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Kljucne rijeci

Tijekom posljednja tri desetljeca mikroekstrakcija ¢vrstom fazom donijela je znacajan napredak u bioanalitickim istrazivanjima.
Razlog tome su brojne modifikacije tehnike koje su omogudile njezinu primjenjivost za raznovrsne i slozene bioloske uzor-
ke, ali i ekolosku prihvatljivost. Tehnika se primjenjuje u kombinaciji s razlicitim analitickim instrumentima medu kojima se
posebno isticu tekucinska i plinska kromatografija. Ovo pregledno istrazivanje usmjereno je na najnovija dostignuca i nacine
primjene mikroekstrakcije ¢vrstom fazom. Nadalje, posebno su istaknuta nova, inovativna rjesenja koja trenutacno nemaju

Bioanalitika, priprema uzoraka, mikroekstrakcija ¢vrstom fazom, terapijsko pracenje lijekova

1. Uvod

Analiticke tehnike koje se primjenjuju u bioanalitici ubra-
jaju se u napredne instrumentalne tehnike. Spektroskopski
testovi, imunoloski testovi te elektrokemijske metode zado-
voljavaju kriterije brzog probira kao i primjene u rutinskim
analizama. S druge strane, za postizanje visoke selektivno-
sti te prikladne osjetljivosti metode primjenjuje se vezani
sustav tekucinske kromatografije i masene spektrometrije
(engl. Liquid Chromatography Mass Spectrometry, LC/MS).
Nesto rjede se primjenjuju druge separacijske tehnike,
poput vezanog sustava plinske kromatografije i masene
spektrometrije (engl. Gas Chromatography Mass Spectrom-
etry, GC/MS) te kapilarne elektroforeze i masene spektro-
metrije (engl. Capillary Electrophoresis Mass Spectrometry,
CE/MS). Vezani sustav superkriticne kromatografije i ma-
sene spektrometrije (engl. Supercritical Chromatography
Mass Spectrometry, SFC/MS) takoder se primjenjuje u bio-
analitici, premda iznimno rijetko."

Uz primjenu naprednih instrumentalnih tehnika kao pre-
duvjeta dobivanja pouzdanih rezultata mjerenja potrebno
je istaknuti i tehnike pripreme slozenih i raznovrsnih bio-
loskih uzoraka. Priprema i analiza bioloskih uzoraka izni-
mno je izazovna bududi da su analiti (endogene i egzogene
tvari kao i njihovi metaboliti) prisutni u tragovima, dok je
matrica bogata brojnim interferiraju¢im tvarima koje ome-
taju analiticke postupke. Nadalje, od bioanalitickih labo-
ratorija oCekuje se da primjenjuju nacela zelene kemije te
u rutinsku primjenu implementiraju ekoloski prihvatljive
analiticke postupke. S obzirom na visoke cijene nabave i
odrzavanja napredne analiticke opreme jedan od izazova
stavljenih pred bioanaliticke laboratorije je smanjenje tros-
kova pripreme uzorka kao i skracivanje ukupnog vremena
analize.

" Autor za dopisivanje: Prof. dr. sc. Ana Mornar
e-posta: amornar@pharma.hr

Stoga nije iznenadujuce da se klasi¢cne tehnike pripreme
uzoraka kao Sto su ekstrakcija ¢vrstom fazom (engl. Sol-
id-Phase Extraction, SPE) i ekstrakcija tekuce-tekuce (engl.
Liquid-Liquid Extraction, LLE) sve CeS¢e zamjenjuju ekolos-
ki prihvatljivim tehnikama mikroekstrakcije prilagodenim
za uzorkovanje malih volumena uzoraka kao i primjenu u
rutinskim analizama.*

Cilj ovog istrazivanja je kriticki razmotriti trenutacna dosti-
gnuca naprednih tehnika mikroekstrakcije ¢vrstom fazom
(engl. Solid-Phase Microextraction, SPME) koje se primje-
njuju u pripremi bioloskih uzorka. Istrazivanje je posebno
usmjereno na metode koje se primjenjuju u odredivanju
terapijske doze lijekova, ispitivanju njihove farmakokine-
tike te metabolizma, ali i na metode kojima se ispituju
biomarkeri razlicitih bolesti kao velik potencijal u ranoj di-
jagnostici. Budud¢i da se radi o dinami¢nom podrudju, cilj
ovog preglednog istrazivanja bio je i ispitati daljnji potenci-
jal tehnika ne samo u smislu osmisljavanja novih inovativ-
nih sorbensa, visoko selektivnih i robusnih, ve¢ i najnovijih
tehnologijskih rjesenja.

2. Osnovna nacela i klasifikacija tehnika
mikroekstrakcije na cvrstoj fazi

Tehnika SPE osmisljena je za brzu i selektivnu pripremu
slozenih uzoraka kod koje se analit otopljen ili suspendiran
u teku¢em uzorku odvaja od ostalih sastavnica uzorka na
temelju njegovih fizikalno-kemijskih svojstava. lako je SPE
Siroko primijenjena u bioanalitickim ispitivanjima, nedo-
statci poput niske ekstrakcijske ucinkovitosti, slabe ponov-
ljivosti, otezane automatizacije postupka, kao i ekoloske i
ekonomske neprihvatljivosti, doveli su do razvoja raznovr-
snih tehnika mikroekstakcije na ¢vrstoj fazi kao inovativnih
rieSenja za prevladavanje spomenutih nedostataka.’
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Slika 1T — Prikaz tehnika mikroekstrakcije ¢vrstom fazom posredovane mijesanjem:
fiber SPME (A), BioSPME (B), SBSE (C), TFME (D) i dSPME (E)

Fig. 1 - Different types of stirring mediated solid-phase microextraction tech-
niques: fiber SPME (A), BioSPME (B), SBSE (C), TFME (D) and dSPME (E)
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Slika 2 — Prikaz tehnika mikroekstrakcije ¢vrstom fazom posredovane protokom:
IT-SPME (A), in-needle SPME (B) i in-tip SPME (C)

Fig. 2 - Different types of flow-through mediated solid-phase extraction tech-
niques: IT-SPME (A), in-needle SPME (B) and in-tip SPME (C)

Mikroekstrakciju ¢vrstom fazom uveo je J. Pawliszyn 1987.
godine, $to se moze smatrati pocetkom novog pristupa u
pripremi bioanalitickih uzoraka budu¢i da je uzorkova-
nje, ekstrakcija i ukoncentriravanje analita provedeno u
jednom koraku.* Prva izvedba tehnike temeljila se na ad-
sorpciji analita izravno iz vodenih uzoraka na vlakno izra-
deno od kvarcnog stakla presvuc¢enog sorbensom. To znaci
da se mala kolicina ekstrakcijske faze, tj. sorbensa kojim
je oblozeno vlakno, izlaze uzorku u unaprijed odredenom
razdoblju. Proces mikroekstrakcije smatra se dovrsenim
kad se postigne ravnoteza raspodjele analita izmedu ma-
trice uzorka i sorbensa kojim je oblozeno vlakno. Jedan
od kljucnih ¢imbenika zbog kojih je tehnika nasla Siroku
primjenu u bioanalitickim ispitivanjima je njezina kompa-
tibilnost s naprednim instrumentalnim tehnikama poput
tehnika LC/MS i GC/MS.%7

Mikroekstrakcijske tehnike na ¢vrstoj fazi na temelju me-
hanizma difuzije dijele se u dvije skupine: tehnike mikro-

ekstrakcije posredovane mijeSanjem (engl. Stirring Medi-
ated Solid-Phase Microextraction) ili protokom (engl. Flow
Through Mediated Solid-Phase Microextraction) (slike 1 i 2).

