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UNIDADE 1 
FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA 

FORENSE 
A toxicologia é um ramo da ciência que estuda os efeitos nocivos 
causados por substâncias químicas em organismos vivos e tem como 
objetivos a prevenção, o diagnóstico e o tratamento das intoxicações. 
É uma ciência aplicada e multidisciplinar, implicando conhecimento 
em diversas áreas, como bioquímica, química, fisiologia, genética, 
matemática, farmacologia, entre outras. 

Há diversas áreas que subdividem a toxicologia, as quais tratam de 
propósitos específicos e de estudos direcionados para determinado 
grupo de substância, matriz biológica e organismo vivo. São exemplos 
a toxicologia ambiental, experimental, clínica, de alimentos, forense 
e ocupacional. A toxicogenômica e toxicogenética são novos campos 
emergentes que estão mudando a maneira como pensamos sobre 
toxicantes e como eles afetam a saúde humana (HAYES; TOUWAIDE, 
2014). Cada vez mais evidencia-se a necessidade de toxicologistas 
multidisciplinares na sociedade atual.

O conhecimento sobre plantas tóxicas, animais peçonhentos e venenos 
diversos sempre foi crucial para a sobrevivência, desde os tempos 
mais remotos, o que faz da toxicologia uma das ciências mais antigas.  
O objetivo era evitar o consumo acidental e utilizar tais venenos 
para matar os animais da caça ou os inimigos. Caçadores da Amé-
rica do Sul costumavam colocar nas pontas de suas flechas a planta  
Strychnos toxifera (curare), a fim de matar suas presas por paralisia dos 
músculos do sistema respiratório. Além disso, costumavam graduar 
a força dos diferentes venenos por meio da contagem do número de 
árvores que o macaco, após ser atingido pela flecha, conseguia pular 
antes de cair. Se o macaco lograsse pular três árvores, o veneno era 
considerado fraco para caça (AGGRAWAL; 2016). 

A toxicologia evoluiu rapidamente no século XX. As tragédias que 
ocorreram devido a administração de novos medicamentos tornaram 
a avaliação de toxicidade parte obrigatória dos estudos prévios à 
comercialização, assim como o controle rígido de qualidade em todo 
o processo de fabricação. Em 1937, o antimicrobiano sulfanilamida 
foi vendido nos EUA na forma de xarope, utilizando o dietilenoglicol 
como excipiente. Menos de um mês após chegar às farmácias, noti-
ficou-se a morte de aproximadamente 100 pessoas, principalmente 
crianças, em decorrência do uso do produto. À época, não se pensou 
em testar a toxicidade do dietilenoglicol (HAYES; TOUWAIDE, 2014). 
Outro evento marcante para a toxicologia clínica foi o nascimento de 
milhares de crianças com defeitos congênitos ao redor do mundo, 
devido à ingesta de talidomida por gestantes entre 1957 e 1961.  
O fármaco foi retirado do mercado em 1962. No Brasil, no entanto, 
retornou em 1965 como tratamento para lesões de pele causadas pela 
hanseníase, e permanece até hoje.         
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1.1 PRINCÍPIOS DA TOXICOLOGIA 

A definição de um toxicante (ou agente tóxico) é algo complexo, sob 
ponto de vista quantitativo e considerando a variedade biológica 
dos organismos vivos expostos. Toda substância, a depender da 
dose administrada, pode causar danos, como bem propôs Paracelsus 
(1493-1541), conhecido como um dos homens mais importantes no 
campo da toxicologia. Os medicamentos são exemplos clássicos, pois, 
embora terapêuticos e altamente benéficos em determinas doses, 
apresentam efeitos danosos e, em altas doses, podem ser letais.  
No Brasil, os medicamentos se apresentam como o principal agente 
tóxico causador de intoxicação em seres humanos, ocupando, 
desde 1999, o primeiro lugar nas estatísticas do SINITOX (Sistema  
Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas-Fiocruz-Ministério 
da Saúde), conforme os dados disponíveis no site: https://sinitox.icict.
fiocruz.br/dados-nacionais. Os metais, da mesma forma, ilustram 
bem a importância do conhecimento da relação dose-resposta, pois 
muitos são essenciais na dieta humana, mas tóxicos em altas doses.

A avaliação da resposta frente a dose administrada,  
ou relação dose-efeito, é imperativo aos toxicologistas. 
Geralmente, aumentando-se gradualmente as doses 
administradas a um indivíduo, ocorre aumento 
proporcional da resposta medida (por exemplo, 
determinado efeito tóxico). Qualquer que seja a resposta 
selecionada para medição, a relação entre o grau de 
resposta do sistema biológico e a quantidade de toxicante 
administrada assume uma forma tão consistente que é 
considerada o conceito mais fundamental e difundido na 
toxicologia (ROSS, 1996).

Existem dois tipos de relação dose-efeito. Uma medida no indi-
víduo, denominada relação dose resposta individual. Outra me-
dida na população, denominada relação dose resposta quantal. 
Na relação dose-resposta individual, que descreve a resposta 
de um organismo individual a doses variáveis de uma subs-
tância, o efeito medido é contínuo em uma variedade de doses.  
Na relação dose-resposta quantal, verifica-se o efeito quantal, isto é,  
se a resposta está presente ou ausente (tudo ou nada), e a melhor 
forma de representação são as curvas de frequência de distribuição 
cumulativa versus o logaritmo da dose, o que produz geralmente 
curvas gaussianas (MEDINSKY; VALENTINE, 2001).

A dose letal média (DL50) é determinada experimentalmente, uti-
lizando-se os dados do fenômeno quantal dose-efeito, e é definida 
como a dose capaz de matar 50% dos animais testados. Esse é o 
indicador mais utilizado para se estimar a toxicidade aguda de um 
certo composto em humanos. Embora a informação isolada e única do 

https://sinitox.icict.fiocruz.br/dados-nacionais
https://sinitox.icict.fiocruz.br/dados-nacionais
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DL50 limite certas conclusões, seu valor constitui-se de importante 
referência para classificar a toxicidade do agente. Algumas substâncias 
possuem baixa toxicidade aguda, caracterizada por um baixo DL50; 
no entanto, podem ser altamente carcinogênicas. Tal informação 
não pode ser deduzida a partir deste parâmetro, sendo necessária a 
aplicação de testes específicos que avaliam a toxicidade crônica por 
meio de exposições prolongadas e doses cumulativas (BARILE, 2008).

A exposição de animais experimentais às substâncias testadas pode 
ser feita uma única vez, definida como exposição aguda, ou repe-
tidas vezes, dividida então em três categorias: subaguda, subcrô-
nica e crônica. A variedade biológica dos organismos expostos às 
substâncias providencia diferentes mecanismos fisiológicos que 
podem ser capazes ou não de impedir o aparecimento de determinado 
efeito tóxico, fazendo com que uma substância possa ser considerada 
tóxica para uma espécie, mas não para outra (HODGSON, 2004).  
Tal variabilidade, portanto, torna-se um fator limitante no momento 
de extrapolar os achados experimentais (onde as cobaias são animais) 
para os humanos. Pela mesma razão, os testes de toxicidade devem 
sempre informar a espécie animal usada.

1.2 TOXICOCINÉTICA 

Após exposição ao toxicante, há a ação do organismo sobre o composto, 
na tentativa de mitigar ou impedir os efeitos nocivos. Nesse processo, 
em que o composto se movimenta pelo corpo, ocorre simultaneamente 
os processos de absorção, distribuição pelos tecidos, biotransformação 
e finalmente a eliminação (excreção) do agente tóxico.

O estudo matemático que relaciona os fenômenos de 
absorção, distribuição, biotransformação e excreção 
de substâncias tóxicas em relação ao tempo chama-se 
toxicocinética. Os conceitos cinéticos básicos para tais 
processos vieram inicialmente do estudo de fármacos 
(farmacologia); portanto, essa área de estudo é 
tradicionalmente chamada de farmacocinética, sendo a 
toxicocinética a extensão desses princípios (GUPTA, 2016).        

Usando modelos toxicocinéticos é possível predizer o comportamento 
de uma substância tóxica sob diferentes cenários de exposição e rotas 
de administração, auxiliando no monitoramento e na avaliação do 
risco toxicológico. Ainda assim, outros fatores diversos podem al-
terar o movimento do composto pelo corpo, tais como indução ou 
inibição enzimática, variabilidade biológica, biotipo, entre outras 
(JOHANSON, 2017).
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1.2.1 EXPOSIÇÃO AO AGENTE TÓXICO 

A primeira fase do processo de intoxicação é a fase de exposição, 
que ocorre quando o toxicante entra em contato com o organismo. 
A porta de entrada pode ser diversa: via intravenosa (diretamente no 
sangue), pulmonar (inalação), gastrointestinal (ingestão), cutânea 
(tópica ou percutânea), intramuscular, entre outras.

A duração e a frequência da exposição influenciam tanto na determi-
nação do efeito tóxico quanto na sua intensidade. Em situações práticas 
do cotidiano, a frequência e a duração das exposições geralmente não 
são definidas tão claramente quanto aquelas verificadas em estudos 
com animais controlados, mas muitos dos mesmos termos são usados 
para descrever situações gerais de exposição. Assim, as exposições 
a substâncias descritas como agudas são resultantes de um único 
incidente ou de múltiplos eventos durante um período máximo de 24 
horas, as exposições subcrônicas são resultantes de episódios repe-
tidos por várias semanas ou meses e as crônicas resultam de episódios 
repetidos por muitos meses ou anos (MEDINSKY; VALENTINE, 2001).  

A forma de exposição, aguda ou crônica, traz informações funda-
mentais ao toxicologista para uma adequada coleta de amostras.  
As substâncias se concentrarão em diferentes fluidos/tecidos a depender, 
além de outros fatores, da frequência com a qual foi introduzida no or-
ganismo e do tempo de permanência ou de acúmulo antes de manifestar 
os sintomas de intoxicação.

1.2.2 VIAS DE ADMINISTRAÇÃO E ABSORÇÃO 

A absorção é etapa crucial na toxicocinética. Exceto aqueles que são 
introduzidos diretamente no sangue (via intravenosa), todos os 
toxicantes precisam cruzar as membranas celulares antes de atin-
girem a circulação sanguínea. Esta passagem do toxicante, do meio 
externo para a corrente sanguínea, cruzando membranas biológicas, 
é conhecida como absorção. 

Algumas membranas, como o epitélio gastrointestinal, a barreira 
hematoencefálica, a barreira hemato-retiniana e a placenta, impedem 
ou limitam a entrada de substâncias. Consequentemente, as concen-
trações das drogas e metabolitos em ambos os lados dessas barreiras 
podem ser marcadamente diferentes. Além disso, a composição dos 
fluidos geralmente é diferente (um compartimento talvez não possua 
altas concentrações de proteínas, por exemplo), e por esse motivo, 
alguns toxicantes podem ser encontrados em altas concentrações em 
alguns tecidos e não em outros (FLANAGAN, 2020).

Em vista disso, a via pela qual as substâncias são administradas no 
corpo é um fator importante na determinação da taxa e extensão da 
absorção, sendo altamente relevante no que tange à intensidade do 
efeito, pois é capaz de modificar drasticamente a velocidade com a 
qual a droga alcança o alvo. Quanto mais rápido é o efeito, mais rá-
pido ele se desfaz e maior é o potencial para geração de dependência.  
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A ordem decrescente de eficiência dessas vias é: intravenosa  
> pulmonar > intraperitoneal > subcutânea > intramuscular  
> intradérmica > oral, cutânea. 

Os principais mecanismos de transporte através das membranas são 
a difusão passiva, a difusão facilitada e o transporte ativo, sendo a 
difusão passiva a forma mais utilizada por moléculas não iônicas. 
Difusão passiva refere-se ao processo em que uma substância se 
dissolve na membrana lipídica para entrar nas células. A direção da 
transferência é controlada pelo gradiente de concentração em ambos 
os lados da membrana, ocorrendo o movimento da substância a partir 
do lado de maior concentração para o de menor. Algumas caracterís-
ticas tais como a lipofilicidade do composto, seu grau de ionização e 
seu tamanho molecular facilitam a difusão passiva.

A taxa de absorção é proporcional à área de superfície da 
membrana e inversamente proporcional à sua espessura. 
Quando o composto é inalado, a grande área superficial 
dos pulmões leva à rápida absorção dos compostos 
inalados; além disso, o sangue que circulou pelos 
pulmões para sofrer oxigenação (e que recebeu o aporte 
de toxicante) deixa os pulmões em direção ao coração 
e logo em seguida para o cérebro. Portanto, as drogas 
administradas por via pulmonar (nicotina e cocaína,  
por exemplo) e por via intravenosa – na qual não ocorre 
a etapa limitante da absorção (heroína, por exemplo) – 
são capazes de desenvolver rapidamente dependência 
nos usuários, pois provocam efeitos psicotrópicos quase 
instantaneamente após sua administração. 

Quando a substância é ingerida (via oral), apesar de ocorrer absorção 
em toda extensão do trato gastrintestinal, do estômago ao reto, o local 
principal da absorção é no intestino delgado superior, o qual apre-
senta células epiteliais com microvilosidades de alta área superficial  
(200 m2), alto fluxo sanguíneo e pH ideal (pH 5-7) (DRUMMER, 2008). 
A presença de excipientes na formulação e o veículo na qual ela está 
dissolvida/suspensa também são fatores que podem mudar acentua-
damente a sua absorção e consequentemente sua biodisponibilidade 
e potência. O tempo para a absorção integral da droga na circulação 
sistêmica, a partir do trato gastrointestinal, é relativamente lento, 
tornando os efeitos mais suaves. 

Além disso, antes de alcançar a circulação sistêmica, a substância 
administrada via oral é absorvida pelos capilares mesentéricos e se 
dirige ao fígado, por meio da veia porta, podendo ser extensamente 
metabolizada. Tal fenômeno é chamado de “efeito de primeira pas-
sagem”, sendo o responsável por reduzir a quantidade efetiva da 
droga e consequentemente seu efeito. Em alguns casos, a biotrans-
formação torna a droga (pró-droga) ativa, e o fenômeno de primeira 
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passagem passa a ser fundamental para tal ativação. O metabolismo 
pré-sistêmico pode ocorrer em locais que não o fígado, como a mucosa 
intestinal e os pulmões (FLANAGAN, 2020).

1.2.3 DISTRIBUIÇÃO 

A distribuição das substâncias no organismo se dá por meio da 
corrente circulatória e depende de vários fatores: o fluxo sanguíneo 
para os tecidos, o coeficiente de partição da substância entre o 
sangue e o tecido, o grau de ionização do composto no pH do plasma 
e o seu tamanho molecular, assim como a extensão da ligação ao 
tecido e às proteínas plasmáticas. Coração, fígado, rim, cérebro e 
outros órgãos bem perfundidos recebem grande parte da droga nos 
primeiros minutos depois da sua absorção. A entrada da droga nos 
músculos, nas vísceras e na gordura é mais lenta, e esses tecidos 
podem exigir vários minutos ou horas para que o equilíbrio seja 
atingido (BENET et al., 1996). 

A ligação a proteínas plasmáticas altera a distribuição da droga no 
corpo, uma vez que tal fração não é capaz de atravessar o endotélio 
vascular e então interagir com os tecidos. Se uma droga está 90% 
ligada às proteínas plasmáticas, apenas 10% pode exibir atividade 
biológica. Os anticoagulantes do tipo varfarina, por exemplo, que tem 
alta porcentagem de ligação a proteínas plasmáticas, ficam restritos 
ao plasma e ao fluido extracelular, enquanto o álcool se distribui 
igualmente na água total do corpo. As proteínas plasmáticas são 
predominantemente albumina (que preferencialmente liga drogas 
ácidas), β-globulina e glicoproteína ácida α-1 (particularmente as 
básicas). Devido à saturação das ligações, outras drogas podem com-
petir, reduzindo a ligação da droga e aumentando sua disponibili-
dade de ação e, consequentemente, seu efeito. Essas, dentre outras,  
são informações importantes para serem levadas em consideração na 
interpretação dos resultados de uma análise (FLANAGAN et al., 2020).

As concentrações de drogas nos tecidos raramente são iguais às do 
plasma. Imediatamente após administração intravenosa, alcança-se 
a concentração máxima de droga no plasma. À medida que o tempo 
avança, a quantidade da droga no compartimento do tecido aumenta 
e, assim como no compartimento do plasma, chega ao máximo, 
sendo simultaneamente eliminado. Se a substância for armazenada 
em um compartimento de tecido específico, a proporção final de 
concentração entre o tecido e o plasma será relativamente alta. Este 
é o caso do delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), que se acumula no 
tecido adiposo, e dos agentes tóxicos inorgânicos (chumbo e o flúor, 
por exemplo), armazenados nos ossos.

A relação da concentração da droga em tecido: plasma depende não 
apenas dos processos de distribuição, mas também em grande parte 
da via de administração e se doses únicas ou múltiplas foram ad-
ministradas. O conhecimento de como uma determinada droga ou 
metabolito se divide entre o sangue e os tecidos é importante na 
interpretação dos resultados analíticos, particularmente onde apenas 
um tipo de amostra está disponível para análise.
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Muitas drogas mostram diferenças na concentração entre sangue 
total e plasma (ou soro). Isso ocorre porque a absorção de drogas nos 
glóbulos vermelhos (eritrócitos) pode ser limitada pelas propriedades 
físico-químicas da droga e por sua capacidade de se mover através 
das membranas celulares. Por exemplo, o delta-9-tetrahidrocana-
binol (THC) está quase ausente nos glóbulos vermelhos e, portanto, 
a concentração plasmática é quase o dobro da do sangue total, assu-
mindo um hematócrito (porcentagem de hemácias no sangue) de 0,5.  
Por outro lado, a cloroquina apresenta uma concentração muito maior 
nos glóbulos vermelhos do que no plasma (proporção plasma:sangue 
total cerca de 0,3). Se essa proporção for conhecida, a concentração 
sanguínea pode ser estimada a partir de uma concentração plasmá-
tica ou vice-versa. Os toxicologistas devem ter cautela ao realizar 
esse cálculo principalmente em casos post mortem, uma vez que na 
maioria das vezes tais amostras se encontram hemolisadas, com a 
consequente liberação do conteúdo dos glóbulos vermelhos no plasma 
(soro) afetando, portanto, esse equilíbrio (DRUMMER, 2008).

A extensão da distribuição de uma determinada droga no corpo pode 
ser estimada conhecendo-se seu valor de Volume de Distribuição 
Aparente (Vd), que é a quantidade de fármaco no corpo dividida pela 
sua concentração plasmática (Cp), após estabelecido o equilíbrio.  
O valor de Vd é determinado principalmente pelos processos  
fisiológicos de perfusão e taxa de ligação às proteínas. Por exemplo,  
o volume de distribuição da furosemida, fármaco altamente li-
gado a proteínas, é da ordem de 15 L, o de etanol é de cerca de 35 L;  
no entanto, o valor da digoxina, amplamente distribuída e ligada aos 
tecidos extravasculares, é da ordem de 450 L (DRUMMER, 2008). 

Após a morte, ocorre um fenômeno denominado de “redistribuição 
post mortem”, o qual envolve a migração do toxicante a partir de tecidos 
de maior concentração para dentro dos vasos sanguíneos próximos. 
Após uma morte por intoxicação aguda via oral, por exemplo, a alta 
concentração do toxicante no conteúdo estomacal causa concentra-
ções elevadas da droga no tecido próximo (por exemplo, lobo pro-
ximal do fígado) e no sangue. A redistribuição post mortem começa a 
ocorrer dentro de uma hora após a morte e continua à medida que o 
intervalo post mortem aumenta. O fenômeno ocorre de maneira de-
sigual no corpo e afeta mais extensamente os locais centrais, como 
os vasos próximos ao coração e área abdominal, do que nos locais 
mais periféricos, como as veias femorais. Recomenda-se, portanto, 
que o sangue post mortem para análise toxicológica quantitativa seja 
coletado de um local periférico, como a veia femoral, onde teorica-
mente reflete o valor mais próximo daquele existente no momento 
da morte (JONES, 2008).
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1.2.4 ELIMINAÇÃO 

O organismo vivo apresenta mecanismos de defesa que buscam mi-
nimizar ou evitar a ação tóxica de uma substância, destacando-se o 
armazenamento, a biotransformação e a excreção. 

A maioria das drogas é eliminada do organismo pela 
biotransformação hepática e/ou pela excreção da 
droga e de seus produtos de biotransformação pelos 
rins. Outros mecanismos também ocorrem, tais como 
remoção de compostos voláteis pelos pulmões por meio 
da expiração, e eliminação por meio das fezes, suor, 
lágrimas e leite materno.         

Sem dúvida, o órgão excretor mais importante na toxicologia são os 
rins, produzindo uma das amostras mais úteis nas análises toxico-
lógicas in vivo, a urina. O rim excreta mais facilmente os compostos 
polares, os quais são mais solúveis em água (urina). Por isso, as drogas 
lipossolúveis não são prontamente eliminadas até serem biotransfor-
madas a compostos mais polares. O conjunto de processos que altera 
o composto original por meio de uma série de reações é denominado 
biotransformação ou metabolização, e ocorre praticamente em todos 
os órgãos e tecidos, apesar de o fígado ser o local de metabolização 
mais significativo. As reações são de oxidação, redução e hidrólise, 
caracterizando a Fase I, e de conjugação com compostos endógenos, 
denominada Fase II (PASSAGLI, 2013). No processo de biotransfor-
mação, alguns toxicantes podem ser convertidos em moléculas mais 
tóxicas, assim este processo não pode ser tratado como sinônimo de 
detoxificação (MARQUES, 2018).

Os conceitos de meia-vida e depuração são frequentemente usados 
para quantificar a taxa e a extensão da eliminação do composto 
do corpo. A meia-vida é o tempo necessário para que a concen-
tração plasmática de uma droga no organismo diminua pela metade.  
A depuração (cleareance) é a medida da capacidade do organismo 
em eliminar a droga, constituindo-se da soma dos processos de 
eliminação da droga, por meio do metabolismo, da excreção renal 
e de outros processos menores. Seu valor, expresso em volume por 
unidade de tempo, indica o volume do líquido biológico (sangue ou 
plasma) totalmente livre da droga. 

Os sistemas de eliminação das drogas geralmente não estão saturados e 
assim a taxa absoluta de eliminação é praticamente uma função linear 
da concentração do fármaco no plasma, obedecendo à ‘cinética de 
primeira ordem’ – onde uma fração constante da droga é eliminada 
por unidade de tempo. A depuração torna-se variável quando uma 
alta dose é administrada (como nos casos de intoxicações agudas),  
e a cinética então converte-se a ‘ordem zero’ – onde os mecanismos 
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de eliminação ficam saturados e uma quantidade constante da droga 
é eliminada por unidade de tempo (BENET et al., 1996). Um exemplo 
de substância que sofre a cinética não linear é o álcool.

1.3 TOXICODINÂMICA

A manifestação do efeito tóxico após exposição à determinada subs-
tância só se dará quando essa e/ou seus produtos de decomposição 
metabólica (biotransformação) atingirem locais específicos no corpo 
(alvo) em uma concentração adequada e por um período suficiente 
para que a homeostasia do corpo (estado de equilíbrio) seja rompida. 

O tipo de alteração que a toxicante produz no sistema biológico com o 
qual está interagindo, isto é, os mecanismos de ação em nível celular/
bioquímico, conceitua-se toxicodinâmica.

Vários fatores interferem na ocorrência de uma resposta tóxica: pro-
priedades químicas e físicas do agente, tipo e frequência de exposição, 
metabolização do agente pelo sistema, tipo de mecanismo de ação 
tóxica e suscetibilidade geral do indivíduo (GREGUS; KLAASSEN, 2001). 

Os mecanismos de ação pelos quais um agente causa toxicidade podem 
ser diversos, tanto inespecíficos (como ácidos e bases que causam 
irritação e queimaduras nos tecidos e mucosas) como específicos 
(interação direta com biomoléculas alvo). Dentre os mecanismos 
específicos, inclui-se a interação com receptores, a peroxidação li-
pídica, a inibição enzimática, a fosforilação oxidativa, a desregulação 
cálcica e hormonal, a alteração do potencial de ação e a interferência 
no material genético (PEREIRA, et al., 2018).

A cocaína, por exemplo, atua por meio de diversos 
mecanismos para gerar a estimulação no sistema nervoso 
central: bloqueia os canais de sódio dependentes de 
voltagem, exercendo seu efeito anestésico local por 
impedir a condução de impulsos nervosos; inibe a 
recaptação de dopamina, serotonina e noradrenalina a 
partir do bloqueio competitivo de seus transportadores, 
aumentando a quantidade de neurotransmissor na 
sinapse; atua pré-sinapticamente sobre o transportador 
vesicular da dopamina, localizado nas terminações 
nervosas mesolímbicas e nigroestriais; interage com 
receptores serotoninérgicos e muscarínicos  
(CRESPO-FERNADEZ; RODRIGUES, 2007).    
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1.4 TOXICOLOGIA FORENSE 

A toxicologia forense é um dos ramos da toxicologia aplicada aos 
propósitos da lei, onde investiga-se a presença de substâncias (lí-
citas ou ilícitas) em amostras biológicas (de humanos ou de ani-
mais) que podem ter influenciado ou causado a ocorrência de crimes,  
geralmente contra a pessoa, mas podendo tratar-se de outros tipos, 
como crime ambiental e crime contra o patrimônio. Técnicas de quí-
mica analítica são combinadas com princípios de toxicologia para 
abordar questões pertinentes aos processos judiciais (ADATSI, 2014).  
Os achados podem auxiliar no esclarecimento da causa da lesão, pre-
juízo ou morte e servir como agravante ou atenuante na aplicação das 
penalidades. Percebe-se claramente a importância da quantificação 
do agente tóxico como parte dos procedimentos analíticos forenses, 
não se limitando apenas à sua identificação, a fim de dar-lhe o devido 
ônus no contexto do delito e responder se o agente foi capaz, na con-
centração mensurada, de gerar o prejuízo verificado. 

A história narra diversos assassinatos envolvendo intoxicações, 
embora a comprovação científica do uso de tais “venenos” fosse im-
possível até o início do século XIX, quando a toxicologia forense então 
emergiu como ciência. O primeiro toxicologista forense conhecido na 
história foi Mathieu Joseph Bonaventure Orfila (1787-1853), autor do 
livro “Traité des poisons”, de 1814, que trata da primeira abordagem 
sistemática do estudo de substâncias químicas e seus efeitos nocivos 
(OLIVEIRA et al., 2018).

Além dos numerosos cientistas que foram decisivos para o desen-
volvimento da toxicologia forense, várias organizações surgiram 
no século XX com a finalidade de promover cooperação entre os 
membros, incentivar a pesquisa na área e fornecer guias orienta-
tivos e recomendações. Em 1948, foi fundada a American Academy 
of Forensic Sciences (AAFS); em 1963, The International Association 
of Forensic Toxicologists (TIAFT); e em 1970, a Society of Forensic 
Toxicologists (SOFT). No Brasil, em 1972, a Sociedade Brasileira de 
Toxicologia (SBTox) foi instituída como uma sociedade científica 
com o intuito de congregar docentes, profissionais, empresas e 
organizações interessadas no desenvolvimento da Toxicologia no 
Brasil (https://www.sbtox.org). Mais recentemente, com novas des-
cobertas e inovações da área, sociedades mais específicas surgem, 
como é o caso da Society of Hair Testing (SoHT), fundada em 1995, 
e que trata especificamente de análises toxicológicas em cabelo e 
é referência na promoção de pesquisa e desenvolvimento de testes 
de proficiência (https://www.soht.org).

1.4.1 ÁREAS DE APLICAÇÃO

A toxicologia forense está subdivida em três grandes áreas de apli-
cação: toxicologia post mortem, toxicologia ante mortem, toxicologia 
do desempenho humano e toxicologia ambiental.

A toxicologia post mortem é aplicada nos casos de investigação da causa 
da morte. É a área por onde a toxicologia forense iniciou, estando 
intrinsicamente relacionada à sua história. O toxicologista analisa as 

https://www.sbtox.org
https://www.soht.org
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amostras biológicas coletadas durante a necropsia de vítimas fatais 
e, a depender do tipo de matriz disponível e dos achados, faz-se a 
interpretação baseada em evidências científicas, o que pode ser algo 
bem complexo, dado alguns fenômenos que ocorrem após a morte 
– como a redistribuição de drogas no corpo - e que, muitas vezes, 
impossibilitam um laudo conclusivo.

A toxicologia ante mortem está relacionada com crimes sem ocorrência 
de morte, onde existe a suspeita de que os envolvidos estivessem 
sob efeito de determinada substância no momento do delito e que 
isso então favorecesse a ação criminosa, como ocorre na tentativa 
de homicídio, por exemplo. Crimes como estupro, roubo e sequestro 
também podem estar associados ao uso das chamadas drogas faci-
litadores de crimes, tais como hipnóticos e sedativos, que quando 
administradas de forma não consensual, geram um estado de inca-
pacitação por parte das vítimas, limitando sua reação. A depender 
do caso, o tempo decorrido entre o crime e a coleta das amostras 
(sangue ou urina) é fator crucial para a detecção do agente e a possível 
correlação com o evento. 

Há muito se conhece a utilização de substâncias para aumentar desem-
penho, seja no esporte, no ambiente de trabalho, em situações especificas 
como a guerra, e mesmo no cotidiano. As técnicas analíticas aprimo-
ram-se cada vez mais para serem capazes de detectar novas drogas e 
diferenciar compostos endógenos de exógenos (autoadministração). 

O controle de dopagem no esporte apresentou seu marco em 1984, 
durante as Olimpíadas de Los Angeles, pois aplica-se pela primeira 
vez a técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada à espectro-
metria de massas (CG-EM) na detecção e confirmação de esteroides 
anabolizantes. As sanções legais que podem resultar de um achado 
positivo nas amostras do atleta dão o aspecto forense a esse tipo de 
análise toxicológica. Há vários casos de atletas banidos do esporte 
devido a doping. Atualmente, a Agência Mundial Antidopagem (em 
inglês, WADA) é responsável por desenvolver pesquisas científicas, 
educar e monitorar a aplicação do Código Mundial Antidopagem, 
documento que harmoniza as políticas referentes em todos os es-
portes em todos os países. No Brasil, na cidade do Rio de Janeiro,  
o Laboratório Brasileiro de Controle de Dopagem – LBCD, remode-
lado em 2104 em virtude das Olimpíadas de 2016, tem a função de 
analisar amostras destinadas ao controle de dopagem no esporte, 
constituindo-se de um amplo espaço acadêmico, com modernas 
instalações e equipamentos de última geração, destinados à for-
mação de profissionais de excelência.
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Ainda assim, é um ramo da toxicologia forense extremamente de-
safiador, pois a correlação entre concentração mensurada da droga 
e a influência gerada no indivíduo pode variar devido a diversos 
fatores, e estabelecer valores positivos e negativos (valores de corte) 
torna-se bastante complexo. 

O Código de Trânsito Brasileiro, no seu artigo 306, criminaliza o mo-
torista que estiver com uma concentração de álcool etílico no ar alve-
olar igual ou maior que 0,34 mg/L (medido por meio de etilômetro), 
enquanto qualquer concentração maior do que 0,05 mg/L (incerteza 
do próprio aparelho) gera infração administrativa. O monitoramento 
de outras drogas psicoativas no trânsito, além do álcool, é feito por 
diversos países há bastante tempo, com destaque para a Austrália e a 
Europa. O Brasil, embora preveja em lei a fiscalização no trânsito de 
qualquer substância psicoativa, na prática, fiscaliza e penaliza apenas 
o motorista usuário de álcool etílico. Em 2019, no desejo de mudar 
tal situação, o Ministério da Justiça instituiu um grupo de trabalho 
para estudar tecnicamente o tema, estabelecer requisitos e critérios, 
e implementar a fiscalização no trânsito de determinadas drogas.

A toxicologia ambiental é uma área forense que investiga conta-
minações ambientais e seus respectivos responsáveis. Comprovar 
a origem da presença de determinada substância no meio ambiente 
pode ser um trabalho inextricável para o toxicologista, haja vista a 
grande variedade de fontes envolvidas. Um exemplo recente ocorreu 
no litoral do Nordeste e Sudeste brasileiro, onde houve extenso 
derramamento de óleo com suspeita de ação criminosa, atingindo 
mais de 200 localidades. O evento causou a morte de animais 
marinhos, como tartarugas e golfinhos, e colocou em risco uma 
grande cadeia alimentar, além das chances de contato direito das 
pessoas com os contaminantes do óleo, presentes e muitas vezes 
visíveis nas praias e areias. Abriu-se inquérito policial na Polícia 
Federal e amostras do óleo derramado e de animais encontrados 
mortos foram enviadas aos peritos para verificação da origem 
do material, sendo encontradas correlações significativas com 
amostras de campos de petróleo venezuelano.

Ainda com relação a drogas que alteram o desempenho 
humano, uma das aplicações que vêm ganhando grande 
repercussão no Brasil é a fiscalização no trânsito de 
motoristas sob efeito de álcool e de drogas. Acidentes de 
trânsito matam cerca de 1,35 milhão de pessoas por ano, 
segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS),  
sendo a nona causa de mortes em todo o mundo.  
Há massiva quantidade de estudos científicos que comprova 
a contribuição do uso do álcool e de outras substâncias 
psicoativas para a ocorrência de acidentes de trânsito. 
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1.4.2 MATRIZES BIOLÓGICAS UTILIZADAS PARA 
ANÁLISES TOXICOLÓGICAS FORENSES 

O efeito tóxico (ou terapêutico) de uma substância é comumente 
proporcional à sua concentração no sítio-alvo – local do orga-
nismo onde a droga irá interagir, gerando alterações estruturais 
ou funcionais. Como a concentração no sítio-alvo geralmente não 
pode ser mensurada, utilizam-se matrizes biológicas diversas que 
se prestam para diferentes objetivos e que podem servir como in-
dicadores dessa concentração.

O tempo de permanência da droga na matriz analisada depende do 
tempo de meia-vida, da dose ingerida, da frequência de uso, da rota 
de administração, da matriz eleita, claro, de variações interindivi-
duais. Esse tempo é chamado de janela de detecção. Ressalta-se que 
a capacidade de detectar uma substância está totalmente atrelada 
à sensibilidade e poder de resolução do método analítico utilizado 
para tal e que atualmente a tecnologia está suficientemente de-
senvolvida para que variadas substâncias em ínfimas quantidades 
consigam ser resolvidas, vistas e mensuradas. Em geral, o tempo 
de detecção é mais longo no cabelo, seguido pela urina, suor, fluido 
oral e sangue (VERSTRAETE, 2004).

A escolha da matriz a ser analisada depende 
principalmente do objetivo do caso, do que se deseja saber. 
Se a suspeita for uma intoxicação crônica, onde a vítima 
recebia dosagens frequentes ao longo do tempo, o cabelo 
provavelmente seja a melhor amostra a ser submetida à 
análise toxicológica. Se a suspeita for morte por overdose, 
a identificação e quantificação de drogas no sangue será 
fundamental para sanar tal pressuposto.        

Adicionalmente, e não menos importante, a eleição da matriz depende 
se a coleta é feita em indivíduos vivos ou mortos. As amostras post 
mortem a serem coletadas variam conforme o grau de decomposição 
do corpo e, consequentemente, da qualidade e viabilidade de cada 
uma delas para o exame. Em casos em que a autópsia foi realizada, 
as amostras comumente coletadas de um corpo que não apresenta 
severa decomposição são: sangue (cardíaco e periférico), humor 
vítreo, fígado, conteúdo gástrico e urina (SKOOP, 2004).

Escolhas inadequadas geram resultados equivocados ou inconclusivos. 
Cabe ao toxicologista acompanhar o caso, obter todas as informa-
ções possíveis sobre o ocorrido e orientar na coleta das amostras. 
Apesar de a causa da morte ser estabelecida pelo médico legista, 
o sucesso em chegar à conclusão correta geralmente depende de 
esforços combinados do patologista, toxicologista e legista. Muitos 
toxicantes não produzem características patológicas e sua presença 
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no corpo pode ser demonstrada apenas por métodos químicos de 
isolamento e identificação. Exemplo disso são as vítimas de acidente 
de trânsito com altas concentrações de etanol no sangue e vítimas de 
incêndio com altas concentrações plasmáticas de monóxido de carbono  
(o incêndio criminoso é muitas vezes usado para ocultar homicídios). 
Em ambos os casos, a falta de uma análise toxicológica resultaria em 
definições errôneas de causa mortis.

É essencial que as amostras sejam coletadas o mais rápido possível 
após o ocorrido, estando corretamente rotuladas e armazenadas.

Em meio a uma gama grande de amostras biológicas disponíveis, 
a depender do objetivo e da condição, as amostras abaixo descritas 
foram escolhidas como exemplos de matrizes tradicionais (sangue e 
urina), matrizes comumente analisadas em casos post mortem (fígado 
e conteúdo estomacal) e matrizes alternativas (fluido oral).

	¥ Sangue

O sangue é a matriz que melhor fornece informações sobre o estado 
do indivíduo. Trata-se do fluido que transporta as substâncias in-
troduzidas no corpo, sendo responsável por distribuí-las até o local 
de interação, biotransformação e posterior excreção. Os estudos 
sistemáticos que relacionam efeitos e concentração utilizam na sua 
grande maioria o sangue, o que o torna a matriz referência para con-
centrações terapêuticas, tóxicas e fatais, sendo esse motivo para que 
as análises toxicológicas quantitativas sejam realizadas em sangue.  
A despeito de certas peculiaridades e variáveis, os achados sanguíneos 
refletem as concentrações nos locais de ação da droga. 

A permanência das substâncias no sangue é rápida, 
possuindo curta janela de detecção, e, portanto,  
nas análises toxicológicas em sangue é possível verificar 
somente exposição recente (ocorre exceção em alguns 
casos específicos em que a droga é cronicamente usada, 
se acumula e mesmo não sendo mais administrada é 
liberada de tempos em tempos na circulação sanguínea 
em pequenas quantidades). No sangue, pode-se verificar 
tanto a droga inalterada quanto os seus produtos de 
biotransformação, a depender da droga e da frequência de 
administração, aguda ou crônica. A maioria das drogas de 
abuso pode ser detectada no sangue por 1 ou 2 dias após o 
consumo (VERSTRAETE, 2004).
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O sangue possui algumas desvantagens que muitas vezes dificultam 
sua coleta tradicional. Trata-se de um procedimento invasivo que re-
quer pessoal especializado para realizá-lo. Ademais, o armazenamento 
da amostra pós-coleta requer adição de conservante (EDTA e fluoreto 
de sódio) e imediata refrigeração, a fim de permitir a integridade dos 
analitos até seu transporte ao laboratório. Em casos post mortem, essa 
deve-se lembrar que a concentração sanguínea pode ser alterada 
em virtude da redistribuição post mortem explicada anteriormente.

