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Preambulo

Na realizagdo do projeto de dissertagdo, houve a necessidade de ultrapassar
algumas limitacdes decorrentes da situagdo de pandemia de COVID-19 e da dificuldade
inicial na obten¢ao de padrdes analiticos de qualidade para a realizacdo do estudo.

O trabalho laboratorial foi desenvolvido no Laboratorio Resolution Lab, uma
infraestrutura localizada no CENSE — Center for Environmental and Sustainability
Research, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da Universidade Nova de Lisboa, que
esta equipado com sistemas de GC/MS com analisadores de tempo-de-voo (TOF/MS) e
de um triplo quadrupolo (TQ/MS), equipamentos com elevada sensibilidade e
seletividade, que permitiram a detecdo dos analitos nas condi¢des operacionais utilizadas
e o consequentemente desenvolvimento deste projeto.

Um fator limitante importante no desenvolvimento deste projeto de dissertagao,
prendeu-se com o tempo de acesso presencial ao laboratorio, sendo uma consequéncia
direta da situacdo pandémica. O trabalho experimental foi desenvolvido em apenas quatro
meses, sendo que os primeiros dois meses, coincidiram com o confinamento geral € o
estado de emergéncia derivados da pandemia, sendo apenas permitido, por questdes de
seguranca e logisticas, o acesso presencial ao laboratorio uma a duas vezes por semana,
no periodo da tarde e mediante marcagao prévia. Adicionalmente, pelos mesmos motivos,
os tempos que mediaram a requisi¢ao de material/reagentes e a sua chegada, tiveram um
intervalo de 4 a 8 semanas, em claro contraste com o normal periodo de 1-2 semanas que
se verificava antes da pandemia.

Pelos motivos enunciados, o desenvolvimento do projeto focou-se na avaliagao
da viabilidade da extragdo de cocaina, fentanilo e dos seus metabolitos maioritarios, éster
metilico da ecgonina, cocaetileno, benzoilecgonina e norfentanilo em matrizes bioldgicas,
utilizando novas configuragdes e revestimentos de fibras de SPME (OC-PDMS/DVB e
SPME-LC tips), para analise qualitativa por GC/MS, utilizando diferentes analisadores
de massa. Os ensaios experimentais foram realizados em solu¢des aquosas, matrizes
bioldgicas fortificadas (amostra controlo), assim como em amostras reais (amostra
positiva), contendo os compostos alvo do estudo. Foi igualmente estudada a aplicacdo de
diferentes tipos de analisadores TOF/MS e TQ/MS na determinacdo em matrizes
biologicas dos analitos estudados.

No final do trabalho, tendo sido verificado o potencial da SPME, utilizando as

novas configuracdes e revestimentos de fibras, como uma técnica de preparacdo de



amostra, para os compostos estudados em matrizes biologicas, foi entdo criado uma
seccdo no final do trabalho, onde sdo detalhados todos os passos necessarios para a
otimizagdo e posterior validagdo deste método analitico estudado como prova de conceito

no decorrer do projeto.



Resumo

O consumo de substancias de abuso ¢ considerado um problema de saude publica
de grande importancia, uma vez que limita a vida dos seus consumidores e desvia recursos
de vérias areas da sociedade.

Tendo em conta os problemas relacionados com o consumo das substancias de
abuso e os seus efeitos negativos consequentes, justifica-se cada vez mais o seu estudo,
bem como o desenvolvimento de novos métodos analiticos, que permitam uma melhor
monitorizagdo das mesmas em contexto clinico, legal ou epidemiologico.

Neste sentido, na presente dissertacdo realizaram-se diversos ensaios
experimentais com o objetivo de avaliar a adequabilidade de novos métodos de
preparacdo de amostras, baseadas em microextracdo em fase solida (SPME), para a
detecdo de substancias de abuso em matrizes bioldgicas, visando a sua potencial
introducao como metodologias alternativas verdes.

A andlise quantitativa e qualitativa foi realizada por duas técnicas cromatograficas
utilizando analisadores de massa diferentes: cromatografia gasosa hifenada a
espetrometria de massa utilizando um analisador de tempo de voo (GC-TOF/MS) e
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem (GC-TQ/MS),
utilizando um triplo quadrupolo.

Os dados obtidos indicam que a técnica de SPME com fibras de configuragao
classicas e configuragdo tips ¢ um método seletivo para a determinagdo dos compostos
cocaina, cocaetileno, fentanilo e norfentanilo. Os resultados experimentais indicam
igualmente que esta técnica de preparagdo de amostra € promissora para estas substancias
de abuso, sendo necessarios estudos adicionais de otimizagao do método. Globalmente,
os resultados demonstraram que as metodologias propostas sdo operacionalmente
simples, amigas do ambiente e com um custo-beneficio vantajoso.

O investimento inicial na aquisicdo dos dispositivos baseados em SPME ¢
rapidamente compensado pela sua capacidade de reutilizagdo e baixo consumo de
amostra e solventes organicos durante o ciclo analitico. Por outro lado, os métodos de
preparacdo de amostra desenvolvidas ao longo do projeto de investigacdo, demonstram
ser eficazes para o enriquecimento dos analitos alvo em matrizes biologicas, a0 mesmo

tempo que ndo descuram os principios da quimica analitica verde e performance analitica.

Palavras-chave: Substancias de abuso; Preparacdo de amostras; SPME com fibras

classicas e tips; Matrizes bioldgicas.



Abstract

Substance abuse is considered a public health problem of great importance, since
it limits the lives of its users and diverts resources from various areas of society.

Considering the problems related to substance abuse and its consequent negative
effects, there is a growing need to study it and to develop new analytical methods that
allow a better monitoring of these substances in clinical, legal or epidemiological context.

In this sense, in the present dissertation several experimental tests were carried out
to evaluate the suitability of new sample preparation methods, based on solid phase
microextraction (SPME), for the detection of substances of abuse in biological matrices,
aiming at their potential introduction as alternative green methodologies.

Quantitative and qualitative analysis was performed by two chromatographic
techniques using different mass analyzers: gas chromatography hyphenated to mass
spectrometry using a time-of-flight analyzer (GC-TOF/MS) and gas chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (GC-TQ/MS) using a triple quadrupole.

The data obtained indicate that the SPME technique with classic configuration
fibers and tips configuration is a selective method for the determination of the compounds
cocaine, cocaethylene, fentanyl and norfentanyl. The experimental results also indicate
that this sample preparation technique is promising for these substances of abuse, but
further method optimization studies are required. Overall, the results demonstrated that
the proposed methodologies are operationally simple, environmentally friendly and cost-
effective.

The initial investment in purchasing the SPME-based devices is quickly offset by
their reusability and low consumption of sample and organic solvents during the
analytical cycle. On the other hand, the sample preparation methods developed
throughout the research project, prove to be effective for the enrichment of target analytes
in biological matrices, while not neglecting the principles of green analytical chemistry

and analytical performance.

Keywords: Substances of abuse; Sample preparation; SPME with classical and tip fibers;

Biological matrices.



Estudo Prova de Conceito

Objetivo: Avaliar a viabilidade da extra¢do de substancias de abuso em matrizes
bioldgicas, utilizando novas configuragdes e revestimentos de fibras de SPME (OC-
DVB/PDMS e SPME-LC ftips) para analise qualitativa por GC/MS, utilizando diferentes
analisadores de massa.

Projeto Experimental: Estudo de "prova de principio" no qual foram utilizadas
duas técnicas de extracdo: SPME com fibras cldssicas, com novo revestimento das fibras
classicas OC-PDMS/DVB e com novas configuragdes de fibras LC-tips (revestimentos
C18 e PDMS/DVB), em amostras aquosas; SPE, aplicando uma abordagem convencional
(com cartuchos MCX e HLB), em amostras brancas fortificadas (sangue, urina, saliva e
plasma). Comparacdo qualitativa numa amostra de urina positiva, analisada em dois
sistemas de GC/MS (GC-TOF/MS e GC-TQ/MS) para avaliar o desempenho de
diferentes analisadores na anélise qualitativa dos analitos nesta matriz real em estudo.

Material: Solugdes padrdo de cocaina, éster metilico da ecgonina,
benzoilecgonina, cocaetileno, fentanilo e norfentanilo; Fibras de configuragao classica;
Fibras de configuragdo classica com o novo revestimento OC-PDMS/DVB; Fibras de
configuragdo LC-tips com revestimentos C18 e PDMS/DVS; SPE com cartuchos OASIS
MCX e HLB; Amostras brancas fortificadas de sangue, urina, saliva e plasma; Amostra
de urina positiva.

Resultados: Fibras Classicas - a extragdo dos compostos depende da afinidade

dos mesmos com os diferentes revestimentos;

Fibras Cléssicas: OC-PDMS/DVB - a extracdo dos analitos ¢ dependente do

tempo, mas o equilibrio de extragdo nao ¢ atingido nos 45 min de extracao experimentais.
A cocaina e o cocaetileno apresentam uma boa linearidade, ndo sendo observado o mesmo
para o fentanilo, o que podera estar relacionado com um potencial efeito de saturagao do
sinal do detetor ou da capacidade da fibra;

Fibras Tips — nas condigdes experimentais (t>15min), a extracdo com o
revestimento C18 esta diretamente relacionado com a agitagdo, mas com o PDMS/DVB,
apenas o fentanilo ¢ fortemente dependente da agitacdo. Para ambos os revestimentos, a
extracdo dos compostos ¢ uma fungdo direta do tempo de extracdo, atingindo os
patamares cinéticos em t=10 min, com excecdo da cocaina em CI18. Os compostos
apresentam uma boa relagdo linear com PDMS/DVB, ndo sendo observada a mesma

relagdo linear com C18, podendo estar indiretamente relacionada com um efeito de



saturacdo do solvente. O sistema de extracao em fun¢do do tempo, pode ndo precisar de
agitagdo, se forem considerados como operacionalmente aceitaveis maiores tempos de
extracao;

Amostra de urina positiva— quando utilizadas as fibras OC-PDMS/DVB e as tips

(C18 e PDMS/DVB), os compostos extraidos por ambas foram a cocaina e o cocaetileno.
Comparativamente com a extragdo por SPE, utilizando o cartucho OASIS MCX, foi
detetada nesta extragdo adicionalmente a presenca do éster metilico da ecgonina.

Conclusées: Os métodos analiticos desenvolvidos baseados em técnicas de
extracdo miniaturizadas, demonstraram ser alternativas analiticas mais verdes em relagao
aos métodos convencionais na determinagao das substancias de abuso estudadas, uma vez
que necessitam de menores quantidade de solvente organico e de amostra, a0 mesmo
tempo que possibilitam a reutilizacdo. Por outro lado, a performance analitica das
metodologias propostas comparam-se favoravelmente com as baseadas em SPE.

De um modo geral, e tendo como finalidade a aplicagao do método como de rotina
em laboratérios, no futuro préximo, serd necessaria uma otimizagdo aprofundada dos
parametros abordados, bem como de outros que sejam relevantes no processo de
microextragdo como o estudo da adicao de modificadores da matriz, modo de agitacao,
entre muitos outros. Por fim, ¢ igualmente proposto a validacdo das metodologias
ensaiadas por forma a determinar a sua precisao, exatidao, linearidade, limiares analiticos,

recuperagao, efeito de matriz, entre outros.
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Introdugdo

1. Introducio

1.1. Consumo de Substancias de Abuso

A utilizagdo e o consumo excessivo de substancias psicoativas sdo considerados
nos dias de hoje um problema de saude publica de grande importancia.

O uso destas substancias advém da antiguidade, onde eram utilizadas para alterar
o estado de consciéncia e emocional, de modo, a promover sensagdes de prazer ao
consumidor.

O Relatério Mundial sobre Drogas de 2020 relata que em 2018 cerca de 269
milhdes de pessoas a nivel mundial, consumiram uma substancia ilicita, pelo menos uma
vez no ultimo ano (figura 1). Isto corresponde a 5,4% da populagdo mundial com idades
compreendidas entre os 15 e os 64 anos, representando quase 1 em cada 19 pessoas

(UNODC, 2020).
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Figura 1 Prevaléncia global do uso de drogas e distirbios de uso de drogas, entre 2006-2018. Adaptado de: (UNODC,
2020).

De acordo com os dados do referido relatorio, a droga mais consumida ¢ a canabis,

seguida de opiodides, anfetaminas, ecstasy e cocaina (figura 2).

AT I

Cannabis Opidides
-0 _0 =
LLELL) 8344
27 19
Anfetaminas “Ecstasy” Cocaina

Figura 2 Dados relativos ao consumo de drogas de abuso em 2018 pela UNODC. Adaptado de (UNODC, 2020).
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Novas fibras de microextragdo em fase solida (SPME) para andlise de substdncias de abuso em matrizes biologicas

Segundo as estimativas do Observatério Europeu da Droga e da
Toxicodependéncia (do inglés, European Monitoring Centre for Drugs and Drug
Addiction - EMCDDA), em 2018 o consumo ¢ a apreensdo de cocaina aumentou, em
relacdo a anos anteriores, sendo a segunda droga mais consumida a seguir a canabis

(figura 3) (EMCDDA, 2020).

40 %6

Cannabis Cannabis

Erva Resina - "

Outra S o

Cannabis Planta 22 95 |6 %

Figura 3 Dados reportados pela EMCDDA, relativamente ao consumo de drogas em 2020. Adaptado de (EMCDDA,
2020).

Em Portugal, o regime juridico aplicavel ao trafico e consumo de estupefacientes
e substancias psicotropicas esta regulamentado pelo Decreto-lei n® 15/93 de 22 de janeiro,
e visa prosseguir trés objetivos fundamentais, tais como “privar aqueles que dedicam ao
trafico de estupefacientes do produto das suas atividades criminosas”, “adotar medidas
adequadas ao controlo e fiscalizagdo” e “reforg¢ar e complementar as medidas previstas
na Convengao sobre Estupefacientes de 1961 (Decreto-Lei n.° 15/93 de 22 de janeiro do

Conselho de Ministros, 1993).
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Introdugdo

1.2. Objetivos do trabalho

Tendo em conta os problemas relacionados com uso das substancias de abuso e
os efeitos negativos consequentes do seu consumo, torna-se cada vez mais necessario o
seu estudo, bem como o desenvolvimento de novos métodos analiticos, que permitam
uma melhor dete¢do e quantificagdo em amostras bioldgicas.

Neste sentido, a presente dissertacdo, tem como foco principal a avaliagdo em
prova de conceito de abordagens inovadoras em técnicas de microextragdo, visando a sua
potencial introdugdo como metodologias alternativas verdes para analise de substancias
de abuso emergentes em matrizes bioldgicas, apresentando como principais objetivos:

e Estudo de uma técnica de microextragdo em fase solida para a preparagao
da amostra, utilizando varios tipos de fibras;

e Estudo de uma técnica de extracao em fase solida para a preparagdo de
amostra utilizando dois tipos de cartuchos;

e Analise qualitativa, de cocaina e fentanilo, bem como os seus metabolitos
maioritarios (éster metilico da ecgonina, cocaetileno, benzoilecgonina e
norfentanilo), por cromatografia gasosa hifenada a espetrometria de massa
utilizando um analisador de tempo de voo (GC-TOF/MS) e por
cromatografia gasosa hifenada a espetrometria de massa em tandem (GC-

TQMS), utilizando um triplo quadrupolo.
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Enquadramento Teorico

2. Enquadramento tedrico

2.1. Substancias de Abuso

A designagdo especifica de droga ndo ¢ homogénea entre diferentes areas
cientificas tornando a sua defini¢do e a clarificacdo dos conceitos um processo complexo
e nem sempre consensual (Valério, 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o termo “droga” ¢ definido
como “qualquer substancia quimica ou mistura de substancias, ndo produzida pelo
organismo, desnecessarias para a manutengao da saude normal (como os alimentos), cuja
administracao altera a funcdo bioldgica e, possivelmente, a estrutura, produzindo
alteragdes no seu funcionamento” (Fonte, 2006). Esta defini¢do ¢ ambigua, sendo que nao
considera a finalidade destas substancias, nem os efeitos por elas gerados.