Nadalje, kod mikroekstrakcije ¢vrstom fazom posredovane
mijeSanjem odnosno statickih tehnika cvrsti nosa¢ moze
biti smjesten na magnetu (engl. Stir-Bar Sorptive Microex-
traction, SBSE) ili je u obliku vlakna (engl. Fiber Solid-Phase
Microextraction, fiber SPME) odnosno tankog filma (engl.
Thin Film Solid-Phase Microextraction, TFME) te u obliku
praska (engl. dispersive Solid-Phase Microextraction, dSP-
ME) (slika 1). Podjela tehnika posredovanih protokom, od-
nosno dinamickih tehnika, takoder se temelji na smjestaju
¢vrstog nosaca: u koloni (engl. in-tube Solid-Phase Micro-
extraction, IT-SPME), u igli (engl. in-needle Solid-Phase Mi-
croextraction, in-needle SPME) ili u nastavku za automat-
ske pipete (engl. in-tip Solid-Phase Microextraction, in-tip
SPME) (slika 2).
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2.1. Tehnike mikroekstrakcije posredovane mijeSanjem

2.1.1. Mikroekstrakcija cvrstom fazom s nosacem
nanesenim na vlakno

Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom s nosacem nanesenim na
vlakno (fiber SPME) smatra se jednom od prvih razvijenih
mikroekstrakcijskih tehnika. Osnovni dio pribora sastoji se
od igle brizgalice unutar koje je smjesteno vlakno obloze-
no sorbensom (slika 1A). Ekstrakcijski postupak pocinje po-
stavljanjem vlakna u uzorak te raspodjelom analita izmedu
uzorka i sorbensa. S obzirom na polozaj vlakna u odnosu
na uzorak, tehnika se dijeli na dva izvedbena formata. Ako
je vlakno neposredno izlozeno tekuc¢em uzorku, tad se go-
vori o direktnoj fiber SPME tehnici (engl. Direct Immersion
— Solid-Phase Microextraction, DI-SPME) odnosno ako se
vlakno postavlja iznad tekuceg ili krutog uzorka izlozenog
povisenoj temperaturi, tad se govori o indirektnoj fiber
SPME tehnici (engl. Headspace — Solid-Phase Microextra-
ction, HS-SPME). Nakon postizanja ravnotezne raspodje-
le analita izmedu uzorka i sorbensa vlakno se uklanja iz
uzorka te se zapocinje s desorpcijom analita sa sorbensa.
Desorpcija se provodi ili termalno ili prikladnim otapalom,
ovisno o svojstvima analita kao i tehnici odabranoj za nje-
govu analizu.
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U odnosu na standardne tehnike pripreme uzoraka SPE i
LLE, glavne prednosti tehnike fiber SPME su jednostavnost
i brzina izvodenja te moguc¢nost automatizacije, sto ju cini
iznimno prikladnom za bioanaliticka ispitivanja. Medutim,
dostupnost raznovrsnih sorbensa kljucni je ¢imbenik zbog
kojeg ta tehnika nalazi Siroku primjenu u bioanalitici. Naj-
Cesce upotrebljavane vrste sorbensa u SPE, pa tako i u teh-
nici fiber SPME su modificirani silikagel, polimeri i materijali
na bazi ugljika. Medutim, zbog ogranicenja poput fizicke i
kemijske nestabilnosti pri niskim ili visokim pH vrijedno-
stima, niskog kapaciteta i ograniCene ponovne upotrebe
tih konvencionalnih sorbensa, posljednjih nekoliko godina
provedeno je mnostvo istrazivanja kako bi se razvila inova-
tivna vlakna ponajprije s ciljem povecanja selektivnosti i ek-
strakcijske ucinkovitosti postupka fiber SPME (tablica 1).2#

Primjer takvih inovativnih sorbensa su polimeri s mole-
kulskim otiskom (engl. Molecularly Imprinted Polymers,
MIP) koje karakteriziraju prednosti poput jednostavnosti
primjene, jedinstvenih svojstava poput kemijske odnosno
mehanicke stabilnosti, visoke selektivnosti i mogucnosti
visekratne upotrebe. Pripremaju se reakcijom molekule
predloska i odgovarajuéeg monomera u prisutnosti sred-
stva za unakrsno povezivanje kako bi nastale “Supljine” za
selektivno prepoznavanje otisnute molekule nakon proce-
sa polimerizacije.®?

Tablica 1 — Primjeri bioanalitickih metoda u kojima su za pripremu uzorka primijenjene tehnike mikroekstrakcije ¢vrstom fazom po-