Para contornar essas limitações, diferentes abordagens para se obter 
o sangue estão sendo desenvolvidas e uma delas é a amostragem 
por DBS (mancha de sangue seco, traduzido da língua inglesa dried 
blood spot), onde a coleta é feita por punção do dedo para liberação 
do sangue capilar e posterior impregnação em papel cartão adequado 
(LIZOT et al., 2019). No Brasil, a aplicação do DBS é vista na Programa 
Nacional de Triagem Neonatal (‘teste do pezinho’). 

	¥ Urina

A urina é a amostra preferida para as análises toxicológicas – desde 
que seja suficiente para responder às questões do caso específico –, 
uma vez que se trata de uma matriz que está disponível em grandes 
quantidades, sua coleta não é invasiva, a maioria das drogas é excre-
tada por essa via, há detecção da substância original e de seus produtos 
de biotransformação e o tempo de permanência das substâncias na 
urina é alto, se comparado ao sangue (MARTINIS et al., 2018).

A urina é uma matriz que se presta à verificação da 
exposição do indivíduo à determinada substância, uma vez 
que a janela de detecção, a depender de alguns fatores,  
é de média duração. Mesmo não estando mais sob o efeito 
da droga, o indivíduo continuará excretando-a pelos rins 
e/ou seus produtos de biotransformação em quantidades 
relativamente grandes.         

Os exames antidoping elegem a urina como matriz, pois o objetivo 
é evitar que os atletas sejam expostos a determinadas substâncias 
(elencadas na lista anual da WADA) em qualquer tempo.

A janela de detecção na urina é muito variável, a começar pela na-
tureza da droga pesquisada. O pH da urina e o metabolismo in-
dividual também influenciam o tempo de permanência da droga 
na matriz. Devido a essa e outras variabilidades, não existe dados 
que correlacionem efeitos com dosagens em urina. Desta maneira,  
não se realiza análises quantitativas em urina, pois os resultados 
não são passíveis de interpretação. 
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Outra desvantagem é o fato de algumas vezes não ser possível de-
tectar a substância original na urina, mas somente seus produtos de 
biotransformação. Em virtude de certos compostos (por exemplo, 
canabinoides sintéticos) compartilharem dos mesmos produtos de 
biotransformação, a interpretação de qual composto foi efetivamente 
administrado se torna impossível, a menos que se tenha outras matrizes 
disponíveis que complemente a informação. Esse é caso também dos 
benzodiazepínicos, que tem caminhos comuns de biotransformação 
e compartilham os metabólitos nordiazepam e oxazepam.

A coleta da urina deve ser assistida para evitar adulterações e seu 
armazenamento dispensa conservantes, devendo ser refrigerada até 
a chegada ao laboratório.

	¥ Fígado 

Dos tecidos post mortem, o fígado é o mais importante. Muitas drogas 
estão mais concentradas no fígado que no sangue, em parte devido à 
absorção de drogas a partir do intestino delgado via sistema portal 
hepático, mantendo-se relativamente estáveis após a morte. 

A desvantagem de se analisar qualquer tecido é a quantidade de inter-
ferentes e principalmente, no caso do fígado, de gorduras presentes. 
A etapa de limpeza prévia às análises deve ser suficientemente capaz 
de minimizar os efeitos da matriz. 

	¥ Conteúdo estomacal

O conteúdo estomacal é valioso em casos post mortem em duas prin-
cipais situações: após uma sobredosagem via oral (a concentração 
da droga na matriz pode estar alta) e quando drogas extensivamente 
biotransformadas conseguem ser detectadas inalteradas (JONES, 
2008). Em alguns casos é possível verificar fragmentos de formas 
farmacêuticas (comprimidos ou cápsulas) ou mesmo o produto in-
tacto, como ocorre com a ingestão das pequenas esferas do praguicida 
popularmente conhecido como “chumbinho”.

A desvantagem do conteúdo estomacal é a sua composição, que 
varia de um fluido aquoso fino a um semissólido, dependendo da 
quantidade e tipo de comida presente. Isso reflete na importância da 
homogeneização da amostra antes da análise e na necessidade de se 
enviar ao laboratório o conteúdo estomacal total (conteúdo completo 
do estômago), a fim de se evitar erros grotescos de amostragem.

A detecção de um medicamento ou produto de biotransformação no 
conteúdo estomacal não significa necessariamente que o medica-
mento foi tomado por via oral, dado que o suco gástrico, formado 
a partir de fluido extracelular, é constantemente secretado no es-
tômago (JONES, 2008).
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	¥ Fluído oral

O fluido oral é uma matriz cada vez mais utilizada em ambientes de 
trabalho e em fiscalizações de trânsito. 

É constituído por uma mistura de saliva (maior componente) pro-
duzida pelas glândulas salivares, fluido crevicular, microorganismos 
da cavidade oral, secreções nasofaríngeas e resíduos de comida ou 
outras partículas (WHITE; MOORE, 2018). As substâncias são trans-
portadas dos capilares sanguíneos para os ductos salivares por meio 
de processos de ultrafiltração e difusão passiva. Devido a diferenças de 
pH entre o sangue e o fluido oral, drogas básicas são mais facilmente 
incorporadas ao fluido oral se comparadas com drogas ácidas. Estudos 
farmacocinéticos demonstram que MDMA, por exemplo, é 7 vezes 
mais concentrada no fluido oral que no sangue (DRUMMER, 2006).

Devido aos mecanismos de incorporação das drogas, a janela de 
detecção no fluido oral se assemelha ao sangue. Publicações de-
monstraram que o THC proveniente da maconha fumada pode 
ser detectado no fluido oral até 34 horas após o uso; anfetaminas,  
em média de 20 a 50 horas; cocaína, de 5 a 24 horas; e opiáceos, de 0,5 
a 24 horas (VERSTRAETE, 2004), possibilitando, portanto, verificação 
de exposição recente. Como já relatado anteriormente, esse tempo 
depende de vários fatores, como dose ingerida e via de administração.

As vantagens de se optar pelo fluido oral não se limitam 
à estreita janela de detecção e sua boa correlação com 
o sangue. Inclui-se também o fato de ser uma amostra 
com baixo potencial para adulteração, e de se tratar de 
uma coleta assistida, não invasiva e não constrangedora, 
que não requer pessoal especializado para executá-la. 
Além disso, atualmente, estão disponíveis no mercado 
uma gama de dispositivos de coleta e de triagem para 
fluido oral, já submetidos a testes por diversos estudos e 
organizações internacionais (WHITE; MOORE, 2018).

1.4.3 TÉCNICAS ANALÍTICAS COM  
FINALIDADE FORENSE

A fim de serem capazes de detectar uma enorme gama de toxicantes 
clássicos, assim como novas substâncias potencialmente tóxicas que 
são sintetizadas e inseridas no mercado velozmente, os laboratórios 
de toxicologia forense utilizam uma variedade de técnicas e instru-
mentação altamente especializadas.

Se houver suspeita do toxicante envolvido no caso, procede-se à 
marcha analítica direcionada para o analito em questão. Se, entre-
tanto, como acontece na maioria das vezes, a pesquisa for relacionada 
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a agente(s) desconhecido(s), preconiza-se que se proceda à análise 
toxicológica sistemática, que se trata de uma sequência de procedi-
mentos claramente sistematizados e tem como objetivo detectar a 
presença de todas as substâncias de relevância toxicológica e identi-
ficá-las com o maior grau possível de certeza e excluir a presença de 
todas as demais substâncias relevantes (LINDEN; ANTUNES, 2018).

Antes das análises propriamente ditas, as amostras biológicas devem 
passar por etapas de isolamento e concentração, visto que são amostras 
extremamente complexas, com interferentes na matriz que podem 
inviabilizar até mesmo a detecção dos compostos-alvo. Essas etapas 
podem envolver hidrólise, remoção de proteínas e de lipídeos, e além 
de uma variedade de tipos de extração (extração líquido-líquido, 
extração em fase sólida, microextração em fase sólida, extração em 
fluido supercrítico, microextração líquido-líquido, entre outras) 
(LINDEN; ANTUNES, 2018).

Os toxicologistas iniciam as análises com alguma técnica de triagem, 
com a finalidade de detectar os compostos de interesse forense. 
Geralmente aplica-se técnica de imunoensaio, mas métodos cro-
matográficos também são muito usados para triagem toxicológica.  
Em caso de resultado positivo nos exames de triagem, deve-se utilizar 
uma técnica confirmatória, para fins de identificar definitivamente 
o analito detectado e/ou quantificá-lo, utilizando-se comumente 
técnicas cromatográficas como a CG-EM e a cromatografia líquida 
acoplada à espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM).  
Estes instrumentos requerem investimento financeiro significativo na 
aquisição e manutenção, conhecimento técnico, e tempo necessário 
para desenvolver e manter métodos analíticos. A análise confirmatória 
deve ser realizada por técnica diferente daquela utilizada na triagem. 
De maneira geral, preconiza-se que o método de confirmação seja 
mais específico e apresente limite de deteção menor que o método 
de triagem para o alvo analítico (CHASIN, 2008; SWGTOX, 2013).

A identificação de determinados intoxicações pode exigir a aplicação 
de técnicas específicas, como por exemplo métodos espectrofotomé-
tricos, utilizada na análise de carboxiemoglobina (indicador bioló-
gico da intoxicação por monóxido de carbono) e de metemoglobina 
(indicador biológico do uso de agentes metemoglobinizantes).

	¥ Imunoensaio

Os imunoensaios se baseiam na ligação competitiva entre o antígeno 
da amostra (droga) e o antígeno marcado (presente no kit) com o 
anticorpo específico (presente no kit). A proporcionalidade do sinal 
resultante reflete a concentração da droga na amostra. 

O processo conta com várias etapas sequenciais de pipetagem, tais 
como adição de tampão, de calibradores, amostras e controles, 
de marcador, de revelador, além de etapas de agitação e lavagem.  
Os equipamentos automáticos são práticos e eficientes, conduzindo 
rapidamente às próximas etapas da marcha analítica a partir dos 
resultados obtidos. Já os equipamentos manuais, em que os processos 
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de pipetagem são executados por operador, despendem muito tempo 
e são úteis apenas em laboratório com baixa demanda.

A técnica apresenta uma alta sensibilidade, fornecendo valores 
positivos ou negativos, com base no valor de corte especificado,  
ou até mesmo valores semiquantitativos. No entanto, não é específica, 
exibindo reatividade cruzada com analitos da mesma classe (por esse 
motivo, a detecção é por classe de substância e não por analito) ou 
até mesmo de classes diferentes (os fabricantes testam e especificam 
em seus documentos a probabilidade de reações cruzadas).

Por tratar-se de testes sensíveis e inespecíficos, tais 
técnicas de triagem são suscetíveis a resultados falsos 
positivos e, em menor escala, falsos negativos. 
A aplicação de uma técnica confirmatória de maior poder 
discriminatório na sequência de uma triagem é imperativa.        

Os painéis de imunoensaios estão disponíveis no mercado para várias 
classes de fármacos e drogas, sendo normalmente desenvolvidos para 
análise em sangue e urina. 

	¥ Cromatografia em fase gasosa

A cromatografia em fase gasosa é uma poderosa técnica de separação 
cromatográfica usada para a análise de pequenas moléculas voláteis, 
como fármacos, drogas de abuso e substâncias voláteis (incluindo etanol).

Na toxicologia analítica, a cromatografia gasosa tem várias vanta-
gens sobre outras técnicas amplamente usadas, como imunoensaio 
e cromatografia líquida. Em primeiro lugar, o cromatógrafo possui 
um detector “universal”, sensível e reprodutível, o detector por 
ionização de chama (em inglês, FID). Em segundo lugar, as colunas 
capilares, empregadas em cromatografia gasosa, são estáveis e de 
alta eficiência e estão amplamente disponíveis. Em terceiro lugar,  
os resultados gerados com o acoplamento da espectrometria de massas 
(ionização por elétrons como fonte de ionização e quadrupolo como 
analisador), CG-EM, permitem comparação direta com inúmeras bi-
bliotecas e identificação rápida do composto (FLANAGAN et al., 2020).

A desvantagem da técnica inclui a exigência de que o analito seja 
volátil e estável à temperatura requerida para a análise. Os produtos 
de decomposição daqueles termicamente lábeis podem degradar e 
seus produtos de decomposição interferir na análise, embora algumas 
vezes, tais produtos são utilizados para auxiliar na identificação. 
Substâncias com grupos funcionais polares ou ionizáveis causam 
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frequentemente baixo desempenho cromatográfico e para elas, alguma 
forma de preparação da amostra é necessária, como por exemplo 
derivatização (KYLE, 2020). O principal produto de biotransformação 
da cocaína, benzoilecgonina, não possui volatilidade e consequente-
mente uma adequada migração na cromatografia gasosa e para ser 
detectada na urina é geralmente submetida à reação de derivatização 
com MSTFA (N-Trimetilsill-N-metil trifluoroacetamida), a fim de 
torná-la melhor cromatografável.

A dosagem alcoólica, assim como a análise de vários toxicantes volá-
teis é feita por CG-FID, com amostragem por headspace, pela grande 
maioria dos laboratórios de toxicologia forense no país.

	¥ Cromatografia líquida acoplada à espectrometria  
de massas 

Desde o surgimento da cromatografia de ultra eficiência em 2004 
(em inglês, UHPLC), a técnica vem aprimorando cada vez mais 
seu desempenho, capacidade de separação e rapidez (MALDANER; 
JARDIM, 2012), comportando uma série de colunas com diferentes 
dimensões e fases estacionárias de diminutas granulometrias.  
Além disso, apresenta vantagens práticas de flexibilidade, como a 
variação de composição de eluentes e vários detectores seletivos 
ligados em série que proporcionam seletividade e identificação ine-
quívoca do composto, respetivamente.

Possui vantagens sobre a cromatografia gasosa, uma 
vez que se mostra adequada para a análise de compostos 
hidrofílicos, termicamente lábeis e/ou com alto peso 
molecular, sem necessidade de extrair os analitos da 
matriz biológica aquosa. Essas propriedades geralmente 
podem ser exploradas para facilitar a análise de vários 
compostos (drogas e produtos de biotransformação) de 
uma só vez.  

A LC-MS/MS ganha cada vez mais popularidade nos laboratórios 
forenses. Embora o LC-MS/MS tenha sido empregado para confir-
mação direcionada de drogas por muitos anos, equipamentos recentes 
de alta resolução e exatidão de massa (TOF, QTOF, Orbitrap) estão 
sendo usados igualmente para triagem. São analisadores de massa 
capazes de determinar a massa exata dos compostos com um erro de 
até 2 ppm, fornecer espectros de fragmentação e padrão isotópico.  
Esses recursos, combinados com o tempo de retenção da cromato-
grafia líquida, conferem grande capacidade analítica ao laboratório. 
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Uma desvantagem é a menor oferta de bibliotecas espectrais comer-
ciais quando comparadas à CG-EM. Isso é resultado da falta de pa-
dronização das energias de fragmentação utilizada nos equipamentos 
de LC-MS/MS, resultante das diferentes arquiteturas e engenharias 
próprias de cada fabricante (FAGIOLA, 2019).

1.4.4 INTERPRETAÇÃO DOS ACHADOS

A interpretação dos achados laboratoriais, quer em situações em 
vivos ou na determinação da causa mortis, é a integração dos co-
nhecimentos sobre a toxicodinâmica e a toxicocinética do agente e 
achados necroscópicos que evidenciem ser o toxicante o responsável 
pelo efeito letal (CHASIN, 2008). Os dados farmacocinéticos ob-
tidos de pacientes vivos servem para correlacionar a concentração 
mensurada com o efeito provocado, auxiliando na interpretação das 
concentrações sanguíneas após a morte: é factível concluir se uma 
dada concentração está na faixa terapêutica ou se é potencialmente 
fatal ou até prever a quantidade ingerida antes da morte. 

Inúmeros fatores influenciam o efeito tóxico e, em vista 
disso, a informação sobre o caso deve ser a mais completa 
possível, com relação ao potencial toxicante, a exposição 
e a vítima, para que possa ser aplicado os procedimentos 
pré-analíticos e analíticos preconizados para uma possível 
interpretação toxicológica nas matrizes coletadas.        

O principal desafio da toxicologia reside nos casos post mortem,  
em que as análises buscam correlacionar os achados analíticos com o 
real estado fisiológico no momento da morte. Sabe-se que após a morte 
inicia-se um processo que modifica progressivamente as condições 
físico-químicas do corpo, gerando alteração de pH, rompimento de 
membranas, produção de substâncias, liberação de enzimas e migração 
de drogas. Conforme o processo de decomposição avança, as condições 
corpóreas se afastam cada vez mais daquelas observadas no instante 
da morte, o que dificulta a interpretação dos dados analíticos toxico-
lógicos (HEARN; WALLS, 2008; DRUMMER, 2004).

Além disso, o conhecimento sobre a redistribuição post mortem 
é decisivo para que a coleta de sangue seja executada em regiões 
apropriadas, isto é, áreas que sofrem menores alterações após o 
momento da morte. Médicos legistas muitas vezes não possuem 
esse entendimento, fazendo-se crucial a existência de treinamentos, 
procedimentos padronizados escritos e difundidos e a presença 
constante do toxicologista.
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A coleta das amostras deve ser feita visando minimizar e/ou re-
tardar as alterações não somente post mortem mas também fenô-
menos pós-coleta (por exemplo, degradação in vitro). Fenômenos in 
vitro também ocorrem e contribuem para as alterações indesejadas.  
O cuidado com a estocagem das amostras, utilizando os conservantes 
adequados ao tipo de matriz coletado e ao(s) toxicante(s) suspeito(s) 
é seriamente importante, pois evita a degradação das drogas de in-
teresse e a geração de substâncias indesejadas, levando a um cenário 
fidedigno para correta identificação e interpretação.

Embora as análises toxicológicas possam ser aplicadas a qualquer 
amostra, são limitadas àquelas para as quais existam estudos e 
bancos de dados, de modo que se possa proceder a uma interpre-
tação significativa e útil.
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UNIDADE 2  
VALIDAÇÃO DE MÉTODOS EM ANÁLISES 

TOXICOLÓGICAS 
Validação é o processo de realizar um conjunto de experimentos 
cujo objetivo é estimar com segurança a confiabilidade de um mé-
todo analítico (ANSI/ASB, 2019; ANVISA, 2012; INMETRO, 2020).  
Nesta unidade abordaremos as formas de avaliar as limitações de um 
método, atestando sua credibilidade e obtendo uma boa estimativa 
do real desempenho deste.

A literatura é rica em artigos científicos (PETERS; DRUMMER; 
MUSSHOFF, 2007; PETERS; MAURER, 2002; RIBANI; BOTTOLI; 
COLLINS; JARDIM et al., 2004; WILLE et al., 2017) e recomenda-
ções de associações nacionais e internacionais (ANSI/ASB, 2019; 
ANVISA, 2012; GTFCH, 2009; INMETRO, 2020; SWGDRUG, 2019; 
UNODC, 2009) sobre validação de métodos. É importante destacar 
que as recomendações nacionais, como as publicadas pela ANVISA 
e o INMETRO, são destinadas a outras finalidades que não análises 
toxicológicas com finalidade forense. Por haver peculiaridades na 
área forense, que nem sempre são observadas nestes textos na-
cionais, recomenda-se que o laboratório forense faça uma leitura 
crítica desses documentos e avalie a utilização de recomendações 
internacionais elaboradas já considerando um cenário forense, 
como o documento publicado pela American Academy of Forensic 
Sciences – Standards Board (ANSI/ASB, 2019).

Métodos devem ser validados visando verificar sua 
performance e aplicabilidade para uma análise específica, 
portanto o processo de validação aplica-se: a métodos 
analíticos não normalizados (ou novos), métodos 
criados/desenvolvidos pelo próprio laboratório, métodos 
antigos que sofreram modificações, métodos que serão 
aplicados de forma diferente à qual inicialmente foram 
desenvolvidos e visando demonstrar equivalência entre 
métodos/instrumentos antigos e métodos/instrumentos 
novos (ANSI/ASB, 2019; INMETRO, 2020).        

É importante ressaltar que todo o processo de validação de um mé-
todo deve ser documentado e realizado por profissional competente, 
com conhecimento suficiente na área e principalmente que tenha 
experiência com o método que será validado. Além disso, deve ser 
realizado empregando instrumentos e equipamentos corretamente 
calibrados e dentro das especificações (INMETRO, 2020).

Antes da validação, o método precisa passar pela etapa de desenvolvi-
mento. Algumas etapas são fundamentais durante o desenvolvimento 
e posterior validação do método, tais como: a) definir o objetivo e o 
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escopo do método; b) definir parâmetros de desempenho (que pos-
teriormente serão avaliados na validação); c) definir os critérios de 
aceitação para os parâmetro escolhidos; d) verificar se o desempenho 
dos equipamentos estão compatíveis com o exigido pelo método; e) 
qualificar os materiais, por exemplo, padrões, reagentes, micro-
pipetas, etc.; f) planejar os experimentos de validação, incluindo o 
tratamento estatístico a ser utilizado; g) realizar os experimentos de 
validação; h) realizar a análise crítica dos resultados obtidos, consi-
derando os critérios de aceitação; i) concluir se o método é adequado 
ao uso, a partir dos resultados obtidos (INMETRO, 2020).

Os métodos utilizados em análises toxicológicas podem ser divididos 
em qualitativos (cujo objetivo é identificar/confirmar a presença 
ou atestar a ausência do analito na amostra) e quantitativos (cujo 
objetivo é quantificar o analito presente na amostra). 

Considerando essa classificação, diferentes parâmetros de desem-
penho são incorporados à validação de um método. A Tabela 1 sintetiza 
os diferentes parâmetros de validação abordados em ensaios quali 
e quantitativos destinado às análises toxicológicas, classificando de 
acordo com obrigatoriedade:

Parâmetros 
Tipo de ensaio 

Qualitativo Quantitativo

Limite de detecção                 X  X

Limite de 
quantificação 

 X

Faixa linear de 
trabalho/modelo  
de calibração 

 X

Precisão  X

Exatidão  X

Contaminação 
cruzada (carryover) 

 X  X

| TABELA 1 - PARÂMETROS DA VALIDAÇÃO DE MÉTODOS 
DISTRIBUÍDOS DE ACORDO COM O TIPO DE ENSAIO 
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Parâmetros 
Tipo de ensaio 

Qualitativo Quantitativo

Estudos de 
interferentes 

 X  X

Estabilidade de 
amostras 

(*) (*) 

Integridade  
de diluição 

(*) 

Robustez (*) (*)

2.1 LIMITE DE DETECÇÃO

O limite de detecção (LD) é definido como a menor quantidade do 
analito que pode ser identificada na amostra, mas não necessariamente 
quantificada. Sua determinação pode ser feita de diferentes maneiras, 
dentre elas: por método visual, por relação sinal-ruído, a partir da 
faixa de trabalho, considerando um valor de corte, entre outras (ANSI/
ASB, 2019; ANVISA, 2012; INMETRO, 2020; UNODC, 2009).

O LD deve ser definido empregando matrizes biológicas “branco” 
(que não contenham o analito investigado) de três diferentes fontes 
(por exemplo, três diferentes doadores), adicionadas com material de 
referência contendo o analito de interesse. As matrizes empregadas 
no estudo devem ser condizentes com as matrizes das amostras nas 
quais o método será aplicado, ou seja, não se deve, por exemplo, 
avaliar o LD em brancos de urina e tentar extrapolar para amostras 
de sangue. O LD é um parâmetro que deve ser validado em todos os 
métodos, quali ou quantitativos.

2.1.1 MÉTODO VISUAL 

Para métodos não instrumentais (por exemplo, imunoensaios e testes 
colorimétricos) pode-se avaliar o LD por meio de percepção visual dos 
resultados. Para esses casos, devem ser analisadas pelo menos três 
fontes diferentes de matriz branco, fortificadas com concentrações 
decrescentes do analito, em um mínimo de três corridas (análises).  
É interessante que diferentes analistas auxiliem a constatação do LD, 

(*) = parâmetro opcional. 
Fonte: o autor.
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devido ao alto grau de subjetividade desse tipo de método. A menor 
concentração na qual seja possível constatar o efeito visual esperado 
em todas as amostras é determinado como LD (UNODC, 2009).

2.1.2 RAZÃO SINAL-RUÍDO

Para métodos instrumentais que possuam ruído de linha de base,  
a avaliação do LD pode ser feita pela razão sinal-ruído. Para avaliar o 
LD desta forma, pelo menos três fontes diferentes de matriz biológica 
branco devem ser fortificadas em concentrações decrescentes em 
triplicata por três corridas. Compara-se o sinal medido na mesma 
região das amostras em branco e das amostras fortificadas com baixas 
concentrações do analito. A relação sinal-ruído deve ser um valor 
igual ou superior a 3:1 para determinação do LD (ANSI/ASB, 2019; 
ANVISA, 2012; INMETRO, 2020). 

2.1.3 DETERMINAÇÃO DO LD A PARTIR DA FAIXA 
LINEAR DE TRABALHO

Pode-se determinar o valor de LD levando em consideração a faixa 
linear de trabalho empregada no método (no caso de método quanti-
tativo). Entretanto, o valor de LD calculado desta forma é mais fide-
digno para análises a níveis de traço, podendo superestimar valores 
de LD em caso de concentrações altas de trabalho. Pelo menos três 
curvas de calibração diferentes devem ser estipuladas em toda a faixa 
linear de trabalho, empregando apenas uma fonte de matriz branco. 
O LD pode ser determinado com auxílio da fórmula descrita abaixo:

Limite de detecção (LD)  =  
3,3 × s

			            
b

 

Onde, s = desvio padrão da resposta da amostra e branco e b = incli-
nação (coeficiente angular) da curva de calibração.

O valor de “s” pode ser determinado de 3 três formas diferentes, são 
elas: I - a partir do desvio padrão do intercepto com o eixo Y das 3 
(três) curvas de calibração construídas; II - a partir do desvio padrão 
residual da linha de regressão e III - a partir da estimativa de ruído 
proveniente da análise de um apropriado número de amostras em 
branco (BRASIL, 2017).
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2.1.4 EMPREGANDO PADRÕES ANALÍTICOS  
COMO REFERÊNCIA

Para essa abordagem, três ou mais diferentes fontes de matriz devem 
ser fortificadas em concentrações decrescentes e analisadas em 
duplicata, por pelo menos, três corridas. O LD é determinado como 
a menor concentração onde o sinal analítico obtido for maior que o 
sinal do ruído da linha de base em 3,3 vezes, além de obedecer aos 
critérios de identificação do método (p. ex. pico cromatográfico si-
métrico, tempo de retenção, espectro de massas ou razão entre íons 
dentro de valores definidos como aceitáveis) (ANSI/ASB, 2019). 

2.1.5 CONSIDERANDO UM VALOR DE CORTE 
 PARA O LD 

Um laboratório pode definir um valor de LD baseado em uma abor-
dagem administrativa, tanto para métodos qualitativos quanto para 
quantitativos. Essa forma de obter o LD pode ser suficiente mesmo 
quando um valor mais baixo for analiticamente atingível. Nesse caso, 
o laboratório determina o valor de LD que acredita ser suficiente para 
o método proposto e analisa, no mínimo, uma triplicata de matriz 
em branco fortificada com na concentração do suposto LD em três 
corridas (ANSI/ASB, 2019). Esta é a abordagem mais comum nos 
exames de alcoolemia.

2.2 LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO (LQ)

O LQ é considerado a menor concentração de um analito em uma 
amostra na qual é possível quantificar com precisão e exatidão.  
A determinação do LQ deve ser realizada para todos os métodos quan-
titativos. Experimentalmente, o valor de LQ costuma corresponder 
ao menor valor de concentração da faixa linear de trabalho, e pode 
ser calculado empregando as mais distintas abordagens, tais como 
as apresentadas a seguir.

2.2.1 RAZÃO SINAL-RUÍDO 

Pode-se determinar o LQ ainda considerando a relação sinal-ruído 
obtida quando se analisa o sinal das amostras contendo o analito de 
interesse em baixa concentração e o ruído das amostras em branco. 
O valor de LQ considerado deve ser aquele cuja relação sinal-ruído 
10:1 seja mantida. Assim como para a determinação do LD, a região 
do ruído da amostra em branco escolhida deve ser a mesma do sinal 
medido do analito (ANSI/ASB, 2019; INMETRO, 2020).
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2.2.2 A PARTIR DA FAIXA LINEAR DE TRABALHO 

O limite de quantificação pode ser estimado considerando a faixa 
linear de trabalho empregada no método e uma réplica de amostra 
em branco. Assim, aplica-se a seguinte fórmula: 

Limite de quantificação (LQ)  =  
10 × s

				     
b

 

Onde s = desvio padrão obtido da resposta da réplica em branco e  
b = inclinação (coeficiente angular) da curva analítica.

Esse método de estimativa fornece melhores resultados quando a 
concentração trabalhada é a nível de traço. Valores de concentração 
superiores podem superestimar o valor de LQ. Se a amostra em branco 
não gerar sinal algum, deve-se utilizar o valor de desvio padrão obtido 
para o menor nível da faixa analítica (INMETRO, 2020).  

2.2.3 CONSIDERANDO O MENOR CALIBRADOR 
DIFERENTE DE ZERO 

O LQ pode ser definido ainda como o valor de calibrador mais pró-
ximo a zero não nulo. Para isso, pelo menos três diferentes fontes 
de matriz em branco devem ser fortificadas com o analito na con-
centração do menor calibrador e analisadas por três corridas. Assim 
como para determinação do LD, aqui pode-se utilizar as mesmas 
réplicas empregadas para estabelecer o “modelo de calibração”, 
porém pelo menos nove determinantes devem ser realizados. É de 
extrema importância que os parâmetros de identificação (p. ex. pico 
cromatográfico simétrico, tempo de retenção, espectro de massas ou 
razão entre íons dentro de valores definidos como aceitáveis) e quan-
tificação (precisão e exatidão) sejam garantidos (ANSI/ASB, 2019). 

2.2.4 CONSIDERANDO UM VALOR DE CORTE  
PARA O LQ 

Igualmente a determinação de LD por valor de corte, o valor de LQ 
também pode ser definido administrativamente. Para isso, uma tri-
plicata de matriz em branco fortificada com o suposto valor de LD é 
analisada em três corridas. Os critérios de identificação e quantificação 
devem ser garantidos com precisão e exatidão (ANSI/ASB, 2019). 
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2.3 LINEARIDADE / FAIXA LINEAR DE 
TRABALHO E MODELO DE CALIBRAÇÃO 

A linearidade ou faixa linear de trabalho define-se como a extensão 
entre a menor e a maior concentração de um analito que permite sua 
quantificação com grau considerável de precisão e exatidão. Além 
disso, é ainda a correlação de tais concentrações com a resposta ana-
lítica no instrumento empregado na análise. Essa faixa deve avaliar as 
concentrações mais esperadas do analito na amostra, considerando 
a finalidade de aplicação do método (ANSI/ASB, 2019; ANVISA, 2012; 
INMETRO, 2020; UNODC, 2009). 

Para validação de métodos quantitativos inicia-se 
primeiramente determinando a faixa de trabalho e seus 
possíveis LQ e limite superior de quantificação (LSQ), 
representado pelo maior ponto utilizado na curva de 
calibração. De acordo com INMETRO (2020), para averiguar 
se esses valores condizem com a resposta analítica do 
equipamento utilizado, é necessário realizar uma réplica 
de cada concentração do analito, que pode ser adicionada 
na matriz em branco que será empregada na análise ou 
em água reagente. Esse procedimento tem como objetivo 
identificar visualmente os valores aproximados da faixa de 
trabalho, do LQ e do LSQ.        

Segundo AAFS Standards Board (2019), após a determinação da faixa 
de trabalho, deve-se estabelecer ainda o “modelo de calibração”, 
pois são parâmetros interdependentes para obtenção de dados pre-
cisos e confiáveis. Para definir o “modelo de calibração” utilizam-se 
calibradores de seis concentrações diferentes de zero avaliados em, 
pelo menos, cinco diferentes corridas. Uma única fonte de matriz em 
branco deve ser empregada, entretanto o emprego de calibradores 
feitos com matriz pode ser realizado. O INMETRO (2020), contudo, 
exige um mínimo de cinco valores de concentração distribuídos na 
faixa de trabalho, analisados em no mínimo três corridas, preferen-
cialmente de forma aleatória.

Todos os dados obtidos devem ser analisados empregando software 
específico e as concentrações definidas devem estar apropriadamente 
distribuídas na faixa de trabalho. O “modelo de calibração” assegura 
a correlação entre o sinal resposta do instrumento e concentração de 
analito encontrada na amostra (ANSI/ASB, 2019).

A faixa de trabalho possui uma porção que é chamada faixa linear 
de trabalho ou faixa dinâmica linear. Nesta porção, se o processo 
de validação for bem-sucedido, a concentração encontrada na 
amostra gera resposta analítica correspondente, ou seja, o sinal 
resposta obtido tem correlação direta com a concentração encon-
trada do analito na amostra. Fora da faixa dinâmica linear (no res-
tante da faixa de trabalho), existem fatores que limitam a análise.  



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

36

Abaixo do LQ, por exemplo, e acima do LSQ, as concentrações en-
contradas na amostra podem não condizer diretamente a resposta 
obtida pelo equipamento de medição (INMETRO, 2020). Abaixo,  
a Figura 1 exemplifica esses conceitos.

Concentração dos padrões usados para calibração

Sensibilidade
(analítica)

Faixa de trabalho
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Figura 1. Exemplo de faixa de trabalho e a relação 
com o sinal do instrumento. Fonte: próprio autor.

De maneira geral, o “modelo de calibração” que melhor relacione os 
valores de concentração-resposta deve ser empregado. A variação 
ao longo da faixa linear de trabalho é outro conceito que deve ser 
levado em consideração. A homocedasticidade é o termo que define 
que a variação ao longo da faixa linear de trabalho é considerada 
constante. Heterocedasticidade, porém, compreende o contrário, 
ou seja, que notáveis diferenças de variação são observadas entre 
as baixas e altas concentrações da faixa linear (ALMEIDA; CAS-
TEL-BRANCO; FALCAO, 2002; ANSI/ASB, 2019; INMETRO, 2020).  
No segundo caso, uma ponderação diferente pode ser necessária, 
de forma a maximizar o ajuste do modelo aos dados, ou o emprego 
de um modelo não linear de calibração. 

Para avaliar a homo ou heterocedasticidade de um sistema alguns 
testes que podem ser usados são: testes de Cochran, de Levene ou 
de Brown-Forsythe. Para o “modelo de calibração” pode-se avaliar 
verificando da ausência de valores aberrantes (ou outliers) com o 
teste de Grubbs ou com base nos resíduos padronizados Jacknife ou 
ainda através dos testes da falta de ajuste ANOVA e avaliação do co-
eficiente de determinação (r2) (para modelos lineares) (ANSI/ASB, 
2019; INMETRO, 2020).

De acordo com a AAFS Standards Board (2019), após um “modelo de 
calibração” ser estabelecido, menos replicatas ou calibradores podem 
ser empregados para análises de rotina, entretanto pelo menos quatro 
calibradores devem ser utilizados e essa condição deve ser mantida 
para estudos de precisão e exatidão.
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A quantificação de amostras deve sempre empregar a faixa linear de 
trabalho, padronização interna ou externa e a fórmula matemática 
que relaciona a resposta analítica no instrumento com a concen-
tração do analito de interesse na amostra. Esta fórmula é a equação 
da reta, descrita abaixo:

y = ax +b

Onde: y = resposta analítica do equipamento empregado na análise 
(ex.: absorbância, altura ou área do pico); x = concentração do analito 
na amostra; a = coeficiente angular (inclinação da curva analítica) 
e b = coeficiente linear (ponto de interseção da reta com o eixo y, 
quando x = 0). Para finalizar, é importante constatar que algumas 
faixas de trabalho não demonstram linearidade e que, nesses casos, 
outra função que relacione a resposta analítica e a concentração do 
analito pode ser empregada (ANSI/ASB, 2019). 

2.4 EXATIDÃO 

A exatidão é uma forma de cálculo de erro dada pela proximidade entre 
a média dos resultados experimentais e o valor teórico de um analito. 
É relatada em porcentagem. De acordo com AAFS Standards Board 
(2019), para determinação da exatidão deve-se empregar matriz em 
branco fortificada em três concentrações diferentes (baixa, média e 
alta) em triplicata, por pelo menos cinco corridas.

O cálculo de exatidão é expresso pela porcentagem entre as con-
centrações teórica e experimental de um analito em determinada 
concentração. Este é obtido para as três concentrações (baixa, média 
e alta) do método desenvolvido (ANSI/ASB, 2019; ANVISA, 2012). 
A fórmula empregada para o cálculo está descrita abaixo. A con-
centração experimental média representa a média dos valores de 
concentração obtidos das matrizes em branco adicionadas com o 
padrão o analito estudado. A concentração teórica representa o valor 
predeterminado da concentração.

Exatidão (%)  =  
Concentração experimental média  

× 100

		             
Concentração teórica

Os valores de concentração designados como baixo, médio e alto 
devem estar distribuídos contemplando o intervalo da faixa linear 
de trabalho. O controle baixo deve ser três vezes o LQ, enquanto 
o controle alto deve corresponder a, pelo menos, 80% do LSQ.  
O valor do controle médio deve intermediar os valores dos controles 
baixo e alto. As soluções empregadas para os controles devem ser 
preparadas de maneira independente, empregando padrão analítico 
rastreável com o composto de interesse ou com uma mistura de 
compostos. A exatidão no LQ também deve ser avaliada da mesma 
forma como descrito acima.
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A AAFS Standards Board (2019) estabelece que o valor de exatidão 
tolerado deve de ±20% para cada nível de concentração estudada. 
Em algumas aplicações específicas, como por exemplo no exame de 
alcoolemia, é desejável que o valor de exatidão do método seja de 
±10% para cada nível de concentração estudada, ou menor.

2.5 PRECISÃO

A precisão tem como objetivo avaliar a proximidade entre os re-
sultados experimentais obtidos de um método. É normalmente 
expressa em porcentagem, na forma de coeficiente de variação ou 
desvio padrão relativo. É um parâmetro que deve ser avaliado para 
todos os métodos quantitativos, e pode ser realizado juntamente com 
os estudos de exatidão (ANSI/ASB, 2019; ANVISA, 2012; INMETRO, 
2020; UNODC, 2009).

A forma de execução dos testes de precisão e a avaliação 
de resultados obtidos, varia entre os guias nacionais e 
internacionais. De maneira geral, a precisão se divide em intra 
e interensaio, levando em consideração a repetibilidade e a 
reprodutibilidade do método, respectivamente. Para ambos 
os estudos, empregam-se três diferentes concentrações 
(baixa, média e alta), considerando a faixa linear de trabalho 
do método. A precisão no valor de LQ também deve ser 
avaliada em métodos destinados à toxicologia forense  
(ANSI/ASB, 2019).        