Por outro lado, o termos “droga de abuso” ¢ definido como “qualquer substancia
que tenha a capacidade de produzir um estado de dependéncia através da estimulagdo ou
depressao do sistema nervoso central, provocando alucinagdes ou disturbios nas fungdes
motoras, cerebrais, comportamentais ou na percecao” (Gomes, 2013; Valério, 2014)

As drogas podem ser classificadas como drogas licitas e ilicitas, de origem natural,
semissintética ou sintética, que, de acordo com os seus efeitos farmacoldgicos, se podem
classificar como substancias estimulantes, depressoras do sistema nervoso central (SNC)
ou ainda como alucinégenas (Gomes, 2013). A tabela 1, apresenta um resumo da

caraterizacao das drogas de abuso.

Tabela 1 Caraterizagdo das drogas de abuso de acordo com a sua origem, mecanismos de agdo, efeito no SNC e as
suas principais vias de administracdo (Gomes, 2013).

Drogas Origem Categoria Mecanismos Efeitos no Vias de
de Agao SNC administracao
Alcool . . ~
NP Diversas | Depressores Deprimem os Sedacao Oral
Barbitaricos
. g centros de
Benzodiazepinicos . ~
estimulagdo
Morﬂna Semi- Narcoéticos Reduzem a Entorpec%rnento Injetada
Heroina o N dos sentidos e Inalada
sintética transmissao .
Metadona e alivio da dor Fumada
(6pio) neural
Cocaina . .
Cafeina Ativam Injetada
L Natural Estimulantes transmissao Estimulagao Inalada
Nicotina
. neural Fumada
Anfetaminas
Canabinoides Natural | Alucindgenas Variavel Dlstor.gao Fumada
sensorial e Oral
LSD dependente da cecentiva Ineerida
droga precep £°
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2.2. Drogas de abuso alvo

Os compostos alvo a estudar no presente projeto foram a cocaina e o fentanilo,
bem como os seus metabolitos maioritarios. No caso da cocaina o éster metilico da
ecgonina, a benzoilecgonina, € o cocaetileno, formado quando existe um consumo
associado de etanol. No caso do fentanilo o metabolito avaliado serd o norfentanilo. A
escolha destes compostos deve-se ao aumento do consumo de cocaina e de opidides que
vem sendo relatado por varias instituigdes e suportado por os dados estatisticos
anteriormente mencionados. As figuras 4 e 5, ilustram os ultimos dados do relatorio do

EMCDDA, relativamente ao consumo da cocaina e de opidide na Europa.

Cocaina /.

Adultos (15-64)

Consumo no tltimo ano Utilizagio Continua
’ y
4.3m 17.9m
1.3% 5.4 %

Jovens adultos (15-34)
Consumo no altimo ano Estimativas nacionais de
consumo no ano passado

) 20m

2.4 % ;Xhh:hn
Il s53%

Figura 4 Estimativas de consumo da cocaina na Europa. Adaptado de (EMCDDA, 2020).

Opiodides @

Uso de alto risco Tratamento pedido Overdoses T
1.3 million
34 % 82%
660 000
Consumidores que receberam
tratamento

Figura 5 Estimativas de consumo de opidides na Europa. Adaptado de ((EMCDDA, 2020)).
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2.2.1. Cocaina
A cocaina é uma das drogas mais consumidas nos dias de hoje. E um alcaléide
extraido a partir das folhas de Erythroxylum coca e um dos estimulantes mais potentes do

SNC, de origem natural (Simdes, 2016; Martins, 2019), figura 6.

Figura 6 Planta Erythroxylum coca (https://www.magic-plants.com/erythroxylum-coca.html).

A utilizagdo desta substancia psicoativa, j& vem de um passado longinquo como
revelaram escavagdes arqueoldgicas no Peru e na Bolivia que indicam que as grandes
civilizagdes pré-colombianas dos Andes j4 consumiam esta substancia, ha mais de 4500
anos (Isralowitz, Myers, 2011; Ferreira, Martini, 2001).

A cocaina pode ser injetada ou inalada sob a forma de cloridrato de cocaina (sal),
ou fumada na sua forma livre (base) (Gomes, 2013).

A forma como ¢ administrada ¢ um fator muito importante relativamente as
consequéncias do seu consumo. A cocaina de rua ¢ apresentada sobre a forma de um po6
branco, que ¢ produzido de uma pasta obtida das folhas de coca, € uma solucao de acido
cloridrico, formando um sal (cloridrato de cocaina) (Gomes, 2013; Karch, 1997). A
cocaina que chega aos consumidores, apresenta cerca de 70 a 90% de grau de pureza,
sendo 0s contaminantes mais comuns anestésicos locais ou agucares (Basilio, 2009;
Gomes, 2013).

O crack, figura 8, ¢ um derivado da cocaina que aparece sob a forma de cristais,
sendo cinco a sete vezes mais potente do que a cocaina, causando efeitos de transtorno de
personalidade, atuando num curto prazo e criando uma enorme dependéncia psicoldgica

(Basilio, 2009; Gomes, 2013; Oliveira, 2015; Karch, 1997).
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Figura 7 Crack, forma de consumo da cocaina (https:/www.gettyimages.pt/fotos/crack).

O uso frequente destas substancias, conduz a sintomas de excitagao, autoconfianca
e irritabilidade, passando por quadros de agita¢do, agressividade, psicose e sincope
cardiaca, como consequéncias de uma sobredosagem (Basilio, 2009; Oliveira, 2015) .

No que diz respeito a metabolizacao da cocaina, as principais vias metabolicas sao
a hidroélise pela enzima colinesterase e a hidrolise hepatica mediada pela carboxilesterase,
formando metabolitos inativos. A enzima colinesterase, converte a cocaina no éster
metilico da ecgonina, enquanto a enzima carboxilesterase a converte em benzoilecgonina.
Por outro lado, através de um processo de N-desalquilagdo, a cocaina dd origem a
norcocaina (metabolito ativo, muito potente). O consumo conjunto da cocaina e de alcool,
provoca o aumento dos niveis plasmaticos da cocaina e norcocaina, reduzindo as
concentracdes de benzoilecgonina e formando o cocaetileno, outro metabolito ativo. A
figura 9, exemplifica as principais vias de metabolizagdo da cocaina.

Uma vez que o metabolismo da cocaina ¢ bastante rapido, a confirmagao do seu
consumo ¢ normalmente obtida a partir da detegdo do seu principal metabolito, a

benzoilecgonina (Simdes, 2016).

HyC—N o)

Cocaina " Btane,
H,.C—q@ / l \ 0

@) HyC—N o
o} 0
H,C+-N OH . @ d:
g "ilsl 10
Ester Metilico da Ecgonina ’fﬁ,, OH Cocaetileno
0]
Benzoilecgonina

Figura 8 Principais vias de metabolizagdo da cocaina (https://chemicalize.com/welcome)
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2.2.2. Fentanilo

O fentanilo (N-(1-fenetil-4-piperidil)propionanilida) ¢ um opidide sintético com
efeito analgésico 50 a 100 vezes mais potente que a morfina.

Este composto foi sintetizado pela primeira vez na Bélgica pela farmacéutica
Janssen e introduzido nos anos 60 na Europa e nos anos 70 nos EUA, como anestésico,
para o alivio de dor pds-operatoria. Quase 70% de todos os procedimentos cirtirgicos nos
EUA utilizavam fentanilo.

A partir do final dos anos 70, apareceram ilicitamente no mercado, nove
homoélogos e um andlogo (excluindo enantidmeros) de fentanilo. As poténcias dos
derivados de fentanilo, sdo muito mais elevados do que os do composto precursor (Karch,
1997).

Em comparacdo com outros opidceos, o fentanilo tem um potencial de
dependéncia mais elevado devido as suas elevadas propriedades lipofilicas que
promovem um inicio rdpido e uma curta duracao de acao (Tiscione, Wegner, 2017).

O uso desta substancia de forma ilicita, aumentou ao longo do tempo, tornando-a
muito popular, o que levou ao desenvolvimento de procedimentos de rastreio rapidos,
seletivos e sensiveis para amostras biologicas com intuito forense (DEA, 2019;
Mounteney, Giraudon, Denissov, Griffiths, 2015).

A via principal da metabolizagao do fentanilo ¢ a N-desalquilagdo pela CYP3A4
para norfentanilo e hidroxifentanilo. O tempo médio para a eliminagao do fentanilo ¢ de
aproximadamente sete dias, enquanto que para o norfentanilo ¢ de aproximadamente 13

dias apds a ultima utiliza¢ao (Baldo, 2018).

CH,4
N
N CHs;
N
H
Fentanilo Norfentanilo

Figura 9 Estrutura quimica do fentanilo e do seu metabolito principal norfentanilo
(https://chemicalize.com/welcome).
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2.3 Matrizes Bioldgicas

O estudo e analise de substincias de abuso, em amostras biologicas, como o
sangue, urina, saliva, plasma, etc., num contexto de aumento de consumo ¢ uso
generalizado, ¢ essencial (Ahmad, 2020). O estudo ¢ andlise t€m como principais
objetivos:

e Diagnostico inicial de dependéncia de drogas;

e Monitorizacdo em alguns programas de tratamento, nomeadamente no local de
trabalho;

e Controlo de consumo em contexto laboral;

e Controlo antidopagem;

e Triagem como método de monitorizacdo dos efeitos de medicamentos;

e Identificacdo da substincia em caso de sobredosagem:;

e Identificacdo/quantificacdo da substancia em casos forenses;

No entanto, a analise de substancias de abuso em matrizes bioldgicas constitui um
enorme desafio devido a complexidade destas matrizes. Os compostos alvo deste estudo
encontram-se geralmente presentes em concentragdes muito baixas (ng mL™! a ug mL™!),
requerendo por isso enriquecimento no extrato final (Cassiano, Lima, Oliveira, De Pietro,
Cass, 2006; Vandevenne, Vandenbussche, Verstraete, 2000; Verstraete, 2004). A
presenca de interferentes enddgenos, como proteinas no plasma ou no soro ou sais
inorganicos na urina, poderd exigir uma etapa de purificacao/limpeza (clean-up) na
preparagdo das amostras antes da andlise instrumental. Por este motivo, métodos
eficientes de preparacdo da amostra tornam-se cruciais por forma a obter resultados

analiticos crediveis e confiaveis.
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3. Metodologias Analiticas

3.1. Preparacdo da Amostra

As amostras bioldgicas sao matrizes bastante complexas, ndo podendo estas serem
introduzidas diretamente no sistema analitico utilizado para realizar a sua analise
quantitativa e qualitativa. Por esta razdo, antes da andlise instrumental ¢ normalmente
necessario um passo prévio de preparacdo da amostra, que permita que os compostos
sejam isolados (extraidos) seletivamente da matriz em que se encontram e/ou que a sua
concentracdo seja incrementada (enriquecimento/concentracao) por forma a garantir os
limiares analiticos de detecao e quantificagdo que tornem possivel a sua identificagdo e
quantificagdo (Ahmad, 2020).

O procedimento de preparacdo da amostra deve procurar atingir uma elevada
reprodutibilidade, uma boa recuperacao dos analitos e deve envolver um nimero minimo

de etapas, que idealmente devem ser passiveis de automatizacao (Ferreira, 2015).
3.1.1. Extragdo Liquido-Liquido.

A extracao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) também
designada de extracdo por solventes, foi uma das primeiras abordagens implementadas
na preparagao de amostras para matrizes aquosas (Ahmad, 2020). Consiste num processo
de particdo onde ha transferéncia de um soluto de uma fase para outra, sendo ambas
imisciveis ou parcialmente misciveis entre si (figura 10). A LLE apresenta algumas
vantagens como a possibilidade de escolha de uma ampla variedade de solventes que
melhor pudessem promover a extragao de solutos de matrizes aquosas. No entanto, a LLE,
também apresentava algumas desvantagens como o uso de volumes muito elevados de
solventes organicos, alguns dos quais toxicos, tornado a sua elimina¢do um problema para
o ambiente. E também uma operacdo demorada, uma vez que é geralmente realizada

manualmente, exigindo também elevada manipulacdo o que limita o trabalho de rotina.
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Figura 10 Ampola de separacdo (LLE). Adaptado de (Ferreira, 2015).
3.1.2. Extra¢ao em fase solida

A extragdo em fase so6lida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction) foi introduzida
em meados da década de 70 e tem sido genericamente usada desde 1985 (Thurman, Mills,
1998), sendo hoje a técnica de preparagdo de amostras mais popular. Os principios da
SPE sao semelhantes aos da LLE e da cromatografia liquida (LC), onde envolve a parti¢ao
de solutos entre duas fases, no entanto, em vez de duas fases liquidas imisciveis, envolve
a interagdo entre um liquido (matriz/amostra ou solvente com analitos; fase movel) e uma
fase solida (adsorvente; fase estacionaria), figura 11. Em relagdao a LLE, proporciona uma
diminui¢do do tempo de andlise e de custos, ¢ menos morosa € requer menos
manuseamento. Esta técnica permite igualmente, uma diminui¢do do consumo e
eliminacdo de solventes organicos, minimizando a exposicao do analista a solventes

organicos ¢ uma potencial eliminagao da formagao de emulsoes (Ferreira, 2015).

Acondicionamento  Passagem da amostra Lavagem Eluicdo

— —_— —_— p— —_— —_— — —_—

- R=-H=

‘o ; A ;
+ ¢ Matriz 4 Analitos
- v

I I ! l

Figura 11 Esquema do processo SPE. Adaptado de (https://screeningdevices.com/spe-development-protocols/)

A SPE pode ser realizada em dois tipos de formato de empacotamento: cartuchos

(e/ou colunas) e discos (figura 12). Os cartuchos e as colunas, sdo o formato de utilizagdo
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mais comum, sendo que permitem a utilizagdo de volumes maiores. Os discos de SPE
foram a primeira tentativa de miniaturiza¢do, ao que seguiram outras tentativas de
miniaturizacdo, como o empacotamento de material adsorvente em pontas de pipeta (Zip-

tips) e as placas multi-pogos (96-Well Plates) (Altun et al. 2004).

Figura 12 Cartuchos e discos utilizados em SPE. Adaptado de (Ferreira, 2015)

A escolha da fase solida ¢ uma das varidveis mais importantes no processo de
SPE. Existem diversos tipos de fases estaciondrias (fase reversa, fase normal, fases de
troca-i6nica, fases poliméricas, etc.). A selecao da fase, vai depender da natureza dos
analitos a analisar e do objetivo analitico. Nos processos de SPE em que se pretende o
enriquecimento de analitos, das matrizes aquosas, as fases mais importantes sao as de fase
reversa, como a C18 (silica modificada) e as fases reversas poliméricas como o OASIS
da Waters (HLB - Hydrophilic-Lipophilic Balance; poli(N-vinilipirrolidona-
divinilbenzeno)) e o Strata-X da Phenomenex (estireno-divinilbenzeno) (Ferreira, 2015).

Os adsorventes poliméricos como ¢ o caso do OASIS, podem ter maior capacidade
de retencdo que os adsorventes de silica ligada. Estas fases t€m um melhor desempenho,
devido ao seu caracter hidrofobico e a uma maior area superficial. Além disso os
adsorventes poliméricos possibilitam operacionalmente maiores intervalos de pH, entre
0 e 14 (Hercegova, Dométorova, Matisova, 2007; Miguel, Ferreira, 2015).

O OASIS HLB, ¢ um copolimero macroporoso que consiste em dois monomeros,
o lipofilico m-divinilbenzeno e o hidrofilico N-vinilpirrolidona (figura 13). A sua
composi¢do proporciona uma capacidade de adsorc¢do e de retengdo superior as das fases
reversas tradicionais de silica (C18) e ao conter um "gancho" polar-neutro que permite
uma maior retencdo de compostos polares aumentando a gama de analitos de “trabalho”.

Outras vantagens advém da sua elevada estabilidade nos extremos de pH, numa

vasta gama de solventes.
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O OASIS MCX ¢ um polimero de troca cationica forte e de fase inversa (figura
13). O absorvente tem uma area de superficie superior a outras fases tradicionais,
apresentando uma alta capacidade de troca idnica que pode reter compostos alcalinos
eficientemente. A sua resisténcia e estabilidade em meio acido ¢ forte, permitindo uma

faixa de pH operacional estavel entre 0-14. Esta fase ¢ utilizada para separar os compostos

alcalinos das matrizes biologicas.

