por monitoramento de íon específico (SIM), conforme 

descrito na Tabela 3.4. 

Geralmente, quando as moléculas são de característica ácida as 

análises são feitas no modo negativo e a desprotonação da molécula faz com 

que sejam produzidos íons em maior abundância o que é ideal para a 

identificação e quantificação dos analitos. Com esse propósito a fonte 

ionização por electrospray operou no modo negativo neste e em outros 

trabalhos (Bentayeb et al., 2008; Scherer et al., 2009), entretanto a adição de 

compostos básico na fase móvel não foi utilizada assim como no estudo 

realizado por Bobeldijk et al (2008).  

 

Em outros estudos utilizando a cromatografia líquida para a análise dos 

ácidos biliares, as colunas utilizadas foram colunas polares de 100 mm 

utilizando como fase móvel metanol/água (95:5; v/v) com 0,2% (p/v) de formiato 

de amônia e 0,1% (p/v) de ácido fórmico, de no modo isocrático (Taguchi, 

Fukusaki e Bamba, 2013). Scherer et al (2009) utilizou uma coluna C18 com 

partículas de 1,8 µm em um gradiente de concentração em pH básico (Scherer 

et al., 2009). Bentayeb et al. (2008) utilizou UPLC com uma coluna C18 de 100 

mm e utilizando gradiente de eluição com uma solução aquosa de ácido 

fórmico 0,1% (p/v) (A) e metanol com ácido fórmico (0,1%) em metanol (B) 

(Bentayeb et al., 2008). Alnouti et al. (2008) utilizaram também um gradiente de 

eluição com  5% acetonitrila em metanol (fase A) e 7.5 mmol L-1 de acetato de 

amônia em  pH 4 usando 10 mol L-1  de ácido acético (fase B) (Alnouti, 

Csanaky e Klaassen, 2008). A fase móvel utilizada por Bobeldijk et al. (2008) 

foi um gradiente de fase A (5% de metanol em água contendo 2 mmol L-1 de 
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acetato da amônia); fase B (metanol com 2mmol L-1 ) e fase C (acetato da 

amônia 2mmol L-1 em IPA-metanol 3:2; v/v). 

A Figura 3.7 mostra o cromatograma obtido após a otimização das 

condições cromatográficas para a análise dos ácidos biliares estudados.  

Tabela 3.4 - Características da separação e análise cromatográfica. 

Ácido 
biliar 

Segmento 

Tempo 
Retenção 

(min) 

Modo 

Aquisição 

Tempo 
Aquisição 

(min) 

Relação 
m/z 

(M-H)- 

 1  SCAN 0 – 6,5 100 - 600 

TCA 2 7,392 SIM 6,50 – 8,60 514,2793 

GCA 3 8,943 SIM 8,60 – 9,60 464,3012 

TDCA 

4 

9,688 

SIM 9,60 –12,00 

498,2899 

TCDCA 10,216 498,2899 

UDCA 10,446 391,2848 

HDCA 11,306 391,2848 

GCDCA 11,301 448,3063 

CA 11,609 407,2797 

TLCA 5 12,044 SIM 12,00–13,50 482,2940 

DCA 6 13,951 SIM 13,5 – 15,00 391,2848 

LCA 7 15,598 SIM 15,0 – 16,50 375,2899 

 8  SCAN 16,5 – 23,00 100 - 600 
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Figura 3.7 - Perfil cromatográfico da mistura dos padrões dos ácidos biliares por LC/MS-IT-TOF após a otimização das condições 

instrumentais. 
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3.4.2 Estudo dos Modos de Extração por LPME 

A microextração em fase líquida utilizando fibra oca (HF-LPME) pode ser 

utilizada em 2 modos, de duas fases e três fases de acordo com as 

características do(s) analito(s). Os ácidos biliares são compostos de 

características ácidas (Figura 3.1) e no pH plasmático apresenta-se em maior 

proporção na sua forma ionizada. Sendo assim, o pH do meio e o modo de 

duas ou três fases podem apresentar diferentes rendimentos de extração. A 

extração de compostos ácidos por LPME utilizando o modo de 3 fases será 

mais efetiva quando a fase aceptora for de característica básica. Os 

experimentos com o modo de 2 e 3 fases foi feito utilizando como fase aceptora 

octanol e hidróxido de amônia 0,15 mol L-1 respectivamente.  

A Figura 3.8 mostra o resultado da extração por LPME usando o modo 

de duas fases e três fases. Foi feito o teste de comparação das médias da 

extração de todos os compostos verificando-se que há diferença significativa 

(p<0,05) entre os resultados de 2 e 3 fases, sendo o rendimento de 2 fases 

maior para quase todos ácidos biliares estudados. Além do mais o tempo de 

melhor rendimento para a extração foi de 45 min. Deste modo, o modo de 2 

fases foi o escolhido para a extração dos ácidos biliares do plasma.  

Após a definição do modo de extração de duas fases, foram testados 

diferentes solventes (octanol, octanoato de etila e tolueno). O maior rendimento 

obtido foi para o octanol como fase aceptora.  

3.5.2. Procedimento de Otimização 

No desenvolvimento do método para extração dos ácidos biliares 

utilizando a LPME alguns fatores influenciaram o rendimento da extração 

como: a adição de sais, o ajuste de pH, o solvente e a fase aceptora. Na 

análise dos resultados dos efeitos, obtidos no planejamento fatorial 23 

utilizando gráficos de Pareto (Figura 3.9), observou-se que o tempo de 

extração foi a variável que influenciou positivamente o rendimento da extração 
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para o ácido cólico. A adição de sal, e o pH não apresentaram influência 

significativa (p > 0,05).   
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Figura 3.8 - Comparação dos modos de extração de 2 e 3 fases para a extração dos ácidos biliares utilizando como fase aceptora 

octanol e hidróxido de amônio 0,15 mol L-1. 
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A adição de sais na amostra pode ser benéfica, principalmente para a 

extração de compostos mais polares devido ao efeito salting-out. Como os 

ácidos biliares apresentam polaridade e acidez variada este efeito pode 

aumentar o rendimento da extração. A variação da adição de sal, 10, 20 e 30% 

de Na2SO4.7H2O, não apresentou influência significativa (p > 0,05) no 

rendimento da extração. Os níveis de pH utilizados neste estudo estavam na 

faixa ácida, isso contribuiu para que essa variável não apresentasse influência 

significativa no rendimento. Entretanto, a natureza ácida dos analitos evidencia 

a necessidade de incluir esta variável em um posterior estudo para a 

otimização das condições de extração.  Por isso foi proposto um planejamento 

Doehlert para melhor avaliar influencia do pH, e do tempo de extração.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9 - Gráfico de Pareto obtido após planejamento fatorial 23 com ponto 

central para extração do ácido cólico no plasma por LPME. 
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Os ajustes foram validados pela análise de variância (ANOVA) e os 

valores menores de p<0,05 foram considerados significativos. Foram feitas as 

análises para todos os ácidos biliares que apresentaram o mesmo perfil de 

resposta para o ácido cólico. 

O ajuste do pH do meio de 5 para 1 aumentou em mais 200% o 

rendimento da extração do ácido taurolitocólico devido ao baixo pKa (1,4) deste 

analito. Entretanto, o aumento do tempo de extração proporcionou o aumento 

no rendimento (acima de 50%), da extração de todos os analitos com exceção 

ao ácido taurolitocólico.  

Com o objetivo de estabelecer as melhores condições experimentais 

para a extração de todos os ácidos biliares estudados nesse domínio 

experimental, foi feito o planejamento Doehlert com as variáveis de tempo de 

extração e pH, em seguida foi feito o agrupamento de todas as superfícies de 

respostas em uma única resposta por meio da média geométrica através da 

função desejabilidade. A Figura 3.10 mostra a superfície de resposta obtida 

com a função desejabilidade para os ácidos biliares. Valores próximos a 1 são 

desejáveis para uma melhor rendimento da extração de todos os analitos em 

estudo. O tempo de extração foi de 60 minutos sendo o pH da fase aceptora 

igual a 1.  

Foi feito também um estudo rendimento de extração em função da 

adição de modificadores de fase, na fase aceptora. Foram feitas adições de 

três modificadores: metanol, etanol e acetonitrila, em três diferentes 

proporções, 0,5; 1,0 e 3,0%.  
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Figura 3.10 - Superfície de resposta obtida a partir da desejabilidade dos 

modelos de regressão para os ácidos biliares. 

A utilização destes solventes foi realizada com a finalidade de aumentar 

a extração dos compostos mais polares como os compostos conjugados com a 

glicina e taurina como os ácidos taurocólico e glicocólico. No entanto, a adição 

do modificador não apresentou aumento no rendimento da extração para os 

compostos conjugados e não conjugados. Além do mais, a adição de 

acetonitrila promoveu a diminuição do rendimento da extração para todos os 

compostos.   

3.4.3 Estudos dos Parâmetros de Mérito 

O primeiro parâmetro de mérito avaliado foi a linearidade. Para o estudo 

da linearidade foram construídas curvas analíticas com 6 (seis) níveis de 

concentração em triplicata, utilizando o plasma branco adicionado dos analitos 

no intervalo de concentrações entre  20,6 e 413,9 nmol L-1, para o analito de 

maior massa molar (ácido taurolitocólico) e de 26,5 a 531,5, para o analito de 

menor massa molar (ácido litocólico).  A Figura 3.11 mostra as variâncias das 
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áreas dos picos das curvas analíticas em função das áreas médias 

(concentração) para os ácidos biliares. A inspeção visual mostra que não há 

aleatoriedade na distribuição dos resíduos, indicando heterocedasticidade dos 

dados. Entretanto o teste de Cochrane, no nível de confiança de 95%, indicou 

que a variância dos resíduos para os ácidos ursodesoxicólico (UDCA) e 

glicochenodesoxicólico (GCDCA) são iguais, sendo os dados para estes 

analítos homocedásticos. Após estes resultados foram feitas as regressões 

lineares para os analitos. Para os compostos que os dados foram 

homocedásticos foi aplicado o método dos mínimos múltiplos quadrados 

ordinários (MMQO) e para os que apresentaram heterocedasticidade dos 

dados o método dos mínimos múltiplos quadrados ponderado (MMQP).  

A linearidade foi observada entre a concentração e a área do pico com 

coeficiente de determinação acima de 0,990 (valor de p < 0,05). Os valores do 

coeficiente de determinação assim como a faixa estudada para cada analito e a 

equação da reta estão apresentados na Tabela 3.5.  

O método desenvolvido permitiu a detecção de concentrações que 

variaram entre 2,069 a 2,659 nmol L-1, o que representa uma quantidade de 

massa entre 0,1182 e 0,1519 pmol detectada respectivamente. O limite de 

quantificação variou de 10,35 a 13,29 nmol L-1. Os valores para cada analito 

estão descritos na Tabela 3.6. Os limites de detecção deste trabalho são 

semelhantes aos encontrados por Kaori et al. (2013) onde os ácidos biliares 

foram extraídos por fluido supercrítico (Taguchi, Fukusaki e Bamba, 2013). 
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Figura 3.11 - Variância das áreas em função da área media dos picos para a 

curva de calibração dos ácidos biliares no plasma por LPME. 
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Tabela 3.5 – Faixa de concentração, equação da reta e coeficiente de 

determinação no estudo da linearidade para os ácidos biliares após a extração 

por LPME (2 fases) e análise por LC/MS-IT-TOF. 

 Composto Faixa de concentração (nmol L-1) 

Equação da reta 

Coeficiente 

de 

determinação 

1 UDCA 12,75 a 509,0 

y=26611376,17x+236970 

R2=0,99837 

2 HDCA 12,75 a 509,0 

Y=28077300X+1036,72943 

R2=0,99837 

3 GCDCA 11,13 a 445,0 

Y=46500200X+22067,08822 

R2=0,99909 

4 CA 12,25 a 489,0 

Y=50153600X-186773,6764 

R2=0,99782 

5 TLCA 10,35 a 413,8 

Y=160013000X-261840,24801 

R2=0,99957 

6 DCA 12,75 a 509,0 

Y=45887700X+729279,81968 

R2=0,99725 

7 LCA 13,29 a 531,0 

y=9411160x+47100,25442 

R2=0,99278 

 

Entretanto, os valores do LD e LQ foram menores que os encontrados 

por Scherer et al. (Scherer et al., 2009) que encontraram limites de detecção de 

40 ng mL-1 o que representa  uma concentração em mol L-1 10 vezes maior do 

que as concentrações obtidas neste trabalho. 
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Tabela 3.6 - Limite de detecção e quantificação para os ácidos biliares no 

plasma utilizando a LPME.  

Composto LD 

(nmol L-1) 

LQ 

(nmol L-1) 

%CV 

UDCA 2,549 12,75 8,63 

HDCA 2,549 12,75 2,99 

GCDCA 2,226 11,13 6,23 

CA 2,449 12,25 13,65 

TLCA 2,069 10,35 12,7091 

DCA 2,549 12,75 10,1195 

LCA 2,658 13,29 5,7198 

 

A precisão do método foi estudada em duas concentrações diferentes 

25,0 µg L-1 e 100 µg L-1 com análises intra-ensaio e interensaio. A precisão 

intra-ensaio, apresentou variação entre 3,32 e 11,93% para a menor 

concentração e, entre 2,11 e 8,28 % para a maior concentração. A precisão 

interensaio, feita em 3 dias consecutivos, teve variações entre 5,67 e 12,29% 

para a menor concentração e 8,99 e 15,98% para a maior concentração. No 

estudo realizado por Bentayeb et al. (2008), os valores da precisão interensaio 

foram maiores, CDCA (16%), UDCA (19%) e LCA (23%) que os encontrado no 

presente estudo foi de (UDCA) 10,8 e (LCA) 16%. Os valores da % CV para a 

precisão intra-ensaio foram semelhantes entre os estudos. Sendo assim, o 

método LPME-LCMS-IT-TOF desenvolvido para a análise dos ácidos biliares 

apresenta valores aceitáveis menores do que 20%. 

Foi realizado o estudo de recuperação nos mesmos níveis de 

concentração (25,0 µg L-1 e 100,0 µg L-1) obtendo-se valores entre 89,26% e 

100,52% e 99,31 e 107,38% para as menores e maiores concentrações 
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respectivamente. Os valores de precisão intra e interensaio e as recuperações 

de cada analito estão descritas na Tabela 3.7.  

 

Tabela 3.7 - Estudo da Precisão e Recuperação dos ácidos biliares usando o 

método LPME-LCMS-IT-TOF. 

Ácido 

Biliar 

25,0 µg L-1  100,0 µg L-1 

Recuperação Precisão Recuperação Precisão 

 

Intra-

ensaio 

Inter-

ensaio 
 

Intra-

ensaio 

Inter-

ensaio 

% % CV % % CV 

UDCA 98,0 4,4 10,4 100,7 3,6 10,8 

HDCA 97,5 4,1 7,046 99,4 3,6 7,6 

GCDCA 100,5 3,3 6,1 101,2 3,6 9,0 

CA 93,7 5,3 5,7 100,2 2,1 7,8 

TLCA 95,3 3,9 6,7 102,6 4,4 13,8 

DCA 97,2 11,9 12,3 107,4 8,3 17,2 

LCA 89,3 5,2 8,5 99,3 6,6 16,0 

 

3.4.4 Determinação dos Ácidos Biliares em Sangue de Trabalhadores 

Expostos a Solventes 

Os resultados de cada analito para as amostras dos indivíduos do grupo 

controle e exposto determinados pelo método desenvolvido utilizando a HF-

LPME e LC-MS-IT-TOF estão descritos na Tabela 3.8 e na Figura 3.12. Os 

valores médios para os ácidos biliares presentes no plasma dos trabalhadores 

são semelhantes aos valores encontrado no estudo realizado por Scherer et al. 

(2008). Na análise dos parâmetros clássicos de função hepática nenhum valor 

encontrado nas amostras dos indivíduos exposto e controle foi maior que os 

valores de referencia preconizado.  
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A análise ao nível de confiança de 95% mostra que existe diferença 

significativa entre os indivíduos do grupo controle e exposto para o ácido cólico 

(p=0,023). Entretanto não há diferença significativa entre os dois grupos para 

os outros ácidos biliares e para todos os parâmetros clássicos de função 

hepática realizados. Em estudo anterior realizado por Paiva et al. (2005) foi 

observada uma diferença significativa nos valores encontrados para os ácidos 

biliares totais e para a fosfatase alcalina, entre os indivíduos do grupo exposto 

e controle (De Paiva e De Siqueira, 2005). A diferença pode ser explicada tanto 

pela alteração de alguns ácidos biliares em relação a outros, como pela não 

determinação de todos os ácidos biliares presentes no plasma, visto que na 

análise espectofotométrica que foi realizada, os ácidos biliares são 

determinados como ácidos biliares totais e não individualmente.  
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Tabela 3.8 - Medidas descritivas para as concentrações dos ácidos biliares (nmoL/L) e parâmetros clássicos de função hepática 

nos grupos exposto e controle. 