2.5.1 PRECISÃO INTRAENSAIO 

De acordo com o AAFS Standards Board (2019), a avaliação da precisão 
intraensaio é realizada com uma triplicata de matriz em branco adicio-
nada de padrões analíticos nas concentrações baixa, média e alta por 
pelo menos cinco corridas. Os cálculos são realizados considerando a 
análise de variância (ANOVA) de uma via, conforme descrito abaixo:

Precisão intra - ensaio (%) = × 100
média para cada concentração

√ MQ eg

Onde MQ eg é a média quadrática entre grupos obtida da tabela  
de ANOVA.
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Os cálculos por ANOVA podem ser facilmente executados usando 
uma planilha eletrônica ou um programa de software estatístico. 
Os dados são obtidos para as três concentrações e expressos como 
a porcentagem de imprecisão do método e não devem exceder 20% 
(ANSI/ASB, 2019).

A RDC nº 166 estabelece que a repetibilidade de um método deve ser 
avaliada utilizando pelo menos nove determinações, sendo uma tri-
plicata de cada uma das concentrações, ou seja, apenas uma corrida.  
O INMETRO, porém, adota a necessidade de entre seis e quinze réplicas 
para cada concentração adotada (INMETRO, 2020). É fato que, quanto 
maior o número de réplicas, melhor é a avaliação da dispersão dos 
dados e consequentemente, da precisão do método.

Os critérios de aceitação são igualmente distintos entre os guias 
de validação. Os valores de imprecisão aceitos pelo INMETRO são 
semelhantes aos da AOAC, e variam com juntamente com o valor de 
concentração definido para o analito. Se as concentrações (baixa, 
média e alta) forem estabelecidas entre 1 e 100 µg/kg, os valores de 
imprecisão devem estar entre 15 e 30%. Quando maior as concentra-
ções estabelecidas para avaliação da precisão, menor o desvio padrão 
relativo tolerado (INMETRO, 2020). 

2.5.2 PRECISÃO INTERENSAIO 

A precisão interensaio tem como objetivo avaliar o grau de reprodu-
tibilidade de um método. O AAFS Standards Board (2019) preconiza 
o emprego de uma triplicata de matriz em branco adicionada de 
padrões analíticos nas concentrações baixa, média e alta por pelo 
menos cinco corridas, igualmente à precisão intraensaio. Os cálculos 
são realizados considerando a análise de variância (ANOVA) de uma 
via, como abaixo: 

Imprecisão inter - dia (%) = × 100
média para cada concentração

MQ dg + (n-1) × MQ eg

n√

Onde MQ dg é a média quadrática dentro dos grupos obtida da tabela 
de ANOVA e n o número de réplicas dentro do grupo (p. ex.: n = 3 
para análises em triplicata). Semelhantemente aqui, os dados são 
obtidos para as três concentrações e expressos como a porcentagem 
de imprecisão do método e não devem exceder 20% (ANSI/ASB, 2019).

O INMETRO e a ANVISA subdividem a precisão interensaio em pre-
cisão intermediária e reprodutibilidade. A precisão intermediária 
tem como objetivo expressar a proximidade dos resultados obtidos 
de uma amostra sob condições semelhantes, o mesmo laboratório e 
equipamento de medição, porém por analistas diferentes e por dois 
dias. As mesmas concentrações e número de determinações para a 
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avaliação da repetibilidade devem ser empregados neste caso. A forma 
de cálculo da precisão intermediária pode ser feita por desvio padrão. 
Os critérios de aceitação devem ser definidos considerando o objetivo 
do método, a variabilidade intrínseca deste, a concentração de tra-
balho empregada e a concentração do analito esperada na amostra.

O teste de reprodutibilidade tem como objetivo avaliar o grau de 
proximidade dos resultados obtidos em diferentes laboratórios. 
Assim, é aplicável para padronização de métodos nos quais é pre-
ciso atestar reprodutibilidade interlaboratorial. As mesmas con-
centrações e o mesmo número de determinações empregadas para 
a avaliação da repetibilidade devem ser usados, entretanto isto é 
realizado por analistas, equipamentos e laboratórios diferentes em 
período estendido. Obtém-se o valor de imprecisão por cálculo de 
desvio padrão e os critérios de aceitação variam. Para o INMETRO, 
quanto maior o valor das concentrações (baixa, média e alta), menor 
o desvio padrão tolerado. Assim, se a concentração estiver entre 1 e 
100 µg/kg, os valores de aceitos de imprecisão estão entre 32 e 45%. 
Para a ANVISA, entretanto os critérios de aceitação para o teste de 
reprodutibilidade são semelhantes aos empregados no teste de 
precisão intermediária (ANVISA, 2012).

Para avaliação de precisão de amostras sólidas ou semissólidas, 
deve-se realizar soluções diluídas de diferentes soluções-mãe.  
Além disso, as amostras usadas para avaliação deste parâmetro devem 
ser preparadas independentemente desde o início do método.

2.6 CONTAMINAÇÃO CRUZADA (CARRYOVER)

Carryover define-se como o aparecimento de sinais de analitos não in-
tencionais após análise de uma amostra positiva, levando a resultados 
imprecisos ou inexatos. Em toxicologia forense, o carryover resulta 
em resultados falso-positivos. Para avaliar o carryover, amostras de 
matriz em branco devem ser analisadas imediatamente após uma 
amostra adicionada com o(s) analito(s) de estudo em alta concen-
tração ou logo após um padrão analítico. Essa análise deve acontecer 
em triplicata. Pode-se empregar o teste de carryover usando o LSQ 
da faixa linear de trabalho, mas sempre que possível deve-se avaliar 
concentrações superiores a este (2-3x o LSQ). É considerado um mé-
todo livre de carryover aquele cuja matriz em branco analisada após 
a amostra em alta concentração não apresenta sinal do(s) analito(s) 
acima do LD determinado pelo método (ANSI/ASB, 2019).
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2.7 ESTUDOS DE INTERFERENTES 

2.7.1 EFEITO MATRIZ 

Durante o emprego de técnicas analíticas como a cromatografia lí-
quida acoplada à espectrometria de massas, pode ocorrer o aumento/
supressão da ionização (efeito matriz) resultante da presença de 
compostos coeluentes. De acordo com o AAFS Standards Board (2019), 
duas abordagens diferentes podem ser realizadas para avaliar o efeito 
matriz de um método, as quais são apresentadas a seguir.

	¥ Infusão pós-coluna

Soluções de concentração baixa e alta do analito são infundidas com 
uma seringa no eluente da coluna por meio de uma conexão em T 
pós-coluna e monitora-se um sinal na linha de base. Durante essa 
infusão, um mínimo de dez fontes diferentes de matriz em branco 
devem ser injetadas. Deve-se monitorar qualquer efeito matriz con-
siderável observável (±25%) no sinal no mesmo tempo de retenção 
do analito analisado (ANSI/ASB, 2019).

	¥ Adição pós-extração

De acordo com a AAFS Standards Board (2019), para o efeito matriz, 
dois conjuntos diferentes de amostras são preparados. O conjunto 
um consiste em padrões puros preparados em duas concentrações 
– baixa e alta. Cada um desses padrões é injetado no mínimo seis 
vezes para estabelecer uma área média de sinal do analito para cada 
concentração. Enquanto o conjunto dois consiste em, pelo menos, 
dez fontes diferentes de matrizes em branco, extraídas em duplicata 
e que, após a extração, são fortificadas com o padrão puro na respec-
tiva concentração. Deve-se então comparar as áreas obtidas do sinal 
do analito em ambas situações para obter a porcentagem de efeito 
matriz (ANSI/ASB, 2019). Para isso, a seguinte fórmula é empregada:

Efeito matriz (%)  =     
Média áreas conjunto 2   

-1    × 100

		             
Média área conjunto 1

O INMETRO sugere uma abordagem um pouco diferenciada para 
a obtenção dos valores de efeito matriz. Deve-se preparar dois 
grupos de amostras, um com matriz e o outro sem ambos contendo 
a mesma concentração do analito. Toda a faixa linear de trabalho 
deve ser testada, aplicando três diferentes valores de concentração 
(baixa, média e alta), com no mínimo três replicatas cada. Após isso,  
emprega-se dois cálculos: Teste F (Snedecor) de homogeneidade de 
variâncias e Teste t (Student) de comparação de médias. Se o teste F 
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não for significativo, conclui-se que a matriz não causa um efeito 
significativo sobre a precisão do método, ao passo que, se o teste t 
não for significativo, o efeito matriz é considerado insignificativo. 

	¥ Matriz contendo o analito 

Pode acontecer de o laboratório não possuir matriz sem a presença 
do analito. Nesse caso, o cálculo de efeito matriz pode ser obtido 
preparando duas curvas analíticas, uma contendo a matriz cujo 
analito está presente e a outra sem nenhuma matriz. Devem ser 
preparados, no mínimo, cinco níveis de concentração em triplicata. 
Aplica-se então o Teste t (Student) para as inclinações das curvas 
extraídas, comparando seus coeficientes angulares. Considera-se 
então um nível de significância de 5% no teste de hipóteses e,  
se estes valores forem significativamente distintos, há efeito matriz 
considerável. Outro indicativo da presença de efeito matriz que pode 
ser visualmente observado é o não paralelismo das retas (BRASIL, 
2017; INMETRO, 2020).

2.7.2 INTERFERENTES DE PADRÃO INTERNO 

Inúmeros métodos empregam padrões internos para auxiliar a quan-
tificação dos analitos de interesse. Entretanto, padrões internos 
marcados isotopicamente podem conter o composto não marcado 
como uma impureza, afetando diretamente a quantificação do analito. 

Para avaliar possíveis interferentes desse tipo, deve-se empregar uma 
matriz em branco fortificada com o(s) padrão(ões) interno(s) em-
pregado(s) no método e monitor o sinal(is) do analito(s) de interesse. 
Interferências abaixo do LD do método podem ser insignificantes 
dependendo do objetivo do laboratório (ANSI/ASB, 2019).

2.7.3 SELETIVIDADE 

Para todos os tipos de ensaio (quali e quantitativos), deve-se con-
siderar a potencial interferência causada por outros analitos não 
presentes no método. Para isso deve-se empregar amostras em 
branco fortificadas, amostras reais de casos previamente analisados 
ou materiais de referência (como padrões analíticos) em concentra-
ções elevadas, dependendo do objetivo do laboratório. Um método 
que consegue diferenciar os analitos de interesse de outros analitos 
é considerado seletivo (ANSI/ASB, 2019; ANVISA, 2012).
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2.8 ESTABILIDADE DE AMOSTRAS 

A estabilidade das amostras é um importante parâmetro a ser avaliado 
durante a validação de métodos, principalmente quando o laboratório 
possui condições específicas de armazenamento e processamento 
de amostras. Esse critério é considerado adicional dentre os outros 
já abordados, entretanto é de grande importância, principalmente 
quando as amostras não podem ser imediatamente analisadas,  
ou estão sujeitas a processos de congelamento e descongelamento 
(ANSI/ASB, 2019). 

Para todos os estudos de estabilidade, compara-se a 
média das respostas de tempo zero com a média das 
respostas nos diferentes tempos de estabilidade. O analito 
será considerado estável se apresentar desvio dentro do 
aceitável ao comparar as médias descritas acima. O desvio 
aplicado para a estabilidade de amostras deve ser o mesmo 
empregado na avaliação de exatidão do método.

É importante ressaltar que esse parâmetro da validação deve ser 
realizado sempre que seja aplicável para o método em desenvolvi-
mento, a menos que a estabilidade do analito já tenha sido abordada 
de outras formas (p. ex.: referências já publicadas) (ANSI/ASB, 2019). 

2.8.1 ESTABILIDADE DE AMOSTRAS 
ARMAZENADAS 

Para os estudos de estabilidade de amostras armazenadas, deve-se 
empregar um conjunto de amostras fortificadas com materiais de 
referência em duas concentrações diferentes (baixa e alta) na matriz 
de estudo em branco. Uma triplicata das amostras fortificadas será 
inicialmente analisada para estabelecer respostas no tempo zero em 
ambas as concentrações (ANSI/ASB, 2019).

2.8.2 CICLOS DE CONGELAMENTO  
E DESCONGELAMENTO 

Se a prática de congelar e descongelar amostras for rotineira, a es-
tabilidade do analito deve ser determinada após três ciclos de con-
gelamento e descongelamento. Para este estudo, uma sextuplicata 
de matriz em branco fortificada nas duas concentrações (baixa e 
alta) deve ser congelada em recipientes distintos, empregando a 
temperatura de armazenamento semelhante à das amostras reais. 
Após 24 horas, a sextuplicata deve ser descongelada a temperatura 
ambiente, sendo uma triplicata analisada imediatamente. A outra 
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triplicata deve ser novamente congelada e submetida a mais dois ciclos 
de congelamento e descongelamento, até ser finalmente analisada 
(AAFS STANDARDS BOARD, 2019). 

2.8.3 ESTABILIDADE EM AMOSTRADOR 
AUTOMÁTICO 

Durante a rotina laboratorial, pode acontecer de amostras processadas 
não poderem ser imediatamente analisadas. Nesses casos, deve-se 
averiguar o período que essa amostra pode suportar sem sofrer alte-
rações inaceitáveis, que possam impedir a detecção ou quantificação 
do analito (ANSI/ASB, 2019). 

Para esse estudo, pelo menos uma sextuplicata de amostras em branco 
fortificadas em duas concentrações (baixa e alta) deve ser realizada. 
Uma triplicata é analisada imediatamente para obtenção da resposta 
no tempo zero. A outra triplicata, porém é armazenada por um tempo 
(p. ex. 24 horas), à temperatura usualmente empregada na rotina 
(p. ex.: no amostrador, no freezer etc.), e então analisada. Após a 
análise, deve-se comparar as respostas obtidas da triplicata de tempo 
zero e da armazenada por certo período (ANSI/ASB, 2019). 

2.9 INTEGRIDADE DE DILUIÇÃO

Para métodos quantitativos, pode ser necessário avaliar o efeito 
da diluição de uma amostra durante o processo de validação.  
Esse parâmetro é considerado opcional, porém é útil quando há a 
necessidade de ajuste do método para volumes inferiores de amostra 
ou concentrações excessivamente acima da faixa linear de trabalho 
(ANSI/ASB, 2019). 

Independente da aplicação, o efeito da diluição de amostras na exa-
tidão e na precisão do método deve ser averiguado. Para isso, esses 
estudos devem ser repetidos nas diluições que serão empregadas  
(p. ex.: 1:2, 1:10, 1:20, etc.), e a exatidão e precisão devem ser mantidas 
(ANSI/ASB, 2019). 

2.10 ROBUSTEZ 

A robustez define-se como a capacidade de um método em resistir a 
pequenas variações durante sua execução. É considerada um parâmetro 
opcional na validação, mas de grande importância pois garante a con-
fiabilidade do método desenvolvido (BRASIL, 2017; INMETRO, 2020). 

De acordo com o INMETRO (2020), para determinar a robustez de um 
método, duas alternativas de planejamento são incentivadas: plane-
jamento de Youden ou de Plackett-Burman, que tem como objetivo 
ordenar o grau de influência de cada variação nos resultados. Qualquer 
susceptibilidade do método deve ser documentada e controlada.
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UNIDADE 3  
ANÁLISE DE SOLVENTES ORGÂNICOS 

VOLÁTEIS POR CROMATOGRAFIA 
GASOSA ACOPLADA À ESPECTROMETRIA 

DE MASSAS 
Nesta parte trataremos do exame de inalantes por Cromatografia 
Gasosa hifenada à Espectrometria de Massas (CG-EM, usualmente 
denominado GC-MS, do inglês Gas Chromatography Mass Spectro-
metry). O modelo de equipamento de referência para as considerações 
a seguir será o GC-MS Agilent 5975 com amostrador automático CTC 
Pal e com software Chemstation, uma vez que este é o modelo mais 
difundido de equipamento entre os entes federativos.

A pretensão desta unidade é capacitar o aluno para reconhecer as 
principais partes do sistema GC-MS Agilent 5975, identificar os 
problemas de hardware mais frequentes e como resolvê-los. Também 
é objetivo levar o aluno a adquirir familiaridade com as principais 
ferramentas do ChemStation e aprender sobre o desenvolvimento de 
métodos voltados para análise qualitativa de inalantes em GC-MS. 
Além disso, espera-se que o aluno compreenda a criação de biblio-
teca no formato AMDIS para análise de inalantes e a interpretação 
de resultados.

Discutiremos, ainda, as limitações da análise e de que forma, com 
base nos resultados obtidos, podemos elaborar um laudo toxico-
lógico para inalantes.

O conteúdo necessário para a aquisição de tais competências estará 
distribuído não só nos conteúdos abordados ao longo do material 
a seguir, como ainda em discussões práticas que serão realizadas 
nas etapas de configuração de métodos e preparo de amostras.  
Além disso, serão entregues artigos relacionados à criação de biblio-
tecas que servirão como material de referência.

3.1 OS INALANTES 

Antes de mais nada, é preciso que tenhamos em mente o que são 
inalantes. De forma geral, trata-se de um grupo de moléculas que 
compartilha características físico-químicas como: alta volatilidade 
e/ou baixo ponto de ebulição e com massa molecular geralmente 
inferior a 200 Da. Do ponto de vista farmacológico, tais substân-
cias provocam alteração do nível de consciência, visto que muitas 
delas, no passado, foram empregadas como anestésicos gerais, mas 
abandonadas devido à hepatotoxicidade, além de arritmias cardíacas 
por elas provocadas. 

Além disso, temos como característica comum dessas substâncias a 
via de administração, qual seja, a inalatória. A importância, do ponto 
de vista da Toxicologia Forense, reside na associação entre o uso 
recreacional de tais substâncias e quadros que vão desde acidentes 



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

46

de trânsito até morte súbita. A Figura 1 ilustra alguns dos exemplos 
mais rotineiros destas substâncias.

Figura 1. Exemplos de estruturas de inalantes:  
1: clorofórmio; 2: cloreto de etila; 3: tricloroetileno; 

4: tolueno; 5: óxido nitroso; 6: nitrito de amila.

3.2 ANÁLISE DE INALANTES POR GC-MS 

3.2.1 PRINCÍPIO DA TÉCNICA E HARDWARE 

Já que uma das caraterísticas mais marcantes dos inalantes é a vola-
tilidade, torna-se razoável a análise destes compostos via cromato-
grafia gasosa, uma vez que esta é a técnica por excelência destinada 
ao exame de compostos voláteis e/ou passíveis de volatilização.

Como os analitos de interesse são muito mais voláteis do que o res-
tante da matriz, a melhor forma de realizar este tipo de exame é por 
meio da técnica de headspace, na qual, em frasco hermeticamente 
fechado contendo a amostra, esta é aquecida.
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Uma vez que o sistema está fechado e aquecido, o equilíbrio entre os 
analitos voláteis presentes nas fases líquidas e de vapor passa a ser 
deslocado em direção a esta última, que terá poucos interferentes 
de matriz (Figura 2).

m

= Equilíbrio entre as fases líquida e de vapor

= Analitos voláteis

= Componentes da matriz (interferentes)
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Figura 2. Esquema simplificado da 
concentração de analitos na fase de vapor que 

ocorre na técnica de headspace.

Uma vez concentrados em uma fase com poucos interferentes, resta 
apenas a captação desse vapor para análise, sem necessidade de outro 
tipo de tratamento.

No sistema que utilizaremos como modelo, essa etapa ocorre no 
amostrador automático CTC-Pal, que possibilita três modos de in-
jeção distintos:

	¤ Amostras líquidas.

	¤ Headpace.

	¤ Microextração em fase sólida (ou SPME, do inglês: Solid Phase 
Micro Extraction), que pode ser feita tanto por imersão da fibra 
na amostra, como também por headspace.

Para cada uma dessas formas de injeção há um tipo de suporte,  
sua respectiva seringa e um conjunto de parâmetros específicos a ser 
configurado. Além disso, para trabalhos em condições otimizadas 
faz-se necessária a utilização de liners específicos (falaremos mais 
adiante sobre esse item ao abordarmos o cromatógrafo).

Aqui faremos uso do módulo headspace (suporte vermelho e seringa de 
2,5 mL), em que a etapa de agitação e aquecimento da amostra é feita 
em um forno acessório e a captação da amostra, na forma de vapor, 
ocorre em um suporte aquecido dotado de seringa apropriada para 
a injeção de vapores, além de possuir uma entrada lateral destinada 
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à passagem de gás hélio para a remoção de resquícios da amostra 
recém injetada. A essa etapa, que corresponde à lavagem da seringa 
com solventes no modo de injeção para amostra líquida, dá-se o nome 
de flush e é de suma importância para que se evite a ocorrência de 
carryover, ou seja: que uma amostra seja contaminada por resquícios 
de uma injeção anterior (Figuras 3 e 4). As principais vantagens desse 
tipo de abordagem são elencadas na Tabela 1.  

Prós Contras 

Rápido e simples preparo  
de amostra 

Custo de insumos 

Em geral, poucos interferentes 
Coeluição de compostos  
de baixa retenção em coluna

Não requer métodos 
cromatográficos sofisticados 

Risco de queima de filamento 
em alguns tipos de análise*

Menor custo com manutenção 
preventiva do equipamento 

Métodos de curta duração 

| TABELA 1 - PRÓS E CONTRAS DO USO DE 
HEADSPACE NA ANÁLISE DE INALANTES 

*Aqui a análise se refere ao uso de espectrômetro 
de massas como sistema de detecção.
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Figura 3. Esquema simplificado do 
sistema CTC-Pal.

Figura 4. Conjunto de suporte aquecedor e seringa 
(a) e detalhe da seringa (b), notar a entrada de gás 

tanto no suporte como na seringa, que servirão para a 
realização de flush e diminuição de carryover.

a b
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A partir desta etapa, faz-se a captação direta deste vapor e sua in-
trodução no inlet, que é a porta de entrada do cromatógrafo. A partir 
daí, a amostra é direcionada para a coluna cromatográfica, local em 
que ocorre a separação de seus componentes. Os componentes da 
amostra são arrastados por um gás inerte e no interior da coluna, 
que nosso caso será o hélio. Tanto por diferença de ponto de ebu-
lição como por interação entre coluna e analitos, os componentes da 
amostra sofrem separação ao longo de sua trajetória até chegarem 
ao detector (Figura 5).

He 5.0

Fonte de Gás 
de arraste

Inlet

Cromatógrafo

Septo
O ring

Liner
Selo

dourado

Porca
+

anilha

Porca
+

anilha

Coluna

Interface

Figura 5. Principais elementos do 
cromatógrafo. Por simplificação, não foram 

apresentados outros elementos como sistema 
de purga, filtros e painel de comando.

Dentre os diferentes tipos de detectores que podem ser acoplados ao 
cromatógrafo, aquele que é amplamente difundido e que fornece a 
maior quantidade de informação relacionada ao analito é o espec-
trômetro de massas.

Nessa técnica ocorre tanto a ionização como a fragmentação do 
analito, sendo que todos os fragmentos dotados de carga são dire-
cionados a um analisador de massas (no nosso caso, um quadru-
polo) que, a depender do ajuste desejado, permitirá a passagem de 
fragmentos previamente determinados.

Os íons selecionados são então direcionados a um dinodo de alta 
energia (HED, do inglês: High Energy Dinode) que, ao entrar em 
contato com tais íons, gera uma corrente de elétrons que será am-
plificada na eletromultiplicadora.

Também é de fundamental importância mencionar que todo esse 
sistema depende da manutenção de baixa pressão (vulgarmente 
denominada vácuo) para que haja não apenas reprodutibilidade dos 
resultados, como também sensibilidade. Assim, um “vácuo” ineficaz 
pode ser motivo tanto de diminuição de sensibilidade, como também 
de potenciais danos elétricos ao equipamento, já que o aumento da 
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pressão no interior do espectrômetro pode levar à geração de correntes 
elétricas indesejadas (Figura 6).

Figura 6. Esquema básico de um 
espectrômetro de massas com ionização 

por impacto de elétrons e com analisador de 
massas do tipo quadrupolar.

Os sinais elétricos resultantes deste processo são então conver-
tidos em um rol (que pode ser gráfico ou em lista) discriminando o 
tipo e a intensidade relativa de cada fragmento, que é denominado 
espectro de massas que, além de ser uma forma sintética a partir 
da qual diferentes informações podem ser obtidas acerca de uma 
dada molécula (ex.: massa molecular, presença de determinados 
grupos funcionais e/ou átomos), carrega consigo a possibilidade 
de ser armazenado na forma de bancos de dados, denominados de 
bibliotecas de espectros de massas.

Sabemos que a principal informação fornecida por todos os sistemas 
de detecção é o tempo de retenção (TR), que pode ser definido como o 
intervalo de tempo entre a introdução da mistura que contém o analito 
de interesse e a detecção deste pelo analisador acoplado ao cromatógrafo.

Estabelecidas as condições analíticas (ex.: tipo de coluna, temperatura 
inicial de forno e taxa de aquecimento) o tempo de retenção torna-se 
fixo dentro de um intervalo estreito de tempo (em geral uma janela 
de ±1% do valor do TR).

Este mesmo tipo de raciocínio é válido para a obtenção dos dados espec-
trais, ou seja: uma vez fixados os parâmetros de aquisição, espera-se 
que que haja reprodutibilidade dos espectros de massas adquiridos.

Por esta razão, em cromatografia gasosa com geração de íons por 
impacto de elétrons, em geral, trabalha-se com um valor fixo de 
energia de impacto de elétrons igual a 70 eV.

Além desse parâmetro, um fluxo de gás de arraste menor do que  
2 mL/min na coluna também é necessário para a manutenção de um 
ambiente sob baixa pressão e assim haver um livre percurso médio 
(caminho dos íons entre a fonte de ionização e o HED) com a menor 
variação possível tornando não só a ionização como a detecção de 
íons eventos constantes e reprodutíveis.
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3.2.2 SOFTWARE E CRITÉRIOS DE POSITIVIDADE 

Feita esta introdução sobre o hardware, passaremos a explorar os 
elementos básicos do software que controla o sistema, denomi-
nado Chemstation.

Tal programa possibilita a configuração de até 4 instruments, sendo que 
cada um deles corresponde ao conjunto composto por um Instrument 
Control, destinado à aquisição de dados e um Data Analysis, dedicado 
basicamente à análise dos dados gerados no exame da amostra.

O modo de configuração mais usado no Instrument é o enhanced, que é 
um ambiente geral que pode ser usado em diferentes tipos de aplicação. 
Porém, há ainda a possibilidade de emprego de outros três modos: 
drug analysis, enviroQuant e aromatics in gasoline, usados, respectiva-
mente para análise de fármacos, análises ambientais de acordo com 
métodos da EPA e para determinação de substâncias aromáticas em 
gasolina de acordo com protocolos da ASTM.

Assim, um mesmo equipamento pode ter quatro configurações distintas, 
já que a Chemstation permite a configuração de até quatro instruments.

Dois parâmetros básicos são usados na análise dos resultados de 
uma análise por GC-MS: o tempo de retenção e o espectro de massas.  
Em ambos os casos, comparamos o resultado obtido com uma refe-
rência. Para o tempo de retenção é necessário a injeção de um padrão 
analítico e determinação de seu tempo de retenção nas condições do 
método empregado no exame.

Já em relação ao espectro de massas, muito embora o ideal seja a criação 
de bibliotecas a partir das condições nas quais a análise será realizada, 
há também a possibilidade de emprego de bibliotecas comerciais.
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De posse dos tempos de retenção e dos espectros obtidos e comparando 
tais informações com as referências, temos quatro possibilidades, 
conforme a Figura 7.

 Figura 7. Possibilidades de combinação de resultados 
comparativos entre o tempo de retenção e espectro de 

massas de padrões de referência e de analitos de interesse.
Dentre as quatro combinações possíveis, apenas a primeira (tempos 
de retenção e espectros de massas concordantes) corresponde a um 
resultado positivo, já que, dentro de um método em que os parâmetros 
são fixos, não se espera que os tempos de retenção, nem os espectros 
de massas variem.
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Aqui cabe a menção que é preciso cuidado na comparação entre os 
espectros de massas obtidos em uma dada análise e aqueles que 
compõem uma dada biblioteca. Muito embora parâmetros como o 
grau de similaridade entre espectros seja uma ferramenta útil neste 
tipo de exame, é a comparação visual feita pelo analista que dirá se 
um espectro é semelhante a outro, sobretudo no que diz respeito a 
espectros que apresentam poucos fragmentos ou, ainda, fragmentos 
pouco específicos, ou seja, com razão massa-carga (m/z) baixa, que 
geralmente estão associados a substâncias de baixa massa atômica 
como os compostos voláteis (Figura 8).

 Figura 8. Exemplos de espectros de massas: a: espectro 
específico: contendo diferentes fragmentos com m/z de 

médio tamanho; b: espectro contendo poucos fragmentos 
(fragmentação pobre) e pouco específico (baixa relação 

m/z dos fragmentos); c: espectro com baixa razão m/z, 
porém especificidade conferida por assinatura isotópica 

dos átomos de cloro (observar agrupamentos de 
fragmentos ao longo do espectro); d: idem b.

É importante destacar que analitos que aparecem no cromatograma 
com alta área de pico podem ter tanto o tempo de retenção como o 
espectro de massas distorcidos, respectivamente por saturação dos 
sítios ativos da coluna e por saturação do detector, motivo pelo qual, 
caso isso ocorra podemos fazer a correção ou por aumento da razão 
de divisão no injetor (split) ou por meio de diluição da amostra.
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UNIDADE 4  
 ANÁLISE TOXICOLÓGICA QUALITATIVA 

E QUANTITATIVA EM AMOSTRAS DE 
INTERESSE FORENSE 

A toxicologia forense é uma das disciplinas técnico-científicas que 
constituem as denominadas Ciências Forenses, e coloca a ciência 
Toxicologia a serviço da Justiça. Pode ser definida como a aplicação 
desta ciência (Toxicologia) com finalidade judicial, estando frequen-
temente associada ao trabalho policial e fórum criminal, mas serve 
também à outras áreas da justiça, como o direito civil, trabalhista ou 
desportivo (CHASIN; LIMA, 2021) Esta área da Toxicologia pode ser 
dividida em quatro seguimentos principais: 

I.	 Toxicologia forense post mortem: que determina a presença ou 
ausência de toxicantes ou seus produtos de biotransformação 
(metabólitos) em amostras biológicas para avaliar a influência 
destas substâncias como fatores na causa mortis ou na 
circunstância ante mortem.

II.	 Toxicologia forense do desempenho humano: que determina 
a presença ou ausência de substância psicoativa em amostras 
biológicas humanas e avalia seu papel no desempenho e 
comportamento humano. Como exemplos, pode-se citar as 
investigações de crimes contra o patrimônio (por exemplo: 
roubo) ou contra a pessoa (por exemplo: estupro) facilitado 
pelo uso de substâncias psicoativas que diminuem a atenção da 
vítima, ou a verificação do uso de álcool e drogas em motorista 
e consequente alteração na capacidade de dirigir.

III.	Testagem de drogas no ambiente de trabalho: através de 
análises toxicológicas realizadas em amostras biológicas, 
geralmente urina, é feita a pesquisa de drogas de abuso lícitas  
e ilícitas durante testes pré-admissionais, aleatórios,  
em acidentes e/ou em casos suspeitos. O objetivo deste tipo de 
testagem é evitar que pessoas realizem funções de alto risco 
(pilotos de aviação, transportadores de produtos perigosos, 
entre outros) sob efeito de substâncias que possam prejudicar 
suas funções cognitivas.

IV.	Controle de dopagem no esporte: esta área da toxicologia 
forense é regulada pela justiça desportiva, e nela análises 
toxicológicas são realizadas para pesquisar se atletas estão 
competindo fazendo uso de substâncias quem melhoram a 
performance durante a competição.

No Brasil, o termo toxicologia forense se relaciona principalmente 
com as investigações criminais, o que leva a se conjecturar que termos 
como Toxicologia Criminal ou Toxicologia Médico-Legal seriam 
adequados para designar a prática da Toxicologia que se realiza nas 
instituições de segurança pública em âmbitos estadual e federal 



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

56

(CHASIN; LIMA, 2021). Porém, outras áreas da toxicologia forense 
estão em franca evolução no Brasil, sendo desenvolvidas, por exemplo, 
por laboratórios privados e universidades.

Mathieu J. B. Orfila (1783-1853), considerado o pai da toxicologia 
forense, foi o primeiro a demonstrar ser possível utilizar a química 
analítica para identificar toxicantes em tecidos e fluidos biológicos 
coletados post mortem, e produzir uma prova legal de intoxicação 
(OLIVEIRA, 2018). Assim, a toxicologia forense está intimamente 
relacionada à toxicologia analítica , uma vez que a toxicologia fo-
rense faz uso das ferramentas fornecidas pela química analítica na 
estimativa qualitativa e quantitativa das substâncias de interesse 
toxicológico presente nos diferentes tipos de matrizes.

Embora as análises toxicológicas post mortem sejam de fato um 
importante ramo da toxicologia forense, os exames realizados ante 
mortem também fazem parte desta área da toxicologia. A verificação 
de uso de drogas no ambiente de trabalho e no trânsito, a pesquisa 
de substâncias psicoativas utilizadas como facilitadoras de crime 
(como no golpe “Boa noite Cinderela”) e a dopagem no esporte 
são outros exemplos de análises toxicológicas ante mortem com 
finalidade forense, uma vez que os resultados obtidos nos exames 
também terão implicações legais.

Os laboratórios de toxicologia forense possuem complexa estru-
tura analítica, que combina análise de grande número de possíveis 
toxicantes, presentes em concentrações extremamente variadas  
(de pg/mL a mg/mL), em fluidos biológicos complexos (com grande 
quantidade e diversidade de possíveis interferentes) (SKOPP, 2004; 
DORTA et al., 2018).

Em toxicologia forense post mortem, o sangue total é a amostra bioló-
gica mais empregada na análise toxicológica. É uma matriz complexa, 
mais viscosa, por vezes coagulada, e que pode sofrer transformações 
de constituição a depender do estado de decomposição do cadáver 
(SKOPP, 2004; DRUMER, 2004). Assim, o sangue total coletado de 
cadáveres possui características que o diferem do sangue total cole-
tado de indivíduos vivos, não sendo possível a separação de soro ou 
plasma para realização de exames (SKOPP, 2004). Mesmo com estas 
dificuldades (características da matriz), a concentração sanguínea de 
um toxicante é uma das principais informações para a investigação 
de causa mortis (MARTINIS et al., 2018).

Nas análises ante mortem, o sangue (e seus derivados soro e plasma) 
é importante pois a concentração do xenobiótico neste material 
frequentemente apresenta boa correlação com seu efeito (tóxico). 
Contudo, uma vez que a coleta desta matriz biológica é sempre inva-
siva, vários cuidados devem ser tomados para garantir a segurança 
do paciente e a qualidade da amostra coletada, tais como assepsia 
do local da coleta, a qualidade e a quantidade de anticoagulante 
empregado (escolhido de acordo com a análise que será realizada),  
o modo de armazenamento (temperatura ambiente, sob refrigeração 
ou congelamento) e o tempo decorrido entre a coleta e a análise. 
Outro desafio desta matriz é a curta janela de detecção, limitada 
a algumas horas ou poucos dias desde a exposição ao xenobiótico 
(FLANAGAN et al., 2020).
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A urina constitui importante material biológico para a análise toxico-
lógica forense, ante mortem ou post mortem, pois neste fluido biológico 
as concentrações dos toxicantes e dos seus respectivos produtos de 
biotransformação são relativamente altas (quando comparadas ao 
sangue). Contudo, os resultados de análises realizadas em amostras 
de urina oferecem pouca correlação com possíveis efeitos biológicos 
provocados pela substância identificada, pois vários são os fatores 
que afetam a taxa de excreção de determinado composto e o volume 
urinário. Mesmo assim, a urina é o principal material biológico para 
exames de triagem de drogas de abuso (FLANAGAN et al., 2020).

O humor vítreo, fluido que se encontra na cavidade posterior do olho 
preenchendo o espaço entre o cristalino e a retina, é uma matriz sim-
ples e estável disponível para os exames toxicológicos post mortem. 
Trata-se de um fluido gelatinoso, transparente e incolor, mantido 
coeso por uma delicada rede de fibrilas e cuja viscosidade é devida 
à presença de ácido hialurônico (MARTINIS et al., 2018; BÉVALOT, 
F. et al., 2016). Como sua posição é anatomicamente isolada e de 
pouco contato com material passível de autólise, o humor vítreo é o 
fluido biológico menos sujeito às alterações químicas que ocorrem 
post mortem. Como desvantagem, cita-se o limitado volume de 
amostra disponível (1,5-2,0 mL) (BÉVALOT, F. et al., 2016; PERES, 
2013), propício para técnicas de extração que requeiram menor 
volume de amostra. Diversas drogas de abuso podem ser analisadas 
em humor vítreo, como cocaína, anfetamínicos e opiáceos (PERES, 
2013; COSTA et al. 2014).

O cabelo é uma amostra indicada quando se pretende detectar a 
presença de substâncias psicoativas por um período prolongado, de 
semanas a meses após a exposição. Como o cabelo cresce aproxima-
damente 1 cm por mês, a partir da análise de fragmentos seriados do 
cabelo, é possível verificar o histórico de consumo ou abstinência do 
usuário sendo útil, por exemplo, na análise de substâncias psicoa-
tivas em pacientes sob tratamento de reabilitação de dependência e 
monitoramento da abstinência, em casos de dopagem no esporte e 
casos forense (CARDOSO et al. 2021).

O fluido oral, que será estudado em detalhes em outro curso, é uma 
das matrizes mais exploradas atualmente para análises toxicológicas 
ante mortem. Esta amostra biológica possui como principal vantagem 
a facilidade de coleta, que não é invasiva e pode ser realizada sob 
observação sem que haja constrangimento do doador – esta caracte-
rística é fundamental para viabilizar a coleta da amostra em situações 
de campo, como em fiscalização (blitz) de trânsito, na avaliação do 
uso de drogas no ambiente de trabalho e em estudos epidemiológicos 
sobre uso de drogas (p. ex.: festivais). Outra vantagem importante 
do fluido oral em análises toxicológicas é a correlação que pode ser 
traçada entre as concentrações salivares e sanguíneas de um toxi-
cante. Esta correlação permite, por exemplo, o uso da fluido oral em 
estudo de farmacocinética, em análises forenses e de emergência, por 
permitir correlacionar as concentrações obtidas com alterações com-
portamentais que possam eventualmente ser causadas pelo toxicante 
encontrado nesse fluido (SPIEHLER; COOPER, 2008; TOENNES et al., 
2005). Assim como o humor vítreo, a desvantagem desta amostra 
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biológica é a limitação de volume que pode ser coletado (poucos 
mililitros), especialmente se o doador estiver sob efeito de algumas 
drogas que diminuem a salivação, como a 3,4-metilenodioximetan-
fetamina (MDMA) e o ∆9-tetrahidrocanabinol (THC), por exemplo 
(SPIEHLER; COOPER, 2008).