QOasis MCX

Oasis HLB

( \5 fl’.}‘
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compostos polares Lipofilico
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.€>/ compostos apolares
R ’l _

Seletivo para compostos
acidos, neutros e basicos

Seletivos para
compostos bisicos

Figura 13 estrutura da fase polimérica OASIS HLB (https://www.waters.com/nextgen/us/en.html).

O1S15 HLB Carridge
IS MY Cartridge

Figura 14 Cartuchos de SPE HLB e MCX (https://www.waters.com/nextgen/us/en.html).

Uma alternativa promissora para metodologias de preparacdo de amostras ¢ a
microextragdo em fase solida (SPME). Esta técnica, na sua génese, dispensa o uso de

solventes orgéanicos e o seu procedimento envolve menos etapas.

3.1.3. Microextracao em Fase Solida

A microextragdo em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction),
foi introduzida por Arthur e Pawlizyn em 1990 , e ¢ atualmente um método de preparagdo
de amostras bastante popular, com vérias aplicagdes relatadas para a extragdo e analise

de um grande niimero de analitos em diversas areas (Ahmad, 2020; Ferreira, 2015) .
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A SPME ¢ uma técnica de extragdo e pré-concentracdo baseada no equilibrio e na
cinética de transferéncia entre os analitos presentes na matriz em estudo e uma fibra de
silica fundida revestida com uma fase “extratora” A eficiéncia de extragdo da SPME
depende de diversos fatores como o pH, a temperatura, a concentragdo de sais (salting
out), o tempo de extracdo e a agitacdo (Ahmad, 2020; Heberle, 2003; Ferreira, 2015).

A técnica de SPME envolve duas etapas. A primeira consiste na extragdo dos
analitos por imersdo direta da fibra na matriz aquosa que os contém (DI-SPME) ou
indiretamente por amostragem do seadspace de matrizes solidas ou aquosas (HS-SPME).
Na segunda etapa, os analitos podem ser dessorvidos da fibra por “retroextracdo” com
solventes compativeis ou termodinamicamente por dessor¢do térmica, dependendo
essencialmente dos analitos alvo e do sistema instrumental (e.g. GC vs LC) a usar para
realizar a separagdo e quantificacdo dos analitos extraidos. Nas figuras 15 e 16, estdo

presentes os principais modos de extragdo em SPME.

SPME fiber Datection \

4 Solid support — system
1 /
’ &

Organic
S:Drb_an't i e
coatings {<1mL)
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Thermal desorption in Solvent desorption for
Anakyte

H5-SPME DI-SPME the GC injection port LC and CE applications

Figura 15 Técnica de SPME por imerséo direta (DI-SPME) e por amostragem por headspace (HS-SPME). Adaptado
de: (Murtada, 2020)
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Figura 16 Técnica de SPME por A) imersdo direta (DI-SPME) B) headspace (HS-SPME). Adaptado de (Luiz,
Maciel, Langas, 2015)
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tubing/needle
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Figura 17 Dispositivo SPME. Adaptado de (Merkle, Kleeberg, Fritsche, 2015)

Relativamente ao design das fibras, atualmente existem as SPME Classic (1), a

SPME-LC Probe (2), a SPME-LC Tips (3) e a SPME-Arrow (4), figura 18.

Figura 18 Tipos de Fibras (Design). 1- SPME Classic; 2 - SPME LC Probe; 3- SPME LC Tips; 4 - SPME Arrow
(https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).

A configuragdo padrdo das fibras permite a sua utilizagdo manual, bem como a

sua automatizacao, figura 19.

Figura 19 Configuracao das fibras para SPME (https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).
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A escolha da fase de revestimento ¢ muito importante para alcangar uma boa
seletividade dos analitos alvo, sendo geralmente feita com base na afinidade do polimero
que a reveste para um determinado tipo de compostos, os que se espera/quer obter. Na
figura 20 estio representadas, algumas fibras comerciais de SPME. E de realgar que
diferentes fases, apresentam diferentes cores, facilitando a sua identificacdo, no entanto

as cores podem mudar de marca para marca.

7 ym PDMS Green (=] —————

30 pm PDMS Gold == g ~—rem——

100 um PDMS Red L il Acronym | Full Name |
PDMS Polydimethylsiloxane

85 pm Polyacrylate Grey s —— PA Polyacrylate (aka acrylate)
DVB Divinylbenzene

95/10 um CAR-WR/PDMS Dark Blue ®8 M| CWR  CarbonWideRange

65 pm DVB/PDMS Violet ] e

80/10 um DVB/CAR-WR/PDMS Dark Grey €8 - L

Figura 20 Diferentes fases do revestimento das fibras SPME e respetivas cores
(https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).

Dentro das fibras cléssicas, foi desenvolvido uma nova configuracao, utilizando
um revestimento extra de polidimetilsiloxano (PDMS), numa fibra divinilbenzeno (OC-
DVB; OC, do inglés overcoated), tfigura 21. O sobre-revestimento de PDMS, resulta
numa maior prote¢do da camada DVB da contaminacao pela matriz, aumentando a
durabilidade e a robustez fisica da fibra e o desempenho e reprodutibilidade dos métodos.
A redugdo da coextracdo dos interferentes da matriz, diminui a competi¢ao entre os
interferentes e os analitos para a camada adsortiva, resultando numa maior capacidade de
extragdo da fibra OC. Adicionalmente, o material interferente que adere ao revestimento

¢ mais facilmente removido mediante uma fase de lavagem (Merkle et al., 2015).

h

&

Figura 21 Design da nova fibra OC-PDMS/DVB (https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).

As fibras OC-PDMS/DVB sdo fisicamente mais robusta, que permite um melhor
desempenho e durabilidade do método, necessitando de menos manutencdo e troca de
fibra. Reduz a competicao entre matriz e analitos para camada adsortiva, tendo uma maior

capacidade devido a menor coextracdo da matriz, figura 22 e 23 (Merkle et al., 2015).
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iy y e
Flgura 22 leerengas entre ﬁbras PDMS/DVB (non overcoated) e OC-PDMS/DVB (overcoated)
(https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).

A SPME-LC ftips, sdo uma configuragdo mais recente, que consiste numa
microfibra revestida, mantida no lugar de uma ponta de micropipeta. Existem dois tipos
de revestimento desta fibra, a C18 ¢ as PDMS/DVB. As C18, foram recentemente
desenvolvidas e contém particulas de silica incorporadas num polimero patenteado, nao-
inflamavel e biocompativel. O beneficio deste desenho permite a extracdo da maioria dos
pequenos analitos de interesse, minimizando a coextragdo de macromoléculas
interferentes, tais como proteinas e fosfolipidos. As PDMS/DVB, sao favoraveis para a
extracao de analitos semi-volateis ou volateis moderadamente polares.

As pontas podem ser operadas quer por equipamento robotico quer manualmente.
As SPME LC tips, podem ser utilizada em sistemas de 96 pocos, em formato de bandeja,

permitindo “extracdes em escala”, figura 23 (Tips et al., 2015).

THLD
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Figura 23 SPME LC Tips com manipulacio robdtica e utilizacdo manual (https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).
A eficiéncia de extragdo por SPME pode ser calculada teoricamente, sendo que
ocorre por equilibrio entre duas fases. Quando o equilibrio € alcangado e, considerando o
volume de amostra como substancialmente superior ao volume do material sorvente, a
quantidade de massa dos analitos extraidos pode ser calculada, de acordo com a equagao

(Ahmad, 2020):
n= Kfs X Vf X CD

Onde n ¢ a massa dos analitos extraidos, K¢ o coeficiente de parti¢do do analito
entre o sorvente da fibra e a amostra, V¢ o volume do sorvente e Co a concentracgao inicial

do analito na amostra.
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Desde o seu desenvolvimento, que esta técnica, demonstrou inimeras vantagens
para a andlise de compostos organicos em diferentes matrizes, nomeadamente: reducao
ou elimina¢do do uso de solventes; necessidade de pequenas quantidades de amostra;
necessidade de menores tempos de preparacdo de amostra; ser facilmente passivel de
automatiza¢do, permitindo analises de alto rendimento; permite a extracdo e pré-
concentracdo direta e indireta de analitos em matrizes so6lidas, liquidas ou gasosas;
permitir a implementacdo de analises no local de amostragem ou in vivo (Ahmad, 2020),
figura 24. A SPME, também apresenta algumas desvantagens, como a incompleta
recuperacao dos analitos, a fragilidade das fibras traduzida na sua frequente incapacidade
para resistirem fisicamente a uma série completa (padrdes, brancos, controlo de qualidade
das amostras e amostras a analisar) e a impossibilidade de realizar extragdes em solventes

organicos (Ferreira, 2015).
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Figura 24 Vantagens da microextragdo em fase solida, SPME. Adaptado de (Billiard, Dershem, Gionfriddo, 2020).
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3.2. Quimica Verde
O termo “Quimica Verde” foi introduzido em 1994 por Anastas, que remete ao
facto de que deveria existir uma maior responsabiliza¢do e consciencializagdo para a
polui¢do ambiental derivada da eliminagdo de residuos produzidos em laboratério, por
parte da comunidade cientifica (Ahmad, 2020). Posteriormente, Namiesnik (1999)
introduziu o termo “Quimica Analitica Verde” (GAC, do inglés Green Analytical
Chemistry), que integrando a reducdo da producdo de residuos e a diminuicdo da
quantidade e toxicidade dos reagentes como critérios importantes para a escolha da
metodologia analitica a utilizar (Tobiszewski, Mechlinska, Zygmunt, Namie$nik, 2009).
Os 12 principios da GAC incluem:
1. A aplicagdo de técnicas de analise direta por forma a evitar metodologias
de preparagao da amostra;
2. A minimizacdo da quantidade e nimero de amostras;
3. A realizagdo de medicdes in situ;
4. A integragdo de processos e procedimentos analiticos que reduzam o
consumo de energia e de reagentes;
5. A sele¢do de métodos automatizados e miniaturizados;
6. Evitar processos de derivatizagao;
7. A redugdo da producao de um volume alargado de residuos analiticos e a
realizagdao de uma gestao adequada dos mesmos;
8. A escolha de métodos multi-analitos, multi-residuos ou multi-parametros
invés de métodos que analisem um analito de cada vez;
9. A minimizacao do consumo de energia;
10. A escolha de reagentes obtidos de fontes renovaveis;
11. A eliminacdo ou substitui¢do de reagentes toxicos;

12. A incrementacdo da seguranca do operador.

Na maioria dos casos, as matrizes em estudo, sao demasiado complexas e/ou os
analitos alvo encontram-se presentes em concentragdes vestigiais, juntamente com
interferentes. Por estas razdes, € necessario incluir quase sempre um passo de preparagdo
da amostra na metodologia analitica (Ahmad, 2020).

Atualmente, as abordagens de amostragem miniaturizadas como a SPME, sdo
cada vez mais aceites no meio cientifico e técnico, devido a sua relagdo custo-beneficio,

facilidade de manuseamento simplificagdo, redu¢do acentuada ou mesmo auséncia de
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solventes organicos toxicos e permitirem a utilizagdo de baixos volumes de amostra

(Tobiszewski et al., 2009).

A Analytical GREEnness, desenvolveu uma abordagem de avaliagdo abrangente,

flexivel e direta, que pretende fornecer um resultado facilmente interpretavel e

informativo, relativamente ao qudo “verde” é o método desenvolvido. Tém sido

desenvolvidas varias abordagens a métrica GAC, figura 25. No entanto, o mais recente ¢

o RGB, um modelo de cor aditiva que inclui ndo sé critérios verdes (representados pela

cor verde), como também de desempenho analitico (representada pela cor vermelha), e

de produtividade (representada pela cor azul). O resultado ¢ de facil interpretacdo, uma

vez que ¢ a combinagdo das cores resultantes do desempenho do método em cada

categoria, figura 26 (Pena-Pereira, Wojnowski, Tobiszewski, 2020).
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Figura 26 Representacdo grafica das fungdes aplicadas para converter as variaveis em pontuacgdes de 0-1.

Adaptado de (Pena-Pereira et al., 2020).
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3.3. Métodos Cromatograficos

O termo “cromatografia” foi introduzido e utilizado pela primeira vez pelo
botanico russo Mikhail S. Tswett em 1906 no jornal da sociedade alema de
botanica(Ahmad, 2020; Ettre, 2000).

As técnicas cromatograficas, como a cromatografia em fase gasosa (GC) e a
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC), fruto do avango tecnoldgico em
instrumentagdo ao longo dos tempos, foram-se impondo como as principais técnicas de
separacao utilizadas para caraterizar qualitativamente e quantitativamente diversos tipos
de misturas complexas, tendo tido um papel decisivo em diversas descobertas cientificas.
(Ahmad, 2020).

A distribui¢do dos componentes numa mistura, ocorre entre duas fases, uma fase
estacionaria, que pode ser solida ou liquida (fixada numa coluna ou numa superficie
solida) e por uma fase mével, que pode ser liquida, gasosa ou um fluido supercritico. As
concentracgoes relativas de um componente na fase estacionaria (cS) e na fase movel (cM)

relacionam-se através do coeficiente de distribuicao (K), dado pela equagao.

K =

™M
A separagdo dos compostos ¢ realizada através das diferencas de afinidade dos
mesmos com a fase estacionaria presente na coluna e com a fase movel, figura 27.
Compostos com menor afinidade a fase estaciondria, eluem mais rapidamente, saindo em

primeiro lugar, enquanto compostos com maior afinidade, eluem mais lentamente, saindo

posteriormente.
Tempo t
® :. Fluxo de gds de arraste ®® %.
o %e% s

A LA

Figura 27 Separagao dos compostos ao longo da coluna. Adaptado de https://www.agilent.com

Um composto, quando nao ¢ retido na coluna, sera eluido no tempo morto (tM),
enquanto um composto retido eluird posteriormente, atravessando a coluna num tempo
de retencdo (tR) superior, sendo o tempo de retencdo ajustado (tE) o tempo que o

composto despende na fase estaciondria, figura 28.
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Figura 28 Ilustragdo do tempo morto (tm), do tempo de reteng@o ajustado (tg) e do tempo de retengdo (tr) num
cromatograma. Adaptado de (Skoog et al, 2006)

3.3.1. Cromatografia Gasosa

Em cromatografia de fase gasosa (GC), a fase mdvel consiste num gés inerte (gas
de arraste; carrier gas) que transporta a amostra através da coluna que contém a fase
estacionaria sem interagir com esta. Os gases normalmente utilizados sdo o hélio, o azoto
e o hidrogénio. Um sistema de GC ¢ basicamente constituido por um injetor, uma coluna
cromatografica inserida num forno e um detetor, controlados por software adequado,

figura 29 (Ahmad, 2020).

Cilindro do Mostrador
gas de
arraste \.’LLA_..,
+
1
| |
Regglador Sistema
3 de dados
vazio
Y Coluna f f
i s YOS SR LI -
| [ Lt
dmara de : :
IS :
Amostra - injecdo da % Detector Metvild?r L.
| i | de vazdo
| amostra '
- :
Forno Termostato

Figura 29 Diagrama de blocos de um GC convencional. Adaptado de (Ahmad, 2020)

Para a introdugdo da amostra em GC existem diferentes tipos de sistemas de
injecdo. Os modos de injecdo mais usados sdo os sistemas por temperatura constante
(isotérmica), com (split) ou sem (splitless) reparticdo da amostra e o modo de vaporizagao
com temperatura programada (PTV, do inglés Programmed Temperature Vaporization).
No modo split, por intermédio dum sistema de valvulas, apenas uma parte da amostra é

introduzida na coluna, sendo a divisdo da amostra determinada por meio da relagdo entre
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a quantidade de gas de arraste que deixa o injetor pela valvula de split e o fluxo deste na
coluna (razdo de split). No modo splitless toda a amostra injetada ¢ arrastada para a
coluna. O modo de injegdo PTV oferece uma maior sensibilidade analitica devido a
possibilidade de permitir a inje¢do de grandes volumes (LVI, do inglés Large Volume
Injection) de amostra.