sredovane mijesanjem

Table T — Examples of stirring mediated solid-phase microextractions in bioanalytical sample preparation
Priprava Analiticka = Ekstrakcijska
uzorka Analit Uzorak Sorbens tehnika ucinkovitost/% ..
Sample Analyte Sample Sorbent Analytical Extraction ’
preparation technique | efficiency /%
fiber SPME | amoksicilin, ciprofloksacin, flukonazol, | plazma | poli-3-metiltiofen, LC-MS/MS 65— 80 10
gentamicin, klindamicin, linezolid, plasma | politifen, polipirol
metronidazol, moksifloksacin poly(3-methylthiophene),
amoxicillin, ciprofloxacin, fluconazole, polythiophene, polypyrrole
gentamicin, clindamycin, linezolid,
metronidazole, moxifloxacin
fiber SPME  amoksicilin, cefotaksim, metronidazol i | plazma  3-metiltiofen, 3-tiofene LC-MS/MS - 11
metaboliti plasma | 3-methylthiophene,
amoxicillin, cefotaxime, metronidazole 3-thiophene
and metabolites
fiber SPME | bromazepam, klonazepam, alprazolam, | plazma  materijal ograni¢enog pristupa/ HPLC-DAD - 12
nordiazepam, diazepam plasma | polimer s molekulskim otiskom
bromazepam, clonazepam, alprazolam, restricted access moleculary
nordiazepam, diazepam imprinted polymers
fiber SPME  lizofosfolipidi, trigliceridi, medijatori plazma  modificirani silikagel s vezanim|  LC-MS - 13
agregacije trombocita, metaboliti linolne | plasma | alkilnim lancima (C18) i
kiseline benzensulfonskom kiselinom
lysophospholipids, triglycerides, octadecyl and benzenesulfonic
aggregation thrombocyte mediators, acid silica based
linoleic acid metabolites
fiber SPME  aminokiseline, fosfogliceridi, eikozanoidi, slina | modificirani silikagel s vezanim |~ LC-MS - 15
masne kiseline saliva | alkilnim lancima (C18) i
amino acids, phosphoglyceride, benzensulfonskom kiselinom
eicosanoids, fatty acids octadecyl and benzenesulfonic
acid silica based
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Tablica 1 — (nastavak)
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Table 1 - (continued)
Priprava Analiticka | Ekstrakcijska
uzorka Analit Uzorak Sorbens tehnika |ucinkovitost/ % Lit
Sample Analyte Sample Sorbent Analytical Extraction ’
preparation technique | efficiency /%
fiber SPME  lako hlapljivi metaboliti u urinu urin | karboksen/polidimetilsiloksan | HS-GC/MS - 16,
volatile metabolites in human urine urine | carboxen/polydimethylsiloxane 17
BioSPME triciklicki antidepresivi slina | biokompatibilan materijal DI-MS/MS - 18
tricyclic antidepressants saliva | biocompatible material
BioSPME doksorubicin pluéa | biokompatibilan materijal LC/MS/MS - 19
doxorubicin lungs | biocompatible material
BioSPME valproic¢na kiselina serum | biokompatibilan materijal GC/MS - 20
valproic acid serum | biocompatible material
SBSE dietilstilbestrol, testosteron, urin | monolitni sorbens HPLC-DAD 21 -82 23
metiltestosteron, progesteron, urine | monolithic sorbent
testosteron propionat, fenil-propionat
diethylstilboestrol, testosterone,
methyltestosterone, progesterone,
testosterone propionate,
phenyl propionate
SBSE kofein plazma | alkil-diol modificirani silikagel, HPLC-DAD 102 24
caffeine plasma | materijal ograni¢enog pristupa
alkyl-diol silica based restricted
access material
SBSE mirtazapin, citalopram, paroksetin, plazma | polidimetilsiloksan /polipirol | HPLC-DAD 38-83 25
duloksetin, fluoksetin, sertralin plasma | polydimethylsiloxane/
mirtazapine, citalopram, paroxetine, polypyrrole
duloxetine, fluoxetine, sertraline
TFME peptidi, masne kiseline, lipidi, benzokain, slina | hidrofilno-lipofilne cestice LC/MS - 27
paracetamol, kofein, kanabinoidi, saliva | hydrophilic-lipophilic balanced| GC/MS
steroidi, narkotici, B-blokatori, stimulansi, particles
glukokortikoidi
peptides, fatty acids, lipids, benzocaine,
paracetamol, caffein, cannabinoids,
steroids, narcotics, B-blockers, stimulants,
glucocorticoids
TFME lako hlapljivi spojevi sebum | polidimetilsiloksan GC/MS - 28,
volatile compounds sebum | polydimethylsiloxane 29
dSPME tramadol, fluoksetin urin, | magnetske Cestice s grafen GC/MS - 30
tramadol, fluoxetine kosa | oksidom
urine, | graphene oxide magnetic
hair | dispersive particles
dSPME steroidi plazma | Magn-Humic LC/MS/MS - 31
steroids plasma

Szultke i sur.'® sintetizirali su MIP sorbens za ekstrakci-
ju tehnikom fiber SPME antimikrobnih lijekova koji su se
pokazali uc¢inkoviti u lijecenju meticilin rezistentnog Stap-
hylococcus aureusa u punoj krvi pacijenata. Upotrijebili su
tri vrste MIP sorbensa (polipirol, politiofen i poli-3-metiltio-
fen) kojima su oblagali SPME vlakna. Istrazivanje je poka-
zalo da priredeni polimeri pokazuju razlicitu selektivnost
za antibiotike te su lijekovi podijeljeni u tri skupine s obzi-
rom na njihov afinitet prema MIP sorbensima. Upotrebom
poli-3—metiltiofena postigla se najveca ekstrakcijska ucin-
kovitost za amoksicilin, gentamicin i moksifloksacin, poli-
tiofena za cefotaksim, flukonazol i metronidazol te polipi-

rola za ciprofloksacin, klindamicin, daptomicin i linezolid
(vise od 60 %). Polimeri s molekulskim otiskom primjenom
elektrokemijske polimerizacije priredeni su takoder za an-
tibiotike amoksicilin, cefotaksim i metronidazol te njihove
metabolite."

Jedan od cestih nedostataka sorbensa koji se primjenjuju
kod tehnike fiber SPME je vezivanje makromolekula pri-
sutnih u bioloskim uzorcima na njihova vezna mjesta. Na
taj nacin makromolekule zauzimaju vezna mijesta analitu,
smanjuju ekstrakcijsku ucinkovitost sorbensa te utjecu na
osjetljivost, tocnost i preciznost metode. Da bi se izbjegao
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taj nedostatak, u novije vrijeme sve cesce se kao sorbensi
upotrebljavaju materijali ograni¢enog pristupa (engl. Re-
stricted Access Material, RAM) koji ciljano uklanjaju ma-
kromolekule (proteine i peptide) iz uzoraka. Male mole-
kule ulaze u pore sorbensa i tamo stupaju u interakciju s
funkcionalnim skupinama na povrsini pora, dok se velike
molekule ispiru eluentom.

Abrao i sur.? pripremili su visoko selektivni sorbens koji
kombinira mehanizme polimera s molekulskim otiskom
i materijala ograni¢enog pristupa (engl. Restricted Access
Moleculary Imprinted Polymers, RAMIP) za ekstrakciju
benzodiazepina iz bioloskih tekucina. Taj napredni sor-
bens je hibridni materijal koji sadrze selektivno mjesto za
vezanje predloska (odnosno analita) pripremljen pomocu
diazepama kao molekule predloska i metakrilne kiseline
kao monomera. Na taj sloj je unakrsno vezan vanjski hi-
drofilni sloj kojeg ¢ini govedi serumski albumin s ciljem
sprjeCavanja vezanja proteina. Tako pripremljen sorbens
upotrijebljen je za ekstrakciju benzodiazepina iz uzoraka
plazme. Osim Sto se pokazao visoko selektivan i osjetljiv
(granice dokazivanja (engl. Limit of Detection, LOD) bile su
u rasponu od 5 do 30 pgl™"), postignut je kapacitet ukla-
njanja proteina od visokih 98 %.