A saliva é um fluido incolor formado pelas secreções das células 
serosas e mucosas das glândulas salivares (MARQUET; LACHÂTRE, 
1999). É composta basicamente por água (99%), proteínas (0,3%), 
mucopolissacarídeos (0,3%) e eletrólitos (0,4%). Seu pH, quando 
coletada de forma não estimulada, possui valores entre 6,2 e 7,4.  
O fluxo salivar pode variar de 0 a 10 mL/min com produção diária 
de cerca de 500 a 1500 mL (KINTZ; SPIEHLER; NEGRUSZ, 2008).  
As glândulas salivares possuem elevada irrigação sanguínea, reali-
zada principalmente pela artéria carótida. Substâncias circulando na 
forma livre no plasma (não ligada às proteínas) podem atravessar as 
paredes dos capilares sanguíneos e as membranas das células epiteliais 
das glândulas para assim serem secretadas junto à saliva. Princípios 
físico-químicos como a solubilidade e grau de dissociação também 
influenciam a taxa e extensão desta passagem ( KINTZ; SPIEHLER; 
NEGRUSZ, 2008, UNDCP, 2001). O termo fluido oral é o que melhor 
descreve as amostras habitualmente coletadas por expectoração ou 
dispositivos de coleta apropriados, isso porque o fluido presente na 
cavidade oral é a mistura da saliva proveniente das glândulas salivares 
com outros constituintes presentes na boca. A coleta estrita de saliva 
se torna inviável, pois dependeria da extração diretamente de uma 
das glândulas que a produz (SPIEHLER; COOPER, 2008).

Nesta unidade, iremos aprender sobre a realização de exames to-
xicológicos de triagem de drogas de abuso nas matrizes urina e 
sangue, utilizando o imunoensaio como técnica analítica de triagem,  
e a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas como 
técnica confirmação. Serão discutidos os principais fundamentos 
teóricos das técnicas, preparo de amostras, as vantagens e limita-
ções de diferentes procedimentos das análises toxicológicas forense,  
bem como a correta interpretação dos resultados. Espera-se que, 
após o fim desta unidade, os cursistas possam compreender os fun-
damentos das análises toxicológicas de triagem (qualitativas) na 
pesquisa de fármacos, drogas de abuso e praguicidas em amostras 
biológicas, compreendendo as principais técnicas analíticas utilizadas 
para triagem, suas vantagens, desvantagens e limitações.

Será dado destaque ao desenvolvimento de métodos utilizando cro-
matografia em fase gasosa acoplado à espectrometria de massas, 
para pesquisa de fármacos e drogas de abuso em amostras bioló-
gicas, compreendendo os diferentes tipos de extração, os principais 
parâmetros instrumentais relevantes na aquisição e tratamento de 
dados, os critérios de identificação, a interpretação dos resultados e 
a elaboração do relatório final de análise.

Durante a unidade, será dado destaque ao desenvolvimento de 
métodos para análise em fluidos biológicos das duas principais 
drogas de abuso ilícitas presentes no Brasil: a cocaína e a maconha. 
Assim, espera-se que o cursista possa, após este curso, ser capaz de  
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desenvolver método analítico confirmatório para determinar a pre-
sença e a concentração (quantificação) de cocaína e de seus principais 
produtos de biotransformação (benzoilecgonina, metilecgonina, 
cocaetileno) em amostras de urina, compreendendo as etapas de 
preparo de amostras, análise instrumental, tratamento de dados,  
os critérios de identificação, a interpretação dos resultados e a ela-
boração do relatório final de análise.

Ainda, espera-se que seja capaz de desenvolver método analítico 
confirmatório para determinar a presença de ácido 11-nor-Δ9-te-
traidrocanabinol-carboxílico (THC-COOH) em amostras de urina. 
O THC-COOH é o principal produto de biotransformação do Δ9-te-
traidrocanabinol (THC), princípio psicoativo presente na Cannabis 
sativa (maconha). Ao atingir este objetivo, o cursista compreenderá 
aspectos fundamentais do preparo de amostras, análise instrumental, 
tratamento de dados, dos critérios de identificação, da interpretação 
dos resultados e da elaboração do relatório final de análise confir-
matório para verificação do uso de maconha.

4.1 ANÁLISES POR CROMATOGRAFIA GASOSA 
ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

(GC-MS) EM TOXICOLOGIA FORENSE 

A cromatografia gasosa (ou Gas Chromatography, GC), assim como 
as demais modalidades de cromatografia, é uma técnica primor-
dialmente utilizada na separação de analitos presentes numa dada 
amostra. Representa uma das mais importantes técnicas analíticas 
utilizadas na Toxicologia Forense.

Além disso, o sistema é capaz de realizar análises qualitativas,  
sobretudo por meio de comparação entre os tempos de retenção de 
componentes de uma amostra, com aqueles obtidos quando da injeção 
de padrões no sistema.

Outra possibilidade de análise é a quantificação da substância de in-
teresse. Dessa forma, as áreas dos gráficos gerados após a passagem 
dos analito(s) pelo detector são utilizadas como elemento para esta-
belecer a correlação entre amplitude do sinal (ex.: tamanho da área 
ou altura de pico) e concentração do analito na amostra.

O equipamento consiste basicamente de:

	¤ Um sistema de injeção de amostras.

	¤ Uma câmara para vaporização das amostras, uma coluna 
cromatográfica dotada de revestimento interno (em geral, 
um filme de líquido de alta viscosidade - com o qual os 
componentes da amostra serão separados em virtude da 
interação de forma diferencial, conforme a afinidade entre 
amostras e coluna).

	¤  Um detector.
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Passada a etapa de separação, os componentes da amostra podem ser 
observados por diferentes tipos de detectores (Figura 1). Os detectores 
normalmente utilizados estão elencados na Tabela 1.

O sinal elétrico gerado pelo(s) detector(es), quando da interação 
com componentes da amostra, é transmitido a um computador, que,  
por sua vez, exibirá um gráfico correlacionando a intensidade do 
sinal (eixo Y) com o tempo decorrido entre a injeção da amostra e a 
detecção de cada um dos seus componentes (eixo X).

Coluna
Detecção

Análise

Detecção

Cromatrograma

Tempo

Intensidade

Figura 1. Esquema geral de um Cromatógrafo 
Gasoso com um detector genérico: dependendo da 

estrutura química, cada componente da amostra 
interage de forma diferencial com a coluna; com 
isso, aqueles que mais interagirem com a coluna 

terão seu percurso retardado e serão separadas das 
demais estruturas; após interação com o detector 

é gerado um sinal elétrico, traduzido, via software, 
para um gráfico que correlaciona intensidade do 

sinal com o tempo gasto entre a injeção da amostra 
e as detecções de seus componentes; a intensidade 

do sinal pode ser proporcional à concentração de 
cada componente da amostra.

Já que uma das etapas da análise via cromatografia gasosa consiste 
na vaporização do(s) analito(s), são condições necessárias para essas 
substâncias de interesse: a volatilidade e a termoestabilidade. Há ainda 
a possibilidade de volatilização por meio de um processo denominado 
derivatização, que nada mais é que uma reação com um composto 
denominado agente de derivatização, conforme ilustrado na Figura 2.
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Tipo de Detector Modo de Funcionamento Tipo de informação 

Condutividade Térmica* Diferença entre condutividade 
térmica do gás de referência  
e os analitos

Tempo de retenção*

Ionização por Chama Detecção baseada na mudança 
de ionização ocasionada pela 
queima do(s) analito(s)

Tempo de retenção

Nitrogênio e Fósforo Detecção baseada na interação 
entre plasma do detector e 
elétrons livres de analitos 
nitrogenados e/ou fosforados

Tempo de retenção e 
informação estrutural 
(presença de “N” e/ou “P”)

Captura de Elétrons Detecção baseada na variação 
de sinal causada pela captura 
de elétrons por compostos 
dotados de moléculas 
dotadas de átomos de alta 
eletronegatividade  
(ex.: halogenados)

Tempo de retenção e 
informação estrutural 
(presença de heteroátomos 
eletronegativos como  
“Cl”, “Br” e “I”)

Espectrômetro de Massas* Ionização, fragmentação de 
analito(s) e seleção destes 
últimos para comparação com 
bancos de dados

Tempo de retenção e espectro 
de massas*

| TABELA 1 - ALGUNS DOS PRINCIPAIS DETECTORES UTILIZADOS EM 
CROMATOGRAFIA GASOSA 

* Detectores denominados de universais, por serem 
capazes de detectar qualquer tipo de analito.
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Figura 2. Alguns exemplos de reações 
de derivatização.

4.2 CONSIDERAÇÕES SOBRE O USO DO GC-MS 
EM TOXICOLOGIA FORENSE 

Com base na funcionalidade dos componentes do equipamento, 
podemos dividi-lo da seguinte forma:

1.	 Sistema de introdução da amostra

2.	 Cromatógrafo Gasoso

3.	 Espectrômetro de Massas

4.	 Software para controlar o instrumento e para  
tratamento de dados

Em relação ao sistema de introdução de amostra, será utilizado o CTC 
para Cromatógrafo Gasoso, capaz de realizar injeções de líquidos e 
vapores (via headspace, com seringa aquecida ou ainda, por meio de 
micro extração em fase sólida – SPME). Salienta-se ainda que o CTC 
possui forno para aquecimento de amostras, bem como estação para 
condicionamento de fibras para SPME.

Após a amostragem (com ou sem aquecimento), é feita a injeção 
para o cromatógrafo, cujo inlet (porta de entrada da amostra) é do 
tipo split/splitless.

Na injeção no modo split, apenas parte da amostra é enviada para a 
coluna, ocorrendo uma espécie de diluição durante o processo. Já no 
tipo de injeção splitless, cerca de 95% daquilo que foi injetado será 
transferido do inlet para a coluna.
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Na Tabela 2 temos a descrição dos principais componentes consu-
míveis do inlet.

Componente Função 

Septo 
Responsável pela vedação do  
ápice do injetor. 

O-Ring 
Responsável por vedação da região 
superior do inlet. 

Liner 
Câmara na qual ocorre, quando 
possível, a vaporização dos 
compostos presentes na amostra. 

Selo Dourado 
Situado na região logo abaixo do liner; 
na sua face externa, acomoda-se a 
anilha do injetor. 

Washer 
Arruela metálica situada entre a porca 
do inlet e o selo dourado; utilizada na 
vedação do inlet. 

| TABELA 2 - PRINCIPAIS CONSUMÍVEIS DO INLET

Na Figura 3, observa-se o resumo do funcionamento destas duas 
possibilidades quando da injeção da amostra.  

 
Figura 3. Momento da injeção em dois modos diferentes: Split e 
Splitless. No primeiro, a válvula de Split Vent permanece aberta, 

fazendo com que a maior parte do fluxo total seja desprezada; 
no modo Splitless, a válvula de Split Vent encontra-se fechada e 
o fluxo total será a soma do fluxo direcionado à coluna e aquele 

enviado para o septo.



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

64

Já o espectrômetro de massas (MS 5975-C) pode ser dividido nos 
itens abaixo, e cujas funções estão listadas na Tabela 3 e Figura 4.

	¤ Fonte de Íons

	¤ Analisador de Massas

	¤ Sistema de Detecção

	¤ Sistema de Vácuo

| TABELA 3 - DIVISÃO DOS COMPONENTES DO 
ESPECTRÔMETRO DE MASSAS

Componente Descrição Sucinta 

Fonte de Íons 

Responsável pela ionização dos analitos 
(emissão de feixe de elétrons por filamentos 
incandescentes), pela fragmentação 
e posterior aceleração focalização dos 
fragmentos formados em direção ao 
analisador de massas. 

Quadrupolo (analisador 
de massas) 

Responsável pela seleção de íons, por meio 
de aplicações de potenciais que estabilizam 
a trajetória de apenas uma razão massa/
carga por vez. 

Sistema de Detecção 

Composto por Dinodo de Alta Energia 
(HED) e multiplicadora de elétrons (EM); 
ambos submetidos a grandes diferenças 
de potencial; são responsáveis pela 
amplificação e detecção do sinal gerado 
pelos fragmentos “filtrados” no quadrupolo.  

Sistema de Vácuo 
Criar ambiente necessário para  
que o sistema apresente sensibilidade  
e reprodutibilidade. 
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As etapas de funcionamento do MS-5975-C podem ser resumidas assim:

	¤ Ionização do composto promovida por emissão de feixe de 
elétrons com energia fixa de 70 eV.

	¤ Ejeção com focalização dos íons formados, em direção ao 
quadrupolo (analisador de massas).

	¤ Seleção de massas por dois modos básicos:

	} Varredura de uma faixa de razões massa/carga (SCAN).

	} Seleção de razões massa/carga específicas características 
de um dado composto (Selected Ion Monitoring - SIM).

	¤ Detecção de razões massa/carga selecionadas.

	¤ Apresentação dos dados.

SISTEMA DE VÁCUO

Fonte 
de Ionização

Quadrupolo
HED e 

Multiplicadora 
de Elétrons

Responsável seleção 
dos fragmentos gerados 
na fonte de íons

Detecção e amplificação do 
sinal gerado por fragmentos 
carregados produzidos na 
fonte de íons

Aceleração e focalização 
dos íons para o interior 
do quadrupolo

Ionização dos analitos que 
saem da coluna capilar

Aumentar livre percurso 
médio dos íons desde a 
formação até a detecção

Aumentar a vida útil 
de filamentos

Figura 4. Resumo dos Principais Componentes do 
Espectrômetro de Massas.
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A Figura 5 mostra todo o processo que ocorre no espectrômetro 
de massas desde a chegada da amostra pela região da coluna que 
se encontra na interface, até a geração do sinal que será traduzido 
para um espectro.

 
Figura 5. Esquema do Espectrômetro de Massas: compostos 

voláteis da amostra saem da coluna cromatográfica e chegam à 
fonte de íons. Nesta, são submetidos a um feixe de elétrons que 

remove um ou mais elétrons das moléculas, levando ao processo 
de ionização. Os íons formados na fonte são acelerados em 

direção ao analisador de massas (neste caso: um quadrupolo) 
que fará a “filtragem” dos íons de acordo com a programação 
desejada; os íons que conseguem atravessar o quadrupolo são 

direcionados para o Dinodo de Alta Energia (HED), no qual 
promoverão o surgimento de uma corrente elétrica que será 
então direcionada para a Multiplicadora de Elétrons. Nesta, 

ocorre amplificação do sinal (aumento da corrente gerada no 
HED) que será tratado pelo Software ChemStation. A informação 

final é o espectro de massas.

Já na Figura 6 temos uma síntese do processo de fragmentação e a 
correspondência entre os fragmentos gerados e o espectro observado.

Em relação aos espectros de massas temos como nomenclatura básica:

	¤ pico base - fragmento de maior abundância.

	¤ íon molecular - fragmento que possui razão massa-carga igual 
a massa da molécula que o originou.

XYZ

e
XY + Z
XZ + Y
YZ + X

XY

XZ

Pico base
Abund

m/z

Íon molecular

YZ
XYZ

Figura 6. Após a formação, seleção e detecção 
de íons correspondentes à fragmentação de um 

composto, o resultado é uma compilação de 
informações em forma gráfica sobre as razões 
massa-carga e suas respectivas abundâncias, 

denominada espectro de massas.
A seguir, serão apresentados os principais detalhes relacionados a 
cada um dos componentes no espectrômetro de massas.        
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4.2.1 PROCESSO DE IONIZAÇÃO 

No processo de ionização, um feixe de elétrons com energia, de valor 
fixado em 70 eV, é incidido sobre os componentes que saem da coluna 
cromatográfica, promovendo a perda de seus elétrons. Para compostos 
com massa molecular próxima de 1.000 unidades e massa atômica 
(u.m.a.), ou menores do que esta, a perda é tipicamente de 1 elétron, 
sendo que a eficiência de ionização é da ordem de 0,01%.

Contudo, dada a transferência de energia ocasionada pela interação 
entre o feixe de elétrons e as moléculas, elas, além de sofrerem perda 
de elétrons, acabam se fragmentando.

Todas as espécies deficientes em elétrons e que apresentem carga 
positiva formadas durante este processo são ejetadas da fonte de 
íons por conta de repulsão eletrostática causada pelo elemento da 
fonte denominado repeller e em seguida são focalizadas em direção 
ao analisador de massas por uma série de lentes magnéticas.        

4.2.2 PROCESSO DE SELEÇÃO DE MASSAS  
NO QUADRUPOLO

Os fragmentos formados na fonte de íons são diferenciados no ana-
lisador por meio da medida da razão entre sua massa e a sua carga 
(m/z) cuja unidade é denominada Thomson.

O sistema CTC-GC-MS-5975C apresenta analisador do tipo qua-
drupolo é formado por dois pares de barras de quartzo com ouro, 
dispostos em planos perpendiculares entre si.

Cada par de barras é submetido a um potencial elétrico denominado DC 
e outro denominado RF, que, em conjunto, conferem a um dos pares 
de barra um potencial positivo e, para o outro, um potencial negativo.

Graças ao RF, estes potenciais variam tal como uma onda senoidal de 
forma que o par de barras, que num dado momento encontrava-se 
sob potencial negativo, passe a ser submetido a potenciais cada vez 
maiores até alcançar um potencial positivo máximo que, ao ser atingido,  
faz com que potenciais cada vez menores sejam aplicados ao quadru-
polo até que o valor de potencial negativo original seja restabelecido. 

Este processo de inversão de potencial ocorre de forma semelhante para o 
par de barras submetido inicialmente ao potencial negativo e, em ambos 
os casos, a variação ocorre milhões de vezes por segundo (MHz).

Para um dado conjunto de potenciais DC e RF aplicados aos dois pares de 
barras, há a estabilização da trajetória de uma razão massa/carga por vez.

Assim, por exemplo, se num dado momento o quadrupolo encon-
tra-se submetido a potenciais que estabilizam a trajetória do frag-
mento de m/z 77 em direção ao sistema de detecção, todos os demais  
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fragmentos de razão massa/carga que adentraram o quadrupolo com 
aquele primeiro (77) terão suas trajetórias instabilizadas e não serão 
transferidos para o detector (Figura 7).

Ainda em relação ao processo de seleção de íons pelo quadrupolo, 
este pode ocorrer de duas formas: no modo de Varredura (Scan) ou 
no modo de Monitoramento de Íons Selecionados (SIM).

 Figura 7. Efeito da variação do potencial aplicado ao 
quadrupolo sobre a seleção dos fragmentos gerados na 

fonte de íons: para cada par RF/DC aplicado aos pares de 
barras do quadrupolo, apenas uma m/z terá sua trajetória 
estabilizada em direção ao sistema de detecção; as demais 

m/z são instabilizadas e podem colidir contra o quadrupolo, 
tornando-se neutras e posteriormente, sendo removidas do 

MS pelo sistema de “vácuo”.

4.2.3 AQUISIÇÃO DE DADOS NO MODO SCAN 

No modo de aquisição por varredura (Scan), o quadrupolo é ajustado 
para selecionar razões massa/carga (m/z) que se encontram dentro de 
um intervalo estipulado pelo usuário. As m/z que se encontram dentro 
desta faixa previamente definida serão filtradas da seguinte forma:

	¤ É aplicada ao quadrupolo o par DC-RF para estabilizar a 
trajetória do fragmento de maior massa estipulado pelo 
usuário; todos os demais fragmentos que tiverem m/z 
diferentes deste terão sua trajetória desestabilizada.

	¤ Num segundo momento, ocorre a variação de DC-RF aplicada 
ao quadrupolo de tal forma que o fragmento que apresente 
um valor de m/z que difira em 0,1 u.m.a./coulomb (unidade de 
massa atômica/coulomb) do seu antecessor será estabilizado 
em detrimentos dos demais.
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	¤ O processo de varredura dos fragmentos ocorre até que 
aquele que apresente menor razão massa/carga definida pelo 
usuário seja alcançado.

Ao processo de seleção de fragmentos dentro de um intervalo de 
valores de m/z previamente definido, dá-se o nome de Scan e suas 
etapas podem ser definidas de acordo com a Figura 8.

Aumento da Amostragem
(Sampling)

Aumento da
Amostragem
(Sampling)

Tempo para 1 ScanTempo para 1 Scan

Sentido da Varredura

Sentido da Varredura

550 550
449,9

50,1

50 50

Aumento:

Faixa de Massas
Amostragem (Sampling)

Diminuição do
Número de Scans

Aumento de Tilting
Perda de Simetria dos Picos

Figura 8. Resumo dos efeitos relacionados aos 
principais parâmetros de análise no modo SCAN.

Os principais parâmetros a serem observados na configuração de uma 
aquisição no modo Scan são resumidos na Tabela 4.
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Parâmetro Função Comentário 

Faixa de m/z
Determina o intervalo de razões 
massa/carga que será percorrido.

A faixa de massas deve ser tal que 
o ruído de fundo seja minimizado e 
o íon molecular, quando possível, 
seja observado. As faixas típicas de 
uso são: 40-500, 45-550 m/z, para 
moléculas como drogas de abuso e 
medicamentos e de 18 até 120 m/z, 
para solventes e moléculas de baixa 
massa molecular.

Amostragem
Parâmetro relacionado ao tempo de 
monitoramento de cada fragmento 
analisado pelo quadrupolo.

Em geral este valor é ajustado dentro 
de uma faixa entre 0 e 2 e junto com a 
faixa de m/z, ajusta o número de scans 
de um pico, além de se relacionar a 
sensibilidade do método.

Ponto de corte 
(threshold)

Delimita a abundância mínima a 
partir da qual um sinal gerado por 
um fragmento será armazenado no 
arquivo de dados.

Um threshold alto pode fazer com que 
informações importantes sobre o 
perfil de espectro de interesse sejam 
perdidas; para análise de traços, este 
parâmetro pode ser zero.

Número de 
Scans por pico

Parâmetro relacionado à simetria de 
pico e ao fenômeno de variação de 
espectros de massas que compõem 
um dado pico.

Para análise qualitativa este valor deve 
variar entre 5 e 10; quando a análise for 
quantitativa, o ideal é que este valor 
esteja no intervalo entre 15 e 20 scans.

| TABELA 4 - PRINCIPAIS PARÂMETROS A SEREM OBSERVADOS NA 
AQUISIÇÃO NO MODO SCAN

4.2.4 AQUISIÇÃO DE DADOS NO MODO SIM 

Diferente do método Scan, no qual é selecionada uma faixa de m/z, 
no modo de Monitoramento de Íon Único (Selected Ion Monitoring ou 
SIM) é feita a seleção apenas de alguns fragmentos de gerados pelo(s) 
analito(s). Tipicamente são escolhidos de dois a quatro íons para a 
análise neste modo de aquisição.

Como apenas alguns íons são escolhidos, os sinais produzidos por 
interferentes ou ruídos de fundo, são minimizados, aumentando 
assim a razão entre sinal gerado pelo analito e ruído, resultando em 
um aumento da sensibilidade.
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Contudo, como o número de fragmentos observados no modo SIM é 
pequeno, a informação estrutural também se torna menor.

Por conta deste fato, este tipo de modo de aquisição de dados é mais 
utilizado para processos de quantificação, nos quais os analitos 
já são previamente conhecidos e a ocorrência destes na amostra 
analisada é esperada.

Na Tabela 5 temos os principais parâmetros associados à aquisição 
no modo SIM.

Parâmetro Função Comentário 

Fragmentos escolhidos 
para Monitoramento 

Caracterizar o composto  
de interesse. 

Em geral a escolha está baseada 
na abundância e na m/z. 

Dwell Time

Parâmetro relacionado ao tempo 
de monitoramento de cada 
fragmento analisado  
pelo quadrupolo.

Tempo de residência do ajuste 
do quadrupolo para a passagem 
de uma única m/z. É um 
fator utilizado, dentre outras 
funções, para ajustar o número 
de ciclos por segundo.

Resolução

Parâmetro relacionado à 
discriminação de fragmentos 
incluídos num mesmo grupo; 
relaciona-se ainda à sensibilidade.

Define a largura a meia altura dos 
picos analisados no modo SIM.

Número de ciclos por pico
Parâmetro relacionado à simetria 
de pico e qualidade do sinal.

Para análise em condições ideais 
este valor deve estar entre  
15 e 25 ciclos.

| TABELA 5 - PRINCIPAIS PARÂMETROS A SEREM OBSERVADOS NA 
AQUISIÇÃO NO MODO SIM

No modo SIM, a escolha dos fragmentos para monitoramento é feita 
com base, principalmente, na abundância e na razão massa/carga. 
Assim, quanto maior forem os valores destes dois parâmetros para 
um determinado fragmento, maior é a representatividade deste 
dentro do conjunto de fragmentos da estrutura que se quer analisar.

Já o Dwell Time está relacionado ao tempo em que o quadrupolo es-
tabilizará uma única razão massa-carga.
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Por uma questão de simplicidade, recomenda-se o uso de mesmo 
tempo de monitoramento (Dwell Time) para todos os fragmentos de 
um dado analito, pois assim, a abundância relativa que seria obser-
vada no modo Scan é preservada para o modo SIM.

Contudo, este critério não é fixo e pode ser alterado, por exemplo, 
quando se deseja destacar a intensidade de um íon que apresentaria 
baixíssima intensidade com a conservação do Dwell Time igual para 
todos os fragmentos analisado.

Por fim, cabe ressaltar que a eletrônica do sistema permite a aquisição 
de dados nos modos SIM/SCAN de forma simultânea.

4.2.5 SISTEMA DE DETECÇÃO 

O sistema de detecção do equipamento é composto basicamente por 
um eixo que desvia os fragmentos que passaram pelo analisador de 
massas, além de um Dinodo de Alta Energia (High Energy Dinode ou 
HED), submetido a um potencial negativo de -10.000 V, que tem como 
função atrair os fragmentos com carga positiva para si.

Quando os fragmentos atingem o HED, este emite um feixe de elétrons 
(corrente elétrica) em direção à multiplicadora de elétrons.

Esta, por sua vez, amplifica a corrente gerada pelo HED da seguinte 
forma: para cada elétron que colide contra seu interior, uma quanti-
dade de elétrons é liberada da superfície interna da multiplicadora de 
elétrons e que colidirão com outras regiões desta mesma superfície.  
A corrente gerada por este processo pode ser milhares de vezes su-
perior à corrente emitida pelo HED.

A razão entre a corrente gerada na multiplicadora de elétrons e a cor-
rente emitida pelo HED é denominada ganho, fator que é diretamente 
proporcional à diferença de potencial aplicada à multiplicadora de 
elétrons. Quanto maior for o ganho, maior será o sinal obtido.

Contudo, quanto maior for a diferença de potencial aplicada à mul-
tiplicadora de elétrons, menor será a vida útil deste componente.

Este processo de seleção de íons ao longo do tempo tem como resul-
tado um gráfico tridimensional denominado Cromatograma de Íons 
Totais (Total Ion Chromatogram ou TIC) que relaciona razão massa/
carga, tempo e abundância de cada fragmento detectado (Figura 9).

Por este gráfico identifica-se que os picos correspondentes a cada 
m/z são independentes uns dos outros. Além disso, é importante 
salientar que os picos que se observam no TIC são virtuais e re-
presentam a somatória das áreas dos picos correspondentes a  
cada fragmento detectado.
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Devido à velocidade com a qual os potenciais dos quadrupolos podem 
variar (frequência na ordem de MHz) no resultado, vemos que os 
ápices dos picos correspondentes a cada uma das m/z estão prati-
camente coincidentes, gerando a ideia de que todos foram filtrados 
ao mesmo tempo (Figura 10).

Ainda em relação ao espectro de massas obtido no final da análise,  
é preciso ter em mente que mesmo sem informações que possam ser 
utilizadas como referência, é possível inferir sobre algumas carac-
terísticas da molécula analisada.

Figura 9. Razão massa/carga, tempo e abundância de cada 
fragmento detectado no espectrômetro de massas.

Figura 10. Ápices de picos correspondentes a cada uma das 
m/z estão praticamente coincidentes, gerando a ideia de que 

todos foram filtrados ao mesmo tempo.
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Por exemplo, quando uma molécula apresenta um número par de 
nitrogênios, seu íon molecular, quando presente, apesentará um 
valor par de m/z. Quando o número de nitrogênios for ímpar, o íon 
molecular, quando observável, terá m/z ímpar (Figura 11).

A presença de alguns halogênios também pode ser inferida a partir 
do espectro de massas: se uma molécula apresenta um átomo de 
cloro, haverá no espectro (mesmo que em baixa abundância) um 
par de m/z que difere em 2 unidades e que estará proporção de cerca 
de 100:32,5. Caso haja um átomo de Bromo, está proporção será de 
aproximadamente 100:98.  

a

b

Figura 11. Espectros de massas de substâncias com 
número ímpar (a) e par (b). 4.2.6 SISTEMA DE BAIXA PRESSÃO (“VÁCUO”)  

DO ESPECTRÔMETRO DE MASSAS 

Diferente do Cromatógrafo Gasoso, que trabalha numa pressão próxima 
daquela que se encontra na atmosfera (cerca de 760 Torr), o Espectrô-
metro de Massas trabalha sob baixa pressão (em torno de 10-5 Torr).

Tal requisito faz-se necessário não apenas pelo fato de que no interior 
espectrômetro de massas há filamentos incandescentes e compo-
nentes metálicos submetidos a altas temperaturas e a diferenças de 
potenciais que, sob pressão atmosférica, poderiam ocasionar aumento 
da oxidação, além de descargas elétricas.



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

75

A necessidade de pressão reduzida relaciona-se também a um pa-
râmetro denominado livre percurso médio, que pode ser entendido 
como o caminho percorrido por um fragmento gerado na fonte de 
íons sem que este colida com vapores, gases ou outro elemento que 
faça parte da “atmosfera” do interior do espectrômetro.

Assim, a diminuição da quantidade de matéria no interior do espec-
trômetro de massas também se encontra relacionada à minimização 
de possíveis reações entre os íons formados e espécies reativas como,  
por exemplo, oxigênio e água; também está relacionada à minimização 
de ionização de gases e vapores na fonte de íons que poderiam au-
mentar o sinal de ruído de fundo. Em ambos os casos, a consequência 
direta seria a diminuição de sensibilidade.

Para manter o espectrômetro de massas sob baixa pressão, são ne-
cessárias duas bombas.

A primeira delas, denominada de bomba de pré-vácuo ou mecânica, 
situa-se fora do espectrômetro e é responsável pela geração de pressão 
suficientemente baixa para que a segunda bomba possa atuar. Ela é 
dotada de pás que se removem matéria do sistema e a mistura em 
óleo dotado de propriedades físico-químicas adequadas para este 
tipo de uso (Inhland 45).

Já a segunda bomba de baixa pressão encontra-se no interior do es-
pectrômetro, não possui óleo e é responsável por reduzir ainda mais 
a pressão proporcionada pela bomba mecânica. Seu funcionamento 
está baseado num sistema de pás fixas ao seu corpo e um eixo central 
dotado de pás cujo movimento rotacional faz com que a matéria do 
interior do espectrômetro seja capturada e movimentada para regiões 
cada vez mais inferiores da bomba até que esta seja enviada para uma 
saída que apresenta conexão com a bomba mecânica.

Por conta desta necessidade de baixa pressão associada à limitação 
de remoção de matéria do “sistema de vácuo”, o espectrômetro de 
massas, diferentemente de outros detectores associados à Croma-
tografia Gasosa, apresenta uma limitação em termos de fluxos de 
trabalho aplicados à coluna cromatográfica, que não devem ultra-
passar 2,0 mL/min.

Além disso, para que a pressão no interior do MS permaneça constante, 
o ideal é que o cromatógrafo gasoso seja ajustado para trabalhar em 
regime de fluxo constante.
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4.3 O TUNING E SUA IMPORTÂNCIA PARA O 
EXAME TOXICOLÓGICO POR GC-MS 

Conforme o sistema GC-MS é usado, seus componentes internos 
invariavelmente acabam sendo impregnados por sujidades, quer 
seja por injeções de amostras de alta concentração ou pelo número 
de amostras analisadas, e com isso o desempenho do equipamento 
pode ser comprometido.

Uma das formas de contornar tal problema seria a limpeza do sistema, 
toda vez que este fosse diagnosticado abaixo do desempenho ideal.

Contudo, na prática, este tipo abordagem torna-se desaconselhada 
uma vez que para a limpeza da fonte de íons é necessário abrir o 
espectrômetro de massas e tal procedimento implica em manter o 
equipamento inoperante durante algumas horas.

Além disso, o risco de ser gerada uma entrada de ar ou ainda de dani-
ficação de algum dos componentes da fonte de íons será proporcional 
ao número de intervenções no sistema.

Para solucionar estas possíveis situações realiza-se um procedimento 
denominado Tune, no qual, ocorre a correção de pequenos desvios 
de calibração ocasionados, sobretudo pela impregnação de sujidades 
no espetrômetro de massas.

Por meio do Tune é possível também a realização de avaliação do 
sistema GC-MS quanto à presença de entradas de ar e/ou umidade 
ou ainda sujidades presentes em fonte de íons.

Durante a execução desta calibração ocorrem ajustes dos seguintes 
componentes e parâmetros:

	¤ Diferenças de potencial aplicadas ao repeller e lentes  
da fonte de íons

	¤ Diferença de potencial aplicada à eletromultiplicadora

	¤ Correção de largura de pico

	¤ Correção de Assinatura (eixo) de Massas

Para tanto, durante este procedimento, é utilizado o Perfluortribu-
tilamina (PFTBA), um agente de calibração composto apenas por 
Nitrogênio, Flúor e Carbono.

Durante o procedimento de Tune, ocorre a liberação da entrada deste 
calibrador para a fonte de íons e nesta, ele é ionizado e fragmentado.

Nos tipos mais utilizados de Tune, são monitorados basicamente três 
fragmentos, com razões massa-carga de 69, 219 e 502, que são moni-
torados para os ajustes que ocorrem ao longo do processo de calibração.
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Dentre tais processos destacam-se o estabelecimento entre os poten-
ciais aplicados ao quadrupolo (RF e DC), as diferenças de potenciais 
aplicadas aos elementos da fonte de íons (repeller, drawout, ion focus, 
entrence lenses) e à multiplicadora de elétrons, além do ajuste dos 
picos referentes a cada um dos fragmentos supracitados.

Uma vez que os estes potenciais e os demais parâmetros de Tune tenham 
sido estabelecidos, é feita uma extrapolação desses. Como resultado, 
é gerada uma reta denominada linha de Scan, que correlaciona os po-
tenciais DC e RF aplicados ao quadrupolo, com a estabilização de m/z 
ao longo de uma faixa que vai de 1.6 até 1050 u.m.a.

O coeficiente angular e o linear desta curva, denominados, respec-
tivamente, AMU Gain e AMU Offset, estão relacionados à largura dos 
picos relativos à detecção dos fragmentos produzidos tanto durante 
o processo de calibração como na análise de dados. Contudo, res-
salta-se o fato de que as alterações do coeficiente angular afetam 
com maior intensidade as massas mais altas do que aquelas de baixo 
valor, enquanto as alterações afetam todas as razões massa carga 
de maneira semelhante.

Quanto maior forem os valores destes parâmetros, menor será a 
largura de picos e assim, melhor será a resolução de m/z efetuada 
pelo quadrupolo (discriminação entre razões massa-carga próximas).  
Do contrário, quanto menor forem os valores deste parâmetro, maior 
será a largura de picos e menor será a resolução entre m/z vizinhas.

Outro ponto a ser destacado é a relação inversa entre resolução e sen-
sibilidade: quanto maior for a resolução entre fragmentos vizinhos, 
menor será a sensibilidade para uma dada m/z.

Existem diferentes tipos de Tunes, dos quais, os mais usuais são:

	¤ Auto TUNE

	¤ Standard TUNE

	¤ Gain TUNE

	¤ Manual TUNE

Embora todos estes tipos de Tune apresentem basicamente as mesmas 
funcionalidades e gerem relatórios muito semelhantes, há particu-
laridades que devem ser levadas em conta quando da escolha de um 
ou outro tipo de Tune.

O objetivo do AutoTune é a otimização do sistema como um todo,  
de tal forma que o equipamento o mais esteja sensível para todas as 
m/z de forma igualitária.

Já no Standard Tune, há uma tendência ao aumento de sensibilidade 
para a m/z 502, que terá como resultado o aumento da sensibilidade 
do equipamento para m/z altas.
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Além disso, este tipo de calibração utiliza outras três massas (50, 131 
e 414); também possui em seu algoritmo metas mais restritivas do 
que aquelas que são usadas no AutoTune.

Por exemplo, enquanto a meta do Standard Tune é alcançar uma 
proporção de 2,5 % do fragmento com m/z= 502 em relação àquele 
de m/z = 69, para o AutoTune basta que a proporção da m/z 502 em 
relação à m/z = 69 seja maior do que 3%.

Com isso, o Standard Tune é uma calibração que torna o desempenho 
do equipamento mais constante e pode ser usado para comparar a 
performance de dois ou mais instrumentos.

Para a calibração do sistema via Gain Tune (no qual o equipamento é 
ajustado de tal forma a exibir alta sensibilidade a custo de aumento 
do potencial aplicado à multiplicadora de elétrons), o sistema será 
otimizado pelo procedimento de AutoTune.

Contudo, são gerados dois arquivos de Tune: um arquivo de Tune 
semelhante ao AutoTune e outro, denominado HiSense, sendo que o 
primeiro estará já ajustado para um ganho de 1 (1x105), enquanto o 
segundo ajustará o sistema para um ganho de 15 (15x 105).

Já o Manual Tune é utilizado, em geral, como ferramenta de diagnós-
tico. Com ele, é possível monitorar massas, diferentes das habituais, 
com o propósito de detectar entradas de ar para o interior do espec-
trômetro ou, ainda, realizar procedimentos de diagnóstico específicos.

Também pode ser utilizado para otimizar os parâmetros de deter-
minado tipo de Tune.

Ao final de cada Tune é gerado um relatório que informa todos os 
valores atuais de diferenças de potencial aplicadas aos elementos da 
fonte de íons, à fonte de ionização, além de parâmetros relacionados 
a proporção isotópica de m/z utilizadas durante este procedimento.

Além disso, por meio do relatório de Tune, é possível diagnosticar 
entradas de ar, além de impregnação de sujidades da fonte de íons.

4.4 MANUTENÇÃO DO GC-MS UTILIZADO  
NA ANÁLISE DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS  

A partir da instalação do equipamento, a realização de análises 
leva ao desgaste natural, bem como à impregnação de matéria 
no sistema GC-MS, principalmente nos exames toxicológicos  
em amostras biológicas.

O preparo de amostras pode, se for bem elaborado, diminuir a “su-
jeira” do GC-MS, mas nunca será capaz de eliminar por completo, 
dada a complexidade das amostras biológicas, principalmente as post 
mortem como vísceras e conteúdo gástrico.
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O primeiro ocorre, sobretudo, em partes denominadas consumíveis, 
que nada mais são do que componentes do sistema susceptíveis a uma 
maior deterioração. Já a segunda, pode ocorrer em diferentes partes 
do sistema. Em ambos os casos, o equipamento estará fora daquele 
que seria seu ponto ótimo de desempenho. Salienta-se que tal desvio 
da normalidade é cumulativo ao longo do tempo.