Relativamente as colunas para GC, existem dois tipos, as de empacotamento ¢ as
capilares, sendo que as capilares, face a sua elevada eficiéncia e resolugdo, tém vindo a
substituir as colunas de empacotamento, tornando-se dominantes na maioria dos
laboratorios. As colunas capilares sdao constituidas por um tubo de silica fundida, com
revestimento exterior em poliamida e a fase estaciondria a revestir a parede interna. As
fases estacionarias liquidas mais utilizadas sdo baseadas em polissiloxano, sendo que o
tipo e a percentagem de grupos substituintes diferenciam cada fase e ditam as suas
carateristicas de polaridade e seletividade. O polidimetilsiloxano (PDMS), com
carateristicas apolares, ¢ a fase estacionaria mais comum.

Uma vez que as interagdes dos analitos com a fase estaciondria, de que resulta a
sua separagdo, sao dependentes da temperatura, a coluna encontra-se localizada dentro
dum forno com temperatura programavel, podendo operar no modo isotérmico ou em
gradiente de temperaturas. O modo de operacao mais utilizado ¢ o modo gradiente
mediante rampas de temperatura, no qual ocorre um aumento térmico progressivo
constante ou a diferentes velocidades e tempos distintos com possibilidade de etapas
1sotérmicas no inicio, meio ou no fim da analise.

O ultimo componente essencial para operacao do sistema de GC ¢ o detetor, que
¢ responsavel pela emissdo do sinal, traduzindo a variagao da resposta em fun¢do da
composi¢ao e¢/ou propriedades dos componentes eluidos.

Atualmente, uma ampla gama de detetores estd disponivel conforme as
necessidades de aplicagdes pretendidas, destacando-se os detetores de ionizagdo de
chama, de condutividade térmica, de captura eletronica, de azoto-fosforo e ainda o MS

(Ahmad, 2020; Skoog et al, 2006; Ettre, 2000).
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3.3.2. Analisadores de Massa
3.3.2.1.  Quadruplo

O acoplamento de um cromatografo gasoso (GC) a um espectrometro de massa
(MS) resulta numa combinagdo das vantagens de duas técnicas separativas, juntando a
alta seletividade e eficiéncia de separacdo da cromatografia com a informagao estrutural
da espetrometria de massa, que permite nao s6 a identificagdo dos analitos, como fruto da
adicdo uma nova dimensdo - m/z (razdo massa/carga) - ao sinal analitico, permite
quantitativamente uma seletividade adicional por selecao de 130/i0es a monitorizar (SIM
-Monitorizacdo de Iao Selecionado ou MRM -Monitorizagdo de Reacgdes Multiplas).
(Truta, 2011).

Atualmente, a GC acoplada a espetrometria de massa em tandem (GC/MS/MS) ¢é
uma das técnicas mais vantajosas como método de detegdo ultra seletivo de compostos-
alvo em matrizes complexas a niveis residuais, para amostras bioldgicas, metabolitos,
vestigios de drogas e obten¢ao de provas forenses. Este método apresenta como vantagens
um aumento da sensibilidade, uma reducao da interferéncia espectral dos compostos
presentes na matriz e um aumento da quantidade de informacao estrutural possivel de ser
obtida (Skoog, et al, 2006; Hubschmmann, 2015; Truta, 2011).

Q1: Quadrupolo
[

Fonte Otica de

Tonica Toes Detetor

L—

Q1: Quadrupolo
L ]

Q3: Quadrupole
L ]

Fonte Otica de

Ionica Toes Detetor

| [ b
[ 3 | I 3| [ '
Q2: Célula de Colisio
Figura 30 Sistema de GC/MS de quadrupolo simples versus Sistema de GC/MS/MS de triplo quadrupolo.

3.3.2.2.  Triplo Quadrupolo

A espectrometria de massa em tandem (MS/MS) consiste numa técnica
espetrométrica que, em vez de utilizar apenas um analisador de massas para separar os
10es com a mesma razdo m/z gerados na fonte de ionizagdo, utiliza dois estagios de
espectrometria de massas, MS1 e MS2, separados por uma “célula de reagao”. Um deles
¢ utilizado para isolar o 130 de interesse (ido-pai, também designado por ido-precursor) e

o outro ¢ usado para estabelecer uma relagdo entre este 130 e os ides gerados a partir da
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sua decomposi¢do induzida (ides-filho, também designados por ides-produto)(Truta,
2011).

O analisador do tipo triplo quadrupolo ¢ um instrumento constituido por trés
quadrupolos em série, colocados em sucessdo (Figura 31). Quando operado em modo
tandem, o equipamento utiliza o primeiro (Ql) e o terceiro (Q3) quadrupolo como
analisadores de massa e o segundo (q2), como célula de colisdo, onde os ides, ao sairem
do Ql, sofrem dissociagdo por colisdo, na presenca de um gas inerte(Sparkman, Penton,

Kitson, 2011; Truta, 2011).

Detetor

Figura 31 Imagem representativa e equipamento utilizado em laboratorio. Adaptado de (Hubschmmann, 2015)

O modo de scan do ido produto utiliza Q1 como um filtro de massa, permitindo
apenas a passagem da razao m/z pretendida. O Q3 opera em modo full scan e obtém-se
um espetro de massa do ido pretendido. Este modo, também conhecido como Selected
Reaction Monitoring (SRM) ¢ fundamental para o desenvolvimento e otimizacdo de
condig¢des de operagao para o modo de Multiple Reaction Monitoring (MRM). Este modo,
muito semelhante ao SIM, monitoriza a transi¢do do ido precursor e 130 produto.

Em MRM, os dois analisadores sao utilizados em modo SIM. Em Q1 passa apenas
o ido precursor (de m/z especifica), seguindo-se para Q2, onde sofre dissociacao por

colisdo e, ao chegar a Q3, o ido produto com m/z pretendido passa para chegar ao detetor

(Truta, 2011).

Os analitos sio fonizados na O ifio precursor alvo & :  Osprocessos de Os ides produto sdo ainda mais
fonte iénica apés a isolado da matriz no © colisiio na célula de isolados e separados das
separaciio cromatogrifica primeiro analisador de massa . C¢olisio dissociam o interferéncias no segundo
pelo GC quadrupolar i ldio precursor em analisador de massa
¢ ¢ i ides produto quadrupolar

Os ides saem do segundo
quadrupolo e siio
guiados para um detetor

Lo v o
i | Gis de Colisio :
A D)) I Q) L
B e = a— 0
—» o)) ) WL
Fonte de Tonizagao Quadrupolo 1 . Cétula de Colisao Quadrupolo 2 ' Detetor

‘ Precursor :

Iées alvo e matriz crindos a0 precursor alvo isolado de Iées produto medidos contra
a partir da ionizagio ides nio alve ruido quimico reduzido

Figura 32 Esquema de funcionamento do GC/MS/MS.
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3.3.2.3. Tempo de Voo

Este analisador de massas, separa os ides pelo tempo que demoram a percorrer o
analisador. Este tempo esta relacionado com a seu m/z (quanto menor, mais rapidos sio).

Os sistemas TOF/MS podem apresentar uma alta taxa de aquisi¢do de espetros,
no qual é possivel obter até duzentos e cinquenta espectros de compostos por segundo,
sem distor¢ao espetral, permitindo a reconstru¢do dos cromatogramas e¢ a obtengdo de
espectros de alta qualidade. Estes sistemas sdo muito mais sensiveis em varrimento total
(full scan) do que os analisadores de quadrupolo.

Os 10es da fonte de 10es sdo acelerados e concentrados num feixe paralelo que
entra continuamente na regido moduladora de ides do analisador. Inicialmente, todos os
10es recebem a mesma energia cinética, permitindo avaliar a rapidez com que os ides
viagem pelo detetor. [0es com baixa massa molecular viajam mais depressa, chegando ao
detetor em primeiro lugar (Hubschmmann, 2015). Atualmente, todos os instrumentos
GC-MS/TOF encontram-se equipados com um refletor, cuja funcdo ¢ concentrar a
distribuicao da energia cinética, originada pelas pequenas diferencas na velocidade inicial
(Hubschmmann, 2015).

Os sistemas de GC-TOF/MS (figura 33) apresentam como vantagens: a producao
de espetros nao distorcidos, uma consequéncia de todos os ides serem recolhidos
virtualmente através do mesmo intervalo de tempo dos cromatogramas; uma distor¢ao
espetral minima ao longo dos picos cromatograficos, que permite a utilizacdo de

algoritmos de desconvolugdo espetral (NonTarget Deconvolution)e a detegao automatica

de picos.
Fonte de ides r )
I“ I Modelador de ides
> Ui Detetor
—lll = = [ 7]
[_ i
Formagio -
de vicuo  —
Trajetdria
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Refletor
[ — —_
[E— [
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Figura 33 Funcionamento do TOF e equipamento utilizado em laboratorio. Adaptado de (Hubschmmann, 2015)
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3.4. Revisdo Bibliografica

Foi realizada uma revisao bibliografica das técnicas de microextracdo existentes

em literatura para o rastreio dos compostos alvo. A Tabela 3, mostra algumas técnicas de

microextragdo existentes para os compostos em estudo, bem como a matriz bioldgica, o

instrumento utilizado para a dete¢ao dos compostos e o seu limite de detegao (LOD).

Tabela 2 Abordagens baseadas nas técnicas de microextragdo para a analise dos compostos em estudo cocaina, éster
metilico da ecgonina, cocaetileno, benzoilecgonina, fentanilo e norfentanilo em matrizes bioldgicas. Adaptado de

(Ahmad, et al, 2021; Lizot, et al, 2020; Maiti, Bidinger, 1981; Saraji, Boroujeni, Bidgoli, 2011)

. Técnica de Sistema
Droga Matriz Microextracao Instrumental LOD (ug/L)
CCE
COoC Leite materno HF-LPME GC-MS 5-7
NC
BE 25
COoC Urina MEPS GC-MS (LLOQ)
ECGME
BE
CCE Plasma uSPE LC-MS/MS 0,000013-0,0036
cocC
ECGME
BE
CCE
COoC Plasma DI-SPME UHPLC-MS/MS 0,5
EME
NC
%COE Plasma DI-SPME GC/MS 11-19
FE Plasma HS-SPME GC-NPD 14
Urina
FE Plasma HS-SPME GC/MS 0,03
Urina
FE Plasma DI-SPME GC/MS 0,1
FE Plasma LLE- LC/MS/MS 0,1
Urina

BE: benzolecgonina; CCE: cocatileno; COC: cocaina; _microextragdo de fase solida de imersdo direta; ECGME: éster metilico de ecgonina; FE:
fenatanilo; GC: cromatografia gasosa; HF-LPME: microextragdo de fase liquida de fibra oca; LC: cromatografia liquida; HS-SPME: microextragdo em
fase solida por headspace; MEPS: microextragdo por sorventes embalados; MS/MS: espectrometria de massa em tandem; MS: espectrometria de
massa; NC: norcocaina; NPD: detetor de fosforo de nitrogénionorcocaina;
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4. Materiais e Métodos

4.1. Produtos Quimicos ¢ Padroes

Para a realizacdo deste projeto, foram utilizadas solugdes padrdo existentes no
Laboratério de Patologia Molecular e Bioquimica Forense do Centro de Investigagdo
Interdisciplinas Egas Moniz (CiiEM). Foram utilizadas solu¢des padrao em metanol ou
acetonitrilo a 1 mg/mL de cocaina, éster metilico da ecgonina, benzoilecgonina,
cocaetileno, fentanilo e norfentanilo, da Cerrilliant, Lipomed e LG Standards. As

propriedades das drogas de abuso e metabolitos selecionados sdo mostradas na tabela 3.

Tabela 3 Propriedades quimicas das drogas de abuso e dos seus metabolitos, em estudo, obtidas através da plataforma
digital Chemicalize (https://chemicalize.com).

Foérmula Massa Molar

Compostos Nome IUPAC Quimica (g/mol)

methyl (1R,2R,3S,5S)-3-

(benzoyloxy)-8-methyl-8- Ci7H21NOq4 303.358

azabicyclo[3.2.1]octane-2-
carboxylate

methyl (1R,2R,38S,5S)-3-

hydroxy-8-methyl-8- CioHi17NOs 199.25

azabicyclo[3.2.1]octane-2-
carboxylate

(1R,2R,38,5S)-3-

Benzoilecgonina (benzoyloxy)-8-methyl-8- Ci6H1oNO4 289.331

azabicyclo[3.2.1]octane-2-
carboxylic acid

ethyl (1R,2R,3S,5S)-3-

Cocaetileno (benzoyloxy)-8-methyl-8- CisH23NO4 317.385

azabicyclo[3.2.1]octane-2-
carboxylate

N-phenyl-N-[1-(2-

phenylethyl)piperidin-4- C22H2sN>O 336.479
yl]propanamide

Cocaina

Ester Metilico da
Ecgonina

Fentanilo

N-phenyl-N-(piperidin-4-

Norfentanilo .
yl)propanamide

C14H20N20 232.327

Foram utilizadas neste projeto amostra de sangue, urina, saliva e plasma de
voluntéarios que providenciaram o seu consentimento informado e que afirmaram nao ter
consumido nenhuma das substancias em estudo e que serdo designadas como “amostras
brancas”. Foi igualmente utilizada uma amostra de urina previamente confirmada como
contendo cocaina e os seus principais metabolitos e que serd designada como “amostra

de urina positiva”.
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Todos os solventes utilizados foram da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), ou
da Panreac (Barcelona, Espanha). O acetonitrilo (ACN) e o metanol (MeOH) utilizados
foram gradient grade. A agua utilizada para as extragdes dos analitos e nas suas
determinagdes analiticas ¢ tipo I e foi desionizada e purificada com um sistema Milli-Q
plus da Millipore (Massachusetts, EUA). As micropipetas utilizadas foram de vidro com
volume de 100 e 10 pL, da marca Mariendfeld, Laboratory Glassware (Lauda-
Konigshofen, Alemanha). As pipetas utilizadas foram da marca linex — Laborspirit

(Loures, Portugal).

4.2. Preparacgdo de solugdes
Foram preparadas varias solucoes padrdo. Estas tiveram as seguintes designagoes:

MP1 -Solu¢ao mae de mistura padrao 1 contendo 100 pg/mL de cocaina, éster
metilico da ecgonina, benzoilecgonina, fentanilo e norfentanilo em acetonitrilo, preparada
a partir de solu¢ao padrao de cada composto, figura 34.

MP2 - Soluciio miae de mistura padrao 2 contendo 100 pg/mL de cocaina, éster
metilico da ecgonina, benzoilecgonina, cocaetileno, fentanilo e norfentanilo em
acetonitrilo, preparada a partir de solu¢do padrao de cada composto, figura 35.

ST1 - Solucido de trabalho 1 de mistura padrao contendo 500 ng/mL de
cocaina, éster metilico da ecgonina, benzoilecgonina, cocaetileno, fentanilo e
norfentanilo em acetonitrilo preparada a partir da solugdo MP2, figura 35

ST2 - Solucido de trabalho 2 de mistura padrao contendo 900 ng/mL de
cocaina, éster metilico da ecgonina, benzoilecgonina, cocaetileno, fentanilo e
norfentanilo em acetonitrilo preparada a partir da solugdo MP2, figura 35.

C- ST1 - Calibradores 500; 250; 125; 63; 32 e 16 ng/mL de cocaina, éster
metilico da ecgonina, benzoilecgonina, fentanilo e norfentanilo em acetonitrilo

preparados por dilui¢do a partir da solugdo de trabalho ST1, figura 36.
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Figura 34 Esquema da preparagio das solugdes mae de mistura padrdo MP1-1, preparadas a partir de solu¢des
individuais de cada compostos MP1, para o estudo das fibras classicas.
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Figura 35 Esquema da preparagio das solugdes de trabalho ST1 e ST2, a partir de solugdes individuais de cada
composto MP2, para o estudo das fibras classica OC-PDMS/DVB e das fibras tips ST1, e para o estudo em SPE ST2.
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Figura 36 Esquema da preparagéo das solugdes calibradores C-ST1, por dilui¢ao a partir da solugdo de trabalho ST1
utilizadas para o estudo da linearidade em SPME com as fibras classicas OC-PDMS/DVB e com as fibras tips.
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4.3. Extragdo por SPE

Neste método de extracdo, foram seguidos dois protocolos, cada um com
diferentes cartuchos de SPE, OASIS® da Waters (Saint-Quentin En Yvelines Cedex,
France). Ambos os protocolos utilizados (tabela 4 e 5), sdo uma adapta¢ao do protocolo
tradicional, utilizado pelo Laboratorio de Quimica e Toxicologias Forenses do Instituto
de Medicina Legal e Ciéncias Forenses. Para esta extra¢ao foram utilizadas inicialmente
amostras brancas de sangue, urina, saliva e plasma, fortificadas com a solu¢ao MP2-ST2
(amostras controlo). Posteriormente, também foi feito o estudo numa amostra de urina
positiva.