Kao sto je vidljivo iz gore navedenih primjera kod tera-
pijskog pracenja koncentracije lijeka potrebno je razviti
pouzdanu analiticku metodu za odredivanje koncentraci-
je najcesce jednog analita u bioloskom uzorku. S druge
strane, cilj metabolickih studija je pracenje sSto veceg broja
bioloskih markera te je upravo stoga izazov kod razvoja tih
metoda primijeniti prikladan sorbens selektivan za skupinu
analita.’ Bojko i sur.™ prikazali su prednost primjene teh-
nika fiber SPME i LC/MS u metabolomickim ispitivanjima
kod pacijenata podvrgnutih operaciji srca upotrebljavaju-
¢i sorbens koji kombinira mehanizam ekstrakcije obrnu-
tofaznog sorbensa i anionskog izmjenjivaca (modificirani
silikagel s vezanim alkilnim lancima i benzensulfonskom
kiselinom). Primjenom predlozene metode uocene su pro-
mjene u metabolickim profilima: lizofosfolipida, trigliceri-
da, medijatora agregacije trombocita i metabolita linolne
kiseline izazvanih operacijom i primijenjenom farmakote-
rapijom (transeksaminska kiselina). To ispitivanje potvrdilo
je da je tehnika fiber SPME brz i jednostavan alat za pripre-
mu uzoraka te ga je u kombinaciji s naprednim analitickim
tehnikama moguce primijeniti kao brzi dijagnosticki test.

Istu vrstu sorbensa upotrijebili su Bessonneau i sur.'® za
ekstrakciju oko 400 hidrofobnih i hidrofilnih metabolita
(aminokiseline, karboksilne kiseline, eikozanoidi, masne
kiseline i fosfogliceridi) iz uzoraka sline. Istrazivanje je po-
kazalo da kombinirani mehanizam navedenog sorbensa
omogucava ekstrakciju veceg broja analita (vise od 30 %) u
odnosu na sorbens koji ¢ini modificirani silikagel s vezanim
alkilnim lancima.

Tehnika fiber SPME takoder je uspjesno primijenjena za
ekstrakciju lako hlapljivih metabolita iz urina pacijenata
kao potencijalnih biomarkera tumora.’®'” U urinu paci-
jenata utvrdene su vece koncentracije derivata benzena,
terpenoida, ketona, sumpornih spojeva i fenola u odnosu
na uzorke urina kontrolne skupine. Kao sorbens za ekstrak-
ciju izabran je karboksen/polidimetilsiloksan zbog njegova
nepolarnog karaktera te mikropora prisutnih u sorbensu u
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kojima se analiti manje molekulske mase zadrzavaju bolje
nego kod ostalih vrsta sorbensa.

Posljednjih godina komercijalno je dostupna tehnika BioS-
PME (slika 1B), koja predstavlja modifikaciju tehnike fiber
SPME prilagodenu za in vivo monitoriranje koncentracije
lijekova. Na taj nacin objedinjeni su koraci uzorkovanja
i ekstrakcije analita. Tehnika je do sad uspjesno primije-
njena za ekstrakciju triciklickih antidepersiva iz sline,'
doksorubicina iz plu¢nog tkiva' i valproicne kiseline iz
seruma® s iznimno visokim ekstrakcijskim ucinkovitostima
(preko 95 %).

2.1.2. Mikroekstrakcija cvrstom fazom sa sorbensom
nanesenim na magnet

Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom nanesenim
na magnet ili adsorpcijska ekstrakcija magnetom (SBSE) je
tehnika pripreme uzoraka koju je razvio Baltussen i nje-
gova istrazivacka grupa?' s ciljem povecanja ucinkovitosti
mikroekstrakcije ¢vrstom fazom. Kod te tehnike sorbens je
postavljen na staklenu cijev u kojoj se nalazi magnet de-
bljine od 0,3 do 1,0 mm (slika 1C). Postupak ekstrakcije
provodi se tako da se sorbens na magnetu postavi u tekuci
uzorak koji se potom mijesa primjenom magnetske mije-
Salice dok se ne postigne ravnotezno stanje analita izmedu
sorbensa i uzorka. Nakon uklanjanja sorbensa iz uzorka
desorpcija ekstrahiranog analita provodi se termickim pu-
tem ili prikladnim otapalima, ovisno o svojstvima analita
kao i instrumentalnoj tehnici namijenjenoj za njegovu ana-
lizu. Kod nekih modifikacija tehnike ekstrakcija se provodi
tako da se sorbens nanesen na magnet postavi iznad teku-
¢eg odnosno krutog uzorka izloZenog povisenoj tempera-
turi (engl. Headspace — Stir-Bar Sorptive Microextraction,
HS-SBSE). Ta tehnika ponajprije je namijenjena za ekstrak-
ciju lakohlapljivih analita prisutnih u slozenim matricama.
Kao prvi sorbens upotrijebljen u pripremi tehnike SBSE bio
je polidimetilsiloksan. Zbog izrazito nepolarnog karaktera
taj sorbens je prikladan za ekstrakciju nepolarnih analita.
Danas se upotrebljavaju razliciti polimerni materijali po-
put polidimetilsiloksan/etilenglikol kopolimera, a u novije
vrijeme dostupni su i monolitni sorbensi kao i polimeri s
molekulskim otiskom. Da bi se sorbens zastitio od fizickih
oStecenja, kod nekih modifikacija tehnike cijeli je sustav
postavljen unutar inertnog mrezastog kucista. Komercijalno
su dostupni i sorbensi koji u dodiru s otapalom bubre (engl.
Solvent-Assisted Stir Bar Sorptive Microextraction, SA-SB-
SE), sto omogucava bolju adsorpciju analita na sorbens,
a time i bolju osjetljivost metode. Upravo je taj sorbens
namijenjen ekstrakciji polarnih analita cije su logaritamske
vrijednosti raspodjele izmedu n-oktanola i vode nize od
2. Selektivnost metode moguce je poboljsati i primjenom
magneta na koji se nalaze dva razli¢ita sorbensa. Najce-
S¢e se kombiniraju sorbensi na bazi ugljika i polidimetilsi-
loksan. Kad se govori o prednostima te tehnike, potrebno
je istaknuti i mogucénost istodobne ili uzastopne upotrebe
nekoliko razlicitih nosaca (engl. Multi-Stir Bar Sorptive Mi-
croextraction, "SBSE), a sve u svrhu postizanja visoke selek-
tivnosti metode. Prilikom ekstrakcije kod koje se u uzorak
postavlja istodobno vise sorbensa nanesenih na magnet oni
se smjestaju uz unutarnju stijenku laboratorijske posude te
se rasporeduju po njoj primjenom magnetnog obruca.
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S obzirom na gore navedeno, moguce je zakljuciti da je
tehnika SBSE u odnosu na tehniku SPE iznimno jednostav-
na za izvodenje. Nadalje, primjenom tog mikroekstrak-
cijskog postupka moguce je posti¢i i do 1000 puta nize
vrijednosti granica odredivanja (engl. Limit of Quantitation,
LOQ) uz Sirok linearni raspon i ponovljivost ekstrakcijskog
postupka. Kad se mogucnosti tehnike SBSE usporede s
ostalim mikroekstrakcijskim tehnikama, potrebno je ista-
knuti da je moguce postici bolju osjetljivost metode i u us-
poredbi s tehnikom fiber SPME buduci da je sloj sorbensa
postavljenog na magnet i do 250 puta deblji od onog kod
tehnike fiber SPME.??