Ácidos Biliares 

nmol L-1 

Grupo Controle Grupo Exposto Scherer (2008) 

Média±Desvio Min - Max Média ± Desvio Min - Max Min - Max 

UDCA  60,05 ± 64,41 1,34 - 232,01 94,71 ± 85,50 18,18 - 276,10 21,0 – 330,0 

HDCA  134,98 ± 73,01 34,35 - 232,24 124,21 ± 153,22 39,51 - 533,48 30,0 – 670,0 

GCDCA  1076,73 ± 585,18 331,19-2079,00 1556,47 ± 1059,38 561,01 3580,66 470,0 – 3210,0 

CA  36,98 ± 26,88 3,72 - 69,75 149,53 ± 147,21 69,84 - 537,87 53,0 – 680,0 

DCA  171,97 ± 73,96 76,55 - 309,51 196,10 ± 171,10 2,04 - 631,37 58,0 – 1320,0 

Parâmetros de função hepática 

 U.L-1 

    
VR 

AST (TGO)  20,10 ± 16,73 5,81 a 58,14 15,12 ± 16,49 5,81 a 58,14  

ALP (TGP)  26,97 ± 14,07 11,62 a 58,14 18,62 ± 9,02 5,8 a 34,92  

G-GT  11,51 ± 11,18 4,42 a 42,0 15,17 ± 12,85 2,95 a 44,20  

FA  37,22 ± 14,86 20,10 a 71,36 32,28 ± 12,05 19,53 a 56,90  



Capítulo 3 

81 
 

 

Figura 3.12 - Distribuição das concentrações dos ácidos biliares nmol L-1 nas amostras de plasma 

de indivíduos do grupo controle (1 a 11) e do grupo exposto (12 a 21). 
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3.5 CONCLUSÕES 

O método HF-LPME-LCMS/IT/TOFMS que foi desenvolvido neste 

trabalho é uma alternativa para o preparo e análise dos ácidos biliares no 

plasma. 

O planejamento de experimentos utilizando a função desejabilidade 

permitiu a otimização do modo de extração por 2 fases, usando octanol como 

fase aceptora em extrações de 60 min em pH 1. 

O método proposto apresenta parâmetros de mérito adequados, pois 

apresenta excelente linearidade, baixos limites de detecção e de quantificação, 

e alta precisão e recuperação  

A análise dos ácidos biliares também mostrou condições satisfatórias 

para o emprego na sua avaliação nos indivíduos expostos e não expostos a 

solventes.  
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CAPITULO 4 - DETERMINAÇÃO DE AMINOÁCIDOS EM 

AMOSTRAS BIOLÓGICAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA 

ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA.
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4.1 REVISÃO DA LITERATURA 

A determinação quantitativa dos metabólitos nos sistemas biológicos é 

muito importante para o diagnóstico de doenças como diabetes, câncer, 

doença de Alzheimer e Parkinson (Tortorella, Aragona e Nussdorfer, 1999; 

Zhang et al., 2004; Fonteh et al., 2007; Sheikh-Ali et al., 2008; Xia et al., 2009; 

Ooi et al., 2011; Zhang et al., 2012) e os aminoácidos são substâncias muito 

utilizadas para esta finalidade (Kouremenos et al., 2010; Stoop et al., 2010). A 

análise qualitativa e quantitativa dos aminoácidos nos fluídos corpóreos podem 

ser utilizadas como indicadores precoces de doenças neurológicas (Zhang et 

al., 2004; Toczylowska et al., 2006; Fonteh et al., 2007; Kouremenos et al., 

2010; Stoop et al., 2010) assim como podem também ser utilizadas para 

determinar os erros inatos do metabolismo (Toczylowska et al., 2006). 

 A análise dos aminoácidos nos fluídos corpóreos é frequentemente 

realizada utilizando métodos cromatográficos (Waterval et al., 2009; Kvitvang et 

al., 2011; Visser et al., 2011; Becker et al., 2012) sendo o método de referencia 

a cromatografia líquida de troca iônica usando derivatização com Ninidrina e 

detecção UV (Leboucher et al., 1997). Outros métodos de cromatografia líquida 

descritos utilizaram os detectores de arranjo de fotodiodos e de fluorescência 

(Schwarz, Roberts e Pasquali, 2005), sistema de espectrometria de massas 

com ionização por eletrospray (LC-ESI-MS/MS)(Piraud, Vianey-Saban, 

Bourdin, et al., 2005; Piraud, Vianey-Saban, Petritis, et al., 2005; Kaspar et al., 

2009; Stoop et al., 2010) e a espectrometria de massas sequencial. (UPLC-

MS/MS)(Waterval et al., 2009; Visser et al., 2011). Entretanto, as 

determinações utilizando a cromatografia líquida podem necessitar de um 

maior tempo de análise (Visser et al., 2011) com um maior custo (Kaspar et al., 

2009) e com menor sensibilidade (Waterval et al., 2009).  

Por outro lado, a cromatografia gasosa com detecção por espectrometria 

de massa é considerada um técnica de referência para análise de metabólitos 

devido às várias vantagens técnicas, como boa separação, alta sensibilidade, 

robustez e bibliotecas numerosas (Vallejo et al., 2009; Kvitvang et al., 2011; 

Ooi et al., 2011).  
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Quando os metabólitos de interesse presentes nas amostras não são 

voláteis a derivatização dos analitos é necessária (Kopka, 2006; Liebeke, 

Wunder e Lalk, 2010; Mandalakis, Apostolaki e Stephanou, 2010; Waldhier et 

al., 2010). Vários reagentes são utilizados para derivatização, incluindo 

cloroformato de metila, heptafluorobutanol e anidrido trifluoroacético (Kaspar et 

al., 2008; Waldhier et al., 2010; Kvitvang et al., 2011).  

Entre as reações de derivatização, a reação de sililação é normalmente 

utilizada. A piridina é utilizada com finalidade de desprotonar o sitio de 

derivatização em moléculas ácidas e é adicionada antes do reagente sililante 

(Wishart et al., 2008; Wu et al., 2009; Kouremenos et al., 2010). A reação de 

sililação para a derivatização dos aminoácidos envolve a reação simultânea 

dos grupos amino e carboxila em uma única etapa. Para a reação acontecer de 

maneira completa, evitando a formação de múltiplos compostos o aquecimento 

é fundamental. Este aquecimento pode ser feito de maneira convencional ou 

utilizando um forno de micro-ondas. Comparando a derivatização usando 

aquecimento por micro-ondas em relação ao aquecimento convencional, as 

micro-ondas proporcionam um menor tempo de reação, uma melhor resposta 

relativa e resulta em menor presença de artefatos na análise de diversos 

compostos como aminoácidos, açúcares e ácidos graxos. Entre essas 

vantagens a maior delas é o tempo reduzido de aquecimento (Kouremenos et 

al., 2010). Existem poucos métodos de cromatografia gasosa com 

espectrometria de massa (GC/MS) utilizando a sililação descritos para a 

análise de aminoácidos em fluidos biológicos. Os métodos GC/MS para análise 

de aminoácidos utilizando outros reagentes de derivatização apresentam boas 

resoluções, entretanto aminoácidos que são importantes no diagnóstico de 

doenças neurológicas, como o ácido glutâmico e do triptofano, não são 

detectados (Waldhier et al., 2010), e a serina e treonina não são quantificadas 

com confiabilidade, devido a interações secundárias (interconversão) entre 

estes analitos (Kaspar et al., 2009).  
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4.2 OBJETIVO 

Desenvolver e validar um método confiável e robusto para análise dos 

aminoácidos em amostras biológicas por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas usando procedimento de derivatização alternativo 

por micro-ondas. 

4.2.1 Objetivos Específicos 

 Otimizar as condições cromatográficas (temperatura do forno e fluxo da 

fase móvel) para obter uma boa resolução para os 16 aminoácidos 

estudado. 

 Padronizar a derivatização dos aminoácidos usando forno de micro-ondas 

como fonte de aquecimento; 

 Desenvolver um procedimento de derivatização por sililação mais simples e 

rápido que possa ser aplicado para diversas matrizes biológicas; 

 Desenvolver metodologia analítica para a determinação de aminoácidos 

em amostras de líquido cefalorraquidiano de pacientes. 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS  

4.3.1 Reagentes 

 Água ultra-pura obtida de sistema Elga (SP, Brasil) 

 Detergente neutro, Extran MA 02 neutro da Merck (RJ, Brasil); 

 Hélio N-50, Air Products (Mogi das Cruzes, SP, Brasil), com 99,999% de 

pureza; 

 Nitrogênio gasoso da Air Products (Mogi das Cruzes, SP, Brasil), com 

99,999% de pureza; 

 Cloreto de metileno e acetona grau HPLC, Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). 



Capítulo 4 

88 
 

 Padrões dos aminoácidos L-alanina, L-glicina, sarcosina, L-valina, L-

leucina, L-isoleucina, L-serina, L-treonina, L-ácido aspartico, L-metionina, 

L-prolina, L-cisteina, L-ácido glutâmico, L-fenilalanina, L-asparagina, L-

lisina e L-Tirosina obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); 

 Metanol grau HPLC obtido da Merck KGaA (Darmstadt, Germany); 

 BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) + TMCS (trimetil cloro 

silano) (99:1 v/v), obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); 

 Piridina anidra (99.8% m/m) obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

EUA); 

 Cloridrato de metoxamina (98% m/m) obtido da Fluka (St. Louis, MO, 

EUA);  

 Reagentes de grau analítico: cloreto de sódio, cloreto de potássio, fosfato 

monobásico de potássio, bicarbonato de sódio, sulfato de magnésio, 

cloreto de cálcio, 4-(2-hidroxietil)-1-ácido piperazina etanosulfonico 

(HEPES) e glicose foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); 

4.3.1.1 Preparo de Soluções  

As soluções estoque de cada um dos aminoácidos foram preparadas na 

concentração inicial de 1,0 g L-1 em metanol e estocadas a -20 °C. As soluções 

de trabalho foram preparadas na concentração de 10,0 µg mL-1 em metanol. 

Estas soluções foram utilizadas para otimizar o procedimento de derivatização 

utilizando como aquecimento o forno de micro-ondas. Estas soluções foram 

estocadas a 4 °C. Foi preparada uma solução aquosa contendo todos os 

aminoácidos na concentração de 15,0 mg L-1 para o grupo 1 (L-alanina, 

sarcosina, L-glicina, L-serina, L-leucina e L-isoleucina e L-valina); 30,0 mg L-1 

para o grupo 2 (L-treonina, L-ácido aspártico, L-metionina, L-prolina, L-cisteína, 

L-ácido glutâmico e L-fenilalanina) e 40,0 mg L-1 para o grupo 3 (L-asparagina, 

L-lisina e L-tirosina); para os estudos de validação do método.  
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A solução artificial de liquido cefaloraquidiano foi preparada em tampão 

HEPES (10,0 µmol L-1) contendo 127,0 µmol L-1 NaCl, 2,0 µmol L-1 KCl, 1,2 

µmol L-1 KH2PO4, 26,0 µmol L-1 NaHCO3, 2,0 µmol L-1 MgSO4, 2,0 µmol L-1 

CaCl2 e 10,0 mmol L-1  de glicose com o borbulhamento de uma mistura de 

95% v/v O2 e 5% v/v CO2.  

4.3.2 Equipamentos 

 Balança analítica resolução 0,01 mg, modelo AX200 da Shimadzu 

(Columbia, EUA); 

 Banho de ultrassom USC 1600 da Unique (Indaiatuba, SP, Brasil) com 

frequência de 40 kHz e potência de 135 W; 

 Pipetas automáticas de diferentes capacidades de volume, Finnpipette, 

Oxford e Thermo; 

 Microseringas de 10,0 µL (Hamilton, Reno, EUA) 

 Frasco de vidro transparente com tampa de rosca e lacre de 

polipropileno de capacidade de 2,0 e 10,0 mL (Supelco, Bellefonte, EUA) 

 Agitador de tubos Vortex, modelo AP 56 (Phoenix, São Paulo, Brasil) 

 Agitador magnético Ika (Staufen, Alemanha); 

 Forno de micro-ondas Electrolux 18 L (faixa de potencia de 10 a 700 

Watts);  

4.3.3 Programas Computacionais 

 LabSolution da Shimadzu Corporation, para aquisição e processamentos 

dos dados do GC/MS; 

 Origin versão 8.0 da OriginLab Corp. (EUA) para verificação da 

normalidade dos dados, testes de hipóteses, e curvas de calibração; 
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 Statistica versão 7.0 da Statsoft Inc.(Tulsa, EUA) para processamento 

dos planejamentos experimentais.  

4.3.4 Sistema Cromatográfico  

Foi utilizado um cromatógrafo a gás Shimadzu modelo GC-2010 

acoplado a espectrômetro de massas do tipo simples quadrupolo, modelo QP-

2010, (Kyoto, Japão). A separação cromatográfica foi feita em coluna capilar 

Rtx-5MS (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano - Restek) de 30 m de 

comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 μm de espessura de filme. O 

gás de arraste utilizado foi o gás Hélio com 99.999% de pureza a um fluxo de 

1,0 mL min-1. A programação do forno foi a seguinte: temperatura inicial de 80° 

C com aquecimento de 8° C/min até 200° C, seguido de um aumento de 

temperatura a uma taxa de 30° C/min até 300° C, mantida por 3 min.  

As amostras (alíquota de 1,0 µL) foram injetadas manualmente com 

microseringa Hamilton de 10,0 mL. O injetor operou a 280° C do modo splitless 

por 3 min. Seguido no modo split a uma taxa de 1:20.  

A fonte de íons operou a temperatura de 200° C e a interface GC/MS foi 

mantida a 260° C. O espectrômetro de massas operou no modo impacto de 

eletrons (EI) a 70 eV. A análise foi realizada simultaneamente no modo de 

varredura (full scan 45-300 m/z) e no modo específico para cada íon SIM 

(single ion monitoring). A quantificação foi realizada usando os íons de m/z 

especificados na Tabela 4.3. O processamento e aquisição de dados foi feito 

pelo software LabSolution da Shimadzu.   

4.3.5 Planejamento Experimental 

Para otimizar a derivatização utilizando micro-ondas foi realizado um 

estudo com um planejamento fatorial completo 23 (Full Fatorial Design – FFD) 

para investigar as seguintes variáveis: tempo de derivatização (t), a potência do 

forno de micro-ondas (P), e a quantidade de reagente utilizado na 

derivatização. Os níveis mínimos e máximos dos parâmetros foram 
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selecionados com base em protocolos que utilizam derivatização dos 

aminoácidos e micro-ondas como fonte de aquecimento (Schwarz, Roberts e 

Pasquali, 2005; Kaspar et al., 2008). Tendo em vista o rápido aquecimento 

utilizando as micro-ondas, potências elevadas e um longo tempo de 

aquecimento poderia causar degradação dos aminoácidos. Por outro lado, 

pequenas quantidades de reagentes derivatizantes poderiam não ser 

suficientes para promover uma completa reação de derivatização.   

Foi feito ainda um planejamento Doehlert utilizando as variáveis mais 

significativas no planejamento fatorial completo, com o objetivo de atingir a 

região ótima da área investigada. O modelo foi ajustado por meio da análise de 

variância (ANOVA) e os valores foram considerados significativos para p<0,05. 

Quando aplicado à duas variáveis, o planejamento Doehlert requer a execução 

de sete experimentos (Campaña, A. M. G.  et al. 1997). A resposta 

experimental (Y) em função das variáveis (X1 e X2) é dada pela equação 1:  

Y = b0 + b1 (X1) + b2 (X1)(X1) + b3 (X2) + b4 (X2 )(X2) + b5 (X1)(X2)        (1) 

onde b0 é o termo constante, B1 e B3 são os coeficientes dos termos lineares, 

B2 e B4 são os coeficientes para os termos quadrático e b5 é o coeficiente de 

interação entre os dois fatores. O ajuste do modelo foi validado pela análise de 

variância (ANOVA). Os valores de p menores que 0,05 foram considerados 

significativos. Entretanto, devido a este procedimento utilizar testes de resposta 

múltipla, foi usada a função desejabilidade para obter uma condição satisfatória 

e simultânea entre todas as respostas. Esta aproximação é definida como a 

média geométrica das desejabilidades individuais. A função de desejabilidade 

transforma uma resposta estimada em um valor sem escala, chamada de 

desejabilidade (di). A desejabilidade é um valor entre 0 e 1, e aumenta à 

medida que o valor de resposta correspondente torna-se mais desejável 

(referencia). A desejabilidade geral (D), é um outro valor entre 0 e 1, que 

representa a média geométrica dos valores individuais de desejabilidade (di):  

                                               D = (d1d2…dn)
1/n                                       (2) 

Os valores das variáveis experimentais estudadas no planejamento 23 

estão apresentados na Tabela 4.1.  
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Tabela 4.1 - Matriz experimental da derivatização dos aminoácidos com os 

valores codificados entre parênteses para o planejamento fatorial 23. 

Ensaio 
Tempo de 

derivatização 

Potencia do 

micro-ondas 

Quantidade de 

reagente 

derivatizante 

1 2(-1) 140(-1) 40(-1) 

2 2(-1) 140(-1) 100(+1) 

3 2(-1) 280(+1) 40(-1) 

4 2(-1) 280(+1) 100(+1) 

5 4(+1) 140(-1) 40(-1) 

6 4(+1) 140(-1) 100(+1) 

7 4(+1) 280(+1) 40(-1) 

8 4(+1) 280(+1) 100(+1) 

9 3(0) 210(0) 70(0) 

10 3(0) 210(0) 70(0) 

11 3(0) 210(0) 70(0) 

 

As condições experimentais para o planejamento Doehlert para os 

valores reais e codificados de cada fator são mostradas na tabela 4.2. 
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Tabela 4.2 - Matriz experimental da derivatização dos aminoácidos com os 

valores codificados para o planejamento Doehlert. 

Ensaio 

Tempo de derivatização 

(t, min) 

Potencia do micro-ondas 

(P, Watts) 

1 2,5 (-0,5) 140 (-0,87) 

2 3,5 (+0,5) 140 (-0,87) 

3 4 (+1) 210 (0) 

4 3,5(+0,5) 280 (+0,87) 

5 2,5 (-0,5) 280(+0,87) 

6 2 (-1) 210 (0) 

7 3 (0) 210 (0) 

8 3 (0) 210 (0) 

9 3 (0) 210 (0) 

 

O ponto central foi feito em triplicata e foi utilizado para estimar o erro 

experimental.  