4.3.1. OASIS HLB

Tabela 4 Procedimento experimental do método de extragdo SPE, utilizando cartuchos OASIS HLB.
OASIS® HLB (200 mg, 30 pm, 30/pK)

Ativagdo/Acondicionamento 2 mL de metanol

Reequilibrio 2 mL de agua ultra-pura

Aplicacdo da amostra 5 mL da amostra

Lavagem 2 mL de metanol a 5%

Secagem das colunas Secar as colunas sob vacuo (10min)

Eluicdo para frascos de vidro 2 mL de metanol

Secagem do extrato/eluato Secar em azoto

Redissolu¢ao Redissolver em 100uL de acetonitrilo

4.3.2. OASIS MCX
Tabela 5 Procedimento experimental do método de extracdo SPE, utilizando cartuchos OASIS MCX.
OASIS® MCX (30 mg, 30 um, 100/pK)

Ativacao/Acondicionamento 2 mL de metanol
Reequilibrio 2 mL de agua desionizada
Aplicagdo da amostra 5 mL da amostra

2 mL de agua desionizada

Lavagem Sequencial 2 mL de 4cido cloridrico 0,IN

3 mL de diclorometano/metanol (70:30, v/v)

3 mL de n-Hexano

Secagem das colunas Secar as colunas sob vacuo (10min)

Elui¢do para frascos de vidro 2 mL de diclorometano/2-Propanol/Amonia
(78:20:2, v/v/v)

Secagem da amostra Secar em azoto

Redissolucao Redissolver em 100uL de acetonitrilo
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4.4. Extragdo por SPME
4.4.1. Fibras SPME

O dispositivo de suporte de SPME (holder), e as fibras classicas com
revestimentos de poliacrilato (PA; 85 pum), polidimetilsiloxano (PDMS; 100 e 30 um),
divinilbenzeno-carbowax- polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS; 50/30 pum) e
polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS/DVB 65 pm) foram adquiridos a Supelco
(Bellefonte PA, EUA). As fibras com o revestimento OC-PDMS/DVB (75 um; 65 pum de
revestimento + 10 um revestimento extra) foram adquiridas a Merck KGaA (Darmstadt,
Alemanha). As fibras de SPME LC-tips com os revestimentos PDMS/DVB e C18 foram
fornecidas pela Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha), nas quantidades de 8 fibras por
revestimento.

Antes da primeira utilizagdo, as fibras com a configura¢do classica foram
condicionadas no bloco de injecdo do GC/MS a 260 ° C de acordo com a instru¢des do
fornecedor. As LC-tips foram lavadas com MeOH e com ACN durante 30 segundos em
cada solvente, e posteriormente reequilibradas em agua ultrapura antes de serem

utilizadas.
4.4.2. Procedimento Experimental Fibras classicas

Para a realizacdo dos ensaios de extragdo por SPME, com as fibras de
configuragdo cléssica, foram utilizados frascos de 4 mL da marca Supelco, Bellefonte
PA, EUA, selados com tampas de orificio com septos de silicone revestidos com
politetrafluoretilenoPTFE (Supelco, PA, EUA).

Os frascos foram preenchidos at¢ um volume de 2 mL com amostras de dgua
fortificada. Na extrag¢do, foram ensaiadas varios tempos de extragao (45; 30; 15; 10; 5
min), para o novo revestimento OC-PDMS/DVB, utilizando um agitador magnético a
uma velocidade constante (260 rpm) e a uma temperatura controlada (24 + 2 © C). Para
as fibras classicas PA; PDMS, DVB/CAR/PDMS ¢ PDMS/DVB, o tempo de extragao foi
constante, 45 min, mantendo igual as restantes varidveis. Apds o processo de extragdo as
fibras foram colocadas no sistema cromatografico onde os compostos sofrem de
dessorc¢ao térmica

A amostra de urina positiva, foi usada sem tratamento prévio ou filtracdo.
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4.4.3. Procedimento Experimental por Fibras T/PS

Para a realizagdo dos ensaios de extracdo por SPME, com as fibras-tips, foram
utilizados eppendorfs de 2 mL da marca ABDOS LABTECH (Uttrakhand, india). Estes
foram preenchidos até um volume de 2 mL com amostras de agua fortificadas e de 1 mL
com a amostra de urina positiva. Na extracdo, foram ensaiadas varias velocidades de
agitagdo (300, 500, 750, 1000 e 1400 rpm) e diferentes tempos de extracao (15; 10; Smin),
utilizando um agitador térmico da Thermomixer Comfort (Alfragide, Portugal).
Posteriormente, as fibras foram colocadas em frascos, que foram selados com tampas de
orificio com septos de silicone revestidos com PTFE (Supelco, PA, EUA), anteriormente
furados, devido a fragilidade das fibras. A retroextra¢do foi realizada por dessor¢dao
liquida, submergindo as fibras por 5 min em ACN, a temperatura controlada (24 £ 2 °
C). A amostra de urina positiva, foi usada sem tratamento prévio ou filtragao.

A figura 37, ilustra o procedimento tipo feito para a microextragao utilizando as

diferentes fibras em estudo.

PDMS; PDMS/CAR/DVE; PDMS/DVE; PA.
Imersao direta.
Volume amostra: 2,0 ml.

Agitacdo: 260 rpm.

Tempo de extraciio: 45 min.

N O N

Fibras Classicas

Dessorcio Térmica.

OC-PDMS/DVB.

Imersio direta.

Volume amostra: 2,0 ml

SPME

Agitacio: 260 rpm.
Tempo de extracio: 45/30/15/10/5 min.

CE N N SR

Dessorcio Térmica.

C18 e PDMS/DVB.

Imersao direta.

Volume amostra: 2,0 ml.

Agitacio: 300/500/750/1000/1400 rpm.

Fibras Tips —

Tempo de extraciio: 15/10/5 min.

CE N N

Dessorcio Liquida (retroextracio)

Figura 37 Esquema do procedimento experimental, aplicado nas amostras de dgua fortificadas e na amostra de urina
positiva, com indicagdes das diferentes variaveis estudadas e das condigdes operacionais da extragdo com as fibras de
configuragdo classica e tips.

O procedimento experimental para as fibras cldssicas com o novo revestimento
OC-PDMS-DV e para as fibras tips com revestimento C18 e PDMS/DVB, encontra-se

ilustrado na figura 38.
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Figura 38 Procedimento experimental desenvolvido para SPME com fibras classicas como novo revestimento OC-
PDMS/DVB e com fibras tips, com revestimentos C18 e PDMS/DVB.

4.5. Condigdes Cromatograficas

A tabela 6, apresenta as condigdes cromatograficas dos equipamentos utilizados,

no decorrer do desenvolvimento deste projeto.

Tabela 6 Condicdes cromatograficas dos equipamentos utilizados, GC/MS/MS e do GC-TOF/MS

GC/MS/MS

GC-TOF/MS

Bruker Scion SCION TQ
GC-MS (Bruker Daltonics)

LECO Pegasus® BT GC-
TOFMS TOF (LECO Corp.,

Tempo de Corrida: 35min

Sistema Massachusetts, EUA Sistema Saint Joseph, MI, USA)
Software: MSWS 8.2 w/ Software: ChromaTof (LECO
Bruker MS Data Review Corp., Saint Joseph, MI,
8.0 (Bruker Daltonics) EUA)
CTC—CombiPAL (CTC PAL3 (CTC Analytics AG,
Analytics AG, Zwingen, Zwingen, Suica)
Injetor Suica) Injetor
Volume de injegdo: 1uL Volume de injegdo: 1 uL
Solvente de lavagem: Solvente de lavagem: Acetona
Acetona
Gas de arraste: Hélio Gas de arraste: Hélio
Fluxo: 1,2 mL/min Fluxo: 1,2 mL/min
Modo: Splitless com purga Modo: Splitless com purga
Split/Splitless | 1:10 Split/Splitless | 1:10
Temperatura: 260°C Temperatura: 260°C
Liner: Single Taper Inlet Liner: Single Taper Inlet Liner
Liner (4,0 mm ID; Topaz (0,75; 4,0 mm ID; Topaz UI)
ul)
Tipo: DB-5-MS UI -30 m Tipo: DB-5-MS UI -30 m x
x 0,25 um d.i. € 0,25 pm 0,25 pm d.i. e 0,25 pm
Fluxo: 1,8 mL/min Fluxo: 1,8 mL/min
Temperatura Inicial: 100°C Temperatura Inicial: 100°C
Coluna (Imin) Coluna (1min)
Temperatura Final: 300 °C Temperatura Final: 300 °C
(10min) (10min)

Tempo de Corrida: 35min

51



https://www.google.com/search?rlz=1C1JZAP_pt-PTPT746PT746&sxsrf=AOaemvJoV23tAplL6GxQWlNY8yHSNVlhiw:1635279870403&q=Billerica&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooTjarUOIAsUuqqjK0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWDmdMnNyUosykxN3sDICABWooFlTAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiHgKKe9OjzAhVeCWMBHVQSBBoQmxMoAXoECDoQAw

Novas fibras de microextragdo em fase solida (SPME) para andlise de substancias de abuso em matrizes biologicas

52



Resultados e Discussdo

5. Resultados e Discussao

5.1. Consideragdes para a extragdo dos Analitos em Estudo

Por forma a projetar as eficiéncias de extracdo dos analitos, em relagdo ao
revestimento das fibras, foi estudada a polaridade ¢ a gama de pH de cada tipo de

revestimento (tabela 7).

Tabela 7 Diferentes fibras SPME, revestimento, espessura, polaridade e pH.

Revestimento Espessura Polaridade pH
PDMS 30pum Apolar 2-11

C18 Icm Apolar 2-8
PDMS/DVB 65um Bipolar 2-11
OC-PDMS/DVB 65um Bipolar 29
PDMS/CAR/DVB 50/30pm Bipolar 2-11
PA 85um Polar 2-11

Tendo em conta a informagao da polaridade dos varios tipos de revestimentos das
fibras para SPME (tabela 7) e a polaridade dos compostos (tabela 8), € possivel postular
sobre alguns resultados experimentais, nomeadamente sobre a afinidade das fibras em

relagdo a cada composto em particular.

Tabela 8 LogP e LogD obtidos para a hidrofobicidade dos compostos em estudo, através do programa Chemicalize.

Compostos Log P Log D
pH 6 = 1,57
Fentanilo 3,815
pH 7=2,43
pH 6 =0,39
Cocaetileno 2,639
pH7=1,25
pH 6 =-0,04
Cocaina 2,282
pH 7=10,83
pH 6 =1,64
Norfentanilo 1,419
pH7=-1,11
pH 6 =-0,59
Benzoilecgonina -0,595
pH 7 =-0,60
) pH6=-271
Ester Metilico da Ecgonina -0,213
pH7=-1,86
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Através deste estudo verifica-se que os compostos mais apolares como sio o caso
do fentanilo, cocaetileno e cocaina, irdo ter maior afinidade com as fibras e por
consequéncia uma maior eficiéncia de extragdo, uma vez que os revestimentos sao
maioritariamente apolares ou bipolares. Relativamente ao pH, uma vez que as fibras
apresentam uma gama de pH alarga, ndo havera nenhuma limitagao para a extragao destes
compostos no pH das matrizes bioldgicas em estudo (pH= 6-7). O norfentanilo, podera
apresentar uma melhor eficiéncia de extragdo para a fibra com revestimento PA. No
entanto, vai depender do volume de extracdo, sendo que esta fibra necessita de uma maior
area de extracdo comparativamente com as restantes (Queiroz, 2009).

Segundo a literatura as melhores eficiéncias de extracao, sio normalmente obtidas
quando as substincias de abuso e farmacos encontram-se na sua forma neutra (Follador,
et al, 2004; Queiroz, 2009; Raikos et al, 2009). Neste sentido, torna-se necessario
determinar os valores de pH das matrizes biologicas selecionadas que favorecessem as
interacdes com as fibras.

Numa primeira fase, foi determinada as propriedades fisico-quimicas de cada

analito, utilizando a plataforma online Chemicalize (https://chemicalize.com).

Os critérios selecionados, para cada analito, foram o pKa, o ponto isoelétrico, o
logP/logD e a solubilidade. Esta informacao permite projetaras as eficiéncias de extragao
relativas das fibras de SPME para cada nas matrizes bioldgicas. No entanto, os valores de
recuperacdo deverao ser verificados.

O pKa indica o grau de dissociagdo de um composto ¢ permite indiretamente
prever a sua solubilidade. Os graficos individuais de pKa descrevem para cada analito a
proporcao, em toda a gama de pH, das suas respetivas formas ionicas e neutras. A
constante de dissociacdo, pKa, ¢ o pH no qual um analito se encontra 50% na sua forma
ionizada (geralmente mais hidrofilica) e 50% na sua forma neutra, ndo ionizada (mais
lipofilica).

O ponto isoelétrico de um composto ¢ o valor de pH ao qual apresenta carga
elétrica zero. Por outras palavras, ¢ usualmente o valor de pH ao qual o composto
encontra-se na sua forma neutra, maximizando a sua lipofilicidade/hidrofobicidade.

Para o estudo da hidrofobicidade, a plataforma digital utilizou duas constantes,
como descritores, o log P que ¢ coeficiente de particdo dos compostos entre duas solugdes
(4gua e octanol) e o log D, que pode ser visto como a varia¢do do Log P em fungdo do
pH da matriz e do pKa dos analitos. Sempre que o valor de log D ¢ positivo, podemos

assumir que o analito apresenta um carater mais hidrofobico a esse valor de pH, o que
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potencialmente favorece a sua extragdo. Por outro lado, se for negativo o caracter
apresentado ¢ hidrofilico, favorecendo no equilibrio a sua presenga em meio aquoso.

A solubilidade ¢ a quantidade méxima de uma substancia que pode ser dissolvida
num liquido. Na solubilidade, o carater polar ou apolar de uma substancia ¢ importante,
pois devido a polaridade, estas substidncias serdo mais ou menos soliveis em fases
aquosas ou organicas. Dessa forma, substancias polares tendem a dissolver-se em liquidos
polares e substancias apolares, em liquidos apolares.

As figuras 39, 40, 41, 42, 43 e 44, ilustram o pKa para cada composto em estudo

e as tabelas 9, 10, 11, 12, 13 e 14, apresentam a sua estrutura quimica e pKa.
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Tabela 9 Estrutura quimica e pKa da cocaina.

Tabela 10 Estrutura quimica e pKa do éster metilico da ecgonina

Cocaina pKa Ester Metilico da Ecgonina pKa
. CHy H;C—0
° o)
HyC—-Na.85 o} , .
pKa basico = 8,85 roido =
HyC—No.04 OH14.60 pKa dcido = 14,6
pKa basico = 9,04
O,CH_. HyC—p HaC—p HyC~0
=0 o o)
X ; o o H,CN OH H3C%\\NH HCN o

Distribuicdo de Microespécies

100

* Intervalo de pH das matrizes biologicas em estudo

(X}

pH

* Intervalo de pH das matrizes biolégicas em estudo

100

Icroespecies

Distribuicao de M

ﬂ

Figura 39 pKa obtido para a cocaina, pela plataforma Chemicalize.

¥
-
7

pH

]
S

Figura 40 pKa obtido para o éster metilico da ecgonina, pela plataforma Chemicalize.
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Tabela 11 Estrutura quimica e pKa da benzoilecgonina.

Tabela 12 Estrutura quimica e pKa do cocaetileno.