Contudo, é de fundamental importância a garantia de que o sistema 
esteja em pleno funcionamento antes mesmo do início das atividades 
analíticas, pois, dessa forma, é possível a minimização de ocorrências 
de resultados tanto falso positivos como negativos e assim, atribuir 
maior confiabilidade aos resultados obtidos e consequentemente, 
menores possibilidade de contestação destes últimos.

Assim, pode-se colocar a estabilidade operacional do equipamento 
no mesmo rol de outros parâmetros decisivos para a realização de 
uma análise confiável, como o preparo de amostra e da utilização 
de métodos devidamente desenvolvidos para uma dada aplicação.

Com o propósito de restaurar o sistema até um ponto em que este se 
encontre o mais livre possível de interferentes externos (por exemplo, 
entradas de ar e sujidades), são realizadas uma série de ações gene-
ricamente denominadas de manutenções preventivas. Na Tabela 6 
encontram-se as principais intervenções tipicamente realizadas no 
GC-MS 5975-C.

Sistema Região Específica Atividade Frequência 

Hardware: Vácuo Bomba Mecânica
Verificação/Troca  
do Óleo 

Semanal/Semestral 

Hardware: GC Inlet Troca de Septo Quando necessário 

Troca do Liner Quando necessário 

Troca/Limpeza  
do Selo Dourado 

Quando necessário 

Verificação/Troca  
do Washer 

Quando necessário 

Troca da Anilha  
do Inlet 

Quando necessário 

| TABELA 6 - AÇÕES CORRETIVAS NAS REGIÕES MAIS CRÍTICAS DO GC-MS-5975
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Sistema Região Específica Atividade Frequência 

Verificação/Troca da 
Porca do Inlet 

Quando necessário 

Forno Corte/Troca da Coluna Quando necessário 

Verificação/Troca da 
Porca da Interface 

Quando necessário 

Verificação/Troca da 
Anilha da Interface 

Quando necessário 

Troca do Filtro da 
Purga do Split Vent 

Anual 

MS Fonte de Íons
Limpeza da Fonte  
de Íons 

Quando necessário 

Troca de Filamentos Quando necessário 

Verificação/
Carregamento  
do PFTBA 

Quando necessário 

Software: Tune Semanal* 

Software: Backup  
de Dados

Semestral 

Software: 
Desfragmentação  
de Disco 

Semestral 

* Este valor refere-se a uma estimativa para 
análise qualitativa, uma vez que após a realização 

de um Tune, os métodos quantitativos que dele se 
valem devem ter suas curvas de calibração refeitas. 
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Podemos verificar que a maioria das intervenções é de periodicidade 
variável, bastante razoável, dado os fatores que levam o equipamento 
ao desgaste e/ou à impregnação de sujidades (Figura 12).

Volume 
de Injeção

Tipo de Injeção 
(Liq; SPME; HS)

Modo de Injeção 
(Split/Splitless)

Amostras 
Concentradas

Amostras sem 
Tratamento

Complexidade
da Matriz

Número 
de Injeções

Desgaste do 
Sistema GC-MS

Figura 12. Alguns dos principais fatores que 
podem contribuir de forma negativa para o 

desempenho do GC-MS.

Cabe salientar que para grandes intervenções no equipamento, como, 
por exemplo: limpeza da fonte de íons e troca do óleo da bomba 
mecânica, é necessário não apenas desligar o sistema por completo, 
como também equalizar a pressão do MS com a pressão atmosférica.

Nestes casos, para que haja um ponto de comparação entre os dois 
estados do sistema antes e depois da intervenção, é prudente a re-
alização de um Tune.

4.5 EDIÇÃO DE MÉTODOS PARA GC-MS 

Quando falamos em desenvolvimento de métodos instrumentalizados, 
independente da técnica de análise, o primeiro tópico geralmente 
considerado é relativo aos parâmetros instrumentais. Contudo, uma 
série de outros questionamentos devem ser feita antes de se passar 
para a elaboração do método em si.
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Os cuidados com a manutenção do equipamento, a validação do 
método, passando por etapas como o preparo de amostras, criação 
de bibliotecas e a escolha de abordagem para tratamento de dados 
podem ser tão relevantes quanto a escolha dos parâmetros dos mé-
todos de análise (Figura 13).

Preparo de 
Amostra/Padrão

Condições do 
Equipamento

Desenvolvimento 
de Métodos de 

Aquisição de Dados

Criação de 
Bibliotecas

Desenvolvimento 
de Estratégias de 

Tratamento de Dados

Testes (Recuperação, LOD, LOQ 
com Padrões de Referência)

Critérios de Avaliação 
de Resultados

Testes com 
Amostras Reais

Implementação 
na Rotina

PADRÕES DE REFERÊNCIA

Figura 13. Etapas Coadjuvantes ao 
Desenvolvimento de Método.

Assim, salienta-se que as particularidades do analito que se deseja 
qualificar ou quantificar podem ser tais que, os métodos comumente 
utilizados por um analista, podem não ser úteis.

Dessa maneira, para a introdução de novos analitos à rotina de aná-
lise, é sempre necessário saber se os métodos utilizados por um dado 
laboratório serão os mais interessantes para sua detecção ou quan-
tificação ou, ainda, se haverá a necessidade de se recorrer a fontes 
de auxílio para abordar tal problema (Figura 14).

Nas próximas linhas, serão discutidos detalhes sobre o desenvolvi-
mento dos métodos para a aquisição de dados.
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4.5.1 SOBRE DESENVOLVIMENTO DE MÉTODOS 
PARA TOXICOLOGIA FORENSE 

Uma abordagem possível para o desenvolvimento de um método em 
geral inicia-se com duas indagações iniciais: uma relativa ao conjunto 
analito/amostra e outra relativa à finalidade do método.

Em relação à primeira questão, deve-se ter em mente, mesmo que 
de uma forma aproximada:

	¤ que tipo(s) de analito(s) é (são) o(s) alvo(s) da análise (se 
a molécula é conhecida ou desconhecida, certamente ou 
potencialmente presente na amostra, dentre outros). 

	¤ complexidade da matriz.

	¤ qual a provável concentração do analito na amostra.

MÉTODO X AMOSTRA

É substância comum e/ou de 
fácil confirmação?

A substância está presente em 
biblioteca e é capaz de ser 

identificada de forma inequívoca?

Após a exposição do problema
houve resposta positiva?

Amostra

Identificação
Positiva

Resultado

Acionamento do grupo 
multi usuário para 
discussão do caso

Método
de triagem

Método rápido
ou dirigido

Identificação
Positiva

Busca por parceiros extra 
periciais para a solução 
(universidade, centros

de pesquisa, etc.)

Nota para exposição do problema e 
da solução (caso haja) e futura 

introdução de espectro de massas às 
bibliotecas do grupo, RTL e screener

não sim

sim não

sim não

Figura 14. Corrrelação entre o método e a 
amostra a ser analisada.

| MÉTODO X AMOSTRA 
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Já a segunda questão refere-se ao tipo de análise que se pretende 
realizar (qualitativa e/ou quantitativa).

Tais informações são fundamentais para a escolha, por exemplo, 
do método de injeção da amostra (líquida, headspace ou SPME),  
da configuração do inlet (split ou splitless), do formo do cromatógrafo,  
do modo de aquisição dos dados (SIM, SCAN, ou SIM/SCAN), dentre outros.

Uma vez respondidas estas questões, pode-se passar para a fase de 
configuração do GC-MS, feita basicamente de duas formas: direcio-
nada para a região na qual se pretende realizar algum tipo de alteração 
(ex: mudanças apenas nos parâmetros do cromatógrafo), ou ainda 
uma edição de métodos completa.

Caso a injeção seja feita pelo amostrador CTC, é recomendável que 
antes da edição do método seja feita a instalação da seringa corres-
pondente ao método de injeção (líquida, headspace ou SPME).

Em relação ao primeiro campo de edição, é facultada a colocação dos 
dados referentes a informações sobre o método e/ou salvar cópia dos 
métodos no interior de arquivos de dados.

Já os parâmetros do segundo grupo, basicamente relacionam-se às 
configurações gerais do equipamento (posicionamento de inlets e 
modos de introdução de amostra neste último (injeção manual ou 
via amostrador automático).

Em seguida são configurados, caso seja utilizado, os parâmetros de 
injeção do CTC.

Após esta etapa, serão configurados todos os parâmetros referentes 
ao cromatógrafo, incluindo a temperatura da interface com o es-
pectrômetro de massas. Depois deste, é a vez da seleção de Tune que 
será associado ao método e em seguida é realizada a configuração do 
espectrômetro de massas.
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Por fim, se necessário, serão configurados os relatórios automáticos. 
A Figura 15 sintetiza os passos de edição do método para GC-MS.

Dados para Rastreabilidade
& Ferramenta para Controle

de Alterações

Modo de Injeção e Posição
de Injetores e Colunas

Configuração dos Parâmetros
do CTC (Amostrador)

Configuração dos Parâmetros
do Cromatógrafo

Configuração dos Parâmetros
do Espectrômetro de Massas

Configuração dos
Relatórios Automáticos

*: Caso o equipamento tenha outro detector, é necessário configurá-lo num campo que aparece
após a configuração do cromatógrafo; do contrário, basta selecionar OK

Seleção de Tune

Figura 15. Etapas da edição geral  
do método para GC-MS.

Caso as informações sobre a amostra sejam incertas ou mesmo to-
talmente desconhecidas, o que em geral ocorre com frequência em 
análises forenses, recomenda-se, com os propósitos de salvaguardar o 
equipamento e ter segurança analítica do resultado, as seguintes ações:

	¤ Utilizar o menor volume possível de amostra injetada.

	¤ Preparar amostras cuja concentração não ultrapasse 200 
ppm para injeção no modo Split, para minimizar risco de 
contaminação. Para métodos splitless, procura-se trabalhar 
com concentrações com, pelo menos, uma ordem de 
grandeza a menos.
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	¤ Para métodos Split, iniciar os trabalhos por meio de uma 
análise exploratória com alta taxa de Split (ex: 100:1); para 
métodos Splitless, a solução é diminuir o volume de amostra ou 
diminuir a concentrações da amostra.

	¤ Caso a análise seja referente a traços, sugere-se o uso de 
análise do tipo Splitless com liner sem lã de vidro (minimização 
do risco de formação de pontos ativos).

	¤ Em relação à programação de forno do cromatógrafo, 
considerando uma análise exploratória, recomenda-se o uso da 
fórmula: TFM = TCM -15ºC, em que TFM e TCM correspondem, 
nessa ordem, à temperatura máxima atingida pelo forno do 
cromatógrafo durante o método e a temperatura máxima a qual 
pode ser submetida a coluna cromatográfica. Como rampa de 
aquecimento, valores entre 10 e 20ºC são os mais usuais.

	¤ Em termos de configuração da interface, as temperaturas 
usuais são sempre próximas da temperatura do inlet;  
do contrário poderá ocorrer ou degradação (temperaturas mais 
altas do que a do inlet) dos analitos ou condensação destes na 
interface (temperaturas mais baixas do que a do inlet). 

	¤ Sobre a configuração do espectrômetro, é aconselhável o 
uso de método no modo Scan para análise de compostos 
desconhecidos ou que necessitem de confirmação 
feita com base no espectro de massas. Para análise de 
traços é recomendado o incremento da voltagem na 
eletromultiplicadora ou ainda a normalização do ganho.

	¤ Ainda em relação ao espectrômetro, é necessário ter em 
mente a importância de parâmetros do modo SIM, tais como: 
resolução e Dwell Time e no modo Scan: faixa de massas, 
amostragem e ponto de corte.

	¤ Em relação à análise de dados, recomenda-se, quando possível, 
a atualização das bases de dados. Uma fonte interessante é o 
site do organismo SWGDRUG.

4.6 TRATAMENTO DE DADOS PARA ANÁLISE 
QUALITATIVA 

A análise por GC-MS é considerada como uma técnica de referência 
para a caracterização da estrutura química de um dado analito.

É importante salientar que, por conta do processo de aquisição dos 
dados, o espectro de massas resultante quase nunca representa apenas 
o(s) fragmento(s) do(s) analito(s) de interesse. Há uma série de 
interferentes em potencial que podem trazer acréscimos ao sinal, 
causando dúvida e má interpretação do resultado.
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Para diminuir os erros de interpretação causados por sinais oriundos 
de interferentes, existem alguns procedimentos destinados à “lim-
peza” ou purificação do espectro obtido.

O resultado final da análise será baseado na devida comparação entre 
espectros de massas, bem como nos tempos de retenção do material 
de referência com aqueles provenientes do(s) analito(s) estudado(s).        

4.6.1 GC-MS COMO TÉCNICA DE REFERÊNCIA 
PARA ANÁLISE QUALITATIVA 

A combinação entre as técnicas de Cromatografia Gasosa e Espec-
trometria de Massas teve início na década de 1950 e, desde então,  
tem sido amplamente estudada e desenvolvida.

Da Cromatografia Gasosa temos a contribuição não apenas da sua 
capacidade de separação, como também, da repetibilidade dos tempos 
de retenção de compostos analisados.

Já da espectrometria de massas, observamos a relação entre estrutura 
química e perfil de fragmentação, que pode ser armazenada em base 
de dados e utilizada posteriormente como fonte de pesquisa.

Por conta da estabilidade ao longo do tempo, tanto das informações 
cromatográficas como das oriundas da espectrometria de massas, 
a combinação de ambas as técnicas é considerada, por diferentes 
grupos relacionados à Análise Química, como uma técnica Padrão 
Ouro na análise qualitativa de um dado analito.

4.6.2 SOBRE AS INFORMAÇÕES ESPECTRAIS 

Um erro muito comum é associar um espectro de massas bruto, isto 
é, aquele que aparece imediatamente no ambiente destinado à aná-
lise de dados no GC-MS-5975 e uma estrutura recuperada a partir 
de uma base de dados.

Isso porque, durante a aquisição dos espectros, não apenas os íons 
provenientes do analito, que deixam a coluna cromatográfica e chegam 
ao espetrômetro de massas, são observados.

Na maior parte das situações com a qual um analista de GC-MS 
se deparará, o perfil de fragmentação associado a um dado com-
posto é, na verdade, a composição do sinal do analito, além de sinais 
que podem ser provenientes de diferentes fontes de interferência,  
conforme se verifica na Figura 16.

A saída mais imediata para resolver este tipo de problema seria a 
alteração de parâmetros cromatográficos com o propósito de resolver 
coeluição entre analitos de interesse e interferentes.
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Contudo, na prática, nem sempre é viável a separação perfeita de 
analitos e interferentes, sobretudo quando a matriz é complexa e/
ou o analito ocorre em baixa concentração na amostra. Há ainda a 
possibilidade de interesse em mais de um analito, fazendo com que 
o tempo para a plena resolução cromatográfica se torne muito além 
do disponível na rotina.

Pensando nestes problemas, muitas ferramentas de “purificação” 
ou pelo menos de minimização de interferência foram desenvolvidas 
para facilitar a comparação entre espectro questionado e referência, 
feita pelo analista (Figura 17).
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Figura 16. Composição do espectro de massas:  
em geral, o espectro observado é uma combinação 
de sinais, constituído por fragmentos pertencentes 

ao analito de interesse e por interferentes que podem 
fazer parte da matriz, sangramento de coluna,  

ou ainda a coeluição de um ou mais analitos.
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Na Tabela 7 temos uma compilação das principais ferramentas dis-
poníveis no GC-MS-5975-C para o tratamento dos espectros obtidos 
durante uma análise.

Localização Ferramenta Ação Comentário 

Data Analysis Espectro Médio 
Obtenção do  
espectro médio  
da região selecionada 

Espectro em geral, 
mais homogêneo do 
que aqueles isolados; 
promove minimização  
de Tilting 

Subtração  
de espectro 

Subtração entre dois 
conjuntos de espectros 

Diminuição da 
interferência de ruído  
de fundo e alguns casos 
de coeluição 

Subtração de 
background

Subtrai um sinal 
selecionado pelo usuário 
ao longo de todo o TIC 

Minimização da 
interferência do ruído  
de fundo 

NIST11 AMDIS
Deconvolução e 
subtração de espectros 

Minimiza a subjetividade 
do tratamento de dados 

| TABELA 7 - PRINCIPAIS FERRAMENTAS PARA TRATAMENTO DE ESPECTROS  
DE MASSAS DISPONÍVEIS NO GC-MS-5975-C 

 
Figura 17. A composição de um espectro de massas:  

o espectro obtido por GC-MS em geral é uma composição 
de fragmentos de diferentes origens (ex: analito, matriz, 

coeluição com dado interferente e sangramento da 
coluna cromatográfica). Há disponível no software do 

GC-MS-5975 diversas ferramentas para a observação do 
espectro puro do analito (a) ou pelo menos para minimizar 

o efeito dos interferentes na observação deste último (b).
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4.6.3 SOBRE A COMPARAÇÃO DE ESPECTROS  
DE MASSAS 

Existem basicamente duas formas de comparação de espectros no 
GC-MS-5975-C: manual e automática (Figura 18).

Em conjunto com o GC-MS-5975-C, foram adquiridas uma base de 
dados para busca manual (livro do Maurer), além de diferentes bases 
de dados para serem utilizadas nos programas para tratamento de 
dados do sistema:

	¤ Utilização do algoritmo PBM Quick Search,  
presente no Data Analysis.

	¤ Utilização do programa NIST Search.

	¤ Utilização do AMIDS.

TIPO DE BASE DE DADOS

Busca 
Automática

Bibliotecas 
Criadas pelo 

Usuário

Bibliotecas 
Compradas

Bibliotecas 
Compartilhadas

Busca 
Manual

LivrosPeriódicos

Internet

Figura 18. Bases de dados passíveis e utilização.

No primeiro método de comparação (manual), apesar de ter notória 
credibilidade, o processo pode se tornar muito demorado, uma vez 
que é feito manualmente.

Já a utilização do PBM Quick Search é um processo rápido e que ocorre 
totalmente no software Data Analysis. Com esta ferramenta é possível 
a realização de análise por diversos algoritmos de comparação em 
uma única etapa. Contudo, seus recursos visuais são limitados, tor-
nando-o pouco atraente para o usuário (Figura 19).
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Figura 19. Relatório do PBM para pesquisa de apenas um 

analito: observar o espectro questionado (região superior), 
espectro de referência (inferior) e estrutura. Notar ainda a 
base de dados utilizada na pesquisa, além da similaridade 

obtida na pesquisa (canto superior esquerdo). 
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Em relação ao NIST Search, observa-se que a pesquisa, apesar de ser 
um pouco mais lenta quando comparada ao PBM Quick Search, apre-
senta, além das comparações por algoritmos, diferentes maneiras de 
análise visual de similaridade espectral (ex.: sobreposição de espectros 
e visualização na forma cabeça-cauda), além de informações adicionas 
associadas aos espectros que constam em suas bases de dados (ex.: 
espectro de referência é apresentado na base de dados, sinonímia, 
relação dos principais fragmentos tanto do espectro de referência 
como do analito de interesse, dentre outros). 

Na Figura 20 temos a tela com algumas informações fornecidas pelo 
programa NIST Search.

Este programa oferece uma série de informações ao analista. Apesar 
disso, nenhuma delas deve ser observada isolada e dentre todo o 
aparato fornecido, a melhor das informações está relacionada à 
comparação visual entre o espectro do analito alvo e o espectro pro-
posto (visualizados respectivamente nos campos d1 e d2), seguido 
dos valores Match e RMatch.

O primeiro é uma comparação direta entre o espectro do analito de 
interesse e aqueles cadastrados na biblioteca alvo. Já o RMatch é a 
comparação entre os espectros da biblioteca com o espectro alvo 
(processo no sentido contrário ao do Match).

Além disso, no RMatch, os fragmentos do espectro questionado que 
não apresentam correspondência com aqueles presentes nos espectros 
de referência são considerados interferentes que coeluiram e não são 
levados em conta no cálculo de similaridade.
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Figura 20. Tela Principal do NIST Search: a: espectro do 

analito questionado; b: dez m/z mais abundantes no 
espectro do analito-alvo; c: histograma utilizado na 

comparação espectral; d1: espectro do analito; d2: espectro 
da base de dados; e: lista das estruturas mais similares 

ao analito de interesse; f: provável estrutura química do 
analito; g: informações gerais sobre o provável analito.

Por fim, há o AMDIS, ferramenta desenvolvida pela NIST com o pro-
pósito de analisar analitos em níveis de concentração muito baixa 
(traços) em matrizes complexas.

Apesar de sua aparência simples e ainda pouco explorada em terri-
tório nacional, esta ferramenta apresenta uma série de vantagens 
em relação às demais, como, por exemplo, o tratamento do espectro, 
por meio de processo chamado de deconvolução, por meio do qual 
é possível minimizar e, em alguns casos, resolver completamente, 
os problemas ocasionados pela coeluição de um analito de interesse 
com interferentes de matriz ou inda a remoção de ruídos de linha de 
base que costumam interferir na aquisição de espectros de analitos 
em baixas concentrações (Figura 21).



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

94

Salienta-se que, independente do programa utilizado na pesquisa au-
tomatizada, é possível, em qualquer um deles, que o usuário construa 
as suas próprias bases de dados. Apesar de ser um processo que pode 
ser moroso, tais bibliotecas apresentam como vantagem de serem 
elaboradas dentro das condições de trabalho do usuário.

Com isso, variáveis tais como: tipo de Tune, de analisador (quadrupolo, 
Ion Trap, setor magnético, etc.), condições do equipamento (tipo de 
liner, coluna, condições da limpeza da fonte de íons, método utilizado), 
e outros parâmetros que, em geral, são desconhecidos quando se 
adquire uma biblioteca de terceiros, podem ser controlados, dando a 
este tipo de base de dados uma maior confiabilidade do que as demais.

4.6.4 SOBRE A COMPARAÇÃO DE TEMPOS  
DE RETENÇÃO 

Apesar da indiscutível importância do espectro de massas na iden-
tificação de um analito, esta, quando isolada, pode trazer erros de 
interpretação de resultados, sobretudo nos casos nos quais o perfil 
de fragmentação do composto de interesse apresenta baixa diversi-
dade de fragmentos e/ou os fragmentos apresentam baixa m/z, que,  
por sua vez, apresenta baixa especificidade.

Nestas situações, a interpretação do dado pode levar o analista a 
concluir erroneamente que identificou uma substância controlada 
e/ou proscrita quando de fato esta não é (falso-positivo), ou vice-
-versa (falso-negativo).

 Figura 21. AMDIS: observamos quatro telas com 
diferentes informações relativas à análise, além de 

uma janela de resultados. 
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Tomemos como exemplo dois espectros cadastrados na Biblioteca 
SWGDRUG, versão 1,7, que são apresentados na Figura 22.

O

O

NH

O O

NH

 Figura 22. Dois espectros de isômeros. O espectro 
superior é do MDMA, substância explicitamente 

controlada pela portaria 344/98. O espectro inferior 
corresponde a uma catinona não listada. 

O primeiro espectro corresponde ao MDMA, atualmente classificado 
como proscrito pela portaria 344/98 da ANVISA. Já no segundo caso, 
temos o espectro do 2-metoxy-methcatinona, que não aparece listada 
na portaria supramencionada.

Observando a figura acima, percebemos, sem dificuldades, que a 
similaridade dos dois espectros de referência é alta, já que as os dois 
compostos apresentam características estruturais muito próximas 
(apresentam a mesma fórmula molecular (C11H15NO2), o mesmo pico 
base, além de perfil de fragmentação muito semelhante). 
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Cabe aqui uma ressalva sobre a interpretação legal da portaria 344/98. 
Nesta, consta a redação de que não apenas as substâncias que constam 
na lista F, mas também seus isômeros serão proscritos.

No exemplo (Figura 19), estamos diante de um caso de isomeria, dois 
compostos que apresentam mesma fórmula molecular.

Contudo, utilizar apenas esta informação como fundamento para 
embasar uma identificação positiva pode ser altamente temerária, 
pois assim sendo, qualquer analito que apresente a fórmula C11H15NO2 
poderia, em tese, ser enquadrado como proscrito, mesmo que não 
apresente qualquer relação com qualquer tipo de “droga de abuso”.

Assim, o mais provável quanto a intenção do uso do termo isomeria, 
foi salvaguardar o resultado analítico em relação à enantiomeria,  
e não ao caso genérico de isomeria. Além disso, mesmo que fosse 
utilizado este critério, o analito não estaria plenamente identificado, 
o que poderia causar contestações quanto à validade do laudo. 

Diante do exposto, surge a necessidade de utilização de outros cri-
térios para caracterização inequívoca da correta identidade de um 
analito de interesse pericial.

Em termos práticos de análise por GC-MS, a solução 
mais simples e amplamente aceita por organismos 
internacionais que se valem desta técnica é a comparação 
de tempos de retenção de padrões analíticos e dos analitos 
que se deseja caracterizar.        

4.6.5 SOBRE OS RESULTADOS

Feita a comparação entre espectros e tempos de retenção de analitos 
e materiais de referência, espera-se que o analista tenha informações 
suficientes para concluir a análise por meio da emissão de resultado.

Como existem duas possibilidades (coincidência ou não coincidência) 
para cada um dos parâmetros analisados (tempo de retenção e com-
paração espectral), surgem quatro combinações de observações 
possíveis que, ao final, subsidiarão o resultado do analista (Tabela 8).
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É importante frisar que as respostas supramencionadas partem do 
princípio de que o método foi devidamente validado, os materiais 
de referência são adequados e que o equipamento se encontra em 
condições básicas de uso.

 4.7 IDENTIFICAÇÃO DE COCAÍNA 
 EM URINA POR GC-MS 

4.7.1 PROCEDIMENTO 

1.	 Identificação dos tubos:

Usar tubos de centrífuga de 10 mL e identificá-los com o número 
do laudo.

2.	 Preparo das amostras:

	¤ Pipetar 2 mL de urina em um tubo de centrífuga de 10 mL.

	¤ Acrescentar 30 µL de cocaína D3 10 μg/mL.

	¤ Adicionar 0,6g de cloreto de sódio.

	¤ Agitar vigorosamente por 1 minuto (vórtex).

Comparação entre Tempos 
de Retenção de Padrão de 

Referência e do Analito

Comparação Padrões de 
Fragmentação de Padrão de 

Referência e do Analito
Resultado

Diferentes Diferentes Negativo* 

Coincidentes Diferentes Negativo* 

Diferentes Coincidentes Negativo* 

Coincidentes Coincidentes POSITIVO** 

| TABELA 8 - CRITÉRIOS PARA COMPARAÇÃO DE RESULTADOS DE GC-MS 
ENTRE PADRÕES E ANALITOS

* Considerando que o equipamento está em condições 
ideais de funcionamento.

** Método validado e testado frente a possíveis 
interferentes que possam gerar resultados falso-positivos.
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	¤ Adicionar 1,5 mL de tampão fosfato pH7.

	¤ Acrescentar 4 mL de clorofórmio: etanol (8:2);

	¤ Agitar por 30 minutos em homogeneizador orbital.

	¤ Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos (Programa 1). 

	¤ Adicionar 0,5g de sulfato de sódio em um béquer de 5 a 10 mL.

	¤ Após a centrifugação, levar o frasco para a capela 
química e recolher a fase orgânica (inferior) com o 
auxílio da pipeta Pasteur.

	¤ Transferir a fase orgânica para o béquer com sulfato de sódio.

	¤ Verificar se a fase orgânica encontra-se livre de água e, 
caso afirmativo, transferir a fase orgânica para outro 
béquer, devidamente identificado.

	¤ Concentrar a amostra reduzindo seu volume em banho-
seco a 40ºC. Pode ser utilizado o gás nitrogênio (N2) para 
concentrar a amostra.

3.	 Derivatização:

	¤ Após a evaporação da amostra, ressuspender com 
aproximadamente 300 µL de clorofórmio: etanol (8:2).

	¤ Transferir para um vial de 2 mL.

	¤ Evaporar até a secura em banho-seco a 40ºC ou  
evaporar com N2.

	¤ Acrescentar 40 μL de BSTFA com 1% de TMCS. 

	¤ Colocar 20 minutos em banho seco a 80ºC.

	¤ Aguardar esfriar e injetar 1 μL no GC/MS de acordo com as 
condições do item 5.

4.7.2 MÉTODO CROMATOGRÁFICO 

O método cromatográfico utilizado é o MULTIRESÍDUOS FULL SCAN 
(VARIAN CP-3800/SATURN 2200). Os seguintes parâmetros são 
relativos ao método:

a.	  Coluna cromatográfica:

Coluna do tipo 5MS 30 metros, 0,25 μm de diâmetro, 0,25 μm de filme.
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b.	 Condições do cromatógrafo em fase gasosa:

Modo de injeção: splitless

Temperatura do injetor: 270°C

Fluxo de 1.0 mL/min – modo fluxo constante

Rampa: temperatura inicial de 140°C mantida por 1 minuto, 
sobe a 15°C/minuto até 280°C, essa temperatura final é mantida  
por 10 minutos.

Temperatura da linha de transferência: 250°C

c.	 Condições do espectrômetro de massa:

Temperatura do trap: 180°C

Início da análise: 4 minutos

Scan: 40 -550m/z; Target TIC: 40000; Tempo de ionização no pre 
scan: 200ms

4.7.3 FLUXOGRAMA DA EXTRAÇÃO

2mL de urina

+O,6g de cloreto de sódio;
+30μL de cocaína D3 10μg/mL;
+1500 μL de tampão pH 7,0;
+4mL de clorofórmio: etanol (8:2).

Secar o solvente com Na₂SO₄.

Agitar por 30 minutos

Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos

Evaporar em banho-maria

Derivatizar com 40μL de BSTFA+1%TMCS 
por 20 minutos a 80ºC

GC/MS: MULTIRESÍDUOS FULL SCAN
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4.8 QUANTIFICAÇÃO DE COCAÍNA  
E PRODUTOS DE BIOTRANSFORMAÇÃO  

POR GC-MS EM SANGUE 

4.8.1 PROCEDIMENTO

1.	 Identificação dos tubos

Usar tubos de centrífuga de 15 mL e identificá-los com o número 
da amostra correspondente, do branco e do adicionado (ou dos 
pontos de calibração).

2.	 Preparo da curva de calibração

| TABELA 9 - PONTOS DA CURVA DE CALIBRAÇÃO (COCAÍNA, COCAETILENO, EMA) 

Pontos da curva Concentrações Volume Padrão

1 10 ng/mL 5 µL 1 µg/mL 

2 25 ng/mL 25 µL 1 µg/mL 

3 50 ng/mL 5 µL 10 µg/mL 

4 100 ng/mL 10 µL 10 µg/mL 

5 250 ng/mL 25 µL 10 µg/mL 

6 500 ng/mL 5 µL 100 µg/mL 
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| TABELA 10 - PONTOS DA CURVA DE CALIBRAÇÃO (EME E BEG) 

Pontos da curva Concentrações Volume Padrão

1 100 ng/mL 10 µL 10 µg/mL 

2 300 ng/mL 25 µL 10 µg/mL 

3 500 ng/mL 5 µL 10 µg/mL 

4 1000 ng/mL 10 µL 100 µg/mL 

5 1400 ng/mL 15 µL 100 µg/mL 

6 2000 ng/mL 20 µL 100 µg/mL 

3.	 Desproteinização das amostras

	¤ Pipetar 1 mL de sangue total em um tubo de  
centrífuga de 15 mL.

	¤ Adicionar 6 mL de tampão pH 6,0.

	¤ Acrescentar 10 µL de cocaína-D3 10 μg/mL e 20 µL  
de BEG-D3 10 μg/mL.

	¤ Homogeneizar e sonicar por 15 minutos  
em temperatura ambiente.

	¤ Centrifugar as amostras – PROGRAMA 2.

4.	 Recondicionamento dos cartuchos (no caso de cartuchos usados)

Os cartuchos de extração em fase sólida de fase mista de grupamento 
sulfônico e C18 com 200 mg / 3 mL devem ser recondicionados antes 
do uso, conforme procedimento abaixo:

	¤ Adicionar ao cartucho 2 mL de metanol sob vácuo mínimo 
(cuidado para não secar o cartucho).

	¤ Adicionar 2 mL de ácido clorídrico 1%, depois mais 2 mL de 
ácido clorídrico 1% (totalizando 4 mL).

	¤ Secar em vácuo máximo por 2 minutos.



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

102

5.	 Condicionamento dos cartuchos de SPE

	¤ Montar o sistema de manifold a vácuo com a quantidade de 
cartuchos necessária.

	¤ Adicionar ao cartucho 2 mL de metanol.

	¤ Adicionar 2 mL do tampão fosfato pH 6,0.

	¤ Atenção: não deixar os cartuchos secarem nessa etapa. 
Caso o cartucho seque, repetir etapa de condicionamento.

6.	 Aplicação das amostras

	¤ Aplicar todo o sobrenadante das amostras centrifugadas no 
passo 4.3, sob vácuo mínimo.

	¤ A aplicação de material depositado no fundo dos tubos 
causará o entupimento dos cartuchos.

7.	 Aplicação das amostras

	¤ Aplicar todo o sobrenadante das amostras centrifugadas no 
passo 4.3, sob vácuo mínimo.

	¤ CUIDADO: A aplicação de material depositado no fundo 
dos tubos causará o entupimento dos cartuchos.

8.	 Lavagem dos cartuchos

	¤ Lavar os cartuchos com 1 mL de água e, em seguida,  
lavar com mais 0,5 mL de ácido acético 0,01 M.

	¤ Secar os cartuchos por 5 minutos em vácuo máximo.

	¤ Reduzir o vácuo e adicionar 50 µL de metanol no centro  
de cada cartucho.

	¤ Aplicar vácuo máximo por 1 minuto.

	¤ Verificar se há umidade no interior dos tubos e, caso haja, 
limpar com swabs.

9.	 Eluição dos analitos

	¤ Retirar a bandeja de descarte.

	¤ Transferir cada cartucho para a posição imediatamente à 
direita e colocar béqueres devidamente identificados para 
recolhimento do eluato.

	¤ Eluir aplicando 3 mL da solução de diclorometano: álcool 
isopropílico: hidróxido de amônio (78 : 20 : 2),  
preparado na hora.
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	¤ Obs 1: Essa etapa deve ser realizada sem aplicar  
vácuo para permitir o máximo contato entre  
os analitos e o solvente de eluição, resultando  
em uma melhor recuperação.

	¤ Obs 2: Caso a completa eluição não ocorra em 5 minutos, 
aplicar vácuo mínimo.

	¤ Ao final, aplicar vácuo máximo por 10 segundos para 
recuperação de resíduos.

10.	Concentração da amostra

	¤ Levar os béqueres com o eluato para secar sob fluxo de 
nitrogênio e, quando restar cerca de 0,5 mL, transferir para 
vials de 2 mL devidamente identificados.

	¤ Deixar os vials sob fluxo de nitrogênio até completa secura.

	¤ Adicionar 50 µL do derivatizante MSTFA e aquecer os vials 
por 30 minutos a 80ºC.

	¤ Injetar 1 µL no GC/EM no método DOSAGEM COCA.

4.8.2 MÉTODO CROMATOGRÁFICO 

	¤ O método cromatográfico utilizado é o DOSAGEM COCA.  
Os seguintes parâmetros são relativos ao método:

	¤ Coluna cromatográfica:

	¤ Coluna do tipo 5MS 30 metros, 0,25 μm de diâmetro, 0,25 
μm de filme.

	¤ Condições do cromatógrafo em fase gasosa:

	¤ Modo de injeção: splitless

	¤ Temperatura do injetor: 280°C

	¤ Fluxo de 1.1 mL/min – modo fluxo constante

	¤ Rampa: temperatura inicial de 90°C mantida por 2 minutos; 
sobe 10°C/minuto até 220°C; sobe 30ºC por minuto até 290ºC, 
mantida por 4 minutos.

	¤ Temperatura da linha de transferência: 250°C

	¤ Condições do espectrômetro de massa:

	} Temperatura do trap: 180°C

	} Scan time: 0,35 sec/scan
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	} Count threshold: 1 counts

	¤ Método: SCAN

4.8.3 FLUXOGRAMA DA EXTRAÇÃO 

1mL de sangue

+10μL de cocaína D3 10μg/mL;
+20μL de BEG D3 10μg/mL;
+6mL de tampão pH 6,0.

Condicionar os cartuchos.

Sonicar por 15 minutos e centrifugar 
a 2500 rpm por 15 minutos

Aplicar sobrenadante nos cartuchos

Lavar com 2mL da solução de metanol: ácido 
acético 100mM (5:95) e mais 2mL de metanol

Secar sob vácuo máximo por 5 minutos

Evaporar em banho seco sob fluxo de nitrogênio

CG/EM: Método DOSAGEM COCA

Derivatizar com 50μL do derivatizante MSTFA 
por 30 minutos a 80ºC

Retirar os tubos com dejetos e colocar 
béqueres para fase de eluição

Eluir cartuchos com 3mL da solução de 
Diclorometano: Álcool isopropílico: Hidróxido 
de amônia (78:20:2)
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4.9 QUANTIFICAÇÃO DE COCAÍNA  
E METABÓLITOS POR EXTRAÇÃO LÍQUIDO-

LÍQUIDO E GC-MS EM SANGUE 

4.9.1 PROCEDIMENTO 

1.	  Identificação dos tubos

Usar tubos de centrífuga de 50 mL e identificá-los com o número 
da amostra correspondente, do branco e do adicionado (ou dos 
pontos de calibração).

2.	 Preparo da curva de calibração

| TABELA 11 - PONTOS DA CURVA DE CALIBRAÇÃO (COCAÍNA, COCAETILENO, EMA) 

Pontos da curva Concentrações Volume Padrão

1 50 ng/mL 5 µL 10 µg/mL 

2 100 ng/mL 10 µL 10 µg/mL 

3 250 ng/mL 25 µL 10 µg/mL 

4 500 ng/mL 5 µL 100 µg/mL 

| TABELA 12 - PONTOS DA CURVA DE CALIBRAÇÃO (EME E BEG)  

Pontos da curva Concentrações Volume Padrão

1 100 ng/mL 10 µL 10 µg/mL 

2 500 ng/mL 5 µL 10 µg/mL 

3 1000 ng/mL 10 µL 100 µg/mL 

4 2000 ng/mL 20 µL 100 µg/mL 
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3.	 Primeira extração

	¤ Pipetar 2,5 mL de sangue em um tubo de ensaio 50 mL.

	¤ Adicionar 5 mL de tampão pH 7,0.

	¤ Acrescentar 3g de cloreto de sódio.

	¤ Acrescentar 25 µL de cocaína D3 10 μg/mL.

	¤ Adicionar 15 mL de clorofórmio: isopropanol (9:1).

	¤ Agitar por 30 minutos no agitador mecânico.

	¤ Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

	¤ Retirar a fase aquosa, que se encontra na parte superior  
da rolha, com o auxílio de uma pipeta automática de  
5 mL e desprezar.