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o pacote 

estatístico Statistica 8.0 para Windows a partir StatSoft Inc. (Tulsa, OK, EUA). 
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4.3.6 Preparo de Amostra e Processo de Derivatização 

Uma aliquota de 200,0 µL do liquido cefaloraquidiano foi transferida para 

um tubo de polipropileno de 2,0 mL tipo Eppendorf e a este tubo foram 

adicionados 800,0 mL de metanol à temperatura de -10 ° C. A mistura foi 

agitada vigorosamente durante 1 min em agitador de tubos tipo vortex e após 

centrifugada a 10.000 rpm durante 10 min à temperatura ambiente. Em 

seguida, 200,0 µl do sobrenadante foi transferido para um frasco para 

evaporação do solvente à temperatura ambiente sob fluxo de nitrogênio. Para a 

diminuição do resíduo de sal, a centrifugação foi realizada sob refrigeração 

(4C) e a amostra diluida foi eluida em coluna contendo resina de troca iônica.  

Após a evaporação do solvente, 15,0 mL da solução de metoxamina em 

piridina na concentração de 20,0 mg mL-1 e 35,0 µL de BSTFA com TMCS 

foram adicionados a tubo de vidro, o qual foi fechado, agitado em vórtex 

durante 30 s e aquecido em um forno de micro-ondas doméstico de 700 W de 

potência, equipado internamente com um suporte giratório. Para as amostras 

que apresentaram respostas superior a faixa linear foram diluídas 1:10 para 

posterior análise. Em todos os experimentos, o frasco foi colocado sempre no 

mesmo lugar do prato para garantir que a irradiação fosse uniforme em todos 

os experimentos. Inicialmente, uma série de experimentos com diferentes 

potências e tempos foram realizados para avaliar a resposta, reprodutibilidade, 

e velocidade de análise. 

4.3.7 Coleta das Amostras Biológicas 

As amostras de líquido cefalorraquidiano foram coletadas por punção 

lombar de 16 pacientes hospitalizados na Santa Casa de Misericórdia de Belo 

Horizonte. Os pacientes apresentavam suspeita de infecção f com sintomas 

característicos de meningite criptococócica, e aguardavam resultado 

microbiológico para o início da terapia supressiva antimicrobiana. A coleta das 

amostras seguiu o protocolo proposto que teve aprovação do comitê de ética 

(protocolo n° 082/2010).  
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.4.1 Procedimento de Otimização  

Na análise dos resultados dos efeitos, obtidos no planejamento 

utilizando gráficos de Pareto, observou-se que o tempo de derivatização e a 

potência utilizada no micro-ondas apresentaram efeito significativo. Porém, a 

quantidade de reagente de derivatização (BSTFA + 1% TCMS) não apresentou 

efeito significativo sobre o rendimento da derivatização dos aminoácidos (para 

um valor de p <0,05). Para os aminoácidos de menor massa molar (L-alanina, 

L-glicina, sarcosina, L-valina, L-serina e L-treonina) o tempo de derivatização 

apresentou menor influência que para os aminoácidos de maior massa molar. 

Além disso, foi observada uma interação significativa entre o tempo e a 

potência de micro-ondas para a reação de derivatização dos aminoácidos. Por 

esta razão, estes dois parâmetros foram usados no planejamento Doehlert, e a 

quantidade de reagente de derivatização foi ajustada para 50,0 µL. Uma 

estimativa dos coeficientes (b0-b5) do modelo polinomial de segundo grau 

indicado pela Equação 1 foi realizada com as respostas experimentais do 

planejamento Doehlert. O nível de significância para cada regressão foi 

calculado pela análise de variância e os resultados mostraram que os modelos 

se adequam bem. As superfícies de resposta obtidas a partir de modelos de 

regressão de cada analito foram então combinados na função desejabilidade, 

onde a média geométrica das respostas foi calculada.  A função desejabilidade 

pode ter um valor que varia de 0 (indesejável) a 1 (desejável). A Figura 4.1 

mostra a superfície de resposta após a aplicação da função desejabilidade para 

todos os aminoácidos de acordo com o tempo de derivação e da potência de 

micro-ondas. 
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Figura 4.1 - Representação das superfícies de resposta obtidas a partir da 

função de desejabilidade dos modelos de regressão dos aminoácidos. 

As condições desejadas para a derivatização de todos os aminoácidos 

estudados foram 3 min e potencia de 210 W.  

A Figura 4.2 mostra o cromatograma obtido, usando as condições 

otimizadas.  
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Figura 4.2 - Perfil cromatográfico da mistura de L-aminoácido (10 mmol L-1) em 

aCSF após a derivatização utilizando BSTFA + 1% TCMS por GC/MS. 

Após estabelecidas as condições ideais de derivatização e de separação 

cromatográfica foram definidos os íons a serem utilizados para a identificação e 

quantificação de cada um dos aminoácidos. A Figura 4.3 mostra as estruturas e 

os espectros de massas de alguns aminoácidos estudado após a reação de 

derivatização com BSTFA + 1% TCMS.  

A Tabela 4.3 mostra os tempos de retenção, e os íons (m/z) escolhidos 

para a identificação e quantificação. 

Para avaliar a presença de interferentes provenientes da presença de 

proteínas plasmática foi feita a filtração do extrato em diferentes condições. Os 

resultados do estudos para avaliar a interferência de resíduos de proteínas e 

da interferência dos sais presente no líquido cefalorraquidiano está 

apresentado na Figura 4.4.  
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Tabela 4.3 – Tempo de retenção, m/z dos íons e suas intensidades e íons 

utilizados para a quantificação dos aminoácidos por GC/MS  

No Aminoácido Tempo de 

retenção 

m/z  dos íons 

(intensidade)  

Quantificação 

íons (m/z) 

1 L-Alanina 7,64 ± 0,02 116(100)+73(53,6) 116 

2 Glicina 7,42 ± 0,01 102(100)+73(68,4) 102 

3 Sarcosina 7,86 ± 0,02 116(100)+73(52) 116 

4 L-Valina 9,21 ± 0,02 144(100)+ 73(40,6) 144 

5 L-Leucina 10,13 ± 0,02 158(100)+73(42,4) 158 

6 L-Isoleucina 10,53 ± 0,02 158(100)+73(50,4) 158 

7 L-Serina 11,64 ± 0,02 73(100)+204(75,2) 204 

8 L-Treonina 12,09 ± 0,02 73(100)+218(46,0) 218 

9 L-Metionina 14,16 ± 0,02 176(100)+128(60,0) 176 

10 L-Ácido Aspartico 14,18 ± 0,02 73(100)+232(81,2) 232 

11 L-Prolina 14,25 ± 0,02 156(100)+73(53,6) 156 

12 L-Cisteina 14,71 ± 0,02 73(100)+220(88,8) 220 

13 L-Ácido 

Glutâmico 

15,63 ± 0,03 246(100)+128(32,4) 246 

14 L-fenilalanina 15,77 ± 0,02 218(100)+192(71,2) 218 

15 L-Asparagina 16,43 ± 0,03 116(92,40)+231(51,2) 231 

16 L-Lisina 16,80 ± 0,03 84(100)+156(55,6) 156 
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Figura 4.3 - Espectro de massas e estrutura dos aminoácidos sililados após a sililação e análise por GC/MS. 
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Figura 4.4 - Comparação do rendimento da derivatização em relação a centrifugação sob refrigeração e filtração. 
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A condição de melhor rendimento foi obtida com adição de metanol a -10 

°C), centrifugação à temperatura ambiente sem eluir a mistura em colunas de 

resina de troca iônica.  

4.4.2 Estudo de parâmetros de mérito do método 

Após a otimização das condições para a derivatização foi feito o estudo 

para avaliar a linearidade do método, os limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ) para os diferentes aminoácidos estudados.  Para o estudo 

da linearidade foram construídas curvas analíticas com 6 (seis) níveis de 

concentração em triplicata, utilizando aCSF adicionado dos analitos no 

intervalo de concentração entre 0,1 e 133,0 µmol L-1. Foram avaliadas as 

variâncias das áreas dos picos da curva analíticas em função das áreas 

médias, sendo constante a distribuição das variâncias para todos os analítos. A 

homocedasticidade dos dados foi confirmada pelo teste F no nível de confiança 

de 95%. Diante da homocedasticidade das respostas instrumentais, os 

modelos lineares foram construídos para as curvas analíticas pelo método dos 

mínimos quadrados ordinário. A resposta instrumental encontrada para os 

aminoácidos foi linear na faixa de concentrações estudada, com coeficiente de 

determinação (R2) acima de 0,990 (valor de p <0,05) exceto para a cisteína que 

apresentou R2 = 0,975.  

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram calculados a 

partir de 10 medidas consecutivas do branco, segundo as recomendações da 

Eurachem. O LD encontrado para os aminoácidos foi de 0,01 µmol L-1 (L-ácido 

Glutâmico), e 4,24 µmol L-1 (L-lisina). Os limites de detecção de todos os 

compostos estão apresentados na Tabela 4.4.  
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Tabela 4.4 – Coeficiente de determinação, equação da reta, limites de detecção e limites de quantificação para os aminoácidos por 

GC/MS após derivatização assistida por micro-ondas. 

N° Aminoácido  (R2) Equação LD (µmol L-1) LQ (µmol L-1) 

1 L-Alanina 0,9947 y = 1.806,856x - 555,256 0,38 ± 0,02 0,64 ± 0,03 

2 Glicina 0,9906 y = 1.409,631x - 730,369 0,40 ± 0,02 0,66 ± 0,03 

3 Sarcosina 0,9934 y = 1.375,310x - 560,214 0,33 ± 0,02 0,54 ± 0,03 

4 L-Valina 0,9927 y = 1.240.296x – 553,944 0,18 ± 0,01 0,30 ± 0,02 

5 L-Leucina 0,9900 y = 502577x – 54795 0,06 ± 0,01 0,10 ± 0,01 

6 L-Isoleucina 0,9939 y = 887696x – 678291 0,05 ± 0,01 0,09 ± 0,01 

7 L-Serina 0,9917 y = 1.197.722x – 671,758 0,06 ± 0,01 0,10 ± 0,01 

8 L-Treonina 0,9931 y = 487062x – 218300 0,36 ± 0,01 0,60 ± 0,02 

9 L-Metionina 0,9976 y = 462093x – 286107 0,12 ± 0,01 0,20 ± 0,02 

10 L-Ácido Aspartico 0,9928 y = 289232x – 165100 0,10 ± 0,01 0,17 ± 0,01 

11 L-Prolina 0,9915 y = 502577x – 54795 1,05 ± 0,12 1,74 ± 0,20 

12 L-Cisteina 0,9750 Y =1720x + 427,5 2,43 ± 0,36 4,04 ± 0,60 

13 L-Ácido Glutâmico 0,9955 y = 423916x – 281816 0,010± 0,001 0,02 ± 0,01 

14 L-fenilalanina 0,9911 y = 534014x – 430841 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,01 

15 L-Asparagina 0,9934 Y =37772x + 201,98 0,12 ± 0,02 0,19 ± 0,03 

16 L-Lisina 0,9957 Y = 40832x + 45595 4,24 ± 0,60 7,07 ± 0,96 
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Tabela 4.5 – Valores da recuperação e precisões intra e inter-ensaio para os 

derivados sililados dos aminoácidos por GC/MS. 

N° Aminoácido Recuperação 

(%) 

Precisão 

(%) 

   Intraensaio Inter-ensaio 

1 L-Alanina 102 ± 5 5,08 11,39 

2 Glicina 110 ± 5 4,41 15,46 

3 Sarcosina 98 ± 6 6,08 18,71 

4 L-Valina 115 ± 7 6,36 13,08 

5 L-Leucina 121 ± 14 11,98 16,46 

6 L-Isoleucina 117 ± 12 10,11 17,74 

7 L-Serina 125 ± 9 7,07 19,06 

8 L-Treonina 128 ± 5 4,12 17,07 

9 L-Metionina 126 ± 5 8,61 18,48 

10 L-Ácido 
Aspartico 

123 ± 11 4,19 17,06 

11 L-Prolina 119 ± 14 6,09 6,36 

12 L-Cisteina 128 ± 16 15,04 18,22 

13 L-Ácido 
Glutâmico 

129 ± 9 7,58 17,88 

14 L-fenilalanina 121 ± 8 6,48 18,13 

15 L-Asparagina 97 ± 14 15,30 17,78 

16 L-Lisina 88 ± 12 15,59 17,58 

 

Os limites de quantificação (LQ) encontrados variaram de 0,02 a 7,07 

µmol L-1 também para o ácido glutâmico e lisina, respectivamente.  

O estudo de recuperação foi feito adicionando padrões dos aminoácidos 

ao aCSF nas concentrações de 0,10 µmol L-1, 10,00 µmol L-1 e 100,00 µmol L-1. 

Os valores das concentrações encontradas, para cada uma das adições, foram 
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calculados utilizando as curvas analíticas em aCSF. A precisão encontrada 

para cada um dos aminoácidos variou de 88,5 a 129%. os valores da precisão 

e recuperação estão descritos na Tabela 4.5. Os mesmos valores de 

concentração foram utilizados para o estudo de precisão.   

A precisão intraensaio (10 replicatas no mesmo dia) variou de 4,12 a 

15,59%. A precisão intermediária (5 replicatas em 3 dias consecutivos) 

apresentou valores entre 6,36 a 18,71%.  Os valores da %CV de cada um dos 

aminoácidos para o estudo de precisão são mostrados na Tabela 4.5 e são 

semelhantes aos valores encontrados para outros estudos (Wishart et al., 

2008; Waldhier et al., 2010). A Tabela 4.6 mostra uma comparação do método 

desenvolvido com outros métodos encontrados na literatura para análise de 

aminoácidos em fluídos biológicos.  

O método proposto apresenta diversas vantagens como menor tempo 

para o procedimento de derivatização em relação à derivatização utilizando 

aquecimento convencional, limites de quantificação inferiores aos níveis 

esperados para os aminoácidos em fluídos biológicos e cultura de células e 

baixo custo. O método otimizado mostrou também boa precisão, com um 

intervalo de recuperação maior que os métodos presentes na literatura. Os 

compostos analisados no método são utilizados para o diagnóstico de diversas 

patologias. Entretanto os aminoácidos arginina e histidina não foram analisados 

devido à instabilidade térmica de seus derivados. 
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Tabela 4.6 - Comparação das figuras de mérito entre o método desenvolvido e os métodos para análise de aminoácidos 

encontrados na literatura.  

Referencia 
Derivatização 

(tempo) 
Método LOQ (µmol L

-1
) 

Precisão 
(reprodutibilidade) 

Exatidão 
(recuperação) 

Número de 
analitos 

analisados 
Matrizes 

Tempo de 
análise 

Schwarz et al. 

2005 
OPA-3MPA

1
 HPLC/DAD 

12(citrulline) 
423(glutamate) 

1,6 – 5,9% 90 - 110% 23 Plasma 130 min 

Kaspar et al. 2009 
iTRAQ 

(30 min) 
LC–MS/MS 0,5 – 50 ≤ 18,34% 91 - 106% 20 L-AA Urina 25 min 

Kaspar et al. 2009 
PCF

2
 

(30 min) 
GC/MS 0,3 – 30 ≤ 21,18% 98 – 111% 18 L-AA Urina 20 min 

Waldhier et al. 

2010 
MeOH/MCF

3
 

GC–MS 

Rt-DEXsa  
column 

0,07 – 31,25 ≤ 5% 87,2 – 119,3% 10 L-AA 
Plasma e 

urina 
42 min 

Waterval et al. 

2009 
Sem derivatização UPLC-MS/MS 40 – 287 6 – 10% 90 – 100% 22 L-AA 

Plasma e 
urina 

30 min 

Visser et al. 2011 
s-(NIFE)

4 

(20 min) 
UPLC-MS/MS No report 3 - 18% CSF 85,5 – 102,6% 19 D-AA 

LCR, 
Plasma e 

urina 
25 min 

Present study BSTFA
5
 (3 min) GC/MS 0,02 – 7,07 6,4 – 18,7% 88 – 129% 16 L-AA LCR  21 min 

1 - -fitalaldeído/3 ácido mercaptopropionico  2 – Propilcloroformato  3 – Metanol/etilcloroformato  4 – Solução de tetraborato de sódio em acetonitrile e ácido clorídrico             

5 - N,O-bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida 
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4.4.3 Análise de Aminoácidos em Líquido Cefalorraquidiano (LCR) 

O método validado utilizando MAD-GC/MS foi utilizado para analisar os 

aminoácidos em amostras de LCR humano que apresentaram resultado 

positivo para o diagnóstico de HIV. Foram feitas análises de LCR de 16 

pacientes hospitalizados e os resultados das análises estão mostrados na 

Tabela 4.7.  

Tabela 4.7 - Concentração média e faixa de concentração (µmol L-1) nas 

amostras de LCR humano (n=16). 

 Aminoácido Mediana  Faixa de concentração 
(µmol L-1) 

1 L-Alanina 19,94 10,70 – 81,91 

2 Glicina 6,88 5,59 – 14,41 

3 Sarcosina 4,86 4,08 – 10,14 

4 L-Valina 9,32 6,70 – 51,65 

5 L-Leucina 6,70 5,02 – 29,59 

6 L-Isoleucina 4,15 3,35 - 7,03 

7 L-Serina 7,92 6,14 – 13,06 

8 L-Treonina 7,58 4,52 – 10,55 

9 L-Metionina 10,43 9,91 – 20,53 

10 L-Ácido Aspartico 6,21 6,18 – 12,39 

11 L-Prolina 375 155,58 – 480,18 

12 L-Cisteina 1046,72 550,27 – 2590,45 

13 L-Ácido Glutâmico 13,00 8,22 – 16,58 

14 L-fenilalanina 4,80 2,83 – 16,80 

15 L-Asparagina 1,10 0,25 – 3,90 

16 L-Lisina 10,37 9,74 – 20,47 

 



Capítulo 4 

107 
 

Os resultados indicam que o método pode ser utilizado na análise quali e 

quantitativa dos aminoácidos presente no LCR. Atualmente, na base de dados 

do metaboloma de LCR de humanos, 308 metabólitos são identificados. Entre 

esses compostos estão um número significativo de metabólitos que são 

neurotransmissores, incluindo os aminoácidos excitatórios como gaba e 

glutamato. A maioria dos compostos apresentam tamanho inferior a 400 Da, 

que é compatível com a capacidade de moléculas atravessarem a barreira 

hematoencefálica. Todos os 16 aminoácidos estudados foram encontrados nas 

amostras analisadas em concentrações médias que variaram entre 1,10 a 

1046,72 µmol L-1, em concentrações elevadas para a L-cisteína, L-prolina e L-

alanina.  