HCt ls -1_,_|:+‘J§:

Benzoilecgonina pKa Cocaetileno pKa
H,C
9 )
o]
pKa acido = 3,15 o
’ 7 H'E"O pKa bésico = 9,54 meLror Yo pKa basico = 8,77
/ o
e Cgi
O

Figura 41 pKa obtido para a benzoilecgonina, pela plataforma Chemicalize.
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Figura 42 pKa obtido para o cocaetileno, pela plataforma Chemicalize
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Tabela 13 Estrutura quimica e pKa do fentanilo.

Tabela 14 Estrutura quimica ¢ pKa do norfentanilo.

Fentanilo

pKa

pKa basico = 8,77

Norfentanilo pKa
(o]
N
ChHs pKa bésico = 10,03
N
10|E)|3
S S
CH, CH,
N N +
H "4

Distribuicdo de Microespécies
(%)

=

N

o~
7

* Intervalo de pH das matrizes bioldgicas em estudo

pH

Distribuicio de Microespécies
o

pH

o
)
I
C
C

* Intervalo de pH das matrizes biol6gicas em estudo

Figura 43 pKa obtido para o fentanilo, pela plataforma Chemicalize.
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Ponto Isoelétrico
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Figura 45 Ponto isoelétrico dos compostos, obtido através da plataforma Chemicalize.

Figura 47 Solubilidade dos compostos, obtido através da plataforma Chemicalize.

Hidrofobicidade| Solubilidade
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Figura 46 Hidrofobicidade dos compostos, obtido através da plataforma Chemicalize.
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As informagdes obtidas pelos graficos estdo relacionadas. E possivel realgar que
o maximo de hidrofobicidade e o minimo de solubilidade ¢ atingido nas gamas de pH em
que os compostos se apresentam na sua forma neutra. Os graficos de
hidrofobicidade/solubilidade permitem ter acesso a uma informacgao mais detalhada sobre
o comportamento individual dos analitos.

No intervalo de pH das matrizes biologicas, a hidrofobicidade dos analitos segue
a ordem, éster metilico da ecgonina < norfentanilo < benzoilecgonina < cocaina <
cocaetileno < fentanilo, o que podera indiciar uma ordem semelhante para o coeficiente
de particao fibra de SPME/matriz e consequentemente idéntica para as eficiéncias de
extracdo individuais uma vez que maiores solubilidades dificultardo o deslocamento dos
analitos da fase da matriz aquosa para a fibra de SPME

O éster metilico da ecgonina, apresenta sempre um carater hidrofilico (valor de
lipofilicidade negativo), mesmo a pH>9 indicando que o seu equilibrio entre a fibra de
SPME e a matriz aquosa podera estar deslocado no sentido da ultima e consequentemente
podera apresentar uma baixa eficiéncia de extracdo. A benzoilecgonina, apresenta uma
hidrofobicidade constante ao longo do intervalo de pH das matrizes biologicas, com
ligeiro carater hidrofilico, sendo a sua hidrofobicidade méxima, a pH 4-8. Os restantes
compostos (cocaina, cocaetileno e fentanilo), atingem uma maior hidrofobicidade, no
valor de pH mais alto do intervalo das matrizes biologicas, apresentando carater
hidrofébico.

Com excegao do éster metilico da ecgonina, todos os compostos atingem a sua
hidrofobicidade méxima a pH>9. O fentanilo apresenta sempre valores de
hidrofobicidade positivos, ou seja, carater hidrofébico, ao longo de toda a gama de pH o
que poderd indiciar que o seu equilibrio entre a fibra de SPME e a matriz aquosa estara
deslocado no sentido da primeira e consequentemente apresentara potencialmente a
melhor eficiéncia de extracdo por SPME, de entre todos os analitos.

Na gama de pH das matrizes bioldgicas a solubilidade dos analitos segue a ordem
fentanilo<benzoilecgonina<cocaetileno<cocaina<éster metilico da ecgonina, o que
poderd indiciar uma diminui¢do do coeficiente de parti¢do fibra de SPME/matriz dos
analitos, da esquerda para a direita da ordem e consequentemente pela mesma ordem para
eficiéncia de extracdo individual uma vez que maiores solubilidades dos analitos
dificultardo o seu deslocamento da fase da matriz aquosa para a fibra de SPME. Os
analitos fentanilo e benzoilecgonina apresentam, na gama de pH de trabalho, uma muito

baixa solubilidade o que suporta a hipotese levantada pela informagao da lipofilicidade,
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de que o fentanilo, podera potencialmente apresentar a melhor eficiéncia de extracao por
SPME, de entre todos os analitos.

Em relagdo a benzoilecgonina, a sua baixa solubilidade no intervalo de pH das
matrizes biologicas, poderd indiciar a melhor eficiéncia de extracdo por SPME do que a
estimada pela informagao da lipofilicidade. De realgar a grande variagdo de solubilidade,
nos extremos do intervalo do pH das matrizes bioldgicas, em relagdo a cocaina e ao
cocaetileno, sugerindo que uma pequena variagdo de pH, mesmo de um valor, podera ter
impacto nas suas eficiéncias de extragao.

A informagdo adquirida, com base nos parametros descritos, aponta para a
hipotese de que o maximo de eficiéncia de extracdo, do conjunto de todos os analitos,
com exce¢do da benzoilecgonina, se verificar na gama de pH 8-10. Em relagdo ao éster
metilico da ecgonina, toda a informagao indica que a eficiéncia da sua extragao por SPME
podera ser mais baixa para pH < 10.

Em suma, ¢ possivel afirmar que quanto menos ionizavel, menos soltivel e mais
lipofilico for o analito, e, em perspetiva, maior podera ser a eficiéncia de extracao por

SPME.
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5.2. Estudo em GC-TOF/MS

Utilizando o sistema GC-TOF/MS, foram realizadas varias analises aplicadas as
diferentes técnicas de preparagdo de amostra. As técnicas estudadas foram a SPE,
utilizando dois cartuchos da OASIS, HLB ¢ MCX, e¢ a SPME, utilizando fibras de
configurac¢do classicas e com as novas configuragdes OC-PDMS/DVB e LC-tips com
diferentes revestimentos C18 e PDMS/DVB.

Foi preparada uma solugdo contendo os padrdes das drogas e metabolitos em
estudo. A solugdo com a mistura dos padrdes (MP2-ST1), a 500 ng/mL, foi analisada
qualitativamente por forma a obter os espectros de massa dos analitos (Anexo B),
verificar a sua presenca, localizd-los no cromatograma (tempos de reten¢do) e aferir a

resolucao cromatografica e sensibilidade do sistema (figura 49).

2e6 - 7

Legenda:

1 1 - Ester metilico da Ecgonina
2 — Norfentanilo

1e6 4 3 — Pico ndo identificado

4 - Cocaina

5 - Cocaetileno

2 6 — Benzoilecgonina

_ 3 . 7- Fentanilo
| |
0

T T | T T T | |
Time (s) 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

— TIC

Figura 49 Cromatograma I6nico Total (TIC), em modo Full Scan da solugao MP2-ST1 (500 ng/mL).

Foi possivel obter os espectros de massa, validar a presenca dos analitos e verificar
que o equipamento possuia a resolucdo e a sensibilidade adequada para o proposito do

estudo.

5.2.1. Extragao SPE

No estudo da extragdo por SPE, foram utilizados dois tipos de cartuchos OASIS,
HLB e MCX, tendo sido realizados ensaios em amostras brancas (sangue, urina, saliva e
plasma) fortificadas (900 ng/mL), para verificacao do “ruido de fundo”.

Na figura 50, encontram-se ilustrados os TIC em modo fu/l scan amostra branca

sangue, sem fortificacdo, depois de aplicados os protocolos de extracdo por SPE.
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Figura 50 Cromatograma I6nico Total (TIC), em modo Full scan da matriz bioldgica de sangue, sem fortificago,
apos a aplicacdo dos protocolos de extragdo por SPE, com OASIS HLB e MCX, redissolvido em 100uL de ACN.

Tal como esperado, os resultados evidenciam que as amostras possuem potenciais

interferentes, mesmo apds submissao a um processo de extragdo e de clean-up.

Nas figuras 51 e 52, sdo apresentados cromatogramas, para a amostra de controlo

de sangue (fortificada), extraida com os dois tipos de cartuchos (HLB e MCX), sendo

possivel observar as diferengas na eficacia da extragdo dos compostos.
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Figura 51 Cromatograma da matriz bioldgica de sangue fortificada com a solugdo MP2-ST2 a 900 ng/mL, apds a
aplicacdo do protocolo por SPE, com o cartucho OASIS HLB.
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Figura 52 Cromatograma da matriz de sangue fortificada com a solugdo MP2-ST2 a 900 ng/mL, apds a aplica¢do do
protocolo por SPE, com o cartucho OASIS MCX.

E possivel observar que o cartucho HLB, consegue realizar um melhor clean-up
e extracao da amostra, comparativamente com o MCX, uma vez que apresenta menos
interferentes e uma maior relagdo sinal/ruido para os analitos alvo, como € o caso do éster
metilico da ecgonina que nao foi detetado quando usado o cartucho MCX. Contudo, ¢ de
notar que os cartuchos apresentam diferentes fases e por isso com diferentes afinidades

para os compostos polares ou apolares.

5.2.2. Microextracao SPME
5.2.2.1. SPME com Fibras Classicas

Nesta etapa, foram estudos os desempenhos de extra¢do de vérias fibras de SPME
classicas. Estas possuiam os seguintes revestimentos: PA; PDMS/CAR/DVB;
PDMS/DVB; PDMS-30; PDMS-100.

As amostras utilizadas neste estudo, foram solugdes preparadas a partir da solugao
MP1, preparadas no inicio do projeto, com uma concentragao de 100 pg/mL.

Nesta solucdo MP1, os compostos detetados, por ordem de eluicdo, foram o

norfentanilo, a cocaina e o fentanilo, como ilustrado na figura 53.
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Figura 53 Cromatograma representativo: Solu¢cdo MP1, contendo uma concentracgéo estimada de 100 pg/mL

A eficiéncia de extragdo das diferentes fibras, para os analitos, foi estudada para
as mesmas condicdes operacionais: imersao direta, tempo de extragdao 45 min, velocidade
de agitagdao 260rpm, volume de amostra de 2 mL.

A figura 54, ilustra os resultados qualitativos de extragdo para cada tipo de
revestimento em relagdo a quantidade de cada composto detetado na solugdo mistura
(MP1), quando injetada 1 uL. A mistura (1 pL, inje¢do com solvente), demonstra o perfil
dos compostos da mistura original. Para cada fibra a amostra de agua foi fortificada com
10 pL da solugao mistura, tendo depois sido realizada uma dessor¢ao térmica. Neste
sentido, os extratos possuem um fator de enriquecimento de 10 quando comparados com

a solucao padrao.
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Figura 54 Resultados da capacidade de extrag@o dos diferentes revestimentos das fibras de SPME.

Os resultados indicam que para o norfentanilo € a cocaina, nas condig¢des
experimentais utilizadas, as fibras que apresentam maior capacidade de extracao, sdo a
PDMS/CAR/DVB e a PDMS/DVB. Para o fentanilo, sdo as fibras com revestimento
PDMS/CAR/DVB e PDMS-100. O fentanilo ¢ o composto que apresenta maior afinidade
para estes tipos de revestimento estudados, sendo o composto com maior eficiéncia de
extracao, conforme previsto pela avaliagdo dos descritores da plataforma online
Chemicalize. A fibra PA apesar de ser polar, ¢ a que apresenta menor eficiéncia de
extracdao, nas condi¢des experimentais, o que pode ser explicada por uma baixa

velocidade de extragdo (cinética), nao obstante a afinidade do analito.

5.2.2.2. SPME com Fibra Cléassica OC-PDMS/DVB

Nesta etapa foi estudado o novo revestimento das fibras classicas, OC-
PDMS/DVB. Este revestimento permite um melhor desempenho e durabilidade durante
o processo de microextracdo, uma vez que a camada DVB, encontra-se protegida de
contaminac¢des, aumentando desta forma a robustez fisica da fibra (Michel, Sidisky, &
Aldrich, 2015). Neste sentido, foi comparado o desempenho analitico destas novas fibras
com as fibras classicas PDMS/DVB (non-OC), tendo em conta a otimizagdo de varios
parametros metodologicos.

Foram utilizadas as solugdes MP2-ST1, com uma concentracao de 500 ng/mL e
C-ST1, com concentracdes de 500; 250; 125; 63; 32; 16 ng/mL, preparadas por dilui¢do

consecutiva da solugao MP2-ST1.
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A primeira variavel estudada foi o tempo de extracdo (45, 30, 15, 10 ¢ 5 min). A
figura 55, apresenta a variacdo da area do pico de cada composto em relagdo ao tempo de

microextragao.
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Figura 55 Comportamento dos compostos na fibra OC-PDMS/DVB nos diferentes tempos de extragao.
Os dados obtidos indicam que a extragdo dos analitos apresenta uma resposta

linear em fun¢do do tempo (R* > 0,99 para a cocaina, cocaetileno e norfentanilo; R? =
0.96 para o fentanilo) e que 45 min de tempo de extragdo nao sdo suficientes para atingir
o equilibrio de extragdo. Para o fentanilo, observa-se uma cinética de extragao diferente,
o que pode estar relacionado com um outlier (evento operacional), uma vez que quando
normalizadas as areas em fun¢do do tempo de extracao o perfil do fentanilo, em relagao
aos outros analitos, s “desalinha” num determinado valor.

A aplicabilidade da SPME para quantificar um analito requer o estudo da
linearidade e o estabelecimento de uma curva de calibragdo numa gama de concentragoes.

A figura 56 ilustra os resultados quantitativos e qualitativos para a curva de
calibracdo nas seguintes condi¢des experimentais: tempo extracdo 45 min, velocidade de

agita¢dao 260rpm, volume de amostra 2mL.

67



Novas fibras de microextragdo em fase solida (SPME) para andlise de substancias de abuso em matrizes biologicas
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Figura 56 Curva de calibragdo obtidas para as fibras OC-PDMS/DVB.

As curvas de calibragdo obtidas, para o estudo da linearidade, ndo foram realizadas
com recurso a replicados. No entanto, os dados experimentais obtidos permitem observar,
uma muito boa linearidade para a cocaina, cocaetileno e norfentanilo (R?>0.99) na gama
de concentragdes utilizada. O fentanilo (R*> = 0.97) apresenta de novo um desvio
observavel (aparente a partir dos 2,5 pg/mL) que pode estar relacionado com um potencial
efeito de saturacao do sinal do detetor ou da capacidade da fibra, ja referido no estudo da

cinética de extracao.
5.2.2.3.  SPME com Fibras TIPS

Nesta etapa foram realizados ensaios experimentais com recurso as fibras 77PS,
revestidas com C18 e DVB. Os parametros estudados foram a velocidade de agitagado, o
tempo de extracao e a linearidade.

A solugdo utilizada para este estudo foi a solugdo MP2-ST1, como uma
concentragao de 500 ng/mL.

A primeira variavel a ser estudada para ambos os revestimentos foi a velocidade
de agitacdo, utilizando um agitador orbital (shaking) a 300, 500, 750, 1000 e 1400 rpm.

Os resultados obtidos relativos a eficiéncia de extragdo dos compostos podem ser

observados nas figuras 57 e 58.
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Figura 57 Extragdo dos compostos com a fibra SPME #ips, com revestimento C18, em relagio a agitagdo.
Os dados obtidos, indiciam que a extragao dos compostos com a LC-Tip C18, esta

diretamente relacionada com a agita¢do utilizada (R? > 0,91).

Agitacao SPME TTPS-PDMS/DBV
0.7E+06
Cocaina
. ¥ = 4460,7x - 344335
0.6E+06 Cocaetileno o
Fentanilo
0.5E+06
0.4E+06
=
[
= ¥ =382,91x + 2E+06
< 03E+06 R:=0,7949
0.2E+06
y=235276x + 1E+06
R?=0,4075
0.1E+06
0.0E+00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Velocidade de Agitacido (rpm)

Figura 58 Extragdo dos compostos com a fibra SPME tips com revestimento PDMS/DVB em relagdo a agitacdo.