Premda je najveci nedostatak tehnike nemogucnost pot-
pune automatizacije postupka pripreme uzoraka, ona je
posljednjih godina nasla svoju primjenu u bioanalitickim
istrazivanjima (tablica 1).

Monolitni sorbensi visoko su porozni materijali koji sa-
drze mrezu medusobno povezanih pora mikrometarskih
veli¢ina. Stoga su Huang i sur.?* pripremili monolitni ma-
terijal in situ kopolimerizacijom estera stearil-metakrilata
i etil-dimetakrilata u prisutnosti porogenog otapala te su
ga postavili na magnet. Na taj nacin postigli su ekstrakciju
i polarnih i nepolarnih spojeva. Priredeni sorbens primi-
jenili su za ekstrakciju spolnih hormona iz urina trudnih
pacijentica. Medutim, dobivene ekstrakcijske ucinkovitosti
bile su u rasponu od niskih 21 % do visokih 82 % uz LOD
vrijednosti u rasponu od 0,06 do 0,38 pgl=".

| RAM sorbens postavljen na magnet upotrijebljen je za
ekstrakciju kofeina iz plazme Stakora uz ekstrakcijsku uci-
nokovitost od 102 %.** Prednost tog sorbensa je jedno-
stavnost pripreme uzorka bududi da proteine plazme nije
potrebno ukloniti prije ekstrakcijskog postupka.

S druge strane, primjena polimernog sorbensa, koji se sa-
stoji od dvije faze, polidimetilsiloksana i polipirola, omo-
gucila je selektivnu ekstrakciju kao i prikladnu osjetljivost
(LOD vrijednosti su bile izmedu 5 i 20 ugl™") lijekova iz
skupine antidepresiva iz plazme pacijenata.?

2.1.3. Mikroekstrakcija tankim filmom

Mikroekstrakcija tankim filmom (TFME) razvijena je da bi
se poboljsala osjetljivost analitickih metoda. Naime, uoce-
no je da polidimetilsiloksan u obliku Supljeg vlakna ili tan-
kog filma odnosno membrane velike povrsine ima vecu ek-
strakcijsku ucinkovitost u odnosu na druge formate poput
vlakna. Takvom izvedbom ekstrahira se veca koli¢ina ana-
lita iz uzorka u kra¢em vremenu bududi da ekstrakcijsko
sredstvo ima visok omjer povrsine i volumena. Postupak se
izvodi tako da se membrana uspravno pricvrsti na drzac i
kao takva postavi u uzorak. Nakon ekstrakcije membrana
se namota oko drzaca i uvodi u plinski kromatograf, gdje
se pod povisenom temperaturom desorbiraju ekstrahirani
analiti (slika 1D). Takav pristup prikladan je za ekstrakciju
hidrofobnih poluhlapljivih analita.”*¢

Tehnika TFME nasla je ulogu u bioanalitickim ispitivanjima
buduci da se moze jednostavno prilagoditi za neinvazivna
uzorkovanja bioloskog materijala (tablica 1).
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Primjer takovog istrazivanja proveli su Bessonneau i sur.*’ te
su primijenili TFME u formatu plocice odnosno membrane
za ekstrakciju analita iz sline dobrovoljaca. Zbog velikog
omjera povriine i volumena ekstrakcijske faze samo pet
minuta uzorkovanja in vivo uz pomo¢ tehnike TFME bilo
je dovoljno za ekstrakciju velikog broja ksenobiotika i en-
dobiotika razlicitih fizikalno-kemijskih svojstava uz izvrsnu
osjetljivost metode (LOQ vrijednosti bile su u rasponu od
0,004 do 0,98 ugl~"). Tehnika TFME otvorila je mogu¢nost
istodobnom uzorkovanju i pripremi uzoraka za analizu, te
uz primjenu prijenosnih analitickih instrumenata ti anali-
ticki postupci mogli bi imati vaznu ulogu u testiranjima na
zlouporabu droge kao i otkrivanju dopinga.

Neinvazivan pristup uzorkovanju koji nudi tehnika TFME
primijenjen je za izradu profila lako hlapljivih sastavnica
ljudske koze u svrhu primjene u dijagnostici i lijeCenju
raznih poremecaja.?®?? To rjeSenje zamjenjuje do sad pri-
mjenjivane invazivne pristupe (nalaz kulture brisa i eksu-
data rane te biopsije tkiva rane) koji cesto uzrokuju dodat-
na ostecenja koze. Sam postupak uzorkovanja prilicno je
jednostavan te ukljucuje izravno postavljanje membrane
na povrsinu koze. Ipak, taj nacin uzorkovanja prate nedo-
statci poput kontaminacije uzorka te gubitka iznimno lako
hlapljivih analita.

2.1.4. Disprezivna mikroekstrakcija cvrstom fazom

Disprezivna mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (dSPME) me-
toda je koja je ponajprije prilagodena za nove inovativne
sorbense te se najcesce primjenjuje u istrazivackim labo-
ratorijima (slika 1E). Dodatno je potrebno istaknuti da za
provedbu te vrste ekstrakcijskog postupka nije potrebna
skupa laboratorijska oprema, ve¢ ona standardno prisutna
u analitickim laboratorijima. Postupak ekstrakcije provodi
se izravnim dodatkom sorbensa u obliku praska u tekudi
uzorak. Prednost te tehnike je zasigurno velik omjer po-
vrSine i volumena ekstrakcijske faze, Sto pozitivno utjece
na ekstrakcijsku ucinkovitost postupaka. Kao sorbensi se
upotrebljavaju modificirani silikagel te raznovrsni polimeri.
Nadalje, sorbensi mogu biti naneseni i na magnetske cesti-
ce, Sto pojednostavljuje sam postupak ekstrakcije. Sorbensi
koji posjeduju visok kapacitet apsorpcije, poput ugljiko-
vih nanocijevcica, grafena i grafen oksida otkrivaju nove
mogucnosti primjene tehnike dSPME. Da bi se osigurala
pouzdanost tih ekstrakcijskih postupaka nakon pripreme
Cestica, potrebno ih je i fizikalno-kemijski okarakterizirati.