A L-cisteína apresentou concentrações entre 550,27 a 2590,45 µmol L-1, 

enquanto a L-asparagina apresentou menores valores, de 0,25 a 3,90 µmol L-1. 

As amostras de LCR analisadas foram de pacientes com diagnóstico positivo 

de HIV, que apresentam infecções criptococócica confirmadas ou aguardando 

confirmação. Os valores elevados de L-cisteína podem ser devido a presença 

de toxinas devido a infecções presentes nesses pacientes como a meningites 

meningocócica. Os valores encontrados para os outros aminoácidos são 

semelhantes aos valores encontrados em outros estudos.  

4.5 CONCLUSÕES  

Os resultados deste estudo indicam que a derivatização assistida por 

micro-ondas (MAD), utilizando como derivatizante o BSTFA e análise por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas GC / MS é uma 

técnica alternativa viável para a determinação das concentrações de 

aminoácidos em amostras biológicas. O planejamento fatorial utilizando um 

modelo 23 e um planejamento Doehlert utilizando a função de desejabilidade 

foram usadas para a otimização das condições de derivatização apresentando 

resultados satisfatórios. A derivatição foi realizada em uma única etapa, o que 

limita a utilização de reagentes, e resultando num tempo de análise curto. O 

método desenvolvido apresentou excelente linearidade, repetibilidade e 

precisão, e, os limites de quantificação e de detecção são compatíveis com as 
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concentrações dos aminoácidos presente nos fluídos biológicas. O método 

validado foi aplicado com êxito para a análise de L-aminoácidos em amostras 

de líquido cefaloraquidiano humano em pacientes com diagnóstico positivo 

para AIDS. O protocolo de análise proposto é um método promissor que pode 

ser usado no LCR e também para análise de aminoácidos em outros fluidos 

biológicos como a urina, o soro e tecidos, no diagnóstico laboratorial de 

patologias. 
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Nesta tese foram apresentados os resultados referentes ao 

desenvolvimento, validação e aplicação dos métodos para a determinação de 

ácidos biliares e aminoácidos em matrizes biológicas. Foram desenvolvidos 

métodos para identificação e quantificação dos ácidos biliares por 

cromatografia gasosa, dos aminoácidos no líquido cefalorraquidiano, e dos 

ácidos biliares por cromatografia líquida de alta eficiência.  

Para amostragem e preconcentração dos ácidos biliares foi desenvolvido 

um método de microextração em fase líquida com fibra oca como técnica de 

extração.  Os valores de recuperação, precisão, exatidão, e limites de detecção 

foram similares aos métodos descritos na literatura. A principal vantagem deste 

método de extração está na minimização do uso de solventes orgânicos. Este 

método, desenvolvido e validado, foi aplicado em amostras de plasma de 

trabalhadores expostos a solventes orgânicos, e em voluntários não expostos a 

solventes. 

A derivatização assistida por micro-ondas foi utilizada com sucesso para 

análise dos ácidos biliares e aminoácidos por cromatografia gasosa. Esta 

técnica de derivatização permitiu reduzir significativamente o tempo de análise. 

O agente derivatizante utilizado mostrou-se adequado para vários grupamentos 

químicos, o que possibilitou a análise dos aminoácidos em amostras de líquido 

cefalorraquidiano de pacientes hospitalizados com suspeita de infecção 

bacteriana. O método para a determinação dos ácidos biliares mostrou-se 

adequado para a análise destes metabólitos em plasma de trabalhadores 

expostos a solventes.  

Os resultados encontrados mostram a capacidade dos métodos 

propostos para detectar baixas concentrações, e alterações de alguns 

metabólitos em matrizes biológicas.  

Os métodos desenvolvidos contribuíram de forma significativa para a 

área da metabolômica, permitindo o estudo de vias metabólicas e de 

marcadores específicos para doenças relacionadas à exposição a agentes 

químicos. Portanto, esses métodos podem ser utilizados para o diagnóstico, e 

prevenção das alterações dos sistemas biológicos. O aumento das 

concentrações de cisteína em pacientes com suspeita de infecção bacteriana, 
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e as diferenças significativas entre as concentrações de ácido cólico entre os 

grupos controle e exposto, indicaram que essas substâncias podem ser 

considerados potenciais marcadores biológicos.  

O perfil dos ácidos biliares presente no plasma apresentou evidencias da 

alteração precoce em relação aos parâmetros de função hepática, e 

demonstrou condições satisfatórias para o emprego destes compostos como 

biomarcadores da exposição a substâncias hepatotóxicas.  

O uso de técnicas hifenadas como a cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas, e cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à  

espectrometria de massas demostraram ser importantes ferramentas analíticas 

para  o estudo do metaboloma. 

O presente trabalho tem como perspectivas, comparar a sensibilidade da 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas com a 

Cromatografia Líquida acoplada à espectrometria de massas para as análises 

dos ácidos biliares e aminoácidos 

Utilizar o método para a determinação dos ácidos biliares por LC/MS-

IT/TOF para trabalhadores expostos especificamente a solventes clorados e a 

medicamentos hepatotóxicos e a indivíduos não expostos a substâncias 

químicas hepatotóxicas. 

Propor um método multi-classes para análise de metaboloma por 

Cromatografia bidimensional abrangente. 
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Anexo 1 

QUESTIONÁRIO - GRUPO EXPOSTO 

 

1-) DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM 

N° da amostra:________________ 

Data da coleta: ___/___/___   Hora da coleta ___/____/____ 

 

2-) INFORMAÇÕES PESSOAIS 

Nome:_________________________________________________ 

Idade:______ Peso:________ Altura:_________ 

Local de trabalho:___________________ Área de trabalho:_____________ 

 

3-) SOBRE O SEU TRABALHO (SE GRUPO EXPOSTO) 

Quantas horas trabalha por dia?________________ 

Quantas vezes por semana você trabalha?____________ 

Há trabalha nessa ocupação?________________ 

Tem algum outro emprego ou bico?________________ (  )  sim (  ) não 

Se sim, o que faz?____________ 

Usa equipamento de proteção?____________________ (  )  sim (  ) não 

Se sim, quais?____________________ 

 

4-) HÁBITOS PESSOAIS E DIETA 

Você é fumante? (  )  sim (  ) não 

Se sim, quantos cigarros fuma por dia?_________ 

Há quanto tempo fuma?_______________ 

Fuma no local de trabalho? (  )  sim (  ) não 

Você bebe? 

Refrigerante (  )  sim (  ) não  Quanto por dia?_____________ 

Café  (  )  sim (  ) não  Quanto por dia?_____________ 

Chá  (  )  sim (  ) não  Quanto por dia?_____________ 
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Cerveja (  )  sim (  ) não  Quanto por dia?_____________ 

Pinga  (  )  sim (  ) não  Quanto por dia?_____________ 

Qual o tempo decorrido entre a ultima ingestão da bebida e a hora da coleta?_____ 

Dieta      

Conserva em lata ou vidro  (  )  sim (  ) não 

Queijo     (  )  sim (  ) não 

Frutas     (  )  sim (  ) não 

Mostarda ou ketchup  (  )  sim (  ) não 

Produtos dietéticos   (  )  sim (  ) não 

Qual o tempo decorrido entre a sua ultima refeição e a hora da coleta?___________  

 

5-) SOBRE SUA SAÚDE 

Você tem dificuldades de se lembrar das coisas?   (  )  sim (  ) não 

Você tem memória curta?      (  )  sim (  ) não 

Você tem dificuldades para entender o que está lendo?  (  )  sim (  ) não 

Você fica nervoso ou irritado com muita facilidade?   (  )  sim (  ) não 

Você fica triste ou deprimido com certa frequência?  (  )  sim (  ) não 

Você se cansa muito fácil com pouco esforço físico?  (  )  sim (  ) não 

Você tem dor de cabeça ao menos uma vez por semana?  (  )  sim (  ) não 

Você já desmaiou?       (  )  sim (  ) não 

Você está tomando algum remédio?     (  )  sim (  ) não 

Qual?_____________  Quantas vezes por dia?____________ 

Você tem pressão alta, diabete, etc....     (  )  sim (  ) não 

Se sim, qual?____________  

Você já teve hepatite, cirrose ou alguma doença do fígado? (  )  sim (  ) não 

Se sim, qual? ______________- 

Você se machuca no serviço  (  ) raramente (  ) as vezes  (  ) sempre  

Você dorme bem, acorda descansado?    (  )  sim (  ) não 

Você acorda durante a noite?      (  )  sim (  ) não 
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Anexo 2 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

PROJETO DE PESQUISA 

 

Avaliação da exposição ocupacional a solventes clorados utilizando técnicas 

cromatográficas e novos métodos de extração 

 

 

 Prezado (a) Senhor (a), 

 

 Você está sendo convidado(a) para participar de uma pesquisa que tem por 

objetivo avaliar os ácidos biliares e aminoácidos como indicadores da exposição a 

solventes clorados. Estas análises podem auxiliar nas ações de vigilância e na adoção de 

medidas de controle do risco, visando a proteção e prevenção da saúde do trabalhador.  

Para realizar este estudo, gostaríamos de colher 9,0 mL do seu sangue e 50 mL de 

urina, em recipientes estéreis, apropriados e devidamente etiquetados. para realização de 

exames.  

Na coleta de sangue pode correr uma leve dor localizada e formação de um 

pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formação de hematomas, a coleta de 

sangue será relizada por profissional experiente.  

Seu nome, os dados fornecidos e os resultados dos exames serão mantidos em 

segredo. 

Caso não queira participar deste estudo, não haverá nenhum comprometimento ao 

seu atendimento e tratamento. 

 Qualquer dúvida sobre a sua participação neste estudo poderá ser 

apresentada à Profa. Zenilda de Lourdes Cardeal ou à doutoranda Maria José Nunes de 

Paiva (Depto. de Química-ICEX) 
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Se você estiver de acordo, por favor, assine esta folha.  

 

Responsáveis pelo projeto 

 

Profa.Zenilda de Lourdes Cardeal Tel. 3499-5725 

Maria José Nunes de Paiva Tel.( 37) 9826-1645 

Nome:_______________________________________________ 

Documento de identidade:_______________________________ 

Assinatura:_____________________________ Data:__/__/__ 

COEP - COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

Av. Antônio Carlos, 6627 

Unidade Administrativa II - 2º andar - Sala 2005 

Campus Pampulha 

Belo Horizonte, MG – Brasil 

31270-901 

Email:coep@prpq.ufmg.br 

Telefax: 31 3409-4592 

 

 

 

 

 

 

mailto:coep@prpq.ufmg.br
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Anexo 4 
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  determination  of the  concentrations  of  l-amino  acids  in cerebrospinal  fluid  (CSF)  has  been  used  to gain
biochemical  insight  into  central  nervous  system  disorders.  This  paper  describes  a  microwave-assisted
derivatization  (MAD)  method  using  N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide  (BSTFA)  as  a  derivatizing
agent  for  determining  the  concentrations  of  l-amino  acids  in  human  CSF  by gas  chromatography  with
mass  spectrometry  (GC/MS).  The  experimental  design  used  to optimize  the  conditions  showed  that  the
optimal  derivatization  time  was  3 min  with  a microwave  power  of  210 W. The  method  showed  good  per-
icrowave-assisted derivatization
as chromatography
ass spectrometry

formance  for  the validation  parameters.  The  sensitivity  was  very  good,  with  limits  of  detection  (LODs)
ranging  from  0.01  �mol  L−1 to 4.24  �mol  L−1 and  limits  of  quantification  (LOQs)  ranging  from  0.02  to
7.07  �mol L−1. The  precision,  measured  using  the  relative  standard  deviation  (RSD),  ranged  from  4.12  to
15.59%  for  intra-day  analyses  and  from  6.36  to 18.71%  for  inter-day  analyses.  The  coefficients  of deter-
mination  (R2)  were  above  0.990  for all amino  acids.  The optimized  and validated  method  was  applied  to
the determination  of  amino  acid  concentrations  in human  CSF.
. Introduction

Quantitative measurements of metabolites in biological systems
ave an important role and have been applied to the diagnosis of
iseases, such as diabetes, cancer, Alzheimer’s disease, and Parkin-
on’s disease [1–7]. Among these molecules are amino acids [8,9].
he presence and levels of free amino acids (FAAs) in body fluids
an be early indicators of neurological disease [6,10] and can be
sed to diagnose inborn errors of metabolism [11].

The analysis of amino acids in body fluids is often per-
ormed using chromatographic methods. In the reference

ethod, amino acids are analyzed by ion-exchange liquid
hromatography followed by post-column ninhydrin deriva-
ization and UV detection [12]. Methods described more
ecently include HPLC with photodiode array and fluorescence
etection [13], liquid chromatography–tandem mass spectrom-
try (LC–MS/MS) with electrospray ionization [8,14–16] and

ltra-high-performance-liquid-chromatography–tandem mass
pectrometry (UPLC–MS/MS) [11,17]. However, analysis by liquid

∗ Corresponding author. Tel.: +55 3134095725; fax: +55 3134095700.
E-mail addresses: zenilda@ufmg.br, zenilda.cardeal@gmail.com (Z.d.L. Cardeal).

570-0232/$ – see front matter ©  2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
ttp://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2013.05.014
© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

chromatography can be time-consuming [17] and expensive [14],
and the sensitivity is often low [11].

Gas chromatography with mass spectrometry detection is
regarded as the gold standard in metabolite analysis due to
the technical advantages, such good separation, high sensitivity,
robustness, and large spectrum libraries [3,18,19]. Whenever the
metabolites of interest are nonvolatile in the original sample, sam-
ple derivatization is required [20–23]. When analyzing amino acids
by GC/MS, several reagents are used for derivatization, includ-
ing methyl chloroformate, heptafluorobutanol, and trifluoroacetic
anhydride [19,22,24].

Silylation is commonly used to analyze metabolites by GC/MS,
and pyridine, which is used as an acid scavenger, is often added
before the silylating agent [9,25,26]. The silylation of amino acids
involves the simultaneous reaction of the amino and carboxyl
groups in a single step, and when a microwave is used for heating,
the reaction time significantly shorter. In comparison with derivati-
zation using conventional heating, derivatization using microwave
heating has a better relative response ratio and results in fewer arti-
facts in the analysis of compounds such as amino acids, sugars, and

fatty acids [9]. There are few gas chromatography–mass spectrom-
etry (GC/MS) methods described for the analysis of amino acids in
biological fluids using silylating reagents [27,28]. The GC/MS meth-
ods described in the literature using other derivatizing reagents

dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2013.05.014
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232
http://www.elsevier.com/locate/chromb
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ave high resolutions; however, glutamic acid and tryptophan,
hich are important in the diagnosis of neurological disorders, are
ot detected [22], and serine and threonine cannot be measured
eliably due to secondary interactions with these analytes [14].

The aim of the present study was to develop and validate a
eliable and robust alternative gas chromatography/mass spec-
rometry method based on a simple procedure of extraction and

icrowave-assisted derivatization (MAD) for the quantification of
6 amino acids, including glutamic acid, serine, and threonine, in
erebrospinal fluid and others biological fluids. This method could
e used in metabolomics technologies.

. Experimental

.1. Chemical and materials

The following amino acids were obtained from Sigma–Aldrich
St. Louis, MO,  EUA): l-alanine, l-glycine, sarcosine, l-
aline, l-leucine, l-isoleucine, l-serine, l-threonine, l-aspartic
cid, l-methionine, l-proline, l-cysteine, l-glutamic acid, l-
henylalanine, l-asparagine and l-lysine. HPLC-grade methanol
as obtained from Merck KGaA (Darmstadt, Germany), and
STFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) + TMCS
trimethylchlorosilane) (99:1 v/v) and anhydrous pyridine
99.8% m/m)  were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,
UA). Methoxyamine hydrochloride (98% m/m)  was  obtained from
luka (St. Louis, MO,  EUA). Artificial cerebrospinal fluid (aCSF) con-
aining 127 �mol  L−1 NaCl, 2 �mol  L−1 KCl, 1.2 �mol  L−1 KH2PO4,
6 �mol  L−1 NaHCO3, 2 �mol  L−1 MgSO4, 2 �mol  L−1 CaCl2,
0 �mol  L−1 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HEPES) and 10 mmol  L−1 glucose and bubbled with a carbogenic

ixture (95% v/v O2 and 5% v/v CO2) was prepared. All reagents
ere obtained from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,  EUA). The aCSF
as stored at 4 ◦C and prepared weekly. The standard solutions

or each amino acid were prepared at an initial concentration
f 1.0 mg  mL−1 in H2O and stored at −20 ◦C. Primary standard
ixtures with a concentration of 10.0 �g mL−1 were prepared

rom the separate standard solutions in H2O to optimize the
icrowave-assisted derivatization (MAD) procedure. These
orking solutions were stored at 4 ◦C.