Para a fibra PDMS/DVB, verifica-se que a extracdo da cocaina pode ser
considerada como independente da agitacio (R> = 0,41), para t>15min, sendo

praticamente constante ao longo da gama de velocidades estudadas experimentalmente (o
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coeficiente de determinagdo estimado ¢ muito baixo em relagdo & escala do eixo das
ordenadas). A extracdo do cocaetileno estd moderadamente relacionada com a agitagdo
utilizada operacionalmente (R? = 0,80). Por outro lado, os dados indiciam que a extrac¢io
do fentanilo ¢é fortemente dependente da velocidade de agitagdo (R* =0,97).

Relativamente ao estudo da linearidade, para as LC-tips foram realizadas curvas
de calibragdo para os analitos em estudo, utilizando as solugdes C-ST1, com
concentragdes de 50; 250; 125; 63; 32; 16 ng/mL, obtidas a partir de dilui¢des
sequenciais, com origem na solucdo MP2-ST1. As condi¢des experimentais utilizadas
foram as seguintes: tempo de extracdo de 15 min; velocidade de agitagao de 1400 rpm;
volume de amostra de 2 mL.

Porém, no estudo da linearidade ndo foi possivel realizar os ensaios experimentais
com a benzoilecgonina, a norfentanilo e o fentanilo, uma vez que os padrdes para estes
compostos ja se tinham esgotado.

A figura 59, apresenta a curva de calibragdo realizadas com as fibras tips, com

revestimento C18 e PDMS/DVB.

Curva de Calibracao SPME TIPS
7,0E+06
Cocaina
C18
6,064+06 Cocaetileno
-—a—-Cocaina } PDMS/DVB
5,0E+06
4,0E+06
o
4
\< )
3,0E+06 ~ Efeito de saturagdo? —
— ¥ = 3617,2x + 690892
R?=0,99
2,0E+06
..... .
LOEH06 [ f e e y = 1511,2x + 389823
_______ sppmETEEREEREEE R2=0,98

0,0E+00

0 100 200 300 400 500 600

Concentraciao (ng/mL)

Figura 59 Curva de calibracio para os compostos extraidos com fibras fips com revestimentos C18 e PDMS/DVB.
Os dados obtidos, permitem observar uma boa linearidade para a cocaina e para o

cocaetileno (R* > 0.98) na gama de concentragdes utilizada quando utilizada a LC-tip de
PDMS/DVB, suportando a sua aplicabilidade para a anélise quantitativa.
Esta relagdo linear ndo ¢ observavel quando se utiliza a fibra LC-tip C18

(representada com preenchimento), sendo observavel uma aparente relacdo logaritmica.
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Esta observacdo pode estar diretamente relacionada com um efeito de saturagao do sinal
do detetor ou da capacidade da fibra para realizar a extracdo para concentragdes acima de
1 pg/mL. No entanto, dado que os compostos extraidos pelas LC-tip, sdo dessorvidos por
retro extragdo em 200 pL de acetonitrilo esta auséncia de linearidade observada pode
também estar indiretamente relacionada com um efeito de saturacdo do solvente. Esta
observacdo indica a necessidade de se estudar a gama de concentragdes que permitem
uma capacidade efetiva da LC-tip C18 ¢ a relagao desta com o solvente utilizado para a
retroextragdo (tipo de solvente, volumes a utilizar, tempo de retroextracdo, cinética de
retroextragdo). Outra hipdtese a estudar € a possibilidade de poder haver duas zonas de
“linearidade”, por exemplo acima e abaixo de 1 pg/mL. A nivel de sensibilidade a fibra
LC-tip C18 apresenta melhores resultados que a PDMS/DVB, o que apesar da ndo
linearidade na gama de concentragdes modelo podera permitir, utilizando valores limites
(threshold values) de acordo com o contexto clinico, legal ou outro.

Seguidamente, foi estudado o comportamento das LC-tips em fungdo do tempo de
extracdo a 5, 10 e 15 min (figura 60). Os ensaios foram realizados com a velocidade de
agitacao de 1400 rpm, de modo a maximizar os resultados quantitativos, uma decisao que

¢ suportada pelos dados obtidos anteriormente.

Tempo de Extracao SPME-TIPS
0.7E+H06
Cocaina
C18
0.6E+06 Cocaetileno
Cocaina
PDMS/DVB
0.5E+06 Cocaetileno
0.4E+06
-
@
g
R
0.3E+H06
0.2E+H06
0.1E+H06
0.0E+00
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo de Extracio (min)

Figura 60 Tempo de extragdo em ambos os revestimentos das fibras tips (C18 e PDMS/DVB).
Como seria esperado, os resultados permitem observar que para ambos o0s

revestimentos desta fibra, a extragcdo quantitativa dos compostos ¢ uma fung¢ao direta do
tempo de extragdo. Para a LC-tip PDMS/DVB o equilibrio da extragdo, para as condi¢des

experimentais utilizadas, ¢ atingido & volta dos 10 min. Para a LC-tip C18 o equilibrio da
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extragdo para o cocaetileno ¢ atingido para o mesmo tempo, nao sendo observado o tempo
de equilibrio para a cocaina na gama temporal experimental. Os dados obtidos suportam
a decisdo de se aplicar 10 minutos como tempo de extracdo para amostras reais.

Foram igualmente realizados ensaios com extracdo passiva (sem agitacdo),
durante 02h30 min e 07h00 min, por forma a determinar as eficiéncias de extracio (figura

61).
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Figura 61 Diferencas da eficiéncias de extracdo em fungdo do tempo de contacto, para as fibras tips com
revestimentos C18 e PDMS/DVB.

No tempo mais baixo a fibra C18, apresenta quantitativamente uma ligeira melhor
eficiéncia de extragdo, no entanto ao fim 7 horas a fibra PDMS/DVB apresenta melhor
eficiéncia. Na fibra C18, com o passar do tempo, a extracdo da cocaina e do cocaetileno
aparenta diminuir e a extra¢ao do fentanilo aumenta.

Os dados obtidos sugerem a existéncia de processos de extragdo diferentes para
as duas fibras, suportando também a hipétese de uma potencial saturacdo da capacidade
da fibra com revestimento C18.

Para que este estudo tivesse sido mais abrangente teria sido necessario, nao so
dispor de mais padrdes, como também replicar mais testes de extra¢do passiva, a tempos
crescentes € com recurso a agitagdo para obter informacdo sobre a “estabilizacdo” e a

dinamica da extragao.
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5.3. Estudo em GC/MS/MS
Foram realizados testes para otimizacdo das condigdes cromatograficas para os

compostos em estudo, as quais foram depois aplicadas as amostras biologicas estudadas.
5.3.1. Ensaios Cromatograficos

O primeiro passo correspondeu a injecdo de uma solugdo padrao mistura, a uma
concentragdo de 900 ng/mL, em full scan (Figura 61). Através do modo full scan, foi
possivel obter os espetros de massa completos para cada composto, onde todos os ides
estdo presentes. Destes 10es, foram escolhidos os de maior intensidade, como i0es

precursores para cada composto, como exemplificado na Tabela 15, para a cocaina.
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Figura 62 Cromatograma I6nico Total (TIC), em modo Full Scan dos compostos, presentes na solugdo mistura MP2-
ST2, com uma concentragdo de 900 ng/mL.

ApoOs a analise em full-scan, o passo seguinte foi injetar de novo a solucdo em
modo SIM. A figura 63, ilustra a diferenca entre o full scan e o SIM, para a cocaina.

Apo0s termos escolhido os ides precursores, fez-se o estudo dos ides produtos em
funcdo de diferentes energias de colisdo. A figura 64, mostra o estudo dos i10es produtos

realizado para a cocaina.

Tabela 15 Resumo do estudo dos ides produto e das energias de ionizagdo para a cocaina.

Percursores Produto Energia
198 82 10eV
303 82 10eV
182 82 10eV
272 82 10eV
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Figura 63 Comparacéo do espetro de massa, relativamente ao full scan e SIM, para a cocaina.
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Figura 64 Estudo dos ides produto e das energias de ionizagdo para a cocaina.
Selecionados os ides produto e a energia de ionizagao, foi realizada a analise em

modo MRM, onde se colocou a transi¢dao escolhida (percursor/produto), com a energia
escolhida para cada transi¢cdo, de modo a ser obtido os ides quantificador e qualificador
para cada composto. A presenca destes i0es no valor de racio estabelecido com o padrao,
permite confirmar a presenga do composto na amostra. Estes parametros devem ser
estabelecidos para as diferentes matrizes e concentragoes.

5.3.2. Amostras Brancas Fortificadas

Tendo sido realizados ensaios de otimizagdo instrumental, o passo seguinte,

passou por aplicar a metodologia em amostras brancas e amostras controlo de sangue,
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urina, plasma e saliva. Por razdes de limitagdo de espago, apenas mostro os dados
relativos aos ensaios realizados em amostras de sangue.

A analise das amostras brancas, teve como propdsito a verificagdo da existéncias
de compostos interferentes presentes na matriz, bem como interferentes nas transi¢des
escolhidas, que pudessem levar ao aumento ou supressao do sinal do composto, por efeito
da matriz.

Para esta analise foi realizada uma extra¢do SPE, utilizando os mesmos dois tipos
de cartuchos da OASIS, usados em ensaios anteriores, HLB e MCX.

Para demonstragao do estudo feito nas matrizes bioldgicas, foi escolhida a matriz
da urina, € 0 composto cocaina.

A analise foi realizada em modo SIM e em modo MRM, estando representadas na

figura 65 as diferengas entre os dois modos de aquisicgao.
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Figura 65 Diferencgas entre SIM e MRM e comparag@o entre matriz de urina fortificada e nio fortificada, nos
diferentes cartuchos (HLB e MCX), para a cocaina. Tempo de retengdo do composto - 17,68 min.

Os resultados permitem observar que algumas transi¢des apresentam interferentes
no seu tempo de retencao. No entanto, quando selecionado o pico, este apresenta os i0es
tipicos da cocaina, que permite identificar o mesmo na matriz.

A confirmagdo da detegdo de cada analito, foi realizada pelo tempo de retengdo e
pela presenca dos ides previamente selecionados. Neste caso € possivel verificar a
presenca dos compostos, sendo que a matriz foi fortificada em laboratorio, com todos os
compostos. A forma mais correta de confirmar a dete¢do de cada composto, seria ndo s

pela analise acima referida, bem como, pelo racio entre qualificador e quantificador. Que
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permite de modo mais fiavel saber que o composto detetado ¢ o que esta a ser estudado e
ndo um interferente.

No decorrer deste estudo houve varias limitagdes e era necessario a repeticdo de
varios parametros, no entanto, o fator tempo e falta de padrdo para a repeti¢ao do estudo,

esteve sempre presente como referido no preambulo.

5.4. Amostra de Urina Positiva

Foi realizado um estudo comparativo entre o método de extragdo por SPE,
aplicando a metodologia convencional e as técnicas com as diferentes fibras OC-
PDMS/DVB e tips, com o objetivo de demonstrar a viabilidade da metodologia SPME

para estes compostos em matriz de urina.

5.4.1. Extragdo SPME com Fibra OC_PDMS/DVB

A aplicabilidade operacional desta fibra foi realizada seguindo o procedimento
experimental utilizado na linearidade. As condi¢cdes experimentais de extragdo
consistiram num tempo de extracdo de 45 min, velocidade de agitacao de 260 rpm e o
volume de amostra de 2 mL.

Esta fibra, permitiu a detecao da cocaina e do cocaetileno (figura 66). No entanto,

esta fibra co-extraiu também outros compostos presentes nesta amostra.
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Figura 66 Cromatograma representativo: Full scan da amostra de urina positiva, apds a sua extragdo com uma nova
fibra de SPME, OC-PDMS/DVB. Dete¢do dos compostos cocaina e cocaetileno.

Depois de terem sido detetados e identificados (andlise qualitativa) a cocaina e o

cocaetileno, foi depois realizada uma analise semi-quantitativa, para determinagdo das
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suas concentragdes estimadas, na amostra de urina comparando a area obtida no
GC/TOFMS com o valor correspondente na curva de calibracdo estimada. A
concentragdo estimada para a cocaina e cocaetileno foi de 101 e 43 ng/mL,
respetivamente.

Foi igualmente realizada uma identificacdo dos compostos interferentes presentes
na amostra de urina positiva, sendo aqui apresentados trés exemplos: cafeina (figura 67),
triclosan (figura 68) e ibuprofeno (figura 69). A identificacao destes compostos, foi feita

por comparagdo com padrdo analisado nas mesma condigdes.
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5.4.2. Extragao SPME com Fibra LC-Tips

As condi¢des experimentais de extracao consistiram num tempo de extracao de
15 min, velocidade de agitacdo de 1400 rpm e o volume de amostra de 2 mL.
A aplicacdo das LC-tips, na amostra de urina positiva, permitiu detetar e

identificar a cocaina e o cocaetileno, conforme pode ser observado nas figuras 69 e 70.
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Figura 70 Compostos detetados pela fibra fips, com revestimento C18, na amostra de urina positiva.
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Figura 71 Compostos detetados pela fibra fips, com revestimento PDMS/DVB, na amostra de urina positiva.

5.4.3. Extragao SPE

A amostra foi submetida a um processo de extracao SPE, utilizando os mesmos
cartuchos de estudo (HLB e MCX). Foram detetados o éster metilico da ecgonina (apenas
com o cartucho MCX), a cocaina e o cocaetileno (em ambos os cartuchos). Na figura 71,

encontram-se ilustrados os compostos detetados, nas diferentes transicoes.
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Figura 72 Compostos detetados pelo método SPE, utilizando os dois cartuchos (HLB e MCX), na amostra de urina
positiva. Legenda: 1-Ester metilico da ecgonina; 2-cocaina; 3-cocaetileno.

A confirmagao dos compostos, foi realizada por intermédio do tempo de retengao
e pela presenca dos ides selecionados de cada composto no pico.
Os resultados obtidos permitem verificar que a cocaina e o cocaetileno foram extraidos

que por ambas as fibras OC-PDMS/DVB e fips (C18 e PDMS/DVB), quer por SPE. No
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entanto, esta tltima utilizando as colunas MCX, permitiu extrair também o éster metilico

da ecgonina.

5.4.4. Analise da Eficiéncia de Extragdo entre Fibras

Por ultimo foi feita uma avaliagdo da eficiéncia de extracdo entre o0 novo
revestimento das fibras classicas OC-PDMS/DVB e a nova configuragdo tips, com
revestimento C18 e PDMS/DVB, através da comparacdo das dareas dos picos

cromatograficos representados na figura 73.
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Figura 73 Diferencas na extra¢do da cocaina e cocaetileno, na amostra de urina positiva com dois tipos de fibras, OC
(revestimento PDMS-DVB-PDMS) e TIPS (com revestimento C18 e DVB).

Através dos resultados obtidos, verificou-se que nas condigdes experimentais
utilizadas para as fibras SPME-tips, a C18 apresenta uma melhor eficiéncia de extracdo
em relagdo a PDMS/DVB. Quanto a fibra OC-PDMS/DVB, uma vez que a dessor¢do ¢

térmica, permite uma maior sensibilidade (S/N) e um limite de detecdo mais baixo.
5.4.5. Sensibilidade dos Sistemas Cromatograficos

A sensibilidade de um método em GC/MS, pode ser determinada mediante o

sinal/ruido. No entanto, ¢ de notar que o limite de detecdo pratico ¢ muito dificil de
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estimar em geral, porque o mesmo depende do composto e de varios fatores, entre eles o
tipo de matrizes analisadas.

A determinagdo da razdo sinal/ruido ¢ realizada por meio da comparagdo dos
sinais medidos da amostra. E também importante aumentar a intensidade do sinal e
diminuir o ruido para uma analise de alta sensibilidade. Assim sendo, pode-se assumir

que quanto maior o S/N, melhor a sensibilidade (Skoog, et al, 2006).

Foi realizado um exercicio de comparacdo da sensibilidade dos sistemas
cromatograficos utilizados, a partir do S/N, como uma medida indireta, utilizando a
amostra de urina positiva. Para tal, usou-se o S/N obtido para as fibras OC-PDMS/DVB,
tips C18 e PMDS/DVB, e para SPME em SIM e MRM, como demonstrado na figura 73.
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Figura 74 Dados obtidos para a avaliacdo da sensibilidade, através do S/N para cada compostos nos diferentes
métodos, na amostra de urina positiva.