	¤ Furar a rolha com a pipeta Pasteur.

	¤ Transferir a fase orgânica para um béquer com papel de 
filtro com aproximadamente 3g de sulfato de sódio.

	¤ Lavar o papel de filtro com 5 mL da fase orgânica.

	¤ Evaporar a fase orgânica em banho-maria a 60ºC ou sob 
fluxo de nitrogênio.

4.	 Back-extraction

	¤ Acrescentar 3 mL de ácido sulfúrico 0,5N no béquer com 
extrato seco e transferir para um tubo de ensaio de 10 mL.

	¤ Adicionar 3 mL de clorobutano no béquer com extrato 
seco e transferir para o tubo de ensaio de 10 mL com a 
suspensão de ácido sulfúrico.

	¤ Agitar por 10 minutos no agitador mecânico.

	¤ Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

	¤ Retirar a fase orgânica (parte superior) com o auxílio da 
pipeta Pasteur e desprezar. 

	¤ OBS: Caso haja formação de emulsão, prosseguir com o 
procedimento, mas manter a emulsão no tubo de ensaio.

5.	 Segunda extração

	¤ Acrescentar ao tubo de ensaio bicarbonato de sódio  
até o desprendimento total de bolhas da amostra, 
representando o consumo de ácido sulfúrico e a  
formação de dióxido de carbono. 
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OBS: acrescentar aos poucos o bicarbonato para evitar 
o excesso de formação de gases e o extravasamento de 
amostra do tubo de ensaio, caso isso ocorra verter o tubo 
para aumentar a área de superfície da fase aquosa com o ar.

	¤ Acrescentar 3 mL de clorobutano.

	¤ Agitar por 10 minutos no agitador mecânico.

	¤ Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

	¤ Transferir a fase orgânica (parte superior) para um béquer.

	¤ Evaporar em banho-maria a 60ºC ou sob fluxo de nitrogênio.

	¤ Após a evaporação da amostra, ressuspender com  
100 μL de clorobutano.

	¤ Injetar 2 μL do cromatógrafo.

 4.9.2 MÉTODO CROMATOGRÁFICO 

O método cromatográfico utilizado é o DOSAGEM COCA. Os seguintes 
parâmetros são relativos ao método:

a.	 Coluna cromatográfica:

Coluna do tipo 5MS 30 metros, 0,25 μm de diâmetro, 0,25 μm de filme.

b.	 Condições do cromatógrafo em fase gasosa:

Modo de injeção: splitless

Temperatura do injetor: 280°C

Fluxo de 1.1 mL/min – modo fluxo constante

Rampa: temperatura inicial de 90°C mantida por 2 minutos; sobe 
10°C/minuto até 220°C; sobe 30ºC por minuto até 290ºC, mantida 
por 4 minutos.

Temperatura da linha de transferência: 250°C

c.	 Condições do espectrômetro de massa:

Temperatura do trap: 180°C

Scan time: 0,35 sec/scan

Count threshold: 1 counts

Método: SCAN
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4.9.3 FLUXOGRAMA DA EXTRAÇÃO 

2,5mL de sangue

+3g de cloreto de sódio;
+25μL de cocaína D3 10μg/mL;
+5mL de tampão pH 7,0;
+15mL de clorofórmio: isopropanol (9:1).

Retirar a fase orgânica e secar o solvente.

Retirar a fase orgânica e desprezá-la.

+3mL de clorobutano.

Retirar a fase orgânica e secar o solvente.

Agitar por 30 minutos e centrifugar 
a 2000 rpm por 10 minutos

Evaporar em banho-maria

Evaporar em banho-maria

Ressuspender o extrato com 100μL de clorobutano

GC/EM: Método COCAINA S MS

Agitar por 10 minutos e centrigufar 
a 2000 rpm por 10 minutos

Agitar por 10 minutos e centrigufar 
a 2000 rpm por 10 minutos

Acrescentar bicarbonato de sódio na 
amostra até cessar a formação de bolhas

Ressuspender o extrato seco com 3mL 
de ácido sulfúrico e 3mL de clorobutano
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4.10 QUANTIFICAÇÃO DE ÁCIDO 11-NOR-
DELTA-9-TETRAHIDROCANABINOL (THC-

COOH) EM URINA POR GC-MS 

Este procedimento descreve o preparo de amostras (extração líqui-
do-líquido) para análise ácido 11-nor-delta-9-tetrahidrocanabinol 
(THC-COOH) em amostras de urina por cromatografia gasosa acoplada 
à espectrometria de massas (GC-MS).

Os canabinoides são degradados por oxidação. Por esta razão,  
deve-se realizar o procedimento com a maior brevidade possível, 
evitar aquecimento excessivo ou prolongado da amostra durante a 
etapa de hidrólise. Preferencialmente, a extração das amostras e a 
análise no GC-MS devem ocorrer em até 24 horas.

4.10.1 PREPARO DOS CONTROLES 

1.	 Neste procedimento será utilizado material certificado de 
referência de THC-COOH-glicuronídeo na concentração de 
100 µg/mL (Cerilliant, código T-038-1ML, (+)-11-nor-9-
Carboxy-Δ9- THC glucuronide). A partir deste MRC, foram 
preparadas soluções de trabalho nas concentrações de 0,5 µg/mL 
e 5 µg/mL, em metanol.

2.	 Neste procedimento será utilizado material certificado de 
referência de THC-COOH-D3 na concentração de 100 µg/mL 
(Cerilliant, código T-004-1ML, (+)-11-nor-9-Carboxy-Δ9- 
THC-D3). A partir deste MRC, foi preparada solução de padrão 
interno na concentração de 0,5 µg/mL, em metanol.

3.	 Rotular 7 tubos de polipropileno (“falcon” de 15 mL ou 
“eppendorff” de 5 mL) com tampa rosqueável com as informações: 
NEGATIVO, CAL-1, CAL-2, CAL-3, CAL-4, CAL-5 e CAL-6.

4.	 Transferir 1 mL de urina branco (coletada de indivíduo não usuário 
de maconha) para cada um dos tubos.

5.	 Pipetar os volumes de soluções padrão descritos abaixo para  
os respectivos tubos.
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| TABELA 13 - PREPARO DO CONTROLE NEGATIVO E DA CURVA DE CALIBRAÇÃO  
DE THC-COOH PARA ANÁLISE EM URINA 

Rótulo do Controle 
Concentração da 

solução de trabalho 
(µg/mL) 

Volume adicionado 
em 1 mL de urina 

(µL)

Concentração final 
de THC-COOH na 
amostra (ng/mL)

NEGATIVO 
NÃO ADICIONAR 
PADRÃO 

NÃO ADICIONAR 
PADRÃO 

ZERO (NEGATIVO) 

CAL-1 0,5 µg/mL 25 12,5 

CAL-2 0,5 µg/mL 50 25 

CAL-3 0,5 µg/mL 100 50 

CAL-4 5 µg/mL 25 125 

CAL-5 5 µg/mL 50 250 

CAL-6 5 µg/mL 100 500 

6.	 Submeter estes 7 tubos aos mesmos procedimentos  
descritos abaixo.

4.10.2 PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO

1.	 Rotular os tubos de polipropileno (15 mL ou 5 mL) com  
o número da amostra.

2.	 Transferir 1 mL de amostra de urina a ser analisada para tubo de 
polipropileno (15 mL) com tampa rosqueavel.

3.	 Adicionar 50 µL de solução de padrão interno (THC-COOH-D3 0,5 
µg/mL em metanol).

4.	 Adicionar 100 µL de NaOH 10 mol/L. Fechar os tubos  
e agitar brevemente.

5.	 Aquecer a 70 oC, por 20 minutos, em bloco de aquecimento. 
IMPORTANTE: ligar o bloco com antecedência, para que a 
temperatura esteja correta nesta etapa.
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6.	 Retirar os tubos do bloco de aquecimento, aguardar atingir 
temperatura ambiente (10-15 min).

7.	 Adicionar 1 mL de H2SO4 5% (v/v). Agitar.

8.	 Adicionar 3 mL de solvente extrator (n-hexano:acetato  
de etila, 9:1 v/v).

9.	 Fechar o tubo, homogeneizar por inversão 5-10 vezes, 
agitar em vórtex por 30 s e no agitador mecânico de tubos 
(homogeneizador hematológico) por 30 minutos.

10.	 Centrifugar a 4000 rpm por 4 minutos.

11.	 Transferir o sobrenadante para tubo de vidro cônico novo ou para 
vial de vidro.

12.	Evaporar o sobrenadante a 50 oC, sob fluxo de nitrogênio.

13.	Ressuspender com 25 µL de acetato de etila e 25 µL de 
BSTFA+1%TCMS. Fechar o tubo com tampa plástica branca, ou o 
vial com a respectiva tampa.

14.	 Agitar em vortex por 15-20 segundos. Incubar em banho seco a 
70oC por 20 min.

15.	Retirar do aquecimento, aguardar atingir temperatura  
ambiente (10 min).

16.	Transferir para vial novo com insert e acondicionar no mesmo 
vial. Fechar o vial com a mesma tampa usada anteriormente.

17.	Injetar 2 µL no GC-MS.

4.10.3 PARÂMETROS DO GC-MS E AMOSTRADOR 
AUTOMÁTICO 

Os parâmetros a seguir podem ser ajustados de acordo com o modelo 
do instrumento utilizado.

1.	 Temperatura do injetor: 280°C

2.	 Temperatura do forno: início 200°C por 0.5 min, rampa 25°C/min 
até 320°C e manter por 3 min

3.	 Modo de injeção: splitless (ou pulsado 45 psi/0,40 min se necessário)

4.	 Gás de arraste: hélio 1,0 ml/min

5.	 Temperatura da fonte de ionização: 280°C
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6.	 Temperatura da interface (Interface Temp): 280°C

7.	 Temperatura do quadrupolo: 150°C

8.	 Tempo de saída do solvente (solvent delay): 5 min

9.	 Modo de leitura: SIM

a.	 THC-COOH: 371, 473, 488

b.	 THC-COOH-D3: 374, 476, 491

10. 	Dwell time: 40 msec

11.	 Resolução do quadrupolo: UNIT

12.	IMPORTANTE: usar apenas acetato de etila nos 2 frascos de 
lavagem da seringa.
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4.10.4 FLUXOGRAMA DA EXTRAÇÃO 

1mL de urina

+50μL de THC-COOH-D₃ 0,5 μg/mL;
+100μL de NaOH 10 mol/L;
Fechar tubo.

+1mL de H₂SO₄ 5%. Agitar;
+3mL de solvente extrator. Fechar tubo;
Homogeneizar por inversão 5-10x e vórtex 30s.

+25μL de acetato de etila;
+25μL de BSTFA+1%TCMS;
Fechar o vial imediatamente e agitar vórtex 10s;
Homogeneizar por inversão 5-10x e vórtex 30s.

Retirar do aquecimento;
Aguardar 10 min;
Transferir conteúdo para insert de vidro.

Incubar 70ºC por 20 min (hidrólise)

Agitar por 30 min em agitador mecânico

Centrifugar 4.000 rpm por 4 min

Transferir sobrenadante para vial de vidro (2 vezes)

Evaporar 50ºC sob fluxo N₂

Incubar 70ºC por 20 min (derivatização)

Injetar 2μL no GC-MS
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UNIDADE 5 
FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE 

5.1 ANÁLISES QUANTITATIVAS DE FÁRMACOS  
E DROGAS DE ABUSO EM FLUIDO ORAL 

O fluido oral é uma matriz biológica constituída de saliva (secreção 
produzida pelas glândulas salivares, transudato da mucosa e fluido 
gengival crevicular. Água é responsável por 95% da sua formulação, 
além de solutos, como eletrólitos, amilase, glicose, ureia e proteínas. 
O volume de produção por dia varia entre 0,6 e 1,5 L.

As vantagens do uso dessa matriz nas análises toxicológicas são a 
facilidade da coleta, que é não invasiva e possibilita a coleta obser-
vada, com redução de possíveis constrangimentos (como na coleta 
de urina) e com menor risco de adulteração de amostra na coleta. 
O procedimento de coleta não exige pessoal ou local especiali-
zado para sua realização, como acontece com coletas de sangue, 
bastando treinamento para garantir a correta coleta e aproveita-
mento da amostra. Além disso, as concentrações das drogas inal-
teradas encontradas no fluido oral apresentam melhor correlação 
com o sangue (Tabela 1) quando comparadas as obtidas pela urina.  
Assim, as substâncias ali detectadas e/ou quantificadas são geral-
mente associadas ao seu uso recente.

| TABELA 1 - RAZÃO ENTRE AS 
CONCENTRAÇÕES EM FLUIDO ORAL E 
SANGUE OBSERVADAS PARA 8 ANALITOS 
DE INTERESSE FORENSE (ADAPTADO  
DE LANGEL ET AL., 2013) 

Substância Fluido oral/sangue

Anfetamina 23 

Metanfetamina 29 

Cocaína 20 

Benzoilecgonina 3,3 
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Substância Fluido oral/sangue

Morfina 9,8 

Codeína 8,8 

Metadona 2,9 

THC 31 

Apesar de várias substâncias serem passíveis de serem identificadas 
até 48 h após o consumo (Figura 1), a concentração obtida nesses 
casos chega a valores abaixo de ng/mL, o que requer uso técnicas 
analíticas sensíveis, como a cromatografia líquida acoplada a espec-
trometria de massas sequencial (LC-MS/MS) (Garg and Cooley, 2019). 
As vantagens citadas acima facilitam a adoção dessa matriz biológica 
para análises onde a coleta necessita ser feita em campo, como é no 
caso das que avaliam a direção sob efeito de drogas (DUID, do inglês 
Driving Under the Influence of Drugs) (BOMBANA et al., 2017) ou ainda 
para fins epidemiológicos em contextos específicos, como festivais 
de música eletrônica (CUNHA et al., 2021), por exemplo.

Minutos Horas Dias Semanas Meses Anos

Sangue/Fluido oral 

Urina

Suor

Unha

Cabelo ou pelo/Unha
Figura 1. Janela de detecção de drogas em diferentes 

matrizes. Adaptado de Garg e Cooley (2019).

Entre as desvantagens da matriz podemos citar a possibilidade de 
contaminação da amostra por exposição passiva e/ou mesmo aumento 
das concentrações encontradas devido contaminação da cavidade 
oral, dependendo da via de administração que a substância foi con-
sumida e tempo decorrido da coleta. Além disso, algumas substâncias  
(ex.: THC, anfetaminas, MDMA, alguns fármacos anti-histamínicos e 
antipsicóticos, por exemplo) podem levar a uma redução na produção 
de fluido oral, o que pode aumentar o tempo total para a coleta da 
amostra (DRUMMER, 2006; GARG; COOLEY, 2019). 
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O pH do fluido oral varia entre 6,2 e 7,4 e, em geral, a passagem da 
droga/fármaco do sangue para o fluido oral é afetada pela compo-
sição do fluido oral, vazão e pH, assim como o pKa da substância, 
sua ligação a proteínas plasmáticas, lipofilicidade e peso molecular.  
Assim, a fração livre e não ionizada acessa o fluido oral por difusão 
passiva. Produtos de biotransformação conjugados ao ácido glicurô-
nico podem ser detectados, mas em menor concentração que a fração 
livre. Uma vez que o sangue possui pH (7,4) maior que o do fluido 
oral, substâncias básicas tendem a estarem em maior concentração no 
fluido oral devido ao seu “aprisionamento” (ion trapping) após ioni-
zação ocasionada pela diferença do pH do meio e consequente redução 
da taxa de difusão de volta ao sangue (DESROSIERS; HUESTIS, 2019).

5.1.1 DISPOSITIVOS DE COLETA DE FLUIDO ORAL 

A coleta de fluido oral pode ser de forma passiva ou expectoração, 
com ou sem estimulação, ou ainda associados à dispositivos de coleta 
para esse fim. A obtenção da amostra de forma passiva é a que mais 
se aproximaria da concentração real encontrada apenas na saliva, 
porém é lenta e desagradável para o doador e o responsável pela co-
leta, fazendo da coleta por dispositivo apropriado a mais adequada.

No mercado, é possível encontrar variadas opções de dispositivos de 
coleta para fluido oral, tanto para fins de triagem quanto para servir 
de análise confirmatória (Figura 2). Para a realização do exame con-
firmatório, é fundamental que o dispositivo de coleta possua controle 
volumétrico do fluido oral coletado. Além disso, o uso de agentes 
estimulantes de salivação deve ser evitado, pois apesar de facilitar 
a coleta, esses agentes levam a um aumento do pH do meio e a um 
desbalanço das concentrações de alguns toxicantes, com impacto 
nos resultados quantitativos (DRUMMER, 2006). Como exemplo, 
concentrações reduzidas de metanfetamina, anfetamina e codeína 
já foram reportadas após coleta de fluido oral por estimulação com 
ácido cítrico (DESROSIERS; HUESTIS, 2019).

Outra diferença encontrada nos dispositivos é a presença, em parte 
deles, de uma solução preservante que ficará em contato com a 
almofada absorvente contendo o fluido oral coletado. Essa solução 
tende a estabilizar os analitos presentes na amostra para transporte 
até o laboratório de análise, além de trazer a vantagem de reduzir 
a viscosidade da matriz. Porém, apresenta a desvantagem de diluir 
o analito da amostra (DESROSIERS; HUESTIS, 2019), e a concen-
tração final da droga e/ou fármaco deverá ser corrigida em algum 
momento da análise.
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| TABELA 2 - SUBSTÂNCIAS ANALISADAS E CUT OFF DOS DISPOSITIVOS 
ORALTOX®, ALERE DDS2® E DRÄGER DRUGTEST®

Figura 2. Exemplos de dispositivos de coleta de fluido 
oral disponíveis no mercado para análises de triagem 

e/ou confirmação de fármacos e drogas de abuso.

Analito 

Cut off (ng/mL)

OralTox® Alere DDS2® Dräger DrugTest®

Anfetamina 50 50 50 

Barbitúricos 50 - - 

Benzodiazepínicos 10 20 15 

Cocaína 20 30 20 

Metanfetamina 50 50 35 

Opiáceos 40 40 20 

Oxicodona 20 - - 

Fenciclidina (PCP) 10 - - 
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Analito 

Cut off (ng/mL)

OralTox® Alere DDS2® Dräger DrugTest®

THC 40 25 5/10/25 

Metadona - 15 20 

Cetamina - - 300 

DrugWipe® 6S: Usado apenas para triagem. O resultado pode ser 
liberado já no local da coleta (5 min). Pode ser usado para análise de 
THC, anfetamina/metanfetamina/MDMA, cocaína, opiáceos (mor-
fina/heroína), cetamina ou benzodiazepínicos (dependendo do nú-
mero do catálogo). É usado para testes de triagem relacionados a 
DUID na Austrália. Disponível em: https://www.securetec.net/en/
products/saliva-drug-test-drugwipe/#1537772423775-356cbc28
-47a31542310600446.

SalivaScreen®: Usado apenas para triagem. O resultado pode ser 
liberado já no local da coleta. Contém indicador de saturação (coleta 
em até 7 min). Pode ser usado para análise de THC, cocaína, opiáceos, 
anfetamina, metanfetamina, benzodiazepínicos, fenciclidina (PCP), 
metadona, buprenorfina, oxicodona. Leitura em 10 min. Disponível 
em: https://www.medicaldisposables.us/10-panel-saliva-drug-
-test-p/md-s6101.htm.

OralTox®: Usado apenas para triagem. O resultado pode ser liberado 
já no local da coleta (10 min). Contém indicador de saturação (coleta 
em até 7 min). Analitos investigados e seus respectivos cut offs podem 
ser encontrados na Tabela 2. Disponível em: https://www.orasure.
com/documents/products/oraltox/OralTox_Proc.pdf.

Alere DDS2®: Usado apenas para triagem. O resultado pode ser 
liberado já no local da coleta (5 min). Analitos investigados e seus 
respectivos cut offs podem ser encontrados na Tabela 2. 

Dräger DrugTest®: Usado apenas para triagem. O resultado pode ser 
liberado já no local da coleta (4,5-8,5 min). Analitos investigados e 
seus respectivos cut offs podem ser encontrados na Tabela 2. Disponível 
em: https://www.draeger.com/en_sea/Products/DrugTest-5000.

https://www.securetec.net/en/products/saliva-drug-test-drugwipe/#1537772423775-356cbc28-47a31542310600446
https://www.securetec.net/en/products/saliva-drug-test-drugwipe/#1537772423775-356cbc28-47a31542310600446
https://www.securetec.net/en/products/saliva-drug-test-drugwipe/#1537772423775-356cbc28-47a31542310600446
https://www.medicaldisposables.us/10-panel-saliva-drug-test-p/md-s6101.htm
https://www.medicaldisposables.us/10-panel-saliva-drug-test-p/md-s6101.htm
https://www.orasure.com/documents/products/oraltox/OralTox_Proc.pdf
https://www.orasure.com/documents/products/oraltox/OralTox_Proc.pdf
https://www.draeger.com/en_sea/Products/DrugTest-5000
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Quantisal™: Possui indicador de volume de fluido oral a ser cole-
tado (1±0,1 mL). Possui solução para estabilizar os analitos durante 
o transporte até o laboratório (3 mL). Pode ser usado para triagem e 
confirmatório. Algumas catinonas sintéticas apresentam estabilidade 
superior quando as amostras são coletadas com o Quantisal™ em 
comparação a outros dispositivos, como o Oral-Eze® (MILLER et 
al., 2017). O Quantisal™ já foi usado em projeto de pesquisa realizado 
no Brasil, onde foi desenvolvido método de screening para mais de 
100 drogas de abuso e novas substâncias psicoativas, além de apli-
cação na coleta de amostras autênticas (CUNHA et al., 2021, 2020).  
Métodos quantitativos para anfetamina, metanfetamina, MDMA, 
MDA e MDEA  (KAHL et al., 2021), antidepressivos, benzodiazepínicos 
e opioides (ARANTES et al., 2021) estão disponíveis na literatura.  
Mais informações a respeito deste dispositivo e coleta será discutido 
na apostila prática. Disponível em: https://immunalysis.com/pro-
ducts/oral-fluid/quantisal/.

Intercept i2®: Possui indicador de volume de fluido oral a ser coletado. 
Pode ser usado para triagem e confirmatório. Indicado para análise de 
THC, cocaína, fenciclidina (PCP), opiáceos, anfetaminas, barbitúricos, 
benzodiazepínicos e metadona. Disponível em: https://orasure.com/
products-substance-abuse/i2.html. Observação: Intercept (primeira 
linha do gênero) não possui coleta de volume fixo (cerca de 0,4 mL), 
com 0,8 mL de tampão (SAMANO et al., 2015). 

Oral-Eze®: Possui indicador de volume de fluido oral a ser coletado 
(1 mL). Pode ser usado para triagem e confirmatório. Coleta em até 10 
min. Possui tampão para estabilizar os analitos durante o transporte 
até o laboratório (2 mL) (SAMANO et al., 2015). Analitos investigados 
e seus respectivos cut offs para triagem e exame confirmatório podem 
ser encontrados na Tabela 3.

| TABELA 3 - SUBSTÂNCIAS ANALISADAS E CUT OFF PARA 
TRIAGEM E CONFIRMATÓRIO DO DISPOSITIVO ORAL-EZE® 

Analito Cut off (ng/mL) 
triagem 

Cut off (ng/mL)  
confirmatório

Anfetamina 150 120 

Cocaína 15 6 

THC 3 1,5 

Metanfetamina 120 120 

https://immunalysis.com/products/oral-fluid/quantisal/
https://immunalysis.com/products/oral-fluid/quantisal/
https://orasure.com/products-substance-abuse/i2.html
https://orasure.com/products-substance-abuse/i2.html


Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

120

Analito Cut off (ng/mL) 
triagem 

Cut off (ng/mL)  
confirmatório

Opiáceos (codeína, 
morfina, hidrocodona, 

hidromorfona, 
6-acetilmorfina) 

30 30a 

Oxicodona e oximorfona 30 30 

Fenciclidina (PCP) 3 1,5 

Salivette®: Não possui indicador de volume de fluido oral a ser co-
letado (volume coletado entre 0,8 e 1,4 mL). Pode ser usado para 
triagem e confirmatório. Precisa ser centrifugado após chegada no 
laboratório para extrair amostra do algodão. O dispositivo com tampa 
branco opaco é de rolo de algodão sem preparo, já o de tampa verde 
contém ácido cítrico. Disponível em: https://www.sarstedt.com/pt/
produtos/diagnostico/salivaexcrecao/product/51.1534/.

OraSure®: Não possui indicador de volume de fluido oral a ser co-
letado. Coleta deve ser entre 2-5 min. Pode ser usado para triagem 
e confirmatório. Possui tampão para estabilizar os analitos durante 
o transporte até o laboratório. Disponível em: https://orasure.com/
products-substance-abuse/OSCD.html.

5.1.2 SUBSTÂNCIAS DE INTERESSE 

	¥ Cocaína 

A dose usual intranasal para cocaína varia entre 20 e 100 mg,  
mas pode ser superior em indivíduos com consumo pesado. O tempo 
de meia-vida é de 1 h, enquanto do seu produto de biotransformação 
benzoilecgonina é de 6 h. O tempo de detecção no sangue varia de 
4-6 h após dose de 20 mg, e 12 h após 100 mg. Em usuários crônicos,  
a benzoilecgonina, com um limite de detecção de 25 ng/mL, foi pos-
sível ser detectada em soro por uma média de 5 dias. Já em fluido oral,  
a cocaína pode ser identificada entre 5-12 h após uma única dose.  
A um limite de detecção de 1 ng/mL, benzoilecgonina pode ser de-
tectada de 12-24 h. Em usuários crônicos pode alcançar até 10 dias, 
com limite de 0,5 ng/mL (VERSTRAETE, 2004).

a Cut off para 6-acetilmorfina no teste confirmatório é  
3 ng/mL. Disponível em: https://www.questdiagnostics.

com/business-solutions/employers/drug-screening/
products-services/oral-fluid-testing/process.

https://www.sarstedt.com/pt/produtos/diagnostico/salivaexcrecao/product/51.1534/
https://www.sarstedt.com/pt/produtos/diagnostico/salivaexcrecao/product/51.1534/
https://orasure.com/products-substance-abuse/OSCD.html
https://orasure.com/products-substance-abuse/OSCD.html
https://www.questdiagnostics.com/business-solutions/employers/drug-screening/products-services/oral-fluid-testing/process
https://www.questdiagnostics.com/business-solutions/employers/drug-screening/products-services/oral-fluid-testing/process
https://www.questdiagnostics.com/business-solutions/employers/drug-screening/products-services/oral-fluid-testing/process
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	¥ Delta-9-tetrahidrocanabinol (THC) 

A dose absorvida após consumo de um cigarro varia entre 5 e 30 mg. 
A concentração plasmática do THC tem um pico em 3 a 8 min que cai 
rapidamente (meia-vida aproximada de 30 min). O seu produto de 
biotransformação carboxílico, 11-nor-9-carboxi-delta9-tetrahidro-
canabinol (THC-COOH), apresenta meia-vida entre 3 a 13 h em usuários 
ocasionais, e entre 20 e 57 h em usuários frequentes. Assim, o THC, 
com um limite de detecção de 1 ng/mL, é passível de detecção por 5 
h em plasma, enquanto o THC-COOH, com um limite de detecção de 
5 ng/mL, pode ser detectado por até 25 dias. Em fluido oral, THC foi 
detectado até 15 h por ELISA (ensaio imunoenzimático) e 13 h por 
GC-MS/MS, com limites de detecção de 1 e 0,5 ng/mL, respectiva-
mente (VERSTRAETE, 2004). 

	¥ Anfetamina

A dose usual de anfetamina é de 10 a 30 mg, podendo ser superior em 
indivíduos tolerantes, sendo o tempo de meia-vida variável de 7 a 34 h, 
dependendo do pH urinário. Em sangue, a anfetamina é detectável 
por 46 h após dose de 10 mg, com um limite de detecção de 4 ng/mL. 
Já em fluido oral, com um limite de 10 ng/mL, sua detecção ocorre 
entre 20 e 50 h após administração oral (VERSTRAETE, 2004). A razão 
entre as concentrações obtidas em fluido oral e plasma é cerca de 2-3 
vezes (COMIRAN et al., 2012).

	¥ Metanfetamina 

A dose usual é de 5 a 10 mg, podendo ser superior em indivíduos 
tolerantes, com uma meia-vida que varia de 10 a 30 h. Em sangue,  
é detectado for 48 h após consumo de 22 mg por via respiratória, com 
limite de detecção de 3 ng/mL e 1 ng/mL para a anfetamina (produto 
de biotransformação). Já em fluido oral, após consumo oral em cáp-
sula de liberação controlada de 10 mg, foi detectável por, pelo menos,  
24 h (concentração média = 19 ng/mL) e após 4 administrações de 
doses de 10 ou 20 mg, por 36-72 h. A concentração foi 2,3 a 4,3 vezes 
maior que a obtida no plasma (Verstraete, 2004).

	¥ Femproporex, anfepramona e clobenzorex 

Femproporex é encontrado em concentração maior que no plasma, 
devido ser uma base fraca e com baixa ligação a proteínas plasmáticas. 
Femproporex foi detectado após dose oral única de 25 mg por até  
12 h (tempo de meia-vida de 1,9 h), com limite de detecção de 2 ng/
mL, enquanto o produto de biotransformação anfetamina, principal 
desse fármaco, foi detectado por até 24 h (COMIRAN et al., 2012). 
Não há dados na literatura para janela de detecção da anfepramona 
e clobenzorex em fluido oral.
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Na biotransformação dos fármacos femproporex e clobenzorex,  
há a formação do produto de biotransformação anfetamina (Figura 
3). Assim, a confirmação deve ser criteriosa para garantir a correta 
identificação destas substâncias.

Figura 3. Produção da anfetamina, a partir do 
metabolismo da metanfetamina, femproporex e 

clobenzorex. Adaptado de Yonamine (2004).

5.2 RECOMENDAÇÕES INTERNACIONAIS PARA 
EXAMES TOXICOLÓGICOS EM FLUIDO ORAL 

O valor de corte, também conhecido como “cut off”, é um valor numé-
rico onde os resultados das amostras que se apresentem abaixo deste 
valor, são considerados não detectados (“negativo”) e acima deste 
valor são considerados detectados (“positivo”) (BRCAK et al., 2018). 
O cut off apresenta variação de acordo com o tipo de matriz analisada, 
com a finalidade de análise, recomendação (guideline) e método de 
análise. O cut off é aplicado nas análises clínicas e toxicológicas para 
minimizar os falsos positivos devido à contaminação externa ou 
passiva. Além disso, também é aplicado para fornecer uma janela de 
detecção mais próxima do necessário em determinado exame, evi-
tando a detecção de uso em períodos anteriores ao proposto pelo teste.  

Como citado anteriormente, a análise em fluido oral permite uma 
coleta não invasiva, com detecção de uso de horas até dias. Os re-
sultados se correlacionam com a finalidade de análise e permitem 
uma estimativa de detecção de níveis sanguíneos, mas é passível de 
contaminação externa, por isso a aplicação do cut off é essencial numa 
análise de fluido oral. Para a análise de fluido oral são aplicados dois 
diferentes níveis de cut off. O primeiro é aplicado no teste de “triagem”, 
onde geralmente as técnicas de análise são menos sensíveis e por este 
motivo tende a apresentar um valor de cut off mais alto. Neste teste, 
caso o resultado da amostra seja maior que o determinado, é analisada 
em teste de confirmação. Na análise de confirmação, o valor de cut 
off é mais baixo e fornecem um valor quantitativo como resultado.  
As Tabelas 4 e 5 abaixo mostram os diferentes níveis de cut off, for-
necidos por diferentes órgãos regulamentadores, para diferentes 
aplicações, para teste de triagem e confirmatório de fluido oral.
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| TABELA 4 - COMPARAÇÃO DE VALORES DE CUT OFF PARA TESTE DE 
TRIAGEM EM AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL, EM NG/ML, PARA DIFERENTES 
APLICAÇÕES (EXAMES EM AMBIENTE DE TRABALHO OU TRÂNSITO), 
DETERMINADOS POR DIFERENTES ENTIDADES INTERNACIONAIS

Substância 
Finalidade 

EWDTS (2018) 
Trabalho 

Austrália 
Trabalho 

SAMHSA (2019) 
Trabalho 

DRUID 
Trânsito 

Anfetamina 40 50 50 - 

Cannabis (THC) 10 15 4 - 

Cocaína 30 50 15 - 

Benzoilecgonina 30 50 15 - 

| TABELA 5 - COMPARAÇÃO DE VALORES DE CUT OFF PARA TESTE DE 
CONFIRMATÓRIO EM AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL, EM NG/ML, PARA 
DIFERENTES APLICAÇÕES (EXAMES EM AMBIENTE DE TRABALHO OU 
TRÂNSITO), DETERMINADOS POR DIFERENTES ENTIDADES INTERNACIONAIS

Substância 
Finalidade 

EWDTS (2018) 
Trabalho 

Austráliaa  
Trabalho 

SAMHSA (2019) 
Trabalho 

DRUID 
Trânsito 

Anfetamina 15 25  25  360 

Cannabis (THC) 2 5 2 27 

Cocaína 8 25 8 170 

Benzoilecgonina 8 25 8 95 

a (Casolin, 2016).
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A Legislação Brasileira ainda não possui qualquer definição quanto 
ao uso do fluido oral para fiscalização de trânsito, logo ainda não 
existe valor de cut off determinado para análise neste fluido biológico. 
Assim, como orientação, guias internacionais podem ser usados como 
base para estimar os cut off de análises de triagem e confirmatórias. 

Para análises voltadas para ambiente de trabalho, podemos citar 
as recomendações europeias publicado pela Sociedade Europeia de 
Testagem de Drogas no Local de Trabalho (EWDTS, do inglês, Euro-
pean Workplace Drug Testing Society) (BRCAK et al., 2018). Apesar de 
não determinar a marca comercial a ser utilizada para essas análises,  
é preciso garantir que os dispositivos de coleta cumpram com o requi-
sito de determinação do volume coletado, a fim de garantir o cálculo 
das concentrações das substâncias presentes na amostra. Além disso,  
é solicitada a coleta de duas amostras do doador (prova e contraprova), 
com um tempo de espera de 5 min entre as coletas, assim como lacre 
inviolável para evitar qualquer manipulação posterior. Antes da coleta 
da amostra, o doador deve ficar sem beber, comer e/ou fumar du-
rante 10-20 min. O procedimento de coleta pode variar dependendo 
do fabricante do dispositivo, mas usualmente o dispositivo coletor 
é colocado debaixo da língua do doador por um período de 2-5 min, 
podendo se estender até 10 min, quando há redução do volume de 
fluido oral. Em coletas com volume fixo de amostra é comum que 
exista um indicador de cor para indicar quando o volume correto de 
fluido oral foi coletado, como é no caso do Quantisal™, por exemplo.

Da chegada da amostra no laboratório é preciso fazer uma inspeção 
visual da amostra (dois dispositivos por doador, em caso de prova 
e contraprova), verificar o volume de cada amostra e testar a au-
tenticidade da amostra por algum biomarcador endógeno (amilase 
salivar ou cortisol, por exemplo), a fim de validar o recebimento da 
amostra. Outros dados que precisam ser coerentes é a hora da coleta 
e o fator de diluição quando o dispositivo utilizado contém tampão 
para garantir a estabilidade durante o transporte. A checagem do 
marcador endógeno tem finalidade apenas de verificar a autenticidade 
da matriz, já que não há consenso sobre um biomarcador apropriado 
pra normalizar a concentração de drogas e fármacos quantificados 
no fluido oral (DESROSIERS; HUESTIS, 2019). 

Uma alíquota das amostras é usada para teste de triagem e, caso 
positivo para determinada substância (Tabela 6), um teste de confir-
mação com nova alíquota dessa amostra é obrigatório para provar ou 
refutar a presença da substância ou seu produto de biotransformação 
(Tabela 7). Os resultados, especialmente positivos, devem passar por 
criteriosa interpretação antes de o laudo ser finalizado.

O teste de triagem pode ser realizado por imunoensaio ou por téc-
nicas cromatográficas ou eletroforéticas acopladas à espectrometria 
de massas. Qualquer que seja a técnica escolhida para os exames de 
triagem ou confirmatórios, é necessário que ele seja validado antes 
de ser aplicado na rotina. Mesmo os imunoensaios disponíveis no 
mercado possuem diferentes valores de cut off para um mesmo analito. 
Portanto, é preciso verificar a legislação ou regulamento jurídico de 
referência que deverá ser atendido, para que o dispositivo adquirido 
ou o método desenvolvido se enquadre nos valores regulamentados.
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O teste confirmatório deve usar uma técnica cromatográfica em 
combinação com a espectrometria de massas. Caso a triagem já seja 
realizada usando espectrometria de massas, a confirmação deve ser 
feita pela análise de nova alíquota da amostra, com quantificação da 
substância identificada. A amostra que tiver uma droga inalterada 
e/ou seu produto de biotransformação em concentração igual ou 
maior ao cut off, o resultado deve ser reportado como “detectado”. 
Os parâmetros da validação, pelo menos para análise quantitativa, 
devem determinar: imprecisão, verificação do cut off, seletividade, 
limite de detecção, limite de quantificação, sensibilidade, especifi-
cidade, estabilidade (amostrador automático e sob as condições de 
armazenamento da amostra aplicado pelo laboratório), incerteza da 
medição, recuperação do dispositivo de coleta, e efeito matriz (quando 
aplicável). Uma vez que prova e contraprova devem ser armazenadas 
por um período maior quando positivas, é recomendado que o arma-
zenamento seja feito sob temperatura de freezer (-20 °C ou menor), 
já que os analitos tendem a ser mais estáveis nessas temperaturas.