.2. Sample preparation and derivatization process

A sample of 200.0 �L of aCSF was transferred to an Eppendorf
ube, and 800.0 �L of methanol at −10 ◦C was added to precipitate
he protein. The extraction procedure was adapted from previously
escribed methods [29]. The solution was vortex mixed for 1 min
nd centrifuged at 10,000 rpm for 10 min  at room temperature.
hen, 200.0 �L of supernatant was transferred to a glass GC vial and
vaporated to dryness at room temperature under N2. Next, 15.0 �L
f methoxyamine in pyridine at 20.0 mg  mL−1 was added, followed
y 35.0 �L of BSTFA with TMCS. The solution was vortexed for 30 s
nd submitted to microwave irradiation in a domestic microwave
ven (700 W power) equipped with a turning table. In all exper-
ments, the vial was always placed at same point to ensure even
rradiation. Initially, a set of experiments using varied power oper-
tions (high, medium and low) and different heating durations was
erformed to evaluate the response, reproducibility, and speed of
he analysis using MAD.

.3. Sample collection
A total of 16 CSF samples were obtained from hospitalized
atients in Santa Casa de Misericórdia de BH (Belo Horizonte,
razil). Patients presents suspect of bacterial infection (cryp-
ococcal meningitis) with characteristic symptoms and waiting Ta
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Table 2
Experimental 23 two-level full factorial and Doehlert design for l-amino acid extraction.

Design Variables Low level High level Significance

Derivatization time (min) 2.0 4.0 Yes
Fatorial 23 Microwave power (W)  140 (20%) 280 (40%) Yes
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derivatization time and the microwave power for the derivatiza-
tion of the amino acids. For this reason, these two  parameters were
used in a Doehlert design, and the amount derivatization reagent
was set to 50.0 �L. The experimental conditions for the Doehlert
Amount derivatization reagent (�L) 

Doehlert
Derivatization time (min) 

Microwave power (W)  

aboratorial diagnostic to effective suppressive therapy. The
atients were screened in accordance with the guidelines estab-

ished by the research ethics board (protocol N 082/2010). All
amples were stored at −80 ◦C until use or sample preparation [30].

.4. Gas chromatography mass spectrometric analysis

The amino acid analysis was performed using a Shi-
adzu (Kyoto, Japan) model GC-2010/QP-2010 high-performance

uadrupole GC/MS system. The mass spectrometer was  operated in
lectron impact (EI) mode at 70 eV. Separation of the analytes was
erformed on a Restek (Bellefont, PA, USA) chemically bonded Rtx-
MS  fused-silica capillary column (30 m × 0.25 mm id × 0.25 �m
lm thickness) containing 5% diphenyl/95% dimethylpolysiloxane.
he oven temperature program was as follows: 80 ◦C, ramp to
00 ◦C at 8 ◦C min−1, ramp to 300 ◦C at 30 ◦C min−1, and hold at
00 ◦C for 3 min. The injector was operated at 280 ◦C in splitless
ode for 3 min, followed by a 1:20 split ratio (RD). Helium with

 purity of a 99.999% was used as the carrier gas at a flow rate
f 1.0 mL  min−1. Samples were injected manually with a 10.0 �L
amilton micro syringe (Reno, NV, USA) in splitless mode with a

 minute vent open time, and a volume of 1.0 �L was injected. The
on source temperature was 200 ◦C, and the GC/MS interface was
ept at 260 ◦C. For identification and confirmation, each amino acid
olution was prepared separately for derivatization under the opti-
ized conditions. A 1.0 �L aliquot was injected into the GC/MS, and

he analysis was performed in full scan mode (range 45–300 m/z)
ith a scan time of 2 scans s−1. The retention times achieved and

he ions that were used for identification and quantification are
hown in Table 1. The quantification was performed using single ion
onitoring (SIM). Signal acquisition and data processing were per-

ormed using the Shimadzu LabSolutions software (Kyoto, Japan).
 domestic Philco model PRC-700W microwave (São Paulo, Brazil)
as used for the MAD.

.5. Experimental design

For the optimization step, all the experiments were performed
ith aCSF. A study was conducted using a 23 two-level full factorial
esign (FFD) to investigate the following variables: derivatization
ime, microwave power, and amount of derivatization reagent. The
xperimental values of these variables are presented in Table 2. The
inimum and maximum levels of the parameters were selected

ased on protocols that use MAD  [13,24]. The Doehlert design
Table 2) was applied using the most significant variables with the
bjective of reaching the optimum region of the investigated area.
hen applied to two variables, the Doehlert design requires per-

orming seven experiments [29]. The experimental response (Y) as
 function of the variables (X1 and X2) is given by Eq. (1):

 = b0 + b1 (X1) + b2(X1)(X1) + b3 (X2) + b4(X2)(X2) + b5(X1)(X2)

(1)
here b0 is the constant term, b1 and b3 are the coefficients for the
inear terms, b2 and b4 are the coefficients for the quadratic terms,
nd b5 is the coefficient for the interaction between the two factors.
he fitting of the model was validated using analysis of variance
40 100 No
2; 2.5; 3; 3.5; 4

140 (20%); 210 (30%); 280 (40%)

(ANOVA). P-values smaller than 0.05 were considered significant.
However, because this procedure used multiresponse tests, it was
necessary to use the desirability function to obtain a simulta-
neous and satisfactory compromise between all the responses.
This approach is defined as the geometric mean of the individ-
ual desirabilities. The desirability function transforms an estimated
response into a scale-free value, called the desirability (di). The
desirability is a value between 0 and 1 and increases as the corre-
sponding response value becomes more desirable [30]. The overall
desirability (D), another value between 0 and 1, is the geometric
mean of the individual desirability values (di):

D = (d1d2 . . . dn)1/n (2)

Then, the optimal setting is determined by maximizing D. All the
statistical analyses were performed using the statistical package
Statistica 8.0 for Windows from StatSoft Inc. (Tulsa, OK, USA).

3. Results and discussion

3.1. Optimization procedure

The analysis of the effects using Pareto charts showed that the
derivatization time and microwave power had significant effects on
the derivatization of the amino acids (for a p < 0.05). The amount
of the derivatization reagent did not have a significant effect.
In addition, an important interaction was observed between the
Fig. 1. Response surface for the combined desirability obtained from the Doehlert
design experiments for all l-amino acids.
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Fig. 2. Chromatographic profiles of the l-amino acid mixture (10 �mol  L−1) in aCSF.
The  component numbering is given in Table 1.

design for the real and coded values of each factor are shown in
Table 2. To assess the effect of each variable on the response, the
variables were coded to eliminate the influence of their differ-
ent magnitudes. The central point was  obtained in triplicate and
was used to estimate the experimental error. An estimation of
the coefficients (b0 − b5) of the second-degree polynomial model
indicated by equation 1 was  performed using the experimental
responses. The level of significance for each regression was calcu-
lated by ANOVA and showed that the models fit well. The predictive
ability under the experimental conditions used was assessed by
the fractions of the explained variations (R2), which ranged from
0.965 to 0.982. The response surfaces obtained from the regression
models of each analyte were then combined using the desirabil-
ity function, in which the geometric mean of the responses was
computed. The desirability function can have a value ranging from
0 (undesirable) to 1 (desirable). Fig. 1 shows the desirability pro-
file combined for all the amino acids according to the derivatization
time and microwave power. The desirable conditions for the deriva-
tization of all amino acids studied were 3 min  for the derivatization
time and 210 W for the microwave power. Fig. 2 shows the chro-
matogram obtained using these conditions.

3.2. Quality control and quality assurance

Linearity was established for all the analytes using CSF spiked
with analytes in the concentration range of 0.1–133.0 �mol  L−1. Six
concentrations were analyzed, with three measurements at each
concentration. Because of the homoscedasticity of the instrumental
responses, linear models for the calibration curves were con-
structed by the ordinary least squares method. The instrumental
response was  found to be linear in the range of concentra-
tions studied, with coefficients of determination (R2) above 0.990
(p < 0.05) for all amino acids except cysteine (0.975). The detec-
tion limits (LODs) and quantification limits (LOQs) were calculated
from 10 measurements with 95% confidence according to the
Eurachem Guidelines [31]. The amino acids had LODs between
0.01 �mol  L−1 and 4.24 �mol  L−1, and the range of the LOQ was
0.02–7.07 �mol  L−1. The recovery test was  performed with CSF
samples spiked with 0 �mol  L−1, 0.1 �mol  L−1, 10.0 �mol  L−1 and
100.0 �mol  L−1 of each amino acid. The concentrations were cal-
culated using a calibration curve prepared using the aCSF matrix.

The accuracy was  then calculated for each amino acid and ranged
from 88.5 to 129%. Three identical aCSF matrices were spiked
with 0.1 �mol  L−1, 10.0 �mol  L−1 and 100.0 �mol  L−1 of each amino
acid to determine the intra-day and inter-day precision values. To
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Table  4
Median l-amino acid concentrations and concentration ranges (�mol  L−1) in sam-
ples of human CSF (n = 16).

Median Range (�mol  L−1)

l-Alanine 19.94 10.70–81.91
Glycine 6.88 5.59–14.41
Sarcosine 4.86 4.08–10.14
l-Valine 9.32 6.70–51.65
l-Leucine 6.70 5.02–29.59
l-Isoleucine 4.15 3.35–7.03
l-Serine 7.92 6.14–13.06
l-Threonine 7.58 4.52–10.55
l-Aspartic acid 10.43 9.91–20.53
l-Methionine 6.21 6.18–12.39
l-Proline 375 155.58–480.18
l-Cysteine 1046.72 550.27–2590.45
l-Glutamic acid 13.00 8.22–16.58
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l-Phenylalanine 4.80 2.83–16.80
l-Asparagine 1.10 0.25–3.90
l-Lysine 10.37 9.74–20.47

etermine the intra-day precision, the spiked CSF samples were
erivatized independently and analyzed in one run. To determine
he inter-day precision, spiked CSF samples were processed on
hree consecutive days. The precision was represented by the rela-
ive standard deviation (RSD). The intra-day precision ranged from
.12 to 15.59%, and the inter-day precision ranged from 6.36 to
8.71%. These values are consistent with those obtained in other
tudies [21,26]. Table 1 lists the results of the method validation
xperiments. The Table 3 show a comparison of various published
ethods to analysis of amino acids in biological fluids. Our study

resents advantages such as shorter time for derivatization (3 min),
ower limits of quantification, below the expected levels of amino
cids on biological fluids, and low cost per analysis. The optimized
ethod also showed excellent reproducibility with RSD between

.4 and 18.7% and the analytes studied are used to laboratorial diag-
osis. However, amino acids such arginine and hystidine cannot be
nalyzed by GC/MS due to the thermal instability to the derivatives.
elative to recovery the range is larger that published methods,
oreover, is acceptable to GC/MS methods.

.3. Application of the method to samples of CSF

The validated MAD–GC/MS method for the determination of
mino acid concentrations was used to analyze human CSF sam-
les from 16 patients with AIDS. The results, reported in Table 4,

ndicate that this method had good performance with respect to
he detection and quantification of amino acids when applied to
eal samples of human CSF. All 16 amino acids were detected, and
he median concentrations of l-amino acids varied from 1.10 to
046.72 �mol  L−1, with much higher concentrations observed for l-
ysteine, l-proline, and l-alanine. l-Cysteine had the largest range,
50.27–2590.45 �mol  L−1, whereas l-asparagine had the smallest
ange, 0.25–3.90 �mol  L−1. The elevate levels of l-cysteine recorded
n the present study could be the release of toxins since the patients
nalyzed presented neurological diseases. The values found for the
ther amino acids were consistent with those from other studies
12,26].

. Conclusions

The results of this study indicate that microwave-assisted
erivatization with BSTFA followed by GC/MS analysis is a suitable
lternative technique for the determination of amino acid con-

entrations in human cerebrospinal fluid. An experimental design
sing a 23 two-level full factorial design (FFD), a Doehlert design
nd the desirability function were used to optimize the derivati-
ation parameters. The derivatization is process is performed in a

[

[

ogr. B 931 (2013) 97– 102 101

single step, limiting the use of reagents and resulting in a short anal-
ysis time. This approach has excellent linearity, good repeatability
and reproducibility, and sufficiently low detection and quantifica-
tion limits. The validated method was successfully applied to the
analysis of l-amino acids in human CSF samples from patients with
AIDS. Therefore, the proposed analytical protocol is a promising
method that could be used in CSF and also to others biologi-
cal fluids which includes urine, serum and tissues in the clinical
diagnosis.
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Bile acids derived from cholesterol are produced in the liver, and their analysis is difficult due to their complex natures and their
low concentrations in biological fluids. Mixtures of various derivatives, created via conventional heating, are used for such analyses.
Microwave radiation is proposed to accelerate the derivatization process. This paper presents a mass fragmentation study and
microwave-assisted derivatization (MAD) for the silylation of bile acids (cholic and ursodesoxycholic) prior to gas chromatography
and mass spectrometry analysis. The derivatization was performed using the two-step process of methoximation and silylation.
The reaction time, power, and quantity of N,O-bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) + 1% trimethylchlorosilane (TCMS)
were optimized to improve the derivatization.The optimized derivatization conditions required 210W for 3min.TheMADmethod
exhibited linearity with respect to cholic acid between 0.78 and 20.0 𝜇g mL−1 with an LOQ of 0.23 𝜇g mL−1 and a precision ranging
from 1.08% to 9.32% CV.This optimized derivatization method is valid for the analysis of bile acids in different matrices.

1. Introduction

Bile acids (BAs) are steroidal compounds synthesized in the
liver during cholesterol metabolism, and their major struc-
tural components include a steroid nucleus with a side chain
and carboxyl groups [1–3]. BAs are predominantly present
in biological fluids in their ionized form. The composition
of BA in serum and urine varies with different physico-
chemical properties and the rate of intestinal absorption
by the liver [2, 4]. Its hepatic and intestinal metabolism
can also be influenced by liver and gastrointestinal diseases.
Therefore, modifications to the hepatic synthesis, intracel-
lular metabolism, hepatic uptake, and biliary excretion can
result in a disturbance in the metabolism of bile acids [1,
4, 5]. An increase in blood bile salts appears to result from
changes in their hepatocellular uptake that are induced by
chemical substances and can serve as a biological marker for
the detection of liver damage [1, 4–6].

Bile acids are present in serum and urine at millimolar
levels, and due to large differences in their chemical proper-
ties, such as lipophilicity and polarity, their separation and
identification require accurate and sensitivemethods. Several
analytical methods based on chromatography techniques
have been reported for detecting bile acids in biological
fluids [1, 7–9]. Liquid chromatography (LC) coupled with
evaporative light-scattering detection (ELSD) or conven-
tional UV-Vis detection have limited sensitivity [1]. Iida et
al. [8] proposed a gas chromatography method using flame
ionization detection (GC/FID) to analyze derivatized BA.

In analytical procedures using gas chromatography,
derivatization is utilized to generate compounds with better
volatility and thermal stability. For GC analysis, molecules
such as aldehydes, carboxylic acids, esters, and phenols are of
concern due to their ability to form hydrogen bonds between
compounds, which can lead to low volatility, insufficient
thermal stability, or an interaction with the solid column
packing [10–13].
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The most common reactions used in GC analysis are
silylation, acylation, alkylation, and condensation [14]. The
derivatization of the –COOH, –OH, and oxo-functional
groups present in bile acidmolecules canmodify a compound
to increase its volatility and improve its thermal stability,
but this procedure increases the total time required for the
analysis [1, 3, 15–18].

Silylation is the most established derivatization
technique, with common reagents including N-methyl-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA), N,O-
bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA), N-
(t-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamide
(MTBSTFA), trimethylchlorosilane (TMCS), and
trimethylsilylimidazole (TMSI) used in the analysis of
compounds such as estrogen steroids [19, 20], bile acid in
aqueous environments [16, 21], and metabolomics [10, 22].

This derivatization reaction should be performed using
controlled temperature and time to prevent the formation
of additional unexpected derivatives (artifacts). Imprecise
control over the derivatization parametersmight significantly
enhance the interference of the compound’s concentration.
Otherwise, hydroxyl groups are likely silylated at room tem-
perature [23]. The strength of donor silyl groups represents
another possibility for improving the derivatization using
reagents such as TMSI, BSTFA, and MSTFA, the first of
which are the strongest donors of a silyl group. Recently,
Zhou et al. [20] reported that the addition of 0.5% TMSI
in BSTFA or MSTFA effectively prevents the formation of
multiple trimethylsilyl derivatives in the derivatization of
ethinylestradiol and enhances the derivatization efficiency.
The silylation reaction is a nucleophilic substitution on the
silicon atom of the silyl donor. The TMSI activates the
hydroxyl groups and serves as an acid scavenger by removing
the acidic products [20]. In a conventional derivatization, the
time is fundamental to reaction completion, but conventional
derivatization is not as rapid as microwave heating. As with
conventional derivatization, microwave-assisted derivatiza-
tion requires the power and time to be optimized for com-
plete derivatization and to avoid the formation of artifacts.
Kumar et al. [24] used four derivatization mixtures: MSTFA
+ 1% TMCS, BSTFS + 1% TCMS, MSTFA :NH4I : DTE,
MSTFA : TMSI : TMCS, and BSTFA : pyridine [24].