Para o GC-TOF/MS, podemos observar que o método que apresenta um maior
S/N verificou-se com as fibras OC-PDMS/DVB, que pode ser explicado pela auséncia de
solvente (dessor¢ao térmica). Dentro das fibras fips o revestimento C18 apresenta um
maior S/N em relagao ao PDMS/DVB.

No sistema GC-TQ/MS, utilizando o método convencional de SPE para os dois
cartuchos (HLB e MCX), em MRM o S/N ¢ maior se explica por diminui¢do do ruido,
facto que aumenta a sensibilidade do método em modo MRM.

E de salientar que pelo sistema cromatografico GC-TQ/MS, quando aplicado o
método convencional SPE em MRM com o cartucho MCX o mesmo tem sensibilidade

suficiente para a deteg@o do éster metilico da ecgonina, um dos analitos em estudo
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6. Aplicacdo da Metodologia na Quimica Analitica Verde

Por forma a determinar a concordancia das metodologias desenvolvidas com os
principios da GAC, foi aplicado o programa AGREE: Analytical GREennEss Calculator,
nas diferentes técnicas de preparagdo da amostra.

Uma vez que os métodos de microextragdo, nao foram otimizados, esta aplicacao
do software, ¢ apenas uma informagao geral, ndo concreta sobre 0s mesmos.

Como referido na introducao, este programa analisa o método nos doze principios
da quimica analitica verde dando um resultado que ¢ expresso num pictograma, € que
indica a pontuagao final, desempenho do procedimento analitico em cada critério, € pesos
atribuidos pelo utilizador.

Foram efetuados diversos estudos, um para o método de preparagao de amostra
em extragdo em fase solida (SPE), outro em microextracdo em fase sélida (SPME),
utilizando o GC/MSO como sistema cromatografico; e um para o método de preparagao
de amostra em microextragdao em fase solida (SPME) utilizando o LC/MS como sistema
cromatografico. A escolho do LC/MS para este estudo, deve-se ao facto de existirem
diversos estudo feitos para estes compostos neste sistema cromatografico, no entanto, no
que diz respeito a quimica analitica verde o0 mesmo ¢ o menos “verde”, uma vez que
utiliza diversos solventes e apresenta alguma toxicidade. Assim sendo, ndo teve interesse
para este projeto, por ndo se enquadrar num dos objetivos do mesmo — introdu¢ao como

metodologias alternativas verdes.
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Figura 75 Pictogramas obtidos, através do programa AGREE, para SPME-LC/MS (1), SPE-MCX-GC/MS (2), SPE-
HLB-GC/MS (3), SPME-GC/MS (4).

Através dos diferentes pictogramas (figura 73), podemos observar que quando
utilizado o sistema cromatografico LC/MS para uma técnica de microextra¢do, 0 mesmo
¢ menos “verde”, quando comparado com SPE e SPME utilizando o GC/MS como
sistema cromatografico.

Dentro das técnica desenvolvidas para este projeto, observamos que método
SMPE, mesmo nao estando otimizado e de ter sido utilizado o método com pior cenario

(uso de solventes), ¢ mais verde que o SPE, como seria de esperar, uma vez este ultimo

81



Novas fibras de microextragdo em fase solida (SPME) para andlise de substancias de abuso em matrizes biologicas

utiliza ainda mais solventes e necessita de maior volume de amostra. No entanto, em
relacdo ao SPE, a utilizagdo do HLB ¢ um pouco melhor em relagao ao MCX.

Os resultados obtidos, ap6s otimizacdo, para os métodos de microextragdo devem
aumentar ainda mais, tornado o método ainda mais verde, o que estad em sintonia com o
segundo objetivo do trabalho.

De modo a ter uma no¢do do custo/beneficio dos métodos de preparacdo da
amostra, foram pesquisados os pregos para cada cartucho de SPE e para cada tipo de fibra,

bem como o seu revestimento em SPME (tabela 16).

Tabela 16 Rela¢do custo/beneficio para as técnicas de preparacdo de amostra SPE e SPME.

Método de Revestimento Preco € Preco Quantidade Numero de
Extracao Unitario € Extracoes
MCX 264 2,64 100 100
SPE HLB 165 5,5 30 30
PA 447 447 1 X*
SPME Fibras PDMS 469 469 1 X*
Classicas PDMS/CAR 447 447 1 X*
PDMS/DVB 447 447 1 X*
SPME Novo
Design OC-PDMS/DVB 580 193,3 3 X*
SPME Fibras CI18 282 2,93 96 96**
TIPS DVB 382 3,98 96 96%*+*

* O niimero de extragdes vai depender do tratamento feito a fibra, no entanto, o seu tempo de durabilidade
¢ elevado, sendo as fibras utilizadas inimeras vezes. **as fibras podem ser reutilizadas de acordo com a
informag@o fornecida pela marca (https://www.sigmaaldrich.com/PT/en).

Apesar do preco dos cartuchos utilizados em SPE, serem inferiores aos precos das
fibras utlizadas em SPME, a diferenca esta no numero de extragdes (reutilizagdo), sendo
que cada cartucho permite apenas uma extragdo, enquanto uma fibra permite a realizagao
de varias extracdes, tornando-as a longo prazo mais vantajosas. Em relagdo aos métodos
de preparacdo da amostra, a técnica, SPME, com as diversas fibras pode apresentar uma
vantagem competitiva em relacdo a SPE, sendo mais barata a longo prazo e uma técnica
mais “verde” e amiga do ambiente, como referido anteriormente. Em relagdo aos tipos de
fibras, a SPME realizada com as fibras tips, apresenta-se como mais competitiva em
relacdo as fibras classicas, sendo mais baratas e permitem um numero de extragcdes maior
de uma s6 vez, sendo que podem fazer até 96 pocos em simultaneo ou em série. Em
termos da quimica analitica verde o seu procedimento experimental ndo difere muito,

podendo ser ambas consideradas como mais “verdes”.
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7. Conclusoes

A presente dissertacdo propde o desenvolvimento de metodologias inovadoras
baseadas em SPME, com recurso a novos revestimentos e configuracdes de fibras para a
determinagdo de substancias de abuso emergentes em matrizes bioldgicas.

Inicialmente, foi feito um estudo pela plataforma Chemicalize, que permitiu obter
a informagao relativa as propriedades fisico-quimicas de cada analitos, por forma a prever
o seu comportamento durante o processo de extracao e de modo a obter informagdo que
tornasse possivel realizar a avaliagdo e a extrapolagdo dos seus ‘“comportamentos”
individuais nas matrizes bioldgicas.

O desenvolvimento deste projeto, focou-se no estudo do efeito de extragdo dos
analitos, nos revestimentos de fibras classicas existentes; no efeito de extracao nas fibras
com novos revestimentos e configuracdes, tendo em atencao diversas varidveis como o
tempo e agitacao; no estudo comparativo de uma abordagem convencional em SPE para
estes compostos; € no estudo das diferentes metodologias desenvolvidas numa amostra
real de urina fornecida.

Numa primeira fase experimental, ficou demonstrado que todos os compostos sao
cromatografaveis por GC, permitindo desenvolver uma alternativa analitica para estes
compostos em estudo.

No que diz respeito ao estudo realizado com as fibras cléssicas, este demonstra os
efeitos dos revestimentos na extragao destes compostos, onde se observou que a extragao
dos mesmos depende da sua afinidade com os diferentes revestimentos.

Para as fibras classicas, com o novo revestimento OC-PDMS/DVB, foram
estudados o tempo de extragdo e a linearidade. Relativamente & extracdo dos compostos,
esta ¢ dependente do tempo de extragdo, nao sendo 45 min de extragdo suficientes para
que se atinja o equilibrio de extragdo. Em relacdo a linearidade, a cocaina e o cocaetileno
apresentam uma boa linearidade, ndo se observando o mesmo para o fentanilo, o que
podera estar relacionado com um potencial efeito de saturagdo do sinal do detetor ou da
capacidade da fibra.

Posteriormente, para as fibras tips, com revestimentos C18 e PDMS/DVB,
estudaram-se as variaveis velocidades de agitacdo, o tempo de extracdo e a linearidade.
A extragdo com o revestimento C18 esta diretamente relacionado com a agitagcdo, mas
com o PDMS/DVB, apenas o fentanilo ¢ fortemente dependente da agitacdo, nas

condi¢des experimentais (t>15 min). Para ambos os revestimentos, a extragdo dos
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compostos ¢ uma fun¢do direta do tempo de extragdo, atingindo os patamares cinéticos
em t=10 min, com excecdo da cocaina em C18. Os compostos apresentam uma boa
relacdo linear com PDMS/DVB, ndo sendo observada a mesma relagdo linear com C18,
podendo estar indiretamente relacionada com um efeito de saturagdo do solvente. No
estudo realizado para estas fibras sem agitacdo, observou-se que o sistema de extracao
em fung¢do do tempo, pode ndo precisar de agitacao.

O estudo feito em SPE, foi feito a analise destes compostos em GC/MS/MS, onde
se realizaram varios testes cromatograficos, e posteriormente, foi aplicado este estudo em
amostras bioldgicas, como sangue, urina, plasma e saliva, ¢ numa amostra de urina
positiva.

Por fim, foi feito um estudo entre as técnicas desenvolvidas com as diferentes
fibras OC-PDMS/DVB e tips, em simultaneo com o método em SPE aplicando a
metodologia convencional numa amostra real de urina fornecida, com o objetivo de
demonstrar a viabilidade da metodologia para estes compostos nesta matriz real. Quando
utilizadas as fibras OC-PDMS/DVB e as tips (C18 e PDMS/DVB), os compostos
extraidos na amostra real de urina fornecida foram a cocaina e o cocaetileno para ambas.
No entanto, em comparag¢ao com SPE utilizando um método convencional para a mesma
amostra, detetou-se também o éster metilico da ecgonina pelo cartucho MCX (utilizado
como método para a extracao destes compostos em analise de rotina em laboratério).

O sistema instrumental, ¢ um fator muito importante na detecao e quantificacao
dos compostos. Inicialmente, o sistema utilizado foi o GC/MS, de quadrupolo simples
que, no entanto, ndo permitiu obter uma sensibilidade para este estudo que suportasse o
estudo e desenvolvimento de um método analitico mais verde. Esta observagao suporta a
importancia do sistema de GC/MS a utilizar (ex. GC/MS/MS e GC-TOFMS) ou a que se
tem acesso operacional, reforcando o papel da detegao na analise qualitativa e quantitativa
e no processo de desenvolvimento e validacao do método analitico, independentemente
da otimizagao do importante passo de preparagdao das amostras.

Posteriormente, utilizaram-se dois sistemas cromatograficos diferentes o GC-
TQ/MS e o0 GC-TOF/MS, para avaliar a diferenca e a importancia de um detetor que seja
favoravel ao método em estudo. Uma vez que o TQ/MS apenas monitoriza os ides
selecionados, acaba por ser um método mais seletivo e por isso mais sensivel para estas
analises em amostras bioldgicas. No TO/FMS, ¢ possivel utilizar a resolu¢do espectral
para extrair os espectros totais dos compostos presentes na amostra da amostra, ou seja,

¢ possivel utilizar algoritmos de desconvolugdo para detetar "tudo" o que esta presente na
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amostra. No entanto, em relagdo ao GC/MS/MS acaba por ser um método menos seletivo
para os analitos, o que o torna menos sensivel que a técnica MRM e por consequéncia a
apresentar limites de detecao mais elevados.

Os métodos analiticos desenvolvidos, demonstraram ser alternativas analiticas
mais verdes na determinagdo de algumas das substancias de abuso em estudo. O facto de
algumas das substancias ndo terem sido detetas pelos sistemas instrumentais como € o
caso da benzoilecgonina e do éster metilico da ecgonina (metabolitos principais da
cocaina), deve-se ao facto de as mesmas precisarem de um passo adicional, a
derivatizacdo, de modo a tornarem-se mais cromatografaveis e a aumentarem o seu fator
de resposta (S/N). No entanto, este contratempo, ndo inviabiliza o método desenvolvido,
requer € um passo adicional. Como um dos objetivos do trabalho € a incrementacdo como
uma metodologia alternativa verde, a derivatizagdo do extrato ¢ um passo nao
considerado, mas que podera ser adicionado.

De um modo geral, e tendo como finalidade a aplicacdo do método como de rotina
em laboratdérios, no futuro préximo, sera necessario haver uma otimizagdo destes
parametros estudados, bem como outros parametros e a posterior validacao do método,

como descrito no topico abaixo — Perspetivas Futuras.
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8. Perspetivas Futuras: Otimizacao e Validacio do Método

A validagdo de métodos analiticos tem como objetivo demonstrar, através de
estudos laboratoriais, que o método ¢ adequado aos requisitos exigidos pela aplicacio
analitica pretendida, ou seja, que o método ¢ adequado para a quantificacdo do/os
analito/os na matriz, a uma determinada concentra¢do, com veracidade e precisdao
satisfatorias. A validacdo de um método analitico confere uma garantia de qualidade
operacional e de desempenho analitico (Calgada, 2017).

A exigéncia da validagdo varia consoante a natureza do método a ser avaliado. No
entanto, existem sempre parametros a avaliar, como a seletividade, linearidade, precisao,
veracidade, gama de trabalho, limite de dete¢dao e quantificagdo, entre outros, de acordo
sempre com a guideline escolhida.

Neste sentido, o primeiro passo sera escolher uma guideline que seja adequada ao
método pretendido. Bons exemplos sdo a Standard for identification Criteria in Forensic
Toxicology (OSAC, 2019a), criada com o propdsito fornecer requisitos minimos para a
identificacdo de um analito nos laboratorios de toxicologia forense, a Standard for Mass
Spectral Data Acceptance in Forensic Toxicology (OSAC, 2019b) , criada com o
proposito de fornecer normas minimas de pratica para a aceitacao de dados espectrais de
massa utilizados em todos os laboratérios de toxicologia forense e a The Fitness for
Purpose of Analytical Methods (Magnusson, Ornemark, 2014), que consiste num guia
laboratorial de validagao de métodos.

No entanto, antes da valida¢ao da metodologia proposta, ¢ necessario proceder a
sua otimizagdo, com o intuito de minimizar o tempo de analise e custo de operagao,
incrementar a precisao e a veracidade, diminuir os limiares analiticos, entre muitos outros.

No presente projeto de mestrado, este processo nao foi realizado, mas ¢ sugerido
a otimizacdo de varios parametros experimentais para trabalhos futuros, como pro
exemplo, a otimizagdo do tempo e temperatura de extragdo, da velocidade de agitacdo, do
volume de amostra, da manipulagao da forga idnica da matriz, da concentracao da amostra
(de modo a que ndo haja um efeito de satura¢do do sinal e da fibra), do estudo da
dessorc¢do, do tipo de liner utilizado, do estudo noutros sistemas cromatograficos que
permitam uma melhor dete¢do e quantificacdo dos analitos em estudo, entre muitos
outros. Por forma a agilizar estes ensaios de otimizacdo e determinar possiveis interagdes
entre os diferentes pardmetros, ¢ sugerido a aplica¢do de um desenho experimental, como

o central composite design ou o Box-Behnken design.
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Anexos

Tabela 17 Tempo de retengdo e m/z para os compostos em estudo por GC-TOF/MS.

Compostos Tempo de Retengao m/z
(min) (Iao Principal)

ESteEi\gsﬁiII‘g’ da 480 199
Norfentanilo 1009,9 175
Cocaina 1055,16 303
Cocaetileno 1080,20 272
Benzoilecgonina 1199.8 168
Fentanilo 1235,46 245

Analise em GC-TQ/MS

Tabela 18 Tabela esquematizada do estudo feito para os analitos em GC-TQ/MS.

Compostos Tempo de Retencdo| Ides Precursores Ioes Produto |Energia de Ionizacio
(min) (m/z) (m/2) (eV)

199 83 10
Ester Metilico da 8,74 182 82 10
Ecgonina 168 100 10
175 120 10
Norfentanilo 15,78 159 130 10
150 94 10
120 119 10
303 82 10
272 82 10
Cocaina 17,68 198 - .
182 82 10
317 82 10
Cocaetileno 18,07 272 82 10
196 82 10
289 152 10
Benzoilecgonina 20,10 168 91 25
124 83 10
245 146 25
20,90 202 146 10
Fentanilo 189 126 o
146 131 10