Inovativni primjeri primjene tehnike dSPME u bioanalitici
prikazani su u tablici 1. Tako su magnetske cestice Fe;O,
na koje je postavljen grafen oksid primijenjene za ekstrak-
ciju tramadola i fluoksetina iz kose i urina,*® dok su tzv.
Magn-Humic cestice pripremljene pirolizom humicne ki-
seline na silikagel za ekstrakciju steroida iz plazme.®' Osim
Sto su se oba ekstrakcijska postupka pokazala iznimno
jednostavnim, tim tehnikama postignute su iznimno niske
LOD vrijednosti (manje od 0,8 pgl™).
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2.2. Tehnike mikroekstrakcije posredovane protokom
2.2.1. Mikroekstrakcija cvrstom fazom u kapilari

Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom u kapilari (in-tube SPME)
spada u mikroekstrakcije tehnike kod kojih je ekstrakcija
analita posredovana protokom (slika 2A). Kod standardne
tehnike in-tube SPME unutarnja stijenka otvorene kapilare
od razvucenog kvarca oblozena je sorbensom (engl. open
tubular capillary 1T-SPME) te se tijekom prolaska uzorka
kroz kapilaru analit ekstrahira na sorbens. Za pouzdanu
kvantitativnu analizu nije nuzno postizanje ravnotezne ras-
podjele analita izmedu uzorka i sorbensa. Osim opisanih
in-tube SPME kolona dostupne su i kolone kod kojih je
kapilara punjena Cesticama sorbensa (engl. sorbent-packed
capillary IT-SPME), tankim vlaknima kao sorbensom (engl.
fiber-packed capillary IT-SPME) odnosno monolitnim sor-
bensom (engl. monolyth capillary 1T-SPME). Pri izradi
IT-SPME kapilara upotrebljavaju se raznovrsni sorbensi od
standardnih nepokretnih faza koje se upotrebljavaju kod
izrade kolona za plinsku kromatografiju do inovativnih sor-
bensa poput B-ciklodekstrina, polipirola, magnetskih na-
nocestica Fe,0,/SiO, te RAM i MIP sorbensa.??

Kao glavna prednost tehnike IT-SPME istiCe se njezina
kompatibilnost s velikim brojem instrumentalnih tehnika.
Stovise, s nekim od njih je izvedivo i on-line povezivanje.
Premda ono istiskuje nadogradnju postojece analiticke
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opreme, brojne su prednosti tog nacina rada, od automa-
tizacije postupka do vece ekoloske prihvatljivosti kao i ma-
nje izlozenosti analiticara organskim otapalima.”*?

Upravo zbog navedenih prednosti tehnika in-tube SPME
nasla je primjenu u bioanalitickim istrazivanjima (tabli-
ca 2). Vec¢ina analiticara upotrebljava komercijalno do-
stupne kapilare za on-line povezivanje tehnika IT-SPME i
LC za odredivanje raznovrsnih endobiotika i ksenobiotika
kao i njihovih metabolita u bioloskim uzorcima poput hor-
mona kortizola, dehidroepiandrosterona,** testosterona i
anabolickih steroida,***¢ lidokaina,*” rifampicina,*® nikoti-
na i kotinina.** S druge strane, potrebno je istaknuti da za
postizanje uspjesne selektivnosti i osjetljivosti bioanalitic-
kih metoda pojedine skupine istrazivaca pripremaju nove
sorbense kojima pune kapilare odnosno provode modi-
fikacije postojecih sorbensa. Tako je prireden monolitni
sorbens na bazi vinilpiridina za odredivanje nesteroidnih
protuupalnih lijekova ketoprofena, fenbufena i ibuprofe-
na iz plazme.*® Hu i sur.*' takoder su priredili monolitni
sorbens kojim su punili kapilare od kvarcnog stakla. Tako
pripremljena in-tube SPME kapilara upotrijebljena je za
neposredno unosenje bioloskog uzorka u maseni spektro-
metar te je bila sastavni dio ionizatora elektrorasprsenjem.
To istrazivanje pokazalo je da tehnika in-tube SPME osigu-
rava izvrsnu selektivnost analiticke metode za odredivanje
nesteroidnih protuupalnih lijekova ketoprofena i flurbipro-

Tablica 2 — Primjeri bioanalitickih metoda u kojima su za pripremu uzorka primijenjene tehnike mikroekstrakcije ¢vrstom fazom po-

sredovane protokom

Table 2 — Examples of flow-through mediated solid-phase extractions in bioanalytical sample preparation

Priprava Analiticka | Ekstrakcijska

uzorka Analit Uzorak Sorbens tehnika  ucinkovitost/ % Lit

Sample Analyte Sample Sorbent Analytical Extraction ’

preparation technique  efficiency/%

IT-SPME | kortizol, slina polimer divinilbenzena LC-MS/MS > 94 34
dehidroepiandrosteron saliva divinylbenzene polymer
cortisol,
dehydroepiandrosterone

IT-SPME | testosteron slina polimer divinilbenzena LC-MS/MS > 94 35
testosterone saliva divinylbenzene polymer

IT-SPME | anabolicki steroidi urin polimer divinilbenzena LC-MS/MS > 85 36
anabolic steroids urine divinylbenzene polymer

IT-SPME  lidokain i metabolit plazma 14 % cijanopropil-fenil- HPLC-DAD |  95-117 | 37
lidocaine and metabolite plasma -metilpolisiloksan

14% cyanopropyl-phenyl-
-methylpolysiloxane

IT-SPME | rifampicin plazma polietilenglikol HPLC-DAD - 38
rifampicin plasma polyethylene glycol

IT-SPME | nikotin, kotinin kosa Carboxen 1006 PLOT LC/MS/MS - 39
nicotine, cotinine hair

IT-SPME | ketoprofen, fenbufen, plazma monolitni sorbens LC-MS 88-112 | 40
ibuprofen plasma monolithic sorbent
ketoprofen, fenbufen,
ibuprofen

IT-SPME  ketoprofen, flurbiprofen plazma, urin | monolitni sorbens DI-MS 86-119 | 41
ketoprofen, flurbiprofen plasma, urine | monolithic sorbent

IT-SPME | diklofenak urin polipirol HPLC-DAD 95 42
diclofenac urine polypyrrole
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Tablica 2 — (nastavak)