Various methods for the derivatization of bile acids
are described in the literature using gas chromatography
with conventional derivatization [7, 16, 21, 25]. The method
proposed by Tyagi et al. [25] silylated the bile acids with the
addition of BSTFA/pyridine (1 : 1, v/v) at 60∘C for 30min. In
another method proposed by Casas-Catalán et al. [26], the
bile acids were identified using a derivatization method that
combines the formation of ethyl esters from the carboxylic
groupusing ethyl chloroformate (ECF)with the trimethylsilyl
ethers from the hydroxyl group using trimethylsilylimidazole
(TMSI) at 40∘C for 20min. To optimize the sensitivity,
many derivatization mixtures were tested by Kumar et al.
[24], including MSTFA/NH

4
I/DTE (500 : 4 : 2, v/w/w, 40 𝜇L

at 60∘C for 30min), MSTFA/TMSI/TMCS (100 : 2 : 5, v/v/v,
40 𝜇L at 60∘C for 30min), MSTFA/TMCS (100 : 1, v/v,40 𝜇L
at 60∘C for 30min), and BSTFA/TMCS (100 : 1, v/v, 40 𝜇L
at 60∘C for 30min). These authors concluded that the

MSTFA/NH
4
I/DTEmixture exhibited improved stability and

MS fragment abundance [24, 25]; however, the time required
for the derivatizationwas 10-fold longer than that required for
microwave-assisted derivatization. Several reagent mixtures
have been tested for the derivatization (silylation) of bile acids
and have been found to improve the sensitivity and efficiency
without reducing the derivatization time [24]. Recently, Ranz
et al. [27] and Kouremenos et al. [10] evaluated the potential
of microwave-assisted derivatization for different analytes,
such as herbicides and metabolomes; however, they did not
examine microwave irradiation for the derivatization of the
bile acids. Microwave-assisted derivatization (MAD) has the
additional advantage of reducing the analysis time [28, 29].
The microwave energy does not directly induce chemical
reactions or degradation, but it efficiently heats the reagent
mixtures via “microwave dielectric heating.” This reaction
is attributed to the rapid transfer of energy and the ability
of the material to absorb the microwaves. In addition, this
process reduces the energy demand, increases the ease of
use, and eliminates the need to heat the reaction vial [30].
Kouremenos et al. [10] studied the derivatization of many
classes of compounds (sugars and keto acids) and demon-
strated that the amino acids present in a mixture exhibit
incomplete derivatization and require additional time to
react. The conventional derivatization methods for bile acid
analysis may require an extended time (50 to 120 minutes),
but the use of microwaves can decrease this time to a few
minutes and provide a safer heating method. The present
study describes an analytical procedure for determining
bile acids via gas chromatography/mass spectrometry using
microwave-assisted derivatization.

2. Materials and Methods

2.1. Bile Acid Standards. The following bile acids were
included in this study: cholic acid (CA; 98%) and
ursodesoxycholic acid (UDCA; 99%) purchased from
Sigma-Aldrich Vo. (St. Louis, MO, USA). Methanol
(reagent grade) and dichloromethane (chromatographic
grade) were obtained from Merck KGaA (Darmstadt,
Germany).The 99.9%MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide), BSTFA (N,O-bis (trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide) + 1% TMCS and 99.8% pyridine
(anhydrous-grade solvents) were purchased from Sigma-
Aldrich Vo. (St. Louis, MO, USA), and the methoxyamine
PA was obtained from Fluka (St. Louis, MO, USA).

The 1.0mgmL−1 bile acid standard solutions were pre-
pared in methanol and stored at −20∘C. To optimize the
MAD, the standard solutions were diluted to generate
individual working standards in dichloromethane/methanol
(2 : 1, v/v) at a final concentration of 1.0𝜇g mL−1 and stored at
4∘C. 1

2.2. Instrumentation and GC/MS Analysis. TheGC/MS anal-
ysis was conducted using a Thermo Electron Trace gas
chromatographic system from Thermo Scientific Inc. (West
Palm Beach, FL, USA) coupled with an POLARIS Q model
ion trap spectrometer and equipped with a capillary column

Helvécio
Inserted Text
w/w

Helvécio
Inserted Text
v/v

Helvécio
Inserted Text
w/w
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(30m × 0.25mm id × 0.25 𝜇m film) containing 5% diphenyl
and 95% dimethylpolysiloxane HP-5ms (Agilent Technology
Inc.). The initial oven temperature was 120∘C, which was
maintained for 1min.The temperature was increased at a rate
of 15∘C min−1 to 250∘C; then, it was increased to 300∘C at
5∘C/min and held for 20min.2

The helium flow was 1.0mLmin−1. The injector was
operated at 280∘C in the splitless mode for 3min, followed by
a 1 : 20 split ratio (RD). The mass spectrometer was operated
in electron impact mode (EI) at 70 eV. The temperature of
the ion source was 200∘C and that of the GC/MS interface
was 250∘C. The analysis was performed in full scan mode
(range 50–90 m/z−1) with quantification in selected-ion3
monitoring (SIM) mode using the m/z 426 (cholic acid) and
518 (ursodesoxycholic acid).4

A domestic microwave from Philco (model P.R.C, power
10–700Watts) was used for theMADderivatization. Xcalibur
software from Thermo Finnigan Inc. (West Palm Beach, FL,
USA) was used to acquire the signal and process the data.

2.3. Derivatization Procedure. A 10-𝜇L working standard
solution with a concentration of 1.0 𝜇gmL−1 was transferred
to a glass insert (flat bottomed) and dried at room tempera-
ture. Then, 10 𝜇L of methoxyamine in pyridine (20mgmL−1)
was added, followed by 50𝜇L of BSTFA with 1% TCMS. The
glass insert was introduced into a GC vial, and the mixture
was subjected to heating via microwave irradiation. Initially,
the power (160, 240, 320, 480, and 640W) and time (1, 2,
3, 4, and 5 minutes) were varied to evaluate the response,
reproducibility, and speed of the analysis using microwave
derivatization. The yield of the microwave derivatization was
compared with that of conventional derivatization.

3. Results and Discussion

3.1. Fragmentation Patterns of the Bile Acids. The fragmen-
tation patterns of the bile acids were studied to identify
the different compounds. The m/z of the molecular ion, the
molecular ions without methyl or trimethylsilyl groups, and
other fragmentation products in the steroid nucleus were
found in greater abundances.The experimental results for the
bile acid ions (m/z) are presented in Table 1.

In the study of cholic acid, the molecular ion without a
methyl group produced anm/z 681 fragment, which was used
to identify this compound. However, this fragment presented
a lower intensity (15,76%), as shown inTable 1. In contrast, the
m/z 253 ion (100% abundance) could not be used to identify
or quantify the cholic acid because it is an artifact of the
derivatization. The quantity of the m/z 516 ion is related to
the loss of 2 TMSOHs. The quantity of the m/z 426 ion is
dependent on the loss of 3 TMSOHs (47,94% abundance).
This ion was used to identify the cholic acid due to its higher
relative intensity. Them/z 428 ion, which corresponds to the
compound that lost 2 TMSOHs and Si(CH

3
)
4
, presents a

low intensity, and its total ion chromatogram (TIC) presents
many artifacts.The chromatogram andmass spectrum found
in Figure 1 demonstrate the efficiency of the cholic acid
derivatization.
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Figure 1: Chromatogram and mass spectra of the trimethylsilyl
(oxime) ether/ester of cholic acid obtained using microwave radia-
tion for 3min at 240W in the positive mode;m/z 426 (1.0𝜇gmL−1).

The conventional derivatization of cholic acid (1 h at
100∘C) demonstrated results similar to those obtained using
microwave heating (3min), as shown inTable 1. Furthermore,
the same derivative structure was obtained in each step of
the procedure using the MAD method to derivatize the bile
acids. The trimethylsilyl (oxime) ether/esters of the cholic
and ursodesoxycholic acid derivatives were produced at the
same power and time as the carboxylic acids and the phenol
groups. Therefore, the use of microwaves for heating during
the derivatization reduced the reaction time from 60 to 3
minutes. After derivatization, the ursodesoxycholic acid had
a molecular ion ofm/z 608.5. Them/z 413 ion is produced by
the loss of 2 TMSOH + CH

3
and presents a lower intensity

(32% abundance). These two ions present more artifacts in
the total ion chromatogram (TIC). Another fragment ion is
m/z 518, which is formed by the loss of TMSOH (Figure 2).

This fragment has the highest relative intensity (100%
abundance) but also corresponds to chenodeoxycholic acid,
as demonstrated by Sebok et al. [21]. Thus, the identifica-
tion and quantification of the ursodesoxycholic after the
microwave-assisted derivatization were performed using the
m/z 428 ions, as shown in Table 1.

3.2. Optimization of the Microwave-Assisted Derivatization.
Theorder bywhich derivatizationwas optimized is as follows:
the quantity of the methoximation and silylation reagents,
followed by the power and time of the microwave irradiation.
The silylation was performed on the BSTFA + 1% and TCMS
in volumes of 10.0𝜇L, 20.0𝜇L, 40.0 𝜇L, 50.0 𝜇L, 60.0 𝜇L,
and 100.0 𝜇L. A volume of 40𝜇L was chosen because it
presented the highest peak area. The smaller volumes were
insufficient for complete derivatization, and volumes above
40.0 𝜇L resulted in increased artifacts, such as new peaks in
the TIC.
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Table 1: Fragmentation patterns of the bile acid TMS (oximes) derivatives obtained using gas chromatography and mass spectrometry
(GC/MS) and the common ions in the fragmentation patterns of cholic acid (conventional and microwave-assisted derivatization) and
ursodesoxycholic acid (MAD) presented as relative intensities.

Bile acid 𝑡
𝑟
(min)

Selected fragment ions for
identification and
quantification

Frequent ion in fragmentation

[𝑀]
+

∙ [𝑀 − 15]+ Further abundant fragment ion,m/z m/z
Relative

intensity (%)
microwave

Relative
intensity (%)
conventional

Cholic 17.19 696.5 681

[M − 2TMSOH]+ = 516 253 100 100
[M − (2TMSOH + SiCH4)]

+ = 428 426 47.94 56.74

[M − 3TMSOH]+ = 426 516 32.23 39.61
681 15.76 14.87

Ursodesoxycholic 17.59 608.5 593
[M − 2TMSOH]+ = 428 413 32

[M − (15 + 2TMSOH)]+ = 413 428 56
518 100
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Figure 2: Mass spectra of the ursodesoxycholic acid standard trimethylsilyl (oxime) derivative at a concentration of 1.0𝜇gmL−1 and anm/z
of 518, corresponding to the loss of TMSOH and the presence of a fragmented compound.

The microwave time and power can potentially affect the
responses, including the peak area.Therefore, after establish-
ing the reagent quantities, the power (watts) and time (min)
were optimized. The analysis held one factor constant while
varying the other.The powers studied were 160, 240, 320, 480,
and 640W at a constant time of 1, 2, 3, 4, or 5 minutes. Each
condition was tested three times. The optimization results
for the derivatization of the bile acids at the various powers
and times are presented in Figure 3. Increasing the power
and time did not result in improvement in the peak area.
Likewise, a higher power at 3 minutes decreased the relative
peak areas of the cholic and ursodesoxycholic acids.The same
decrease in the peak area can be observed at 1.5min. The
relative responses of the analyte peaks indicate that 240 W at
3min provided the best sensitivity. In addition, this condition
also improved the reproducibility.5

The presence of artifacts in the silylation is a common
problem with functional groups such carboxylic acids and

phenols. The bile acids were silylated at these groups. How-
ever, optimizing the derivatization reagents can decrease this
interference. The formation of artifacts was also observed by
Kouremenos et al. [10] and Zhou et al. [20]. The artifacts
have not been specifically identified. In addition, the heat-
ing and reaction times for conventional derivatization and
microwave-assisted derivatization changed as expected. 6

The highest resolution was achieved with a mix-
ture containing 10.0 𝜇L of bile acid standard, 20.0 𝜇L of
methoxyamine, and 40.0𝜇L of silylation reagent. Figure 4
provides the peak areas obtained using different quantities
of silylant. The derivatization results enabled the correct
identification and quantification of the bile acids.

Acceptable results were obtained for the derivatization
using microwaves as a heating source because the fragmen-
tation patterns are comparable to those obtained by Sebok et
al. [21] using conventional derivatization at 100∘C for 60min
to determine bile acids via gas chromatography/mass spec-
trometry of trimethylsilyl (oxime) ether/ester derivatives.
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A 3-fold decrease in the formation of TMS (oxime)
ester/ether derivatives was observed when the power was
increased from 150 to 300W, leading to an increase in the
irradiation time. The shortest reaction time was 30min,
which was a 10-fold increase in time over that required
for microwave derivatization. The MSTFA and BSTFA were
used for the silylation of the bile acids; however, neither was
required to achieve complete derivatization.7

3.3. Method Validation. The calibration curve for the cholic
and ursodesoxycholic bile acids was constructed at six con-
centration levels with three replicates for each level. The
curve obtained for the cholic acid (𝑦 = 4849.8𝑥 − 764.15)
presented good linearity in the range of 0.78 ± 0.01 to 20.0 ±
0.02 𝜇gmL−1 with 𝑅2 = 0.999 (𝑃 value < 0.0001). This range
represented 0.129 to 3.30 ng of cholic acid, a quantity smaller
than that found by Sebok et al. [21] (0.432 to 3.46 ng). For the
ursodesoxycholic acid, the obtained curve (𝑦 = 4849.8𝑥 −
764.15) exhibited good linearity in the range of 0.44 ± 0.01 to
20.0 ± 0.02 𝜇gmL−1 with 𝑅2 = 0.999 (𝑃 value < 0.0001).

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)
were calculated according to the recommendations of the

EURACHEM Guide [31] through ten consecutive measure-
ments of the blank. The LOD values were 0.23 𝜇gmL−1
and 0.13 𝜇gmL−1 for cholic acid and ursodesoxycholic acid,
respectively. The LOQ values were 0.78 𝜇gmL−1 for cholic
acid and 0.44 𝜇gmL−1 for ursodesoxycholic acid and were
lower than those obtained in other studies [21, 24]. To assess
the intra-assay precision (repeatability), ten replicates with
concentrations of 1.0, 10.0, and 20.0 𝜇gmL−1 were analyzed
on the same day. For cholic acid, the coefficients of variation
were 9.32%, 3.90%, and 1.08%. The ursodesoxycholic acid
presented coefficients of variation of 11.71%, 13.02%, and
1.38%. The precisions obtained using this derivatization are
similar to those obtained by Damm et al. [28] for the
microwave-assisted derivatization of morphine.

4. Conclusion

This study presented an alternative method for the gas chro-
matography/mass spectrometry identification and quantifi-
cation of bile acids using microwave-assisted derivatization.
The fragmentation patterns were evaluated in this study
by varying the MAD heating protocol. This procedure was
validated and demonstrated precision and linearity. A study
of the variables used in the derivatization was performed,
and a complete derivatization was obtained only after the
addition of methoxyamine. The microwave irradiation did
not directly induce the chemical reactions and degradation,
but it was an efficient method of heating the reagent mixtures
and reduced the sample preparation time required to obtain
the derivatized products and properly identify and quantify
the bile acids. This derivatization method can be used to
analyze bile acids in different matrices, such as urine, serum,
or bile. However, the complexity of these biological matrices
will require selectivity studies to complement the validation
of the proposed method.

Acknowledgments

Funding for this study was provided by the Fundacão de
Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) and the
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cient́ıfico e Tec-
nológico (CNPq). The authors Helvécio Costa Menezes and
Zenilda de Lourdes Cardeal are beneficiaries of financial
assistance from Coordenação de Aperfeiçoaento de Pessoal
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Metabolome analysis involves the study of small molecules that are involved in themetabolic responses that

occur through patho-physiological changes caused by genetic stimuli or chemical agents. Qualitative and

quantitative metabolome analyses are used for the diagnosis of various diseases or chemical exposure. This

article presents an overview of the different analytical methods available for performing the determination

of the metabolome, including sampling, sample preparation and processing and interpretation of data.