Analito Concentração (ng/mL) 

Grupo das anfetaminas 40 

Cannabis (THC) 10 

Cocaína + metabólitos 30 

Opiáceos (morfina) 40 

6-Acetilmorfina 4 

Metadona 50 

Grupo dos benzodiazepínicos 10 

Buprenorfina 5 

Propoxifeno ou metabólitos 40 

| TABELA 6 - SUBSTÂNCIAS RECOMENDADAS E 
VALORES DE CUT OFF PARA TESTES DE TRIAGEM EM 
FLUIDO ORAL. ADAPTADOS DO GUIA DA SOCIEDADE 
EUROPEIA DE TESTAGEM DE DROGAS NO LOCAL DE 
TRABALHO (EWTDS) (BRCAK ET AL., 2018)
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A Administração de Serviços de Abuso de Substâncias e Serviços 
de Saúde Mental (SAMHSA, do inglês Substance Abuse and Mental 
Health Services Administration) (SAMHSA, 2019), é órgão americano 
vinculado ao Departamento de Saúde e Serviços Humanos (HHS) 
que estabelece as diretrizes para inclusão da amostra de fluido oral 
nos programas de testes de drogas de abuso no local de trabalho. 
Para garantir a viabilidade da amostra é permitido, mas não obri-
gatório, o teste para albumina ou imunoglobulina G (IgG), já que se 
entente que a coleta assistida minimiza a possibilidade de adulteração.  
Se uma amostra apresentar características incomuns, como odor 
e cor, ou respostas que sugiram a presença de algum adulterante, 
testes adicionais podem ser realizados. Apenas dispositivos aprovados 
pelo Food and Drug Administration (FDA) e que coletem, pelo menos, 
1 mL de fluido oral, são aceitos para a coleta. A variação máxima do 
volume coletado é de 10%, enquanto o diluente pode variar até 2,5%.  
A estabilidade dos analitos deve ser de 5 dias em temperatura ambiente. 
Antes da coleta, o responsável por esta inspeciona a cavidade oral do 
doador para garantir que não há impedimentos para a continuidade do 
procedimento, inclusive da presença de algum possível adulterante, 
diluente ou substituto da amostra e 10 min são contabilizados para 
início. A coleta de duas amostras de cada doador deve ocorrer com 
uma diferença máxima entre elas de 2 min, sendo proibido beber ou 
comer entre elas.

| TABELA 7 - SUBSTÂNCIAS RECOMENDADAS E 
VALORES DE CUT OFF PARA TESTES CONFIRMATÓRIOS 
EM FLUIDO ORAL. ADAPTADOS DO GUIA DA 
SOCIEDADE EUROPEIA DE TESTAGEM DE DROGAS NO 
LOCAL DE TRABALHO (EWTDS) (BRCAK ET AL., 2018)

Analito Concentração (ng/mL)

Anfetamina (d + l) 15 

Metanfetamina 15 

MDA 15 

MDMA 15 

7-Aminoflunitrazepam 3 

7-Aminoclonazepam 3 
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Analito Concentração (ng/mL)

7-Aminonitrazepam 3 

Alprazolam 3 

Bromazepam 3 

Clonazepam 3 

Desmetildiazepam 3 

Diazepam 3 

Flunitrazepam 3 

Flurazepam 3 

Lorazepam 3 

Lormetazepam 3 

Midazolam 3 

Nitrazepam 3 

Nordiazepam 3 

Oxazepam 3 

Fenazepam 3 

Temazepam 10 

Morfina 15 

Codeína 15 
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Analito Concentração (ng/mL)

Norcodeína 2 

Dihidrocodeína 15 

6-Monoacetilmorfina 2 

Cannabis (THC) 2 

Cocaína 8 

Benzoilecgonina 8 

Cocaetileno - 

Cada lote (batch) de amostras analisadas em exames de triagem 
deve conter os seguintes controles: pelo menos um controle que não 
contenha droga e seu produto de biotransformação, pelo menos uma 
amostra controle com a droga ou seu produto de biotransformação a 
uma concentração 25% acima do cut off (Tabela 8), pelo menos uma 
amostra controle com a droga ou seu produto de biotransformação a 
uma concentração 75% do cut off e pelo menos um controle que seja 
classificado como uma amostra autêntica para os analistas. Os cali-
bradores e controles devem totalizar, pelo menos, 10% das amostras 
analisadas por batch. 

Já para os exames confirmatórios, cada lote de amostras analisado 
de deve conter: pelo menos um calibrador na concentração do cut off, 
pelo menos um controle que não contenha droga e seu produto de 
biotransformação, pelo menos uma amostra controle com a droga 
ou seu produto de biotransformação a uma concentração 25% acima 
do cut off (Tabela 8) e pelo menos uma amostra controle com a droga 
ou seu produto de biotransformação a uma concentração a 40% ou 
menos do valor do cut off. Os calibradores e controles devem totalizar, 
pelo menos, 10% das amostras analisadas. O resultado das análises 
deve ser liberado dentro de 5 dias da chegada da amostra.
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Analito
Concentração (ng/mL)

Cut off para triagem Cut off para confirmatório

THC 4 2 

Cocaína 15 8 

Benzoilecgonina 15 8 

Codeína 30 15 

Morfina 30 15 

Hidrocodona 30 15 

Hidromorfona 30 15 

Oxicodona 30 15 

Oximorfona 30 15 

6-Acetilmorfina 4 2 

Fenciclidina (PCP) 10 10 

Anfetamina 50 25 

Metanfetamina 50 25 

MDMA 50 25 

MDA 50 25 

| TABELA 8 - SUBSTÂNCIAS RECOMENDADAS E VALORES DE CUT OFF 
PARA TESTES DE TRIAGEM E CONFIRMATÓRIO EM FLUIDO ORAL 
(SAMHSA, 2019)  
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O projeto relacionado com direção sob influência de drogas, álcool 
e fármacos (DRUID, do inglês Driving Under the Influence of Drugs, 
Alcohol and Medicines) foi desenvolvido na Europa com o objetivo de 
entender o grau da problemática e traçar contramedidas apropriadas. 
As pesquisas foram conduzidas nas estradas de 13 países da Europa e 
amostras de sangue e fluido oral foram coletadas de 50.000 motoristas. 
Os valores de cut off para análise de fluido oral são apresentados na 
Tabela 9 (EMCDDA, 2012).

| TABELA 9 - SUBSTÂNCIAS RECOMENDADAS E 
VALORES DE CUT OFF PARA ANÁLISE EM FLUIDO ORAL 
DETERMINADOS NO PROJETO DRUID (EMCDDA, 2012)

Analito Cut off (ng/mL) 

Etanol 0,082 g/L 

6-Acetilmorfina 16 

7-Aminoclonazepam 3,1 

7-Aminoflunitrazepam 1,0 

Alprazolam 3,5 

Anfetamina 360 

Benzoilecgonina 95 

Clonazepam 1,7 

Cocaína 170 

Codeína 94 

Diazepam 5,0 

Flunitrazepam 1,0 
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Analito Cut off (ng/mL) 

Lorazepam 1,1 

MDA 220 

MDEA 270 

MDMA 270 

Metadona 22 

Metanfetamina 410 

Morfina 95 

Nordiazepam 1,1 

Oxazepam 13 

THC 27 

Tramadol 480 

Zolpidem 10 

Zopiclone 25 

5.3 TÉCNICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS 
PARA FLUIDO ORAL 

O fluido oral tem ganhado cada vez mais destaque nas análises 
toxicológicas e, consequentemente, diversas técnicas de preparo 
de amostra são reportadas na literatura para manipulação desta 
amostra. Entre elas podemos citar a extração líquido-líquido (ELL) 
(ARANTES et al., 2021; BAHMANABADI et al., 2017; DA CUNHA et al., 
2020; INSTITÓRIS et al., 2012; ØIESTAD et al., 2007), extração em 
fase sólida (SPE, do inglês solid phase extraction) (FRITCH et al., 2009; 
SHIN et al., 2020), microextração por sorvente empacotado (MEPS)  
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(ARES et al., 2017; MONTESANO et al., 2015; WOŹNIAKIEWICZ et al., 
2014), microextração em fase sólida (SPME) (ANZILLOTTI et al., 2014), 
microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) (KAHL et al., 2021; 
TOMAI et al., 2021) e micro-QuEChERS (CHINAGLIA et al., 2022). 

A ELL tem o princípio de uso de dois líquidos imiscíveis entre si, 
sendo um aquoso, representado pela matriz biológica que ainda pode 
ser acrescida de um tampão para auxiliar na extração de compostos 
ácidos ou básicos, e o outro, um solvente orgânico ou mistura de 
mais de um, que idealmente terá maior seletividade aos analitos de 
interesse, deixando o máximo possível de proteínas, fosfolipídeos e 
sais na fração aquosa (Figura 4). 

Quanto mais seletivo for esse solvente ou mistura de 
solventes, menor a interferência dos componentes 
endógenos da matriz durante a análise, especialmente 
para LC-MS/MS. Essa fase orgânica pode ser evaporada 
com a finalidade de concentrar os analitos extraídos, 
melhorando assim a sua detectabilidade na técnica de 
análise de escolha. Tem a vantagem de ser uma técnica 
simples e barata, com moderada capacidade de limpeza do 
extrato (PETERS et al., 2018).         

Porém, maior volume de solvente e resíduos é usado/gerado. Para 
análise de 50 analitos entre benzodiazepínicos, antidepressivos e 
opioides foi usado 500 µL de fluido oral coletado com Quantisal™, 
extraído com MTBE e analisado por LC-MS/MS. O limite de detecção 
ficou entre 0,5-1 ng/mL (ARANTES et al., 2021).

Agitação

Centrifugação

Separação da
fase orgânica

Toxicante/
metabólitos

Solvente
orgânico

ExtratoUrinaUrina

Figura 4. Representação esquemática da extração 
líquido-líquido (ELL). Na extração por SPE é usado um cartucho contendo uma fase estacio-

nária (sorvente) onde os analitos da amostra serão retidos (adsorção) 
até a etapa de sua eluição com um solvente orgânico ou uma mistura 
deles. Existem diversos cartuchos disponíveis no mercado (ex.: C8, 
C18, troca aniônica ou catiônica), com seletividades diferentes para 
vários analitos, diferentes tamanhos de partículas e polaridade (fase 
normal, reversa e troca iônica). O procedimento de extração envolve 
4 etapas, sendo a primeira de condicionamento do cartucho, seguida 
de adição da amostra, lavagem do cartucho e, por fim, eluição dos 
analitos (Figura 5).         
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A lavagem do cartucho deve ser feita com um solvente orgânico com 
pouca seletividade para os analitos de interesse, para que não ocorra 
sua eluição antes da etapa de dessorção. Possui a vantagem de poder 
ser automatizada, de gerar extratos mais limpos, o que reduz o efeito 
matriz durante as análises por LC-MS e ter alta reprodutibilidade. 
Porém, tem um custo elevado e não é fácil o seu desenvolvimento 
(PETERS et al., 2018). Para a análise de 18 antidepressivos, 500 µL de 
fluido oral coletado com Quantisal™ foram extraídos por SPE de leito 
misto, com auxílio de 0,75 mL de diclorometano/álcool isopropílico/
hidróxido de amônio (70:26:4) e analisados por LC-MS/MS. O limite 
de quantificação foi de 10 ng/mL (SHIN et al., 2020).   

1 2 3 4

2mL Metanol +
2mL tampão fosfato

2,5mL Amostra + 
2,5mL água + PI + 

2mL tampão fosfato

3mL água + 3mL 
HCI (0,1M), secagem 

(5min) + 9mL 
metanol

2mL diclorometano/
isopropanol/NH3

(80:20:2)

BE PI Interf. COC

Figura 5. Representação esquemática da extração 
em fase sólida (SPE).

O MEPS segue os fundamentos da extração por SPE, mas em escala 
em miniatura e, dessa forma, possibilita a redução do volume de 
amostras e de solventes orgânicos utilizados. Os mesmos tipos de 
sorventes utilizados em SPE são adaptados para o MEPS, podendo citar 
entre eles os baseados em sílica (C8, C18), o de troca catiônica (SCX).  
Este sorvente, entre 1 e 4 mg, é acoplado a uma seringa para que du-
rante a aspiração e dispensação do volume a amostra entre em contato 
com este e ocorra a extração.  É possível ser realizado de forma ma-
nual, semiautomatizada (Figura 6) e automatizada com acoplamento 
direto ao GC ou LC (ABDEL-Rehim, 2011). Para a análise de 21 drogas 
de abuso e produtos de biotransformação, 300 µL de fluido oral co-
letados com Salivette® foram extraídos de forma semiautomatizada 
com 4 mg de uma mistura de sorventes C8 e SCX. A eluição ocorreu 
com 90 µL de uma mistura de diclorometano/2-propanol/hidróxido 
de amônio (78:20:2, v/v). Os limites de quantificação ficaram entre 
0,5 e 1 ng/mL (ARES et al., 2017).
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A SPME utiliza uma seringa acoplada a amostra durante o proce-
dimento. Uma fibra conectada a seringa é exposta ao vial para que 
a extração possa ocorrer (Figura 7). Diversos são os materiais dis-
poníveis na composição da fibra, entre eles, polidimetilsiloxano 
(PDMS), poliacrilato (PA), carboxeno/polidimetilsiloxano (PDMS/
DVB). Devido a sua estrutura, a SPME é mais associada a análises por 
GC, e a dessorção ocorrerá na porta de injeção (He and Concheiro-
-Guisan, 2019). Em análise de THC, CBD e CBN em fluido oral, 100 µL 
de amostra foram usados na extração por SPME usando fibra PDMS 
exposta por 30 min e analisada no GC-MS. O limite de detecção e de 
quantificação do THC foram de 0,5 ng/mL e 2 ng/mL, respectivamente 
(ANZILLOTTI et al., 2014).

Sample

Fiber

SPME
holder

Placed into GC
injector port

Fiber
withdrawn

Sampling Desorption

GC injector port

To MS

GC column

Figura 7. Aparato da técnica de extração SPME. 
Fonte: He and Concheiro-Guisan, 2019. 

Figura 6. Micropipeta semiautomática eVol® para uso em 
microextração por sorvente empacotado (MEPS). 

Fonte: https://www.fishersci.fi/shop/products/sge-evol-
xchange-syringes-3/12977586. 

https://www.fishersci.fi/shop/products/sge-evol-xchange-syringes-3/12977586 
https://www.fishersci.fi/shop/products/sge-evol-xchange-syringes-3/12977586 
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A DLLME é baseada em um sistema ternário. Um dos solventes terá 
o papel extrator e o outro dispersor, de modo que a adição deles na 
amostra é auxiliada por uma seringa e deve ser feita rapidamente para 
formar uma nuvem na solução, que se dispersam pela fase aquosa, 
promovendo uma alta superfície de troca para uma extração eficaz 
e rápida (Figura 8). O solvente orgânico dispersor deve ser miscível 
na fase aquosa, como é o caso da acetona, acetonitrila e metanol, 
por exemplo. Já o solvente orgânico extrator deve possuir densidade 
maior que a fase aquosa para que ocorra sua deposição no fundo do 
frasco após centrifugação da amostra (KAHL et al., 2021; REZAEE et 
al., 2006). Para análise de 6 canabinoides sintéticos por DLLME, 500 
µL de fluido oral foi usado tendo acetonitrila como solvente dispersor 
e clorofórmio como extrator e analisado por LC-MS/MS. Os limites de 
quantificação foram entre 0,004 e 0,035 ng/mL (TOMAI et al., 2021).

Figura 8. Representação esquemática da 
microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME). 

Fonte: Jain and Singh, 2016. 

A técnica de extração por QuEChERS é baseada na dispersão de sais que 
facilitarão a extração dos analitos da fase aquosa para a fase orgânica 
(efeito salting out).  Em uma segunda etapa ocorre a extração em fase 
sólida dispersiva (d-SPE) para reduzir os possíveis interferentes da 
matriz (Figura 9). Tem por vantagem requerer reduzido volume de 
amostra e solvente orgânico, gerando, consequentemente, menores 
volumes de resíduos, o que vai de acordo com os princípios da Química 
Verde ou, neste caso, Toxicologia Analítica Verde (GAT).

A técnica ainda teve evolução para o denominado micro-QuEChERS, 
onde há redução ainda maior da amostra, sais e solvente utilizados. 
A redução pode ser aplicada para uma única etapa de adição dos sais. 
(PERESTRELO et al., 2019). Para análise de metilfenidato, ácido rita-
línico e etilfenidato, 100 µL de fluido oral coletados com Quantisal™ 
foram extraídos com 50 mg de sal de QuEChERS Q150 (uma mistura 
de sulfato de magnésio e acetato de sódio 4:1, m/m). O limite de 
quantificação foi de 0,5 ng/mL (CHINAGLIA et al., 2022). 
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5.4 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 
EFICIÊNCIA (CLAE OU HPLC)

A cromatografia líquida de alta eficiência é uma técnica de separação 
de compostos em solução, que emprega uma fase fixa chamada de 
fase estacionária e uma fase móvel (líquido). O HPLC de maneira geral 
apresenta os seguintes componentes (Figura 10):

	¤ Reservatório de fase móvel: são utilizadas garrafas de vidro 
para acondicionamento de fase móvel e soluções de lavagem. 
A captação da fase móvel é através de um filtro na ponta de 
uma linha, filtro o qual tem capacidade de reter partículas que 
podem prejudicar o sistema. 

	¤ Sistema de desgaseificação (Solvent degasser): o uso de 
solventes, principalmente os polares, tem tendência de 
causarem bolhas que afetam o sistema, para evitar isso é 
utilizado um sistema de desgaseificação.

	¤ Bomba (HPLC pump): o HPLC necessita de uma bomba de alta 
pressão para que seu fluxo seja eluido pela coluna. Através de 
um sistema de bombas, a fase móvel é bombardeada pelo HPLC 
com vazão constante. 

	¤ Amostrador (autosampler): local para acondicionamento de 
amostras (vial ou placas) e sistema de injeção, que pode ser 
manual ou automático, com volume de injeção determinado 
pelo usuário. Através de uma válvula, é possível determinar o 
destino da injeção (para coluna ou para o descarte).

Re
sp

on
se

Time

dSPE clean-up

LC-MS

Partitioning

ACN

Figura 9. Representação esquemática da extração por QuEChERS. 
Fonte: Godfrey et al., 2020.
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	¤ Forno de coluna (column oven): local para acondicionamento 
da fase estacionária (colunas recheadas com materiais 
quimicamente preparados).

As moléculas possuem afinidades diferentes com a fase estacio-
nária e a fase móvel, onde a fase móvel é responsável pela eluição do 
analito na fase estacionária. Os analitos da amostra são adsorvidos 
(interação com a superfície) na fase estacionária através do processo 
de adsorção. A adsorção ocorre por um período (tempo de retenção 
– RT), até que a fase móvel seja capaz de eluir gradativamente os 
compostos. Um fator importante na separação cromatográfica é a 
resolução. A resolução é uma medida quantitativa de separação entre 
2 picos consecutivos, calculada pela distância entre dois tempos de 
retenção e a largura da base dos picos. Uma resolução ideal é de no 
mínimo 1,5. A cromatografia líquida pode ocorrer em:

	¤ Fase normal: A fase estacionária é mais polar e o solvente (FM) 
é menos polar.

	¤ Fase reversa: A fase estacionária é apolar ou pouco polar e o 
solvente (FM) é mais polar. 

  

  

  

  

  

Figura 10. Componentes gerais de um HPLC. 

Fatores como comprimento da coluna, diâmetro da coluna, recheio 
da coluna e tamanho da partícula devem ser considerados na escolha 
da fase estacionária (coluna cromatográfica) de acordo com o tipo 
de análise a ser realizada. 

	¤ Diâmetro da coluna: diâmetros menores garantem picos 
mais finos, o que resulta em melhor sensibilidade.  
Neste caso, para a escolha do diâmetro deve-se considerar  
a vazão de trabalho do equipamento. 
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	¤ Comprimento da coluna: o comprimento influencia 
diretamente no volume morto, tempo de corrida e volume de 
fase móvel. Ao utilizar colunas menores (50, 75 ou 100 mm 
de comprimento) se obtém uma maior resolução dos picos 
cromatográficos e reduz o tempo de corrida das análises.

	¤ Tamanho de partícula: o tamanho da partícula tem relação 
direta com a eficiência da separação cromatográfica. Tamanhos 
menores de partículas trazem maior eficiência (melhor 
separação e picos mais finos), porém acarreta uma maior 
pressão da coluna no sistema.

	¤ Tipo de fase estacionária: para se escolher o tipo de fase 
estacionária deve-se estudar o tipo de molécula a ser analisada, 
sua estrutura e seus grupos funcionais. A Figura 11 a seguir 
mostra um esquema de escolha do tipo de coluna a ser utilizada 
de acordo com a molécula de interesse. 

High AQ
Solubility

Poor AQ
SolubilityWater or Polar 

Organic Solvents Sample Solubility Organic Solvents

Normal Phase
Reversed Phase

Ionic Polar Neutral Mixed

Ion Pair and 
Suppression

Ion
Exchange

SCX
SAX

C18
C8
C4
C2

Phenyl

High AQ
C18

Amino
Cyano

PFP

C2
C4
C8
C18

Phenyl
Biphenyl

High AQ
C18

Cyano

Cyano
PFP

Silica
Cyano
Amino

Acidic Basic Hydrophibic Hydrophyllic

Figura 11. Esquema geral para escolha do tipo de 
enchimento de coluna cromatográfica. Disponível 

em: https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-
chromatography/knowledge-base/hplc-basics.html. 

O modo de eluição cromatográfica pode ser isocrático, quando a 
proporção de fase móvel permanece constante durante toda a corrida 
cromatográfica, podendo ser utilizado um único solvente ou uma 
mistura de solventes. Na eluição por gradiente, a composição da fase 
móvel é alterada ao longo da separação (corrida) cromatográfica 
(Figura 12). Nesse tipo de eluição, é necessário que haja um período 

https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-chromatography/knowledge-base/hplc-basics.html
https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-chromatography/knowledge-base/hplc-basics.html
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de reequilíbrio da coluna. Nas análises toxicológicas é comumente 
utilizada eluição por gradiente, para garantir que tantos os compostos 
polares quanto apolares provenientes da matriz não fiquem retidos 
na coluna cromatográfica e diminua o seu tempo de vida útil.

Figura 12. Eluição em modo gradiente, com 
aumento da proporção de fase móvel B (fase 
orgânica) durante a análise cromatográfica. 

Disponível em: https://www.ssi.shimadzu.com/
products/liquid-chromatography/knowledge-

base/hplc-basics.html. 

A escolha da fase móvel em cromatografia líquida será fundamental 
no processo de separação dos analitos enquanto percorrem a coluna 
cromatográfica, além da função de transporte deles pelo sistema.  
Para a escolha da fase móvel é necessário considerar as suas carac-
terísticas físico-químicas, força cromatográfica e seletividade. 

A fase móvel deve ser de alto grau de pureza (grau cromatográfico), 
dissolver a amostra sem decompor os seus componentes, possuir 
baixa viscosidade e ponto de ebulição, ser compatível com o detector 
utilizado e garantir completa miscibilidade quando for usado mistura 
de solventes  (COLLINS et al., 2014). 

Quanto maior a pureza da água e dos solventes orgânicos usados no 
preparo da fase móvel, menor será a interferência da linha de base 
em decorrência da fase móvel, o que ajuda na detecção de analitos 
a baixas concentrações, principalmente nas análises realizadas por 
acoplamento com espectrometria de massas.

A força cromatográfica da fase móvel está relacionada a sua capacidade 
de interagir com os componentes da amostra e está intrinsicamente 
relacionada a polaridade dos solventes (série eluotrópica, Figura 13) 
(Collins et al., 2014).

https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-chromatography/knowledge-base/hplc-basics.html
https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-chromatography/knowledge-base/hplc-basics.html
https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-chromatography/knowledge-base/hplc-basics.html
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Para análises toxicológicas por LC-MS/MS será utilizada frequen-
temente o sistema de fase reversa, onde a fase estacionária é mais 
apolar que a fase móvel. 

Dessa forma, os solventes fortes são os mais apolares 
e os fracos, mais polares. Solventes fortes diminuem 
a retenção, enquanto os solventes fracos aumentam a 
retenção. O ideal é que o analito tenha alguma retenção 
na coluna cromatográfica, mas que consiga eluir sem 
exigir análises demasiadamente longas e/ou que gere 
alargamento do pico (COLLINS et al., 2014).    

O nomograma (Figura 14) ajuda a estimar a composição de uma fase 
móvel que levará a uma mesma retenção quando da substituição do 
solvente orgânico. A troca da fase móvel pode levar a um aumento na 
resolução cromatográfica e, em alguns casos, até inversão da ordem 
de eluição dos compostos (Figura 15).

Polaridade

Figura 13. Série eluotrópica para diversos 
solventes orgânicos. 
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Os aditivos e tampões usados na fase móvel tem o objetivo de manter o 
tempo de retenção das corridas cromatográfica mais reprodutíveis, além 
de promover a ionização dos compostos iônicos presentes na amostra. 
Alguns dos aditivos voláteis comumente empregados em LC-MS/MS 
são o ácido fórmico, formiato de amônio, acetato de amônio, ácido 
acético e ácido trifluoroacético (MALLET et al., 2004).        

O preparo da fase móvel deve seguir o mesmo procedimento para 
evitar flutuações no desempenho cromatográfico devido a dife-
renças no preparo. O ideal é possuir frascos de vidro separados 
para armazenamento apenas de fase móvel, assim como um balão 
volumétrico e béquer separados para o preparo da fase a fim de 

Figura 14. Nomograma entre acetonitrila, metanol 
e tetrahidrofurano. Disponível em: https://www.

chromatographyonline.com/view/essentials-of-lc-
troubleshooting-part-ii-misbehaving-retention-times.  

Figura 15. Exemplo de alteração da seletividade na separação 
cromatográfica em fase reversa para diferentes composições 

de fase móvel. Observação: força de eluição metanol/
acetonitrila foi ajustada para separações em tempos de 

análise equivalentes. Disponível em: https://www.restek.com/
row/technical-literature-library/articles/effect-of-organic-

solvent-on-selectivity-in-LC-separations/.

https://www.chromatographyonline.com/view/essentials-of-lc-troubleshooting-part-ii-misbehaving-retention-times
https://www.chromatographyonline.com/view/essentials-of-lc-troubleshooting-part-ii-misbehaving-retention-times
https://www.chromatographyonline.com/view/essentials-of-lc-troubleshooting-part-ii-misbehaving-retention-times
https://www.restek.com/row/technical-literature-library/articles/effect-of-organic-solvent-on-selectivity-in-LC-separations/
https://www.restek.com/row/technical-literature-library/articles/effect-of-organic-solvent-on-selectivity-in-LC-separations/
https://www.restek.com/row/technical-literature-library/articles/effect-of-organic-solvent-on-selectivity-in-LC-separations/
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evitar contaminação com outras soluções do laboratório. A lavagem 
(“rinsagem”) deve ser feita apenas com água ultrapura e solvente 
orgânico, sem o uso de detergentes.

5.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

A espectrometria de massas é uma técnica analítica, baseada em 
criação de íons em fase gasosa, que detecta e identifica moléculas 
através da medição da relação massa/carga (m/z) dos compostos, 
representados por um espectro de massa que condiz com a m/z e/ou 
fragmentos do composto. As massas dos fragmentos e a sua abun-
dância relativa fornecem informações acerca da estrutura da molécula.

Os espectrômetros de massas são compostos por uma fonte de ioni-
zação, analisador de massas e detector (que devem estar sob vácuo) 
e geralmente são acoplados a outras técnicas analíticas, como a 
cromatografia líquida. A Figura 16 representa a composição geral de 
um espectrômetro de massas do tipo triplo-quadrupolo.

Seleção da molécula 
precursora (m/z) Célila de colisão Seleção das massas de 

monitorização (m/z)

HPLC Fonte 
de ionização

Analisador de massas Detector

Vácuo

Zoom

Q1 Q2 Q3

Figura 16. Esquema geral de um espectrômetro de 
massas do tipo triplo-quadrupolo.

Diferentes fontes de ionização podem ser aplicadas, de acordo com 
a necessidade de análise, sendo a ionização por elétrons, ionização 
química, electrospray (ESI), ionização química a pressão atmosférica 
(APCI) e ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI) 
as mais comuns. Algumas fontes de ionização trabalham em pressão 
atmosférica, enquanto outras dependem de vácuo, como demonstra a 
Tabela 10 abaixo. As fontes de ionização por elétrons (EI) e ionização 
química (CI) são comumente acopladas à técnica de cromatografia 
gasosa, enquanto ESI e APCI à cromatografia líquida. 
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Nesta unidade, a ênfase será dada a fonte de ionização por ESI, 
 uma das principais técnicas utilizadas para LC-MS/MS na toxico-
logia. Essa técnica é abrangente, permitindo a ionização de ampla 
gama de compostos, de baixa a alta massa molecular, para análise 
de ácidos e bases fracas, e é compatível com diferentes vazões de 
fase móvel (sendo mais eficiente em baixas vazões). É uma ionização 
suave, onde um spray eletrostático da solução (analito) é bombeada 
por um fluxo em um capilar metálico, submetido a um campo elé-
trico, formando um electrospray. 

A aplicação desse campo induz ao acúmulo de cargas na superfície 
do líquido, produzindo uma deformação na gota (cone de Taylor) e 
acarretando a liberação de gotículas carregadas. O solvente da gota, 
aos poucos, é evaporado com o auxílio de gases nebulizantes e se-
cantes, onde ocorre a explosão Coulômbica devido à quebra da tensão 
superficial da gota, produzindo gotículas cada vez menores. Este 
processo ocorre até evaporação completa do solvente, liberando para 
o analisador de massas apenas as moléculas ionizadas em fase gasosa.

Os principais analisadores de massas são: quadrupolo (Q), 
Ion trap (IT), tempo de voo (TOF) e FT-ICR, os quais podem 
ser do tipo sequencial (tandem) e híbridos (como por 
exemplo IT-TOF).   

| TABELA 10 - DIFERENTES FONTES DE IONIZAÇÃO

Ionização sob vácuo Ionização em  
pressão atmosférica 

Ionização por elétrons (EI) Electrospray (ESI) 

Ionização química (CI) Ionização química a pressão 
atmosférica (APCI) 

MALDI Ionização química por  
fotoionização (APPI) 

O analisador do tipo quadruplo consiste em um conjunto de 4 polos 
com sinais opostos, que alternam sinais de radiofrequência entre 
pares, permitindo a passagem e seleção dos íons para o detector. 
O tipo triplo quadrupolo é muito utilizado na espectrometria de 
massas, pois permite a análise de misturas complexas, com alta 
precisão, exatidão e especificidade. A baixa resolução é umas das 
desvantagens desta técnica, que pode ser minimizada com uma  
boa separação cromatográfica. 
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O triplo quadrupolo permite a análise em modo fullscan (TIC), mo-
nitoramento de íons selecionados (selected ion monitoring, SIM) e 
monitoramento de múltiplas reações (MRM). O modo de aquisição 
em fullscan é a análise de um faixa extensa da amostra (definida pelo 
usuário), sem seleção de um íon específico, enquanto o modo SIM 
analisa íons especificados pelo usuário. A aquisição em modo MRM 
é a mais complexa, sensível e seletiva, pois envolve a seleção de um 
íon precursor (que é selecionado no Q1), a fragmentação deste íon 
(na cela de colisão, Q2) e seleção destes fragmentos (seleção no Q3). 

A fragmentação ocorre através da dissociação induzida por colisão 
(CID), onde o íon colide com um gás (geralmente argônio), induzindo 
a fragmentação. O número de fragmentos e sua proporção é depen-
dente da energia de colisão aplicada. 

5.5.1 CUIDADOS E MANUTENÇÕES EM 
INSTRUMENTOS LC-MS/MS 

Tenha uma lista de checagem diária, semanal, mensal, semestral e 
anual dos itens a serem verificados para bom funcionamento do equi-
pamento. Abaixo apresentamos um check list para servir de modelo 
dos itens a serem verificados e respectivas frequências. O volume 
contido nos frascos de fase móvel e de limpeza do injetor devem ser 
checados diariamente, assim como o do descarte para evitar ex-
travasamento no chão do laboratório. Os frascos de fase móvel e de 
limpeza devem ter volume sempre acima do filtro da linha. Para cada 
batch a ser analisado, o volume nos frascos deve ser suficiente para 
o número de injeções, mais esse volume sobressalente para manter 
o filtro submerso. Caso contrário, haverá formação de bolhas na 
linha, que poderá se estender para o sistema, além de forçar a bomba.  
Em alguns casos a purga da linha não é suficiente para remover todas 
as bolhas, necessitando remoção manual com auxílio de seringa.

Realizar a purga com frequência das linhas referentes 
às fases móveis, assim como do injetor ajuda a eliminar 
possíveis bolhas e/ou possíveis contaminantes no sistema. 
Caso não seja utilizada durante a semana, é recomendado 
que a fase aquosa seja descartada e nova seja preparada 
devido ao risco de produzir fungos.

O tuning do espectrômetro de massas deve ser avaliado após abertura 
da fonte para limpeza ou troca de peças, assim como semestralmente 
para garantir a calibração do equipamento.

O tipo de amostra analisada e o preparo da amostra vai influenciar na 
frequência de limpeza da fonte do espectrômetro de massas. O tipo e 
quantidade de aditivo usado na fase móvel também pode influenciar, 
como é o caso do acetato de amônio que possui baixa solubilidade em 
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acetonitrila e pode precipitar na fonte em concentrações acima de 10 
mmol/L. Além disso, é preciso se atentar aos valores de pH supor-
tados pela coluna cromatográfica utilizada. Fases com pH extremos 
podem degradar a coluna mais rapidamente. Ainda, podem levar a 
fenômeno de supressão do sinal dos íons.

Ao final das análises é prudente que a coluna cromatográfica passe 
por um método de limpeza, onde as fases móveis são trocadas pelas 
mesmas, mas sem a presença do aditivo. Ligar a bomba na condição 
inicial do método (geralmente 5% de fase B), manter por, pelo menos, 
5 min após estabilização da linha da pressão e aumentar gradativa-
mente até atingir 100% e finalizar a limpeza e guarda da coluna em 
80% de fase B.

O frasco de descarte do gerador de nitrogênio precisa ser esvaziado 
com frequência, além de sempre checar a pressão do equipamento e se 
alguma luz de emergência tenha se acendido. A seguir são apresentadas 
recomendações de verificações periódicas do sistema LC-MS/MS:

	¤ Diário

	} Verificar os níveis de fase móvel. 

	} Verificar os níveis de solvente de lavagem.

	} Checar a pressurização dos gases (N2 e ar sintético) do 
gerador e mostradores de funcionamento.

	} Checar a pressurização do argônio no regulador.

	¤ Semanal

	} Balance da bomba à vácuo.

	} Troca da solução dos pistões das bombas - solução de 
isopropanol: água (90:10).

	} Purga dos canais R0 e R3.

	} Descarte do reservatório de água do gerador de nitrogênio.

	} Aperto de conexões (mixer).

	} Verificação do nível de óleo da bomba a vácuo.

	} Verificação de vazamentos na fonte.

	} Verificação dos níveis de descarte.

	¤ Mensal

	} Limpeza do filtro de espuma do sistema de ventilação do MS.

	} Limpeza do cone.
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	¤ Semestral (junho e dezembro)

	} Tuning.

	} Limpeza da DL e da fonte.

	} Backup dos dados gerados.

	¤ Anual (janeiro)

	} Limpeza das lentes.

5.6 OTIMIZAÇÃO DOS ANALITOS DE 
INTERESSE NO ESPECTRÔMETRO DE MASSAS 

5.6.1 AQUISIÇÃO DE DADOS EM MODO DE 
ESCANEAMENTO DE MASSAS (FULLSCAN)

O desenvolvimento de métodos de análises toxicológicas por croma-
tografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial (em 
inglês, liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) 
começa pela otimização das transições de monitoramento de reação 
múltipla (MRM, modo de aquisição mais utilizado em equipamentos 
triplo quadrupolo) no espectrômetro de massas.

Antes de iniciar as atividades, verificar os seguintes itens:

	¤ Checar se os gases estão conectados e ligados (no caso de 
gerador de nitrogênio).

	} Verificar se pressões de nitrogênio, ar zero e argônio  
estão adequadas.

	¤ No LC-MS/MS, verificar a posição da fonte de ionização.

	} A distância de 5 mm é recomendada para análises toxicológicas.

	} Valores menores do que 5 mm podem ser testados durante o 
processo de desenvolvimento de um método, quando houver 
necessidade de melhor sensibilidade.

	¤ Ligar o LC (módulos).

	¤ Conferir a composição e a quantidade de fase móvel disponível.

	} Caso seja necessário realizar a troca, não deixar o filtro 
encostar na mão/luva para evitar contaminação.

	} No caso de troca de fase móvel é necessário purgar o sistema 
por, pelo menos, 3 minutos.
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	¤ Conferir o volume de solventes utilizados para lavagem  
do sistema.

	} Caso seja necessário realizar a troca, não deixar o filtro 
encostar na mão/luva para evitar contaminação.

Antes de iniciar a otimização é necessário remover a coluna croma-
tográfica. Para este processo deve-se:

	¤ Desligar a vazão de fase móvel no software.

	¤ Retirar primeiro a tubulação de saída da coluna (pode ser retirada 
desrosqueando com as mãos, sem necessidade de ferramenta).

	¤ Retirar a tubulação conectada na entrada da coluna 
cromatográfica, com o auxílio das ferramentas corretas. 
Observação: para desrosquear realizar apenas ¼ de volta com 
as ferramentas e o restante com as mãos.

	¤ Para guardar a coluna deve-se colocar as tampas rosqueáveis 
nas extremidades desta para evitar secagem da coluna e 
colocá-la dentro da caixa correspondente. Não deixar coluna 
que não está em uso dentro do forno do LC, ou sobre a bancada.

	¤ Unir os tubos com o conector de volume zero, primeiro 
colocando o tubo de entrada da fase (com as chaves 
necessárias, apertando inicialmente com as mãos e 
finalizando com apenas ¼ de volta com auxílio das 
ferramentas) e depois o tubo de saída (apenas com as mãos). 
Encaixar a conector no suporte do forno.

No computador, abrir software LabSolutions (abrir instrument e escolher 
a opção LC-MS). Abrir a pasta que será utilizada:

	} Para nova pasta clicar em create new folder e desmarcar as 
opções (method files, report format files e batch files).

	} Para abrir uma pasta já existente, clicar em File - select - 
pasta_X.

	¤ Para facilitar o processo abrir um método já pronto para 
utilizar como modelo.

	} File - open (selecionar método antigo) - file - save as 
(pasta criada).

Para configurar o novo método, clicar em edit instrument parameters 
- zerar método - LC time prog - excluir todas as opções, deixando 
apenas a quinta linha (controller) - deixar em 0,6 min (pois reti-
rou-se a coluna, então esse tempo é suficiente para a injeção chegar 
no MS) – (Figura 17).

	¤ Na aba pump, ajustar para a proporção de 50% de fase B,  
e vazão 0,4 mL/min (Figura 18).
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	¤ Na aba column oven, desabilitar a caixa “ready check” (Figura 19).

	¤ Na aba autosampler, no campo “Rinse Type:” selecionar 
a opção “off”. Em injection, clique na opção detect rack e 
verifique se a opção colocada (vial ou placa) está selecionada 
corretamente (Figura 20).

Figura 17. Aba “LC Time Prog” para programação 
do gradiente de eluição.
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Figura 18. Aba “pump” para programação da 
vazão e proporção de fase móvel.

Figura 19. Aba “column oven” (forno de coluna) para 
programação do valor e checagem da temperatura. 
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Figura 20. Aba “autosampler” para seleção da rack e 
programação do sistema de lavagem. Caso tenha sido trocada a fase móvel, ao início do processo, ajustar 

a purga do sistema LC (Figura 21), da seguinte forma:

	¤ Edit method - auto purge – pelo menos 3 min para cada fase 
móvel colocada.

	¤ purge settings - autosampler – pelo menos em 1 min.
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Figura 21. Aba “autopurge” para setar purga.
Na aba MS, deletar todas as linhas e selecionar o método fullscan, 
em modo positivo ou negativo, a depender dos analitos que serão 
otimizados (Figura 22).

	¤ acq. time, colocar o tempo de 0 a 0,6 min,

	¤ Em Start m/z: inserir o valor de “100”. Em End m/z: inserir 
valor pelo 50 unidades de massa maior do que a massa 
molecular da substância que será estudada,

	¤ Clicar em Download and Close. Isto transmitirá as informações 
ajustadas do método no software para o instrumento LC-MS/MS,

	¤ Ativar forno de coluna (oven) e o sistema de bombeamento 
(pump). Se houve troca de fase móvel, clicar o ícone 
“AutoPurge” para iniciar a purga do sistema.
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A concentração da solução padrão a ser utilizada na otimização do 
método dependerá do modelo de instrumento utilizado. Por exemplo, 
para otimizações no equipamento LCMS8060, a concentração utilizada 
para otimização é na ordem de 50 ng/mL ou menor; para o modelo 
LCMS8040, a concentração utilizada pode ser na ordem de 200 a 
500 ng/mL. As diferenças de concentração/sensibilidade podem ser 
ajustadas, até certo ponto, pelo volume de injeção.

É possível otimizar diferentes analitos com uma mesma mistura 
de padrões de maneira simultânea, exceto em casos de analitos de 
mesma massa molecular. Nesse caso, é necessário realizar otimização 
individual dos analitos.

Para iniciar uma análise, clicar no ícone corrida Start Single Run na 
lateral esquerda da tela (Figura 23).

	¤ Em Sample Name: identificar a substância a ser analisada 
(nome, concentração).

	¤ Em Data File: selecionar pasta para salvar arquivo e inserir o nome 
do arquivo (pode repetir o nome utilizando em Sample Name.

	¤ Colocar o número da bandeja (tray) e posição em que está seu 
vial ou posição na placa.

	¤ Em Injection Volume: ajustar para que seja injetado 1 µL. 

Figura 22. Aba “MS” para ajustar parâmetros relacionados a 
aquisição de espectros de massas. 
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Figura 23. Tela de injeção única (“single run”). 
Conferir a análise em tempo real (Figura 24). Para análise do re-
sultado, clicar no ícone “Data Analysis” na barra lateral esquerda.

Figura 24. Aquisição de dados em tempo real, e ícone “Data 
Analysis” utilizado para análise dos resultados.
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Quando abrir os resultados no Postrun (vide Figura 25), primeiro 
selecionar a visualização em modo qualitativo (seta azul) e em 
seguida em “average spectrum +” (seta vermelha), selecionar as 
extremidades do pico (linhas vermelhas). Em “subtraction spectrum 
-” (seta verde) selecionar a linha de base para subtração dela em 
região onde não houver sinal analítico (por exemplo a região entre 
as linhas verdes). No espectro de massas é possível observar os 
sinais detectados em modo fullscan.

A Figura 26 apresenta um exemplo de espectro de massas em fullscan 
de mistura de cocaína e seus produtos de biotransformação, na con-
centração de 50 ng/mL. É possível observar a presença dos íons pre-
cursores: AEME (m/z 182), metilecgonina (m/z 200), benzoilecgonina 
(m/z 290), cocaína (m/z 304) e cocaetileno (m/z 318).

Figura 25. Processamento em modo de análise 
qualitativo da aquisição em fullscan. Primeiro selecionar 

a visualização em modo qualitativo (seta azul) e em 
seguida, em “average spectrum+” (seta vermelha), 

selecionar as extremidades do pico (linhas vermelhas). 
Em “subtraction spectrum-” (seta verde) selecionar a 

linha de base para subtração dela (linhas verdes).
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Após detecção da relação massas/carga (m/z) esperada para o ana-
lito a ser otimizado (ou para analitos, se estiver otimizando vários 
simultaneamente) no modo fullscan, passar para a otimização da 
fragmentação do(s) analito(s). 

5.6.2 AQUISIÇÃO DE DADOS EM MODO DE MS/MS 
(PRODUCT ION SCAN, PIS) 

Após método em fullscan, realizar leitura em modo Product Ion Scan 
para avaliar os fragmentos gerados com diferentes energias de colisão 
(em geral, testar 10, 25 e 40 eV). Devem ser realizados testes para 
todos os analitos, separadamente (Figura 27).

	¤ No campo Product Ion m/z, adicionar a massa do analito ionizado 
(geralmente M+1 em modo positivo, e M-1 em modo negativo).

	¤ Em Start m/z, ajustar o valor para 50; em End m/z, ajustar o 
valor para 20 unidades acima do valor m/z do analito.

	¤ Energia de colisão: 10, 25 e 40 eV (deverá alterar o método a 
cada experimento com energia diferente).

	¤ Observar quais são os fragmentos que aparecem em cada 
energia de colisão e qual deles é mais intenso.

	¤ Se necessário, testar outras energias de colisão.

	¤ A melhor energia será aquela em que se obtém, pelo menos 3 
fragmentos com intensidades semelhantes (>25% do maior pico).

Figura 26. Exemplo de espectro de massas obtido 
na otimização de cocaína e seus produtos de 

biotransformação em fullscan. 
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A Figura 28 mostra o espectro de massa em modo PIS com energia 
de colisão de 10 eV, onde pode ser observada que esta energia é baixa 
para fragmentação da cocaína.

Figura 28. Espectro de massas da cocaína com 
ionização em modo positivo e aquisição de dados em 

modo PIS cocaína (CE 10 eV).

Figura 27. Tela para ajustar os experimentos de 
Product Ion Scan. 
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Usando energia de colisão de 25 eV, é possível observar diminuição da 
intensidade o íon precursor (m/z 304) com consequente obtenção de 
diferentes fragmentos, com pico base do fragmento m/z 182 (Figura 29).

Figura 29. Espectro de massas da cocaína com 
ionização em modo positivo e aquisição de dados 

em modo PIS (CE 25 eV). Quando a energia de colisão é ajustada para 40 eV, já não mais possível 
observar a presença do íon precursor da cocaína, e observa-se maior 
população de íons de menor relação m/z (Figura 30).

Figura 30.  Espectro de massas da cocaína com 
ionização em modo positivo e aquisição de dados 

em modo PIS (CE 40 eV). Como foi possível obter diferentes íons após a fragmentação da cocaína 
com diferentes energias de colisão, o próximo passo é escolher as 
melhores energias de colisão para gerar íons com maior intensidade. 
Para isto o software possui uma otimização automática.
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5.6.3 OTIMIZAÇÃO AUTOMÁTICA DE MRM 

Antes de utilizar esta função, deve ser montado um método em modo 
MRM com as massas dos precursores e seus íons produto (identifi-
cados na aquisição em modo PIS) – Figura 31.

Figura 31. Ajustes para elaboração do método em 
MRM (montar com dados obtidos no PIS) antes da 

otimização automática.

Selecionar no canto esquerdo a opção “optimization for method” e sele-
cionar “optimize voltage” na tela da otimização automática (Figura 32).

Selecionar para ajustar a m/z do precursor e dos produtos, além da oti-
mização de voltagem. Adicionar o tray e vial correspondente a amostra, 
e seu volume de injeção. O arquivo de otimização pode ser adicionado 
no método em uso ou em um novo método. Ao iniciar a otimização 
(clicando em start), a otimização é feita de maneira automática e pode 
ser colocado para a máquina desligar após a análise (shutdown).
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Figura 32. Otimização automática de método MRM.
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Após a otimização automática (Figura 33), é gerado arquivo de método 
com as melhores voltagens de transmissão de íons e melhores ener-
gias de colisão para cada MRM. As condições otimizadas são salvas 
no método selecionado na tela de otimização automática.

Figura 33. Resultado da otimização automática, com 
melhores voltagens e energias de colisão para cada MRM. 5.7 CONSIDERAÇÕES SOBRE O DISPOSITIVO  

DE FLUIDO ORAL A SER USADO E 
PROCEDIMENTO DE COLETA 

Os protocolos de coleta de fluido oral apresentados abaixo consi-
deram o uso do dispositivo Quantisal™, da empresa Immunalysis 
(Pomona, CA, EUA), que atualmente faz parte da empresa Abbott. 
Conforme apresentado anteriormente na fundamentação teórica,  
a amostra de fluido oral coletada com este dispositivo pode ser 
usada para as análises de triagem e confirmatória, uma vez que 
existe a mensuração do volume de fluido oral coletado (1±0,1 mL de 
fluido oral) que será diluído em volume fixo de solução preservante  
(3 mL de tampão Quantisal™). Desta forma, é possível obtenção de 
resultados quantitativos adequados.
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O kit para coleta de amostra vem selado de modo individualizado e é 
composto por haste contendo almofada absorvente em uma das pontas 
(em embalagem selada) e dispositivo de armazenamento contendo 
3 mL de tampão Quantisal™, conforme apresentado na Figura 34.

Figura 34. Dispositivo de coleta de fluido oral 
Quantisal™ (Immunalysis, Pomona, CA, EUA). 

Foto do autor. 

Para a coleta é necessário que o doador esteja a pelo menos 10 minutos 
sem comer, beber e fumar. O doador deve segurar a haste pelo lado 
contrário ao da almofada, posicionar a mesma embaixo da língua e 
pode fechar a boca. Durante a coleta, o doador não deve conversar ou 
morder a almofada e é aconselhado manter a cabeça abaixada para 
facilitar a coleta. A coleta é encerrada quando o indicador na ponta 
da haste fica azul (Figura 35), o que leva cerca de 2-5 min, podendo 
se estender até 10 min. A haste é acondicionada no dispositivo de 
armazenamento (tampa vermelha), evitando o derramamento de 
qualquer volume do tampão preservante e fechando a tampa em 
seguida até ouvir o travamento desta. Agite levemente a amostra,  
de modo que o tampão entre em contato com toda a almofada coletora.

Figura 35. Amostra de fluido oral coletado com 
dispositivo Quantisal™. Seta direciona para 
ampliação do indicador de volume, que fica 

azul assim que o volume adequado de fluido 
oral é coletado (1±0,1 mL). 

Foto do autor.



Curso TraNSPor
MATERIAL COMPLEMENTAR - FUNDAMENTOS DE TOXICOLOGIA FORENSE, ANÁLISE TOXICOLÓGICA DE ETANOL  
EM SANGUE (ALCOOLEMIA) E OUTROS SOLVENTES ORGÂNICOS VOLÁTEIS 

162

O transporte pode ser realizado sem necessidade de temperatura 
controlada, mas é aconselhável que seja refrigerada (4 °C). Em dados 
apresentados pela fornecedora, foi testado o transporte de ida e volta 
da amostra da costa oeste à leste dos Estados Unidos em modo de envio 
noturno, com embalagem regulada, mas sem mecanismo adicional 
de resfriamento. A porcentagem de variação da concentração foi 
de -10% para o THC. Demais analitos avaliados foram anfetamina, 
metanfetamina, morfina, oxicodona, fenciclidina (PCP) e benzoile-
cgonina (Immunalysis, 2017). 

Os ensaios de recuperação dos analitos, descritos na literatura (da 
CUNHA et al., 2020), demonstram a capacidade do dispositivo de coleta 
reter o analito após a coleta. Quanto menor o valor de recuperação, 
menos adequado é o dispositivo para a realização das análises toxi-
cológicas pois os analitos coletados ficam presos no coletor e não são 
liberados. O dispositivo Quantisal™ apresentou valores adequados, 
acima de 89,7% para anfetamínicos, canabinoides e cocaína. Os va-
lores de cada analito são apresentados na Tabela 11.

Os analitos são estáveis no fluido oral coletado com Quantisal™ se 
a amostra for armazenada em temperatura ambiente por 15 dias, 
por até 60 dias quando mantida a 4 °C e até 90 dias em temperatura 
de -20 °C, com exceção da anfetamina que foi estável até 60 dias de 
armazenamento (Tabela 12). Tempos superiores a esses não foram 
estudados no trabalho apresentado, portanto não é possível assegurar 
a manutenção ou decaimento da estabilidade após esse período. Ainda 
assim, é aconselhável que a amostra seja mantida em temperatura 
de -20 °C após a realização da análise.

| TABELA 11 - RECUPERAÇÃO DOS ANALITOS DO 
DISPOSITIVO QUANTISAL™ (CUNHA ET AL., 2020) 

Analito Recuperação no Quantisal™ 
 (%, n=5)

Anfetamina 97,8 

Metanfetamina 97,2 

Cocaína n.a. 

Benzoilecgonina n.a. 

THC 89,7 
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| TABELA 12 - ESTABILIDADE (% DIFERENÇA EM RELAÇÃO AO DIA INICIAL) DE 
ANALITOS EM 3 TEMPERATURAS DE ARMAZENAMENTO, POR ATÉ 90 DIAS DE 
AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL E COLETADAS COM O DISPOSITIVO QUANTISAL™ 
(DA CUNHA ET AL., 2020) 

Analito

Estabilidade (%) 

25 °C 
15 dias

4 °C 
15 / 60 dias

-20 °C 
15 / 60 / 90 dias

Anfetamina -4,3 -0,7 / 6,8 -1,7 / 11,6 / -26,0 

Metanfetamina -1,6 -0,2 / 1,4 -1,2 / 4,9 / -4,5 

Cocaína n.a. n.a. n.a. 

Benzoilecgonina n.a. n.a. n.a. 

THC 1,0 16,0 / -3,9 9,1 / -3,0 / 7,7 

Anfepramona -1,7 -1,9 / 9,8 -2,0 / 17,3 / 16,6 

Analito Recuperação no Quantisal™ 
 (%, n=5)

Anfepramona 99,0 

Clobenzorex n.a. 

Femproporex 97,3 n.a. Não avaliado.
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Da chegada da amostra no laboratório, deve-se observar a integridade 
do lacre (quando aplicável) e da amostra, assim como seu volume. 
Caso haja coleta de duas amostras de um mesmo doador (p. ex.: 
prova e contraprova), confira se as duas amostras são visualmente 
correspondentes (p. ex.: cor). Conferir as informações presentes 
na ficha de coleta do material correspondente, coletar alíquota do 
material para teste de viabilidade da amostra (quando aplicável) ou 
para o teste de triagem.

5.8 EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO PARA 
ANÁLISE DROGAS DE ABUSO EM FLUIDO ORAL 

O protocolo de extração a seguir foi adaptado de método desenvolvido 
e validado para análise de screening de mais de 100 drogas de abuso 
e novas substâncias psicoativas (NSP) e do método desenvolvido e 
validado para análise de benzodiazepínicos, antidepressivos e opioides 
em fluido oral, disponíveis na literatura (ARANTES et al., 2021; CUNHA 
et al., 2020). Devido à polaridade do solvente extrator MTBE e hidro-
filicidade da benzoilecgonina, sua recuperação é prejudicada e por 
isso não é incluída nesse protocolo de análise.

5.8.1 DESCRIÇÃO DO PROTOCOLO 

Este procedimento descreve o material, o preparo da curva analítica, 
dos controles, da amostra e os parâmetros cromatográficos do método 
utilizados para análise de drogas de abuso em fluido oral por croma-
tografia líquida acoplado a espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Método para análise quantitativa de 7 analitos: anfetamina, me-
tanfetamina, femproporex, anfepramona, cocaína, clobenzorex, 
tetrahidrocanabinol (THC) através de extração líquido-líquido. 

Analito

Estabilidade (%) 

25 °C 
15 dias

4 °C 
15 / 60 dias

-20 °C 
15 / 60 / 90 dias

Clobenzorex n.a. n.a. n.a. 

Femproporex 10,1 13,1 / 12,3 13,4 / 16,1 / -11,4 

n.a. Não avaliado.
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A extração líquido-líquido tem o princípio de uso de dois líquidos imis-
cíveis entre si, sendo um aquoso representado pela matriz biológica 
(neste caso, fluido oral) e o outro um solvente orgânico ou mistura 
de solventes orgânicos, que idealmente terá maior seletividade aos 
analitos de interesse, deixando o máximo possível de proteínas, sais 
e outros interferentes na fração aquosa. A ELL tem a vantagem de ser 
uma técnica simples e barata, com moderada capacidade de limpeza 
do extrato (PETERS et al., 2018).

5.8.2 SIGLAS 

	¤ CAL – Calibrador        

	¤ CE – Energia de colisão (do inglês, collision energy)        

	¤ CQA – Controle de qualidade alto        

	¤ CQB – Controle de qualidade baixo        

	¤ CQM – Controle de qualidade médio         

	¤ ESI – ionização por eletrospray (do inglês, eletrospray ionization)         

	¤ LC-MS/MS – Cromatografia líquida acoplada à 
espectrometria de massas sequencial (do inglês, liquid 
chromatography tandem mass spectrometry)

	¤ MRM – Monitoramento de reações múltiplas        

	¤ MTBE – éter metil-terc-butílico (do inglês, methyl tert-butyl ether)

	¤ PI – Padrão Interno        

	¤ TBS – Tetraborato de sódio saturado        

	¤ THC – tetrahidrocanabinol        

	¤ N2 – nitrogênio

5.8.3 MATERIAL 

	¥ Reagentes 

Material certificado de referência de anfetamina, metanfetamina, 
femproporex, anfepramona, cocaína, clobenzorex, tetrahidroca-
nabinol (THC), anfetamina-d5, metanfetamina-d5, MDMA-d5, 
cocaína-d3 e THC-d3 foram adquiridos da Cerilliant (Round Rock, 
Texas, EUA). Metanol, éter metil-terc-butílico (MTBE), formiato 
de amônio e ácido fórmico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, 
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Alemanha) e tetraborato de sódio foi adquirido do LS Chemicals (Ri-
beirão Preto, São Paulo, Brasil). Os dispositivos de coleta de fluido 
oral Quantisal™ e o tampão preservante foram adquiridos da Immu-
nalysis Corporation (Pomona, EUA). A água ultrapura deionizada foi 
purificada pelo Milli-Q da Millipore (Billerica, Massachusetts, EUA). 
Todos os solventes empregados no procedimento de extração devem 
ser grau HPLC.

	¥ Preparação das soluções padrão 

As soluções estoques devem ser preparadas por meio da diluição do 
material certificado de referência em metanol. A partir das soluções 
estoque, serão preparadas soluções de trabalho a 10, 30, 100, 250, 
500, 750 e 1000 ng/mL.

A partir das soluções estoque também serão preparadas as soluções 
de controle de qualidade no nível baixo (CQB) na concentração de  
30 ng/mL, no nível médio (CQM) na concentração de 400 ng/mL e 
no nível alto (CQA) na concentração de 800 ng/mL.

A solução de trabalho de padrão interno (PI) deve ser preparada na 
concentração de 50 ng/mL em metanol de cada substância isotopi-
camente marcada, a partir da diluição das soluções estoque de anfe-
tamina-d5 (para quantificação da anfetamina), metanfetamina-d5 
(para quantificação da metanfetamina e femproporex), MDMA-d5 
(para quantificação da anfepramona e clobenzorex), cocaína-d3 (para 
quantificação da cocaína) e THC-d3 (para quantificação da THC). 
Todas as soluções devem ser diluídas em metanol e armazenadas 
em frasco âmbar a -20 °C.

Uma alíquota das soluções de trabalho e controles de qualidade 
devem ser adicionadas a 500 µL de amostras (tampão Quantisal™ 
e fluido oral) para atingir concentrações finais em matriz, apre-
sentadas na Tabela 13.
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5.8.4 PREPARO DA AMOSTRA

As amostras negativas de fluido oral devem ser coletadas de volun-
tários que não fizeram uso de nenhuma das substâncias investigadas 
neste método e serão utilizadas para realização da extração.

1.	 Transferir 500 µL de amostra (composto por 375 µL de tampão 
Quantisal™ e 125 µL de fluido oral) para tubo cônico de 
polipropileno de 5 mL.

2.	 Adicionar 12,5 µL da solução de trabalho dos calibradores e 
controles (adicionar 12,5 µL de metanol na amostra negativo).

3.	 Agitar no vórtex por 5 segundos.

4.	 Adicionar 25 µL da solução de trabalho de padrão interno.

5.	 Adicionar 500 µL de tetraborato de sódio saturado (TBS).

ng/mL       
Analito

Cal 1 Cal 2 Cal 3 Cal 4 Cal 5 Cal 6 Cal 7 CB CM CA

Clobenzorex 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

Anfepramona 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

Anfetamina 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

Cocaína 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

Femproporex 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

Metanfetamina 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

THC 1 3 10 25 50 75 100 3 40 80 

| TABELA 13 - CONCENTRAÇÕES FINAIS DOS ANALITOS EM MATRIZ NOS 
CALIBRADORES (CAL 1 A 7) E DOS CONTROLES BAIXO (CB), MÉDIO (CM) E ALTO (CA)
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6.	 Adicionar 2 mL de MTBE.

7.	 Agitar a 2500 rpm por 10 min.

8.	 Centrifugar a 4500 rpm por 5 minutos.

9.	 (SE DISPONÍVEL: colocar no freezer -80 °C por 20 min, em 
seguida verter o sobrenadante em tubo cônico de polipropileno 
de 2 mL, IMEDIATAMENTE após retirada do freezer -80 °C).

10.	Transferir o sobrenadante em tubo cônico de polipropileno de 2 mL;

11.	 Secar o sobrenadante a 40 °C sob fluxo de N2.

12.	Ressuspender com 100 µL de mistura de fase móvel A:B (50:50).

13.	Injetar no sistema LC-MS/MS.

5.8.5 PARÂMETROS CROMATOGRÁFICOS

Se desejar, utilize o modelo abaixo para registrar suas análises. Lem-
bramos, no entanto, que este é um material complementar, autoins-
trucional, e não haverá correção ou análise dos seus testes.

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido__________
acoplado a espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo modelo 
__________ (Shimadzu, Kyoto, Japão). A separação cromato-
gráfica foi realizada com coluna ___________________
_____________ mantida a __ºC. A fase móvel foi composta 
por água ultrapura (A) e metanol (B), ambas contendo ácido fórmico  
(0,1 %, v/v) e formiato de amônio (2 mmol/L). O gradiente de eluição foi 
estabelecido como a seguir:________________________ 
________________________________________ 
________________________________________ 
________________________________________ 
com vazão da fase móvel de ___________ mL/min e volume de 
injeção de _________ µL.

O espectrômetro de massas foi equipado com uma fonte de ionização 
por electrospray (ESI) operando em modo de ionização positivo. Os pa-
râmetros da fonte foram: vazão do gás de nebulização (N2) a ______  
L/min; vazão do gás de aquecimento (ar seco a _______ L/min; 
temperatura da interface a _______ ºC; temperatura da linha de 
dessolvatação a ________ ºC; temperatura de dessolvatação a 
_______ ºC; temperatura do bloco de aquecimento a _______ 
ºC; vazão do gás de secagem (N2) a ________ L/min; e a pressão 
do gás (Ar) de colisão induzido por dissociação a _______ kPa. 
As análises foram realizadas em modo de monitorização de reações 
múltiplas (MRM), na qual foram escolhidas duas transições para 
cada analito (uma para quantificação e a outra para qualificação). 
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A Tabela 14 apresenta as condições otimizadas do método, con-
tendo as transições de MRM (transições utilizadas para quantificação 
foram sublinhadas). Os dados foram adquiridos e processados pelo 
_______________________________ software.

| TABELA 14 - CONDIÇÕES OTIMIZADAS DAS TRANSIÇÕES PARA ANÁLISE DE 
7 SUBSTÂNCIAS (E 5 PADRÕES INTERNOS) EM AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL 
USANDO CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE 
MASSAS (LC-MS/MS)

Analito 
Transições 

MRM 
(m/z) 

Dwell 
time 

(msec) 

Q1 Pre 
Bias (V) CE (V) Q3 Pre 

Bias (V)
Padrão 
interno

Anfetamina-d5 

Anfetamina 

Metanfetamina-d5 

Metanfetamina 

Femproporex 

MDMA-d5 

Anfepramona 
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Analito 
Transições 

MRM 
(m/z) 

Dwell 
time 

(msec) 

Q1 Pre 
Bias (V) CE (V) Q3 Pre 

Bias (V)
Padrão 
interno

Cocaina-d3 

Cocaina 

Clobenzorex 

THC-d3 

THC 
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5.8.6 FLUXOGRAMA 

5.9 EXTRAÇÃO MICRO-QUECHERS PARA 
ANÁLISE DE DROGAS DE ABUSO EM FLUIDO ORAL 

5.9.1 PROCEDIMENTO 

Este procedimento descreve o material necessário, o preparo da curva 
analítica, dos controles, da amostra e os parâmetros cromatográficos 
do método utilizados para análise de drogas de abuso em fluido oral por 
cromatografia líquida acoplado a espectrometria de massas (LC-MS/MS).

O método para análises quantitativas de 7 analitos: anfetamina, 
metanfetamina, femproporex, anfepramona, cocaína, clobenzorex, 
benzoilecgonina através de extração por micro-QuEChERS.

AMOSTRA NEGATIVO

500 μL de amostra 375 μL de Quantisal™ e
125 μL de fluido oral branco 

375 μL de Quantisal™ e
125 μL de fluido oral branco 

12,5 μL da solução de
trabalho dos calibradores

e controles 

CALIBRADORES E
CONTROLES

Centrifugar à 4500 rpm por 5 minutos

Adicionar 25μL da solução de trabalho de padrão interno

Adicionar 500μL de tetraborato de sódio saturado (TBS)

Agitar à 2500 rpm por 10 minutos

(Colocar no freezer -80°C por 20 minutos)

Transferir o sobrenadante em tubo cônico de polipropileno de 2mL

Secar a 40°C sob o fluxo de N₂

Ressuspender com 100μL de mistura de fase móvel (A:B, 50:50 v/v)

Injetar 1μL no sistema LC-MS/MS

Adicionar 2mL de MTBE
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A técnica de extração por micro-QuEChERS é baseada na dispersão 
de sais que facilitarão a extração dos analitos da fase aquosa para a 
fase orgânica (efeito salting out. Tem por vantagem requerer reduzido 
volume de amostra e solvente orgânico, gerando, consequentemente, 
menores volumes de resíduos, o que vai de acordo com os princípios 
da Química Verde ou, neste caso, Toxicologia Analítica Verde (GAT) 
(PERESTRELO et al., 2019).

5.9.2 MATERIAL 

	¥ Reagentes 

Material certificado de referência de anfetamina, metanfetamina, 
femproporex, anfepramona, cocaína, clobenzorex, benzoilecgo-
nina, anfetamina-d5, metanfetamina-d5, MDMA-d5, cocaína-d3 
e benzoilecgonina-d8 foram adquiridos da Cerilliant (Round 
Rock, Texas, EUA). Metanol, Acetonitrila, formiato de amônio e 
ácido fórmico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).  
Os dispositivos de coleta de fluido oral Quantisal™ e o tampão preser-
vante foram adquiridos da Immunalysis Corporation (Pomona, EUA).  
A água ultrapura deionizada foi purificada pelo Milli-Q da Millipore 
(Billerica, Massachusetts, EUA). Todos os solventes empregados no 
procedimento de extração devem ser de grau HPLC.

	¥ Preparação das soluções padrão 

As soluções estoques foram preparadas por meio da diluição do ma-
terial certificado de referência em metanol. A partir das soluções 
estoque, foram preparadas soluções de trabalho a 50, 100, 250, 500, 
750 e 1000 ng/mL.

A partir das soluções estoque também foram preparadas as soluções 
de controle de qualidade no nível baixo (CQB) na concentração de  
15 ng/mL, no nível médio (CQM) na concentração de 400 ng/mL e no 
nível alto (CQA) na concentração de 800 ng/mL.

A partir da diluição das soluções estoque de anfetamina-d5 (para 
quantificação da anfetamina), metanfetamina-d5 (para quantificação 
da metanfetamina e femproporex), MDMA-d5 (para quantificação 
da anfepramona e clobenzorex), cocaína-d3 (para quantificação da 
cocaína) e benzoilecgonina-d8 (para quantificação da benzoilec-
gonina) foi feita uma solução de trabalho de padrão interno (PI) na 
concentração de 50 ng/mL de cada analito. Todas as soluções foram 
diluídas em metanol e armazenadas em frasco âmbar a -20 °C.

Uma alíquota das soluções de trabalho e controles de qualidade foi 
adicionada a 500 µL de amostras (tampão Quantisal™ e fluido oral) 
para atingir as concentrações finais em matriz, apresentadas na 
Tabela 15 abaixo.
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5.9.3 AMOSTRAS 

As amostras negativas de fluido oral foram coletadas de voluntários 
que não fizeram uso de nenhuma das substâncias investigadas neste 
trabalho e foram utilizadas para realização do desenvolvimento e 
validação do método.

	¥ Preparo de amostra 

1.	 Transferir 400 µL de amostra (composto por 300 µL de 
tampão Quantisal™ e 100 µL de fluido oral) em tubo cônico de 
polipropileno de 2 mL.

2.	 Adicionar 10 µL da solução de trabalho dos calibradores e 
controles (adicionar 10 µL de metanol na amostra negativo);

     Cal 1 Cal 2 Cal 3 Cal 4 Cal 5 Cal 6 CB CM CA

Metanfetamina 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

Anfetamina 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

Femproporex 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

Anfepramona 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

Clobenzorex 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

Cocaína 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

Benzoilecgonina 5 10 25 50 75 100 15 40 80 

| TABELA 15 - CONCENTRAÇÕES FINAIS DOS ANALITOS EM MATRIZ NOS 
CALIBRADORES (CAL 1 A 6) E DOS CONTROLES BAIXO (CB), MÉDIO (CM) E ALTO (CA)

ng/mL
Analito 
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3.	  Agitar no vórtex por 5 segundos.

4.	 Transferir 100 µL da mistura acima (ou 100 µL de amostra) em 
tubo cônico de polipropileno de 2 mL contendo 100 mg de sal de 
QuEChERS (composto por sulfato de magnésio e acetato de sódio).

5.	 Adicionar 25 µL da solução de trabalho de padrão interno.

6.	 Adicionar 300 µL acetonitrila gelada (armazenada em  
freezer -20 oC);

7.	 Agitar em moinho-agitador durante 3 ciclos de 20 segundos cada 
a 7 m/s com pausa de 10 segundos entre os ciclos.

8.	 Centrifugar à 14.000 rpm por 5 minutos.

9.	 Transferir 100 µL do sobrenadante para vial (ou microplaca), 
diluir com 100 µL fase móvel A.

10.	Injetar no sistema LC-MS/MS

5.9.4 PARÂMETROS CROMATOGRÁFICOS DO 
MÉTODO

Se desejar, utilize o modelo abaixo para registrar suas análises. Lem-
bramos, no entanto, que este é um material complementar, autoins-
trucional, e não haverá correção ou análise dos seus testes.

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido________ 
____________acoplado a espectrômetro de massas do tipo 
triplo quadrupolo modelo _____________________.  
A separação cromatográfica foi realizada com coluna ________
__________________________________ mantida a 
_______ ºC. A fase móvel foi composta por água ultrapura (A) e 
metanol (B), ambas contendo ácido fórmico (0,1 %, v/v) e formiato 
de amônio (2 mmol/L). As soluções de lavagem do sistema croma-
tográfico foram uma mistura dos seguintes solventes acetonitrila/
isopropanol/metanol/água ultrapura (50:20:15:15, v/v) e metanol/
água ultrapura (70:30, v/v). O gradiente de eluição foi estabelecido 
como a seguir: _______________________________
________________________________________
________________________________________
________________________________________
________________________________________
________________________________________,  
com vazão da fase móvel de ________ mL/min e volume de injeção 
de ___________ µL.
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O espectrômetro de massas foi equipado com uma fonte de ioni-
zação por eletrospray (ESI) operando em modo de ionização positivo. 
Os parâmetros da fonte foram: vazão do gás de nebulização (N2) a 
_____ L/min; vazão do gás de aquecimento (ar seco) a _____ L/
min; temperatura da interface a ___ ºC; temperatura da linha de 
dessolvatação a ____ ºC; temperatura de dessolvatação a ____ ºC; 
temperatura do bloco aquecido a _____ ºC; vazão do gás de secagem 
(N2) a _____ L/min; e a pressão do gás (Ar) de colisão induzido por 
dissociação a _____ kPa. As análises foram realizadas em modo de 
monitorização de reações múltiplas (MRM), na qual foram escolhidas 
duas transições para cada analito (uma para quantificação e a outra 
para qualificação). A Tabela 16 apresenta as condições otimizadas 
do método, contendo as transições de MRM (transições utilizadas 
para quantificação foram sublinhadas). Os dados foram adquiridos 
e processados pelo _______________ software.

| TABELA 16 - CONDIÇÕES OTIMIZADAS DAS TRANSIÇÕES PARA ANÁLISE  
DE 7 SUBSTÂNCIAS (E 5 PADRÕES INTERNOS) EM AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL 
USANDO CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA  
DE MASSAS (LC-MS/MS)

Analito 
Transições 

MRM 
(m/z) 

Dwell 
time 

(msec) 

Q1 Pre 
Bias (V) CE (V) Q3 Pre 

Bias (V)
Padrão 
interno

Anfetamina-d5

Anfetamina

Metanfetamina-d5

Metanfetamina
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Analito 
Transições 

MRM 
(m/z) 

Dwell 
time 

(msec) 

Q1 Pre 
Bias (V) CE (V) Q3 Pre 

Bias (V)
Padrão 
interno

Femproporex

MDMA-d5

Anfepramona

Cocaina-d3

Cocaína

Clobenzorex

Benzoilecgonina-d8

Benzoilecgonina
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5.9.5 FLUXOGRAMA

AMOSTRA

Aliquotar 100μL da mistura acima em um tubo cônico de polipropileno de 2mL contendo 100mg
de sal de quechers (composto por MgSO4 e NaOAc)

NEGATIVO

100 μL de amostra 300 μL de Quantisal™ e
100 μL de fluido oral branco 

Aliquotar 100μL da mistura

300 μL de Quantisal™ e
100 μL de fluido oral branco 

10 μL da solução de
trabalho dos calibradores

e controles 

CALIBRADORES E
CONTROLES

Agitar durante 3 ciclos de 20 segundos cada a 7m/s com pausa de 10 segundos entre os ciclos

Adicionar 25μL da solução de trabalho de padrão interno

Adicionar 300μL de acetonitrila gelada

Diluir 100μL do sobrenadante em 100μL fase móvel A

Injetar 2μL no sistema LC-MS/MS

Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos

5.10 ANÁLISE DAS AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL 

Antes da injeção das amostras, confira o volume de fase móvel dis-
ponível e do solvente de limpeza do injetor, de modo que haja volume 
suficiente para as análises a serem realizadas e que o filtro da linha 
continue completamente imerso. Confira ainda o volume do frasco de 
descarte para evitar o seu extravasamento, a coluna que está conectada 
no forno do cromatógrafo líquido e ligue o gerador de nitrogênio.

Na tela de aquisição do LabSolutions (“Realtime Analysis”), abra o 
arquivo do método a ser usado para análise das amostras (“File” 
– “Open method file”) e faça o download das condições iniciais do 
método (“download and close”, Figura 36). Clique no ícone do "Forno" 
para que a temperatura seja ajustada para o do método e ative o ícone 
da "Bomba de fase móvel". Enquanto a coluna cromatográfica vai 
condicionando, monte o batch de amostras a ser injetado. Vale res-
saltar que esse processo é possível quando a coluna cromatográfica 
conectada ao equipamento já era a de uso na análise em discussão.
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Na coluna da esquerda, guia principal (“Main”), selecione o ícone 
“Realtime batch” e em seguida no ícone correspondente a um novo 
arquivo (“New”), clique com o botão direito do mouse sob a primeira 
linha do batch e selecione para adicionar amostras (“Add row”).  
Coloque o número correspondente ao de análises para aquele batch. 
As colunas a serem preenchidas são: posição do vial (“Vial#”), nú-
mero da bandeja (“Tray name”), nome da amostra (“Sample name”), 
identificação da amostra (“Sample ID”), tipo de análise (“Analysis 
type”), método de análise (“Method file”), nome do arquivo (“Data 
file”) e volume de injeção (“Inj. volume”).

É possível padronizar o nome do arquivo para ser gerado de forma 
automática clicando com o botão direito do mouse em cima da pri-
meira célula dessa coluna, clicando nas configurações (“Settings”) 
e definindo na guia de nome dos dados (“Data file name”). Salve o 
arquivo do batch gerado (“File” – “Save batch file” ou “Save batch file 
as” caso esteja editando um arquivo de batch já existente). As colunas 
de tipo de amostra (“Sample type”) e nível (“Level#”) serão usadas 
no momento do processamento das amostras.         

Recomendamos que a sequência de injeção (batch) seja iniciado com 
a injeção de metanol puro apenas, seguida de uma solução metanó-
lica contendo uma mistura dos padrões a uma baixa concentração 
para servir de controle de adequabilidade do sistema (denominado 

Figura 36. Tela do método de análise. Clique no botão 
“Download e close” para aplicar os parâmetros do método. 

Software LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japão, versão 5.109). 
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no inglês de System Suitability), nova injeção de metanol, amostra 
negativa, calibradores, reinjeção da amostra negativa, controles 
de qualidade, amostra negativa ou metanol, amostras autênticas, 
finalizando com metanol, reinjeção da solução metanólica com os 
padrões do método, e encerrando com novo metanol. 

A Tabela 17 representa as colunas editadas do batch. Lembrando que 
os nomes das amostras são apenas uma sugestão. É recomendado que 
a mesma solução do System Suitability seja injetada periodicamente 
e que uma carta controle das áreas dos analitos seja mantida. Assim, 
além de verificar uma possível variação durante o batch, é possível 
observar as flutuações do sistema ao longo do tempo e devidas ações 
corretivas, quando necessário.         

Antes de iniciar as injeções do batch, verifique a pressão inicial da 
coluna para ver se corresponde ao observado para esse método.  
Verifique ainda se a linha da pressão da bomba está estável e contínua 
por pelo menos 5 min, e clique no ícone de início (“Start”)    e sele-
cione a opção de injeção de todas as amostras do batch (“All rows”). 

| TABELA 17 - EXEMPLO DE SEQUÊNCIA DE INJEÇÃO DE CALIBRANTES, 
CONTROLES E AMOSTRAS PARA ANÁLISE POR LC-MS/MS

Vial# Tray
 name

Sample 
name

Sample ID Analysis 
type

Method 
file

Data 
filea

Inj. 
volume

1 1 Metanol Solvente 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_1 2 

2 1 System 
suitability 

Solvente 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_2 2 

1 1 Metanol Solvente 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_3 2 

3 1 Negativo Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_4 2 

4 1 Cal_1ngmL Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_5 2 

5 1 Cal_3ngmL Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_6 2 

6 1 Cal_10ngmL Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_7 2 
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Vial# Tray
 name

Sample 
name

Sample ID Analysis 
type

Method 
file

Data 
filea

Inj. 
volume

7 1 Cal_25ngmL Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_8 2 

8 1 Cal_50ngmL