Table 2 - (continued)
Priprava Analiticka = Ekstrakcijska
uzorka Analit Uzorak Sorbens tehnika  ucinkovitost/ % Lit
Sample Analyte Sample Sorbent Analytical Extraction ’
preparation technique  efficiency/%
IT-SPME | naproksen urin polipirol HPLC-DAD 92-99 43
naproxen urine polypyrrole
IT-SPME | karbamazepin urin, plazma | MIP-pyrol@CuO HPLC-DAD - 44
carbamazepine urine, plasma
MEPS metadon suha kap krvi C18 HPLC-CD > 90 45
methadne dried blood spot
MEPS okskarbazepin i metabolite] plazma, slina C18 HPLC-DAD > 87 46
oxcarbazepine and plasma, saliva
metabolite
MEPS okskarbazepin, plazma, urin C18 GC/MS 70-99 47
karbamazepin, fenitoin, plasma, urine
alprazolam
oxcarbazepine,
carbamazepine phenytoin,
alprazolam
MEPS fenobarbital, fenitoin, plazma, urin C18 HPLC-DAD 89 -99 48
karbamazepin, primidon, | plasma, urine
okskarbazepin
phenobarbital, phenytoin,
carbamazepine,
primidone, oxcarbazepine
MEPS busulfan plazma polistiren LC/MS/MS 60 49
busulfan plasma polystyrene
MEPS ciklofosfamid plazma C2 LC/MS/MS - 50
cyclophosphamide plasma
MEPS atorvastatin i metaboliti serum C8 UHPLC-MS/ 89-116 | 51
atorvastatin and serum MS
metabolites
MEPS omeprazol plazma, slina C8 LC/MS/MS 95 52
omeprazole plasma, saliva
MEPS tumorski markeri plazma porozni grafit LC/MS/MS - 53
tumor markers plasma porous graphite
MEPS tumorski markeri cerebrospinalna C18 GC/MS 80 -90 54
tumor markers tekucina, plazma
cerebrospinal
fluid, plasma
MEPS pravastatin, pravastatin plazma, urin C8 UHPLC-MS/|  92-109 |55
lakton plasma, urine Ms
pravastatin, pravastatin
lactone
MEPS buprenorfin, metadon, plazma C8 HPLC-CD 86 — 96 56
naproksen plasma
buprenorphine,
methadone, naproxen
MEPS psihoaktivne tvari slina C18 GC/MS - 57
psychoactive drugs saliva
MEPS triciklicki antidepresivi, krv C8 DI-MS/MS - 58
benzodiazepini blood
tricyclic antidepressants,
benzodiazepines
in-tip SPME| MK-0533 plazma polidimetilsiloksan- LC-MS/MS - 60
plasma -divinilbenzen vlakno

polydimethylsiloxane-
-divinylbenzene fibre
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fena bez primjene kromatografskih sustava. Zanimljiv pri-
stup odredivanju diklofenaka u urinu imala je istrazivacka
grupa Ahmadi i sur.** Elektropolimerizirali su pirol smjesten
na unutarnjoj stijenki kapilare te je dobiveni polipirol slu-
zZio kao sorbens. Isti pristup primijenjen je i za odredivanje
naproksena.** Obje metode su se pokazale iznimno osjet-
liive buduci da su dobivene LOD vrijednosti za ispitane
analgetike iznosile 0,1 pgl™".

Kao novi inovativni sorbens upotrijebljen je nanomaterijal
od bakrenog oksida kojim je presvucena stijenka bakre-
ne cijevi. Nakon toga MIP sorbens polimer s molekulskim
otiskom kod kojeg je kao monomer posluzio pirol, a mo-
lekula predlozak karbamazein. Tako prireden sorbens upo-
trijebljen je za odredivanje karbamazepina u plazmi i urinu
pacijenata.*

2.2.2. Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom u igli

Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom smjestenim
u igli (in-needle SPME) takoder spada u mikroekstrakcije
tehnike kod kojih je ekstrakcija analita posredovana proto-
kom. Tehnika se dalje dijeli s obzirom na polozaj sorbensa
u odnosu na iglu (slika 2B). Ako je unutarnja stijenka igle
oblozena sorbensom, tad se govori o dinamic¢noj mikro-
ekstrakciji ¢vrstom fazom sa sorbensom smjestenim u igli
(engl. Solid-Phase Dynamic Microextraction, SPDE), odno-
sno ako je sorbens smjesten u spremniku igle, tad govori-
mo o mikroekstrakciji pakiranim sorbensom (engl. Micro-
extraction by Packed Sorbent, MEPS). Kod tehnike SPDE
analiti se iz uzorka ekstrahiraju na filmu od polidimetil-
siloksana i 10 %-nog aktivnog ugljena kojim je oblozena
unutarnja povriina igle od nehrdajuceg celika. Sorbensi
koji se upotrebljavaju kod tehnike MEPS ukljuc¢uju: mo-
dificirani silikagel, polimerne monolitne materijale, MIP i
RAM sorbense. Primjenom tehnika SPDE i MEPS uzorko-
vanje analita provodi se uranjanjem igle u uzorak te nje-
govim aspiriranjem. Tehnike su prilagodene i za ekstrakciju
lako hlapljivih analita iznad tekucih i krutih uzoraka (eng|.
headspace). Tehnika je kompatibilna s razli¢itim analitic-
kim instrumentima, pri cemu je potrebno istaknuti plinsku
i tekucinsku kromatografiju zbog mogucnosti on-line pove-
zivanja koraka pripreme i analize uzorka.>”

U posljednje vrijeme razvijen je velik broj bioanalitickih
metoda koje za pripremu uzoraka primjenjuju tehniku
MEPS, a vecinom su namijenjene lijekovima koji se ve¢
upotrebljavaju u klinickoj praksi (tablica 2). Tako je tehni-
kom MEPS unaprijedeno terapijsko pracenje koncentracije
raznovrsnih lijekova, poput opoidnih,* antiepileptickih*® i
antikonvulzivnih lijekova,*”*® kemoterapeutika,**° hipoli-
pemika®’ te inhibitora protonske pumpe.>?

Nadalje, tehnikom MEPS postignuta je iznimna osjetljivost
(LOD vrijednosti i do 0,12 pgl~") za tumorske biomarkere,
¢ime je omoguceno ranije postavljanje dijagnoze te poslje-
di¢no bolji ishodi lijecenja pacijenata.>*>* Tehnika MEPS
vrlo je pogodna za rukovanje s malim volumenima uzoraka
krvi (25-50 pl), $to ju cini prikladnom tehnikom u pret-
klinickim farmakokinetickim studijama jer doprinosi posti-
vanju etickih nacela o upotrebi laboratorijskih Zivotinja u
biomedicinskim istrazivanjima.>> Uz to, MEPS pruza nove
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mogucnosti za terapijsko pracenje lijekova kod novoro-
dencadi, male djece i kriti¢cno bolesnih pacijenata. Konac-
no, uporabu je nasla i u toksikoloskim studijama, kontroli
dopinga i zlouporabi lijekova.>¢->8

2.2.3. Mikroekstrakcija cvrstom fazom u nastavku za
automatske pipete

Kod mikroekstrakcije c¢vrstom fazom u nastavku za au-
tomatske pipete (in-tip SPME) od 0,2 do 0,6 pl sorbensa
smjesteno je u vrhu nastavka za automatske pipete najce-
$¢e izmedu dva diska (slika 2C). Kao sorbens upotrebljava-
ju se modificirani silikagel, metakrilatni monoliti i ionsko
izmjenjivacke smole. Osim navedenog, kod nekih modifi-
kacija tehnike unutar nastavka za automatske pipete moze
biti smjesteno i vlakno. Bez obzira na to $to se ta tehnika
ne moze povezati on-line s naprednim separacijskim tehni-
kama, njezina velika prednost je mogucnost istodobne pri-
preme veceg broja uzorka (¢ak do 96 uzoraka) te moguc-
nost automatizacije postupka pripreme uzorka.>*® Zbog
navedenih prednosti trebalo bi ocekivati da je nasla Siroku
primjenu u bioanalitickim istrazivanjima, no pregledom li-
terature pronaden je ograni¢en broj metoda namijenjenih
lijekovima u fazi klinickih ispitivanja (tablica 2).5°