Critical comments are aimed at emphasizing the extraction methods as well as the biological samples

used for metabolome analysis and data processing.
1 Introduction

By analogy with other “omes”, the metabolome is dened as the
quantitative complement of low-molecular-weight metabolites
present in a biological uid, cell or organism under a given set
of physiological conditions. The concept of the metabolome as
a global view of metabolites produced by an organism was
introduced in the 70s. Thus, the existing methods would be
insufficient to analyze the prole of the human metabolome.
Even with the advancement of analytical techniques, we still
face the problem of low sensitivity analyses.1 Metabolomics
involves the study of small molecules from cells, tissues,
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organisms or other biological uids. These small molecules
involve primary and intermediary metabolites as well as exog-
enous compounds, such as drugs and other chemical
compounds.2,3

In establishing the metabolic prole of these small mole-
cules with recognition of transcription and expression/protein
activity, the different metabolites found can be studied to
explain possible causes of diseases or even to identify
substances that are benecial to the body. An example is the
discovery of alkaptonuria as a result of an inborn error in
metabolism, which accumulates homogentisic acid, causing
browning of the urine.4 The ngerprint of a specic disease can
be dened by the interaction of the methods that are used for
high-denition genome, proteome and metabolome studies.5

The use of post-genomic technologies in large-scale molecular
epidemiology is important for identifying associations between
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coupled with mass spectrometry applied gas chromatography to
environmental analysis, and studies to assess the environmental
and occupational exposure to organic pollutants.
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Table 1 Analytical strategies for metabolic research

Criteria Global metabolomics Metabolic proling Fingerprinting Target metabolic

Purpose Analysis of broad
range of metabolites

Describe metabolic patterns
for a group of metabolites

Screening of samples to
provide classication

Analysis of one or few
target metabolites

Selectivity of
metabolites

No Yes No Yes

Specic metabolic
pathway

No Yes No Yes

Biological samples Cells, body uids, tissues Cells, body uids, tissues Cells, body uids, tissues Cells, body
uids, tissues

Sample preparation Generic Selective Generic Selective
Analysis Qualitative and quantitative Qualitative and quantitative Qualitative Qualitative and

quantitative
Analytical methods GC/MS, LC/MS, CE/MS, NMR GC/MS, LC/MS, CE/MS, NMR GC/MS, LC/MS, CE/MS, NMR GC/MS, LC/MS,

CE/MS, NMR
Relative time
required

Long Long Short Long

Analyst Critical Review
molecular markers (genes, proteins, metabolites, etc.) and
disease.6 It is increasingly clear that our ability to modify the
metabolic prole will help to discover many previously inac-
cessible areas of biology.7

The analysis of small molecules is a problem because the
samples are extremely complex and their chemical identica-
tion can be difficult.2 However, the identication and quanti-
cation of specic metabolites may indicate normal growth or
the presence of cellular changes caused by pollutants present
in the workplace, drug use or drug abuse, and exposure to
environmental pollutants. Initial metabolomic signatures
have already been reported for several disease states,
including schizophrenia,8 neuropsychiatric diseases,5 Alz-
heimer's disease,9,10 cardiovascular and coronary artery
disease,11 hypertension,12 type 2 diabetes,13,14 liver cancer,15

ovarian cancer,16 breast cancer,17 and Huntington's disease.18

Metabolomics technology has been used as a tool for the
elucidation of the mechanism of various cardiovascular and
neurological diseases,5,11,19 the toxic effects of drugs, nutrition
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and cancer20–23 and provides additional information beyond
the genomic and proteomic evidence.24 This prole is
composed of dozens of metabolites that are altered qualita-
tively and quantitatively in pathological conditions or in
various situations of exposure to chemicals.3 The existing
strategies for metabolomic analysis employ metabolomics,
metabolite proling, metabolite ngerprinting, and metabo-
lite target analysis. Table 1 shows the analytical differences in
these strategies based on the particular situation being
investigated. The endogenous metabolites include sugars,
organic acids, amino acids, steroids and many other inter-
mediary metabolites, which present wide variation in polarity,
molecular weight and volatility. Analysis of all metabolites is
difficult because of their diversity and their concentrations,
which range between pmol to mmol in various biological
uids. The diversity of physicochemical properties shows the
complexity (involution) in the choice of analytical method.
Thus, in the metabolomics experiment, analytical methods
and instrument validation is essential to ensure the applica-
bility, accuracy and precision of the methods. Analytical
methods in metabolomics include sample preparation,
instrumental analysis, data processing and interpretation of
data, all of which are performed in different ways depending
on factors such as the nature of the sample and the analytical
technique available. One concern in metabolome analysis of
microorganisms is the separation of intra- and extracellular
metabolites. Extraction methods are used for the extraction of
intracellular metabolites and plasma; however, it is important
to interrupt metabolism accomplished rapidly with tempera-
ture change or pH change in the determination of metabolites
from microorganisms or cell cultures. The selection of
metabolites to be identied and quantied is performed
according to the metabolic pathway to be studied,25 which is
one of the important points for an accurate interpretation of
the data obtained.26 Another relevant issue is the use of
animals for the evaluation of metabolome. The majority of
studies that are performed to evaluate the effects of chemicals
in humans have been conducted in animals, a practice that
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014



Table 2 Methods used to metabolome analysis

Reference Compounds Matrix Sample preparation Method

Flores-Valverde, 2008 Steroids, glucocortoids,
and progestagens

Ovaries, testes and liver SPE UPLC-ToF/MS

Wang D. C. et al., 2012 Serum fatty Serum LLE GC/MS
Paiva et al., 2013 Amino acids CSF Methanol (�20 �C) GC/MS
Wu et al., 2009 Carbohydrates,

amino acids, fatty acid
Urine Methanol GC/MS

Zheng et al., 2012 Amino acids Salive Acetone (�20 �C) LC-FTICR-MS
Uhl et al., 2011 Glycerophospholipid Plasma Methanol LC-MS/MS
Snyder et al., 2010 L-b-Methylamino-alanine Human tissue LLE GC � GC-ToF/MS
Rocha et al., 2011 Hydrocarbons, amines,

amides, esters, ketones,
aldehydes, alcohols,
carboxylic acids, ethers,
nitriles, thiols, terpenoids,
and heterocyclic compounds

Human urine HS-SPME GC � GC-ToF/MS

Caldeira et al., 2012 Cycloalkanes, aromatic
aldehyde, ketones

Exhaled breath HS-SPME GC � GC-ToF/MS
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has been greatly reduced by substituting cultured animal
cells.24 The advantages of using cell cultures include the
elimination of the use of animals, a signicant decrease in
cost and a faster response. Identication and quantication of
metabolites is difficult because of their kinetic behavior,
which hampers collection protocols, and the various classes of
chemical compounds, such as peptides, carbohydrates, lipids,
nucleosides and products of the catabolism of exogenous
compounds.27–29 Multiple changes in the structure of the
metabolites may occur within hours to fractions of seconds.28

This variability of metabolites poses challenges for the
analytical procedures and condence in the quality of the data
generated, showing that the metabolites can be recovered and
quantied. Thus, considering the variety of possible metabo-
lites, the rst requirement for the metabolome analysis is that
the available techniques should be comprehensive.7 This
variability of metabolites poses challenges for the analytical
procedures and condence in the quality of the data gener-
ated, showing that the metabolites can be recovered and
quantied. Analytical technologies based on liquid chroma-
tography coupled to mass spectrometry (LC/MS),30 gas chro-
matography coupled to mass spectrometry (GC/MS),1,31

capillary electrophoresis coupled to mass spectrometry (EC/
MS)32,33 and nuclear magnetic resonance have been applied in
the analysis of the metabolic proles of organisms and human
cells. This review describes the current methods for sampling
and analysis of the metabolome in biological uids (Table 2).
2 Sampling

The sampling step is a continuous challenge in metabolomics
studies that requires previous knowledge of the biological
system and involves the extraction of diverse biological sample
types. In human metabolomics studies, any biological uid or
tissue can be used for the qualitative and quantitative
measurement of endogenous metabolites. The most frequently
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
used samples for exploring the modication of the metabolome
are urine and blood. However, other matrices, such as cere-
brospinal uid,34 saliva35 and erythrocytes36 are also used to
analyze the metabolites. The choice of sample type and method
of sample preparation are critical aspects of metabolomics
studies. These aspects interfere directly in the data quality and,
therefore, the accuracy of the biological interpretation.37 Other
factors that should be considered in sampling design include
age, gender, diurnal variation, and diet of subjects. The selec-
tion of an appropriate control group must be performed care-
fully, especially in studies with patients suffering from disease
and receiving medical treatment.38 The vials used to collect
biological samples should be chosen and cleaned carefully to
minimize the introduction of contaminants, such as surfac-
tants, which can cause interference in the subsequent steps of
analysis. Non-specic binding or container surface adsorption
of metabolites should be assessed in metabolomic analysis. In
the Whole blood, plasma or serum are present at approximately
8% of protein and lipids though urine does not normally
contain these compounds. This absence can be associated with
the non-specic binding or container surface adsorption of
these molecules that can be evaluated oen by the low extrac-
tion recovery of the analytes of interest. To prevent the loss of
analyte due to non-specic binding or container surface
adsorption it can be recommended a post-addition of reagents
such as bovine serum albumin (BSA) and Tween-80. This is a
simple procedure in the trouble shooting non-specic binding
or container surface adsorption of quantitative analysis of bio-
logical samples.39 Ideally, sample collection should strive to be
non-invasive and representative. Urine, serum and plasma are
the bio uids that are usually employed by incorporating the
functions and phenotypes of many different parts of the body.
Moreover, the choice of appropriate biological sample is of great
signicance in the development of protocols suitable for the
preparation and storage of samples. The storage step should be
included when the immediate analysis of the sample is not
Analyst, 2014, 139, 3683–3694 | 3685
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feasible; this procedure is commonly performed with liquid
nitrogen (�80 �C). To prevent changes in the composition of the
samples during storage, the number of cycles of freezing and
thawing should be minimized.40

2.1 Plasma

Blood is composed of two parts: a cellular component (erythro-
cytes, leukocytes and platelets) and plasma (liquid in which
blood cells are suspended), which accounts for approximately 50–
55% of the blood volume.41 Plasma and serum (with and without
the addition of anti-coagulants, respectively) are obtained from
blood samples by centrifugation, where the supernatant portion
is used for the analysis. Blood serum is a primary carrier of small
molecules in the body and plays a critical role in transporting
nutrients, hormones andmetabolites. Interferents present in the
whole blood sample can also be found in the membrane and
nucleotides, which can interfere with the analysis. Some studies
show that the treatment of samples using organic solvent
extraction, solid phase extraction and solid phase micro-extrac-
tion can decrease or exclude this interference.42–44 The blood
irrigates every tissue and organ in the body, providing a pathway
for all the molecules being secreted and excreted by different
tissues. Thus, tissue dysfunctions and pathological states can
both alter the chemical composition of blood. Plasma and serum
contain a range of metabolites, which can be used in the diag-
nosis of physiological alterations or pathological states.45 The
choice of sample (plasma or serum) is related to the clotting
process, which stimulates blood fatty acid biosynthesis where the
serum levels of these compounds do not represent physiological
concentrations.46 A variety of substances is present in plasma,
including proteins, peptides and electrolytes, and may interfere
with the analysis. To reduce the presence of plasma proteins the
precipitation with trichloroacetic acid and cold methanol is the
most common practice and reduces the interference in instru-
mental analysis.47 In order to minimize this interference in the
analysis of the blood and plasma the addition of anti-coagulant
and a preservative is required. The use of heparin in samples
of blood show an absence of interference in polysaccharides
analyses.48 In metabolome analysis of dried blood spots EDTA is
also used to maintain the stability of analytes.49 In the compar-
ison of 4 different blood collection tubes, EDTA and Na+–uoride
show stability of analytes in relation to heparin and serum blood
that demonstrate clear patterns of noise signals. Thus, in the
metabolome studies test the suitability of the blood collection
tubes is necessary. However, the anti-coagulant K+–EDTA plasma
is mostly used.50 The plasma composition directly reects the
catabolic and anabolic processes occurring in the whole
organism. However, small metabolic changes from a specic part
of the body can dilute the original proling.51

2.2 Urine

Urine provides a pattern of polar metabolites discarded from the
body as a result of catabolic processes. Urine samples that are
collected in large quantities by noninvasive sampling, have lower
protein content and lower sample complexity with fewer inter-
molecular interactions.52 Urinary metabolomic approaches are
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likely to be used to screen for potentially earlier diagnostic and
prognostic biomarkers of disease. Metabolites present in blood
are ltered at the glomerulus and may remain in the tubular
lumen and be excreted through the urine. These metabolites can
also be excreted from plasma into urine by passive diffusion
through the tubule. Another possibility is excretion into urine by
active secretion, which involves the uptake of toxicants from the
blood into the cells of the renal proximal tubule. There are
numerous transporters, such as specic glucose transporters or
nucleotide transporters that play a predominant role in the ux
of endogenous substances. The advantages of human urine
analysis, compared to blood or cerebrospinal uid analysis,
include noninvasive sample collection and the ease of sampling
repetition. Another advantage of urine analysis is its less complex
sample preparation because urine contains lower protein and
peptide level. In contrast, the number of conjugated compounds
can be higher in urine than in serum.53 Urine samples are
generally incubated with urease and glucuronidase because
urinary metabolites can be conjugated.31 The time of urine
sample collection appears to play a signicant role in clinical
studies because dietary, lifestyle and diurnal variation can
inuence metabolite concentrations. Urine samples are typically
collected as random samples, timed samples or 24 h samples.
Urine analysis usually presents signicant inter-individual vari-
ability (representing normal genetic variation) but less
pronounced intra-individual variability. The rst void urines
present more variability and may reect differences in the life-
styles and diets of the subjects. However, this variability is
acceptable and may highlight biomarkers of disease or
toxicity.54,55 Sampling urine day and night shows that the meta-
bolic prole may differ by the presence of given biomarkers.53

The storage condition is very important in metabolomic studies
because it reects the stability of the urinary metabolites. Studies
of stability become necessary when the data of a few analytes are
interpreted as the degradation of all the metabolites, which may
be greater than a biological response. The integrity of the sample
is ensured and the original state of the biological system is
maintained when storage conditions are suitable and can be
reected accurately in the metabolomic study. In studies using
urine for metabolome analyses, the storage conditions before
sample preparation are room temperature, refrigerator (4 �C) or
ultra-freezer (�80 �C).55–58 Targeted analysis requires a procedure
for sample collection and a container of polypropylene that do
not degrade the compounds of interest and are not endowed with
special characteristics or additives. When the physicochemical
properties of the analytes are known, maintaining them under
optimal conditions is simple. However, it is more complicated to
prevent deterioration in metabolomics ngerprinting because
many compounds are analyzed and, to prevent the deterioration
of compounds, the samples are stored at a cold temperature
(4 �C) and immediately sent to the laboratory for analysis or for
proper storage prior to analysis.59
2.3 Cerebrospinal uid

Cerebrospinal uid is the secretion product of the central
nervous system that lls the ventricles and the subarachnoid
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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space of the brain and spinal column. The composition of
Cerebrospinal Fluid (CSF) is directly dependent upon metabo-
lite production rates in the brain. Analysis of the CSF metab-
olome can offer biochemical insights into central nervous
system disorders, such as brain injury, Parkinson's disease and
multiple sclerosis.34 However, given the invasiveness of sample
collection, the use of CFS in routine diagnostics may be limited.
Early diagnostic biomarkers may be useful for neurodegenera-
tive diseases, in which damage to the central nervous system
(CNS) may occur long before symptoms develop. Although
blood is the most commonly used bio uid for clinical chem-
istry diagnoses, cerebrospinal uid (CSF) may represent a better
sample for diseases of the CNS and the neurochemical state.
The analysis of cerebrospinal uid is used in biomarker
discovery studies for various neurodegenerative central nervous
system (CNS) disorders.60,61 Cerebrospinal uid is the secretion
product of the central nervous system, where it serves several
functions including protection, circulation of nutrients, and
transport and excretion of biological substances, which contain
lower concentrations of proteins and metabolites than blood.40

The low protein content of the CSF limits the movement of
water-insoluble compounds by cellular transport, which is
possible only when such compounds are bound to proteins.
Moreover, in most cases, toxicants achieve concentrations in
the CSF that are no higher than the concentration of the
unbound compounds in the plasma.62 In a comparative study of
bio uids with similar characteristics, human CSF presented a
coefficient of variation (CV) 11% lower than that found in the
analysis of plasma.63 Processing and storage of CSF can affect
the results of the amino acid analysis. In untreated CSF
samples, compounds were signicantly increased aer 2 days at
temperatures of�20 �C and �80 �C but decreased progressively
aer the third day of storage. CSF is easily contaminated by
blood during the sampling process and is one of the most
important pre-analytical factors in CSF analysis. Because of the
high protein concentration in blood, contamination with a
small amount of a blood will affect the protein concentration in
CSF. In order to decrease the effect of contamination of CSF
with protein of blood, centrifugation of the uid is suggested
before freezing in order to remove the highest amount of these
proteins.64 In a sample of CSF that was treated with trichloro-
acetic acid (TCA), the metabolites presented better results (both
qualitative and quantitative) compared to the analysis of
untreated aliquots. CSF samples treated with TCA to remove
proteins, where the supernatant pH was adjusted to 7.3 and
stored at �20 �C or �80 �C, presented no signicant difference
in their metabolite concentrations during a 30 day period.65

Another pre-analysis inuence is the addition of stabilizing
agents (protease inhibitors, deproteinization). However, the
addition of these agents alters the samples by introducing
additional compounds, which lead to new peaks in the chro-
matographic analysis.66
2.4 Saliva

Human saliva is a clear, slightly acidic, oral uid that is secreted
mainly from the salivary glands, including the parotid,
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submandibular, sublingual and other minor glands beneath
the oral mucosa and is composed of various secretory products
such as proteins and metabolites.67 This complex matrix plays a
role in several physiological processes, such as oral digestion,
food swallowing and tasting, tissue lubrication, maintenance of
tooth integrity, and antibacterial and antiviral protection.68

Furthermore, saliva is an ideal medium to be explored for
health and disease surveillance. Similar to blood, saliva is a
complex uid containing a variety of enzymes, hormones,
antibodies, antimicrobial constituents and cytokines that can
be inuenced by the physiological state of an individual.
Therefore, most compounds found in the blood are also present
in saliva and, thus, are used for disease diagnosis and prog-
nosis.69 Many biomarkers of cancer, cardiovascular, and other
diseases can potentially be detected in saliva.70 Compared to
other bio uids, saliva collection is easy, noninvasive, safe and
cost-effective. Additionally, collection of saliva samples can be
performed privately, in remote sites, or in clinically challenging
situations where blood sampling is not possible.67 Saliva is an
easily accessible bio uid that can be sampled noninvasively
without stress or pain. Metabolomic approaches using saliva
are emerging as a promising clinical strategy for diagnostics.70,71
2.5 Exhaled breath, bronchoalveolar lavage uid (BALF) and
epithelial lining uid (ELF)

The respiratory tract offers a matrix, exhaled breath, which
presents high potential for metabolomic analysis. Exhaled
breath contains different chemical species, such as small
inorganic molecules (nitric oxide, carbon monoxide, carbon
dioxide) and volatile organic compounds (VOCs). Exhaled
breath can be collected noninvasively, in both the liquid and
gaseous phases, and requires minimal sample preparation.72

Exhaled breath metabolomics is applied to a living matrix in the
absence of externally induced perturbations and has been used
to differentiate metabolic proles of patients with asthma,
chronic obstructive pulmonary disease, or cystic brosis.73 The
advance in the discovery of new lung disease biomarkers by the
omics science and metabolomic techniques has allowed further
understanding of the pathological processes. Various biological
matrices have been used for the analysis and for the biomarker
lung disease discovery.74 The respiratory epithelium is found in
the lining of the respiratory tract and has the function moist-
ening it and it also so protects the airways preventing infection
and tissue injury functioning as a barrier to pathogens and
foreign particles. Bronchoalveolar lavage uid (BALF) and
epithelial lining uid (ELF) are biological matrices used for the
study of lung physiology or pathogenesis75 such as allergic
asthma,76 acute respiratory distress syndrome (ARDS),77 chronic
obstructive pulmonary disease (COPD)78 and pneumonia.79

Bronchoalveolar lavage (BAL) is a medical procedure in which a
bronchoscope is inserted through the mouth or nose into the
lungs and uid is squirted into a small part of the lung and then
collected for examination. The ELF is obtained indirectly by
sampling BAL uid (BALF) or using a bronchoscopic micro-
sampling probe, obtaining the direct recovery of the matrix.80,81

BALF can be obtained also by non-bronchoscopic methods.82
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The BALF has been the most used technique for clinical and
experimental investigation of lung disease because the
composition of BALF is considered to represent the ELF.80 In
metabolomics studies the determination of these molecules in
BALF may provide access to novel disease biomarkers.78 Chro-
mium (Cr) and arsenic (As) can potentially disrupt the redox
balance and cause respiratory diseases and cancer in humans.
Analysis in BALF of samples of animals exposed to these metals
showed the combined toxic effects of these metals in the lungs
evidenced by an increase in the production of reactive oxygen
species and decrease of glutathione content.83 In the study
performed by Evans et al. (2014) the 37 different metabolites in
the BALF associated with amino acid metabolism, glycolysis
and gluconeogenesis, fatty acid biosynthesis, phospholipids,
and purine metabolism show that these molecules can be used
for prognostic biomarkers in the acute respiratory distress
syndrome (ARDS).77
2.6 Other samples

Biles are of major importance for the maintenance of choles-
terol homeostasis. In addition to their functions in lipid
absorption, bile acids/bile alcohols are regulatory molecules for
a great number of metabolic processes. Their effects are struc-
ture-dependent, and numerous metabolic conversions result in
a complex mixture of biologically active and inactive forms.
Characterization of bile acid metabolome should also increase
the understanding of how different bile acid structures might
participate in regulatory processes. Advanced methods are
required to characterize and quantify individual bile acids in
these mixtures.84 Determination of metabolites in tissues
provides novel aspects of pathological conditions that cannot
be obtained from target-specic uid measurements. The
measurement of metabolites in tissues is of great importance in
metabolomic research. For solid tissues, blood should be
removed through rapid rinsing before storage; otherwise, the
obtained prole may reect that of both the blood and the solid
tissue of interest. Among themost commonly used tissues is the
liver, which is involved in the major biochemical reactions of
the organism with a number of important functions, such as
glycogen storage, glycogenesis, and decomposition of erythro-
cytes.85–88 Metabolites, such as amino acids, fatty acids, organic
acids, and carbohydrates, reect changes in liver metabolism.89

Other tissues can be used in metabolomics studies, such as
kidney homogenates containing products of glycolysis and
amino acids, as well as organic osmolytes. Many metabolites
revealed changes in their levels, including decreased levels of
organic osmolytes and amino acids in the inner medulla.90 The
study of cell cultures is one of the most extensive approaches in
metabolomics. The level of metabolites in a cell represents
integrative information, which is an important advantage when
biological functions are to be assessed or phenotypes are to be
dened in response to genetic or environmental changes.91

Metabolome analysis of cells can usually be performed with
extracellular or intracellular liquid, representing the endome-
tabolome and the exometabolome, respectively. Metabolic
proling of feces can also be developed, mainly as a noninvasive
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method, for the diagnosis of gastrointestinal diseases. For
metabolome analysis of feces, the extraction method should be
optimized such that a large number of metabolites may be
extracted.23

3 Sample preparation

The sample preparation method should be simple and fast to
prevent metabolite loss during the preparation procedure and
to enable high-throughput processing.92 Furthermore, the
preparation method should be reproducible and include a
metabolism-quenching step to represent the true metabolome
composition at the time of sampling. Signicant variations in
the concentration and the chemical and physical properties of
metabolites must be prevented by evaluating the residual
enzyme activity. In metabolomic analysis, the choice of the
sample-preparation method is crucial to the success of a given
analysis. Focused identication of metabolites improves the
efficiency of metabolomics research. Sample preparation is one
of the stages of analytical chemistry that requires a signicant
amount of time and is underestimated in metabolome analysis.
In a biological system, the number and variety of chemical
classes of compounds can exceed one million substances.93,94

However, the number of metabolites in simple microorganisms
can vary from 240 in simple bacteria, such as Mycoplasma
pneumonia, to 800 as in Escherichia coli.95 Because there are still
many undiscovered genes in the genomes of many organisms
with broad substrate specicity, this number may even be two
or three times this amount. In plant species, the number of
metabolites is higher because of secondary metabolites, which
are presented in greater numbers than the primary metabolites.
Even using methods to identify a simple race from 100 to 500
compounds does not guarantee that the complete metabolome
will be realized. Many methods are used to extract the metab-
olites so that all the metabolites are recovered with an adequate
sensitivity to be detected. Another concern is the extraction of
metabolites from various matrices, including cells, tissues,
organisms and biological uids because the extraction proce-
dures are similar but each has its own peculiarities. The
concentration of metabolites is prone to rapid and signicant
changes with the continued growth of the cells. Because of this
feature of biological systems, techniques are needed to promote
the mitigation or even termination of metabolic activity. The
rst step in sample preparation of microorganisms and cell
cultures is to freeze the metabolism because the pattern of the
metabolites may change prior to analysis, resulting in a
different prole in vivo. One concern in metabolome analysis of
microorganisms is the separation of intra- and extracellular
metabolites. It is possible to obtain a rapid analysis of the
metabolic pathways of intracellular metabolites.25 The treat-
ment of samples with methanol cooling has oen been used as
a simple and rapid method to achieve termination of metabo-
lism and rupturing of cells, promoting leakage of intracellular
metabolites. This approach should be avoided during the
washing and isolation of cells because the cells are usually
separated from the medium prior to extraction of the metabo-
lites.25,94,96 For cells in the quenching suspension, this treatment
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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is performed using 0.85% methanol–bicarbonate (6 : 4 v/v) and
0.9% NaCl (0.5 �C). This method prevents leakage of the
metabolite, which is not the case when using pure methanol or
60% methanol (�40 �C) and 60% methanol buffer (�40 �C).97,98

For adherent cells, this step is performed before quenching.94,97

The metabolites are extracted aer quenching; however, the
extraction step is very important for evaluating the amount of
metabolites and depends on the selectivity of the method. The
extraction method should be as similar as possible for all
metabolites that have the same physico-chemical properties,
especially in the case of metabolic proling and targeted
metabolomics. Following the quenching step, it is necessary to
separate the cells from the medium containing the extracellular
metabolites. Alternatively, intracellular metabolites can be
extracted by permeation through the cell membrane. When the
goal is metabolite targeting or prole analysis of solid samples,
the addition of an extraction step for the metabolites of interest
is required.99 For solid biological samples, such as feces and
tissues, more elaborate protocols are necessary for their prep-
aration. The most common steps include cooling, homogeni-
zation and extraction with the addition of solvents of different
polarities. As the polarity of the solvent increases, the range of
metabolites extracted also increases. Moreover, extractions
should be performed under suitable conditions of the pH,
which leads to a high recovery of the metabolites and minimal
extraction of interfering materials.100 The effect of pH on the
extraction is important, particularly for the ionizable metabo-
lites, as pH does not interfere with neutral molecules, which
therefore need to be co-extracted with compounds of acidic or
basic character.101 Solid phase extraction (SPE) is also employed
in studies of the metabolome.57,102,103 This extraction procedure
presents many advantages, such as an improved signal
response of most metabolites in blood uids and a quick and
simple extraction method, allowing for multi-sample, simulta-
neous preparation. The SPE pre-concentration technique pres-
ents very good recovery and allows for the extraction of low and
high levels of amino acids.57 In SPE, free, conjugated and
neutral metabolites of steroids are extracted using different
eluents, such as ethyl acetate–methanol, methanol and
ammonium hydroxide in methanol, sequentially.104 Sampling
of exhaled breath and exhaled breath condensate (EBC) is
creating new opportunities for investigating unknown metab-
olites and novel biomarkers, which may provide insight into
respiratory disease mechanisms.105,106 In this type of sampling,
the proper breath is crucial to obtaining repeatable and reliable
results. The extraction methods must be highly efficient, non-
selective, reproducible and cause no degradation of the analy-
tes.107 However, for the analysis of target metabolites or meta-
bolic proles, a selective method of sample preparation is
necessary to decrease other compounds that may interfere with
the analysis. A promising alternative for the study of the global
metabolome is solid phase microextraction (SPME).108 This
technique involves solvent-free, sampling in which pre-
concentration and conjugation occurs in one step. Further-
more, this technique can be used in headspace (HS) mode or
direct immersion (DI). In HS mode, it is possible to assess the
metabolomic composition of volatile compounds from solid
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and liquid samples. SPME direct immersion in biological uids
and direct sampling in vivo also offer the possibility of capturing
unstable metabolites and the detection of biotransformation
intermediates.109 Recently, in vivo SPME was applied in brain
studies to measure neurotransmitters in freely moving rats,110

in patients undergoing cardiac surgery with cardiopulmonary
by-pass,111 and short-lived metabolites included in energetic
pathways.112 The common approach is to collect exhaled air in
Tedlar bags or gas-tight syringes, followed by subsequent
extraction with an SPME ber.113 Aer sampling by SPME,
metabolites can be thermally desorbed, if the analysis tech-
nique is Gas Chromatography (GC), or placed in an appropriate
solvent or solvent mixture for liquid chromatography anal-
ysis.114 There is a variety of commercially available ber coat-
ings, including polyacrylate (PA), polydimethylsiloxane (PDMS),
carbowax, polyethylene glycol (PEG), and mixed phases of car-
boxen (CAR)-PDMS.115 However, in metabolomic analyses,
diverse types of analytes are generally determined, thus a single
SPME ber coating may be insufficient for a comprehensive
analysis of the complex mixtures present in biological samples.
Additionally, there is the problem of recurrent obstruction of
the polymeric coating of the ber by the biological matrix. New
studies for evaluating SPME coatings for untargeted metab-
olomics proling were tested for compounds from different
classes within a broad polarity range.116 Mixed-mode coatings,
such as [(C18 + benzenesulfonic acid), polar-enhanced poly-
styrene-divinylbenzene (HRP), and phenylboronic acid (PBA)],
were found to be the best sorbents, allowing for simultaneous
extraction of hydrophobic and hydrophilic metabolites. Ultra-
ltration is a simple procedure of sample preparation and has
been indicated mainly for polar metabolites. Small molecules
can physically separate macromolecules using a special lter
that allows the passage of molecules with a given molecular
weight. Utraltration has been recommended for use prior to
LC and Nuclear Magnetic Resonance (NMR).117–119 Ultraltra-
tion is more efficient for protein precipitation than the use of
acids or solvents. In addition to ultraltration may improve the
stability of the post-collection metabolites.120 However the effi-
ciency of extraction of hydrophobic metabolites can be signi-
cantly reduced in the ultraltration.To increase the recovery of
non-polar metabolites a step of washing the membrane with
suitable solvents has been proposed. Recently they have been
used to analyze dried blood spots (DBS) for extracting target
metabolites and global metabolomics. This extraction tech-
nique consists in placing a small drop of blood on a strip of
lter paper and waiting for it to dry.121 Aer this step the
metabolites are extracted with small amounts of a suitable
solvent. Chromatography with off-line or online tandem mass
spectrometry122 and direct mass spectrometry123 are the main
analytical tools that can be used in DBS sampling. Among the
main advantages of DBS it is noteworthy to cite the potential for
automation, the use of small volumes of sample and solvents,
and simplicity of collection and storage.49 However interference
with the role and difficulties in extracting strongly adsorbed
metabolites, and high uncertainties in sample volumes are
some of the main disadvantages.124 High uncertainties in the
volume of samples originate from the non-uniform distribution
Analyst, 2014, 139, 3683–3694 | 3689
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of blood spot and changes in the hematocrit levels. Tominimize
this problem one can use a performed DBS (PDBS).125 In PDBS a
predetermined (5 to 10 mL) microsampling volume is achieved
by spotting the blood with a micropipette on the precut 0.6 cm
lter paper disk. The PDBS is inserted into the well for online
extraction, concentration, and subsequent analysis.126 Accord-
ing to the strategy for the analysis of metabolome, a selected
number of pre-dened metabolites, generally related to a
specic metabolic pathway(s) in metabolite proling or analysis
of one or a few metabolites related to a specic metabolic
reaction in metabolite targeted analysis, are used for analytical
separation. Physicochemical differences in metabolites present
in organisms, such as molecular weight, polarity and charge,
contribute to the chemical heterogeneity of these compounds
causing many metabolites to remain undetected. Another factor
leading to the failure to recognize these compounds is a very
large dynamic of concentration ranges.98 Therefore, both the
strategies for metabolome analysis and the physicochemical
properties indicate the appropriate sampling method.

4 Data interpretation

Metabolomics studies produce large amounts of data, which
require high capacity for analysis and interpretation. Oen it is
necessary to distinguish the metabolic variability inherent in
the biological system of interest, genetic and environmental
variability. The handling of data in metabolomics takes place in
two stages, processing and analysis. In the processing step the
raw data are processed to simplify subsequent analysis. In the
analysis stage the processed data are subject to interpretation
by the use of multivariate statistical tools.127 Usually the data
processing includes ltering, feature detection, alignment and
normalization. The ltering aims to remove the noise. In
chromatography data noise random source is attributed mainly
to the detection system, while the noise of chemical origin can
be related to the mobile and stationary phases.128 Usually the
data processing includes ltering, feature detection, alignment
and normalization. The ltering aims to remove the noise. In
chromatography data noise random source is attributed mainly
to the detection system, while the noise of chemical origin can
be related to the mobile and stationary phases. Several algo-
rithms are proposed with the aim of removing noise, among the
main ones; ltering with window moving average, median lter
in chromatographic direction, Savitzky–Golay type of local
polynomial tting and wavelet transformation.129 The purpose
of the feature detection step of data processing is to identify all
signals caused by true ions and avoid detection of false posi-
tives. A simple approach is to compare data points in raw data
directly. Direct comparison of the raw data is a simple
approach, for this purpose of statistical tests that can be used to
compare differences between two or multiple datasets to a two-
dimensional plot.130 Deconvolution algorithms are usually used
in MS detectors, because different fragments of the same
molecule have the same retention time as well as assumption
that their proles in multiple samples are highly correlated as
they are subject to the same biological variation and systematic
error. In addition several metabolites may be subject to the
3690 | Analyst, 2014, 139, 3683–3694
same mechanisms in the biological system, therefore their
levels are highly correlated.131 Alignment is required for cor-
recting the retention time differences between runs and
combining data from different samples. Correlation optimized
warping (COW) and fast Fourier transform have been applied to
the alignment of chromatographic data.132,133 Normalization
aims to remove the unwanted systematic bias in ion intensities
between measurements, while retaining the interesting bio-
logical variation. Statistical models can be used to derive
optimal scaling factors for each sample based on a complete
dataset, such as normalization by unit norm, median of inten-
sities, or the maximum likelihood method.134,135 Aer process-
ing the data should be analyzed to highlight relevant biological
information. However, due to the high complexity and large
volume of data in metabolomics, data-dimensionality reduction
it is necessary to use multivariate statistical analysis.136 The
algorithms used for this purpose can be grouped into unsu-
pervised clustering algorithms, and supervised classiers.137 In
supervised methods there must be some initial information
about the identity of the samples for training classes and the
aim is to develop a model based on information contained in
the samples. On the other hand, the unsupervised methods, the
separation of classes occurs without the need for initial infor-
mation on the nature of the samples and the goal is to identify
natural groupings among the samples.138 The unsupervised
methods commonly used in metabolomics are hierarchical
cluster analysis (HCA)139 and principal components analysis
(PCA).140 These methods are simple and provide the reduction
of the dimensionality of data NMR-based or MS-based studies,
revealing the inherent data structure. In HCA dataset is clus-
tered into different groups creating representative dendograms
and hierarchical relationships of data points with respect to the
predened distance measure. PCA is an unsupervised method
that can project the metabolomic dataset into lower dimen-
sional space or principal components (PC) revealing inherent
data structure, and providing a simple visualization of dataset.
However, PCA has several shortcomings. Most signicantly,
PCA does not have an associated probabilistic model, which
makes assessing the t of PCA to the data difficult and limits the
potential to extend the scope of application of PCA. Further-
more, PCA can fail to reveal underlying groups of subjects in the
data, therefore providing a spurious view of the underlying data
structure.141 To get around the problem of probabilistic model
for PCA a probabilistic PCA (PPCA) was proposed.142 Among the
methods supervised discriminant analysis (DA) is the most
widely used in metabolomics. In this case, particular care must
be taken to ensure an appropriately large number of observa-
tions in order to reduce the possibility of generating false
positives.143

5 Conclusion

This review has presented biological samples, and the sampling
and analytical methods that are used in different strategies of
metabolomics. The objectives of this study were to highlight the
several factors that are considered important for achieving
analysis of the metabolome. The choice of sample depends on
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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the analysis goal; for instance, cerebrospinal uid is used in the
diagnosis of CNS pathologies, and the relevance of this phase is
fundamental to the quality of the nal results. In the general
preparation of biological samples of metabolic ngerprinting
studies, the solvent dilution of the sample is enough for anal-
ysis. Alternatively, when targeted metabolic or metabolic
proling is performed, solid phase extraction or solid phase
microextraction is very useful. However, analytical methods,
such as GC/MS, LC/MS or GCxGC/MS, that are used in metab-
olome studies exhibit the sensitivity and precision required for
the identication of new biomarkers.
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