2.3 Nova inovativna rjesenja

Premda tehnike mikroekstrakcije ¢vrstom fazom nude
rjeSenja za brojna bioanaliticka ispitivanja, pojedine istra-
zivacke skupine bave se nalazenjem novih tehnologijskih
rjeSenja. Tako su Wu i sur.®" osmislili tehniku fiber SPME
swab kod koje su vlakna smjestena u medicinske pribore
za uzimanje brisa. Na taj nacin objedinjen je korak uzor-
kovanja i ekstrakcije analita te je neinvazivnim putem
moguce uzorkovanje bioloskih tekucina poput sline, slu-
zi te znoja. Stovise, nakon uzorkovanja vlakno je moguce
postaviti u nanoelektrosprej ionozacijsku kapilaru za brzu
identifikaciju lijekova i njihovih metabolita masenom spe-
krometrijom.®? Manousi i sur.®® postavili su sol-gel sorbens
u kapsulu te su ga primijenili za ekstrakciju ibuprofena iz
urina. Osim sto je sorbens moguce visestruko upotrijebiti,
postignuta je izvrsna osjetljivost metode (dobivena LOD
vrijednost iznosila je 14 pgl™"). Tehnologija lab-on-valve te
sustav injektiranja kuglica sorbensa pokazala se prikladnim
rjeSenjem za implementaciju automatizirane mikroekstrak-
cije ¢vrstom fazom. Tehnika je primijenjena za ekstrakciju
traneksaminske kiseline iz urina® te kotinina, metabolita
nikotina, u slini.®®

3. Zakljucak

Provedeno istraZivanje upucuje na danas sve vazniju ulogu
mikroekstrakcije ¢vrstom fazom u bioanalitici, i to ponaj-
prije u personaliziranoj brizi za zdravlje, farmakokinetic-
kim i metabolomickim ispitivanja, ali i ranoj dijagnostici
bolesti. Te napredne tehnike pripreme uzoraka nude rje-
Senja za ono sto je danas imperativ u klinickim laborato-
rijima, poput neinvazivnog uzorkovanja malih volumena
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bioloskih uzoraka, automatizacije postupaka pripreme i
analize uzorka, ekoloske i ekonomske isplativosti analitic-
kih postupaka.

Najnovija istrazivanja upucuju na cinjenicu da ce se teh-
nika dalje razvijati. Velik potencijal tehnike lezi u razvoju
novih inovativnih, visoko selektivnih i stabilnih sorbensa,
ali treba istaknuti i najnovija tehnologijska rjesenja koja ce-
kaju sSiru komercijalnu upotrebu.
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Popis kratica
List of abbreviations

BioSPME — modifikacija mikroekstrakcije ¢vrstom fazom sa
sorbensom u obliku vlakna prilagodena za in vivo
uzorkovanje

— Fiber Solid-Phase Microextraction adjusted for
in vivo sampling

CE/MS - vezani sustav kapilarne elektroforeze i masene
spektrometrije

— Capillary Electrophoresis Mass Spectrometry
DI-SPME — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom s direktnim
uranjanjem
— Direct Immersion — Solid-Phase Microextraction

dSPME - mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom u
obliku praska
— dispersive Solid-Phase Microextraction
fiber — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom u
SPME obliku vlakna

— Fiber Solid-Phase Microextraction

GC/MS - vezani sustav plinske kromatografije i masene
spektrometrije
— Gas Chromatography Mass Spectrometry

HS-SBSE — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom
smjestenim na magnetu iznad tekuc¢eg odnosno
krutog uzorka izlozenog povisenoj temperaturi

— Headspace-Stir-Bar Sorptive Microextraction

HS-SPME- indirektna mikroekstrakcija ¢vrstom fazom
— Headspace — Solid-Phase Microextraction

in-needle — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom

SPME smijestenim u igli

— in-needle Solid-Phase Microextraction
in-tip — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom
SPME smjestenim u nastavku za automatske pipete

— in-tip Solid-Phase Microextraction

IT-SPME — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom
smjestenim u koloni
— in-tube Solid-Phase Microextraction

LC/MS - vezani sustav tekucinske kromatografije i masene
spektrometrije

— Liquid Chromatography Mass Spectrometry
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LLE — ekstrakcija tekucée-tekuce
— Liquid-Liquid Extraction

LOD - granica dokazivanja
— Limit of Detection
MEPS  — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom s pakiranim
sorbensom
— Microextraction by Packed Sorbent
MIP — polimeri s molekulskim otiskom
— Molecularly Imprinted Polymers
MSBSE  — istovremena ili uzastopna primjena nekoliko
razli¢itih sorbensa smjestenih na magnetu
— Multi-Stir Bar Sorptive Microextraction
RAM — materijali ograni¢enog pristupa
— Restricted Access Material
RAMIP - sorbens koji kombinira mehanizme polimera s

molekulskim otiskom i materijala ogranicenog
pristupa
— Restricted Access Molecularly Imprinted Polymers

SA-SBSE — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom
smjestenim na magnetu koji u dodiru s otapalom
bubri

— Solvent-Assisted Stir Bar Sorptive Microextraction

SBSE  — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom
smjeStenim na magnetu

— Stir-Bar Sorptive Microextraction

SFC/MS - vezani sustav superkriti¢ne kromatografije i masene
spektrometrije
— Supercritical Chromatography Mass Spectrometry

SPDE - dinamicna mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa
sorbensom smjestenim u igli
- Solid-Phase Dynamic Microextraction
SPE — ekstrakcija ¢vrstom fazom
— Solid-Phase Extraction
SPME  — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom
— Solid-Phase Microextraction
TFME  — mikroekstrakcija ¢vrstom fazom sa sorbensom u
obliku tankog filma
— Thin Film Solid-Phase Microextraction
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SUMMARY

Solid Phase Microextraction - An Innovative Approach
to Bioanalytical Research

Ana Mornar;?" Iva Marinac-Andic,2® Daniela Amidzi¢ Klarié,® and Jelena Kovacic®

In last three decades, the solid-phase microextraction technology has brought significant progress
in bioanalytical research due to the versatility of this fast and solvent-free approach to biological
sample preparation. It has been widely used in combination with various analytical instrumenta-
tion, even if most of the work has been done by coupling the extraction technique with liquid or
gas chromatography. This review focuses on the new developments and advances in solid-phase
microextraction-based techniques. Furthermore, some interesting, new innovations that fail to go
beyond academic research are also reported.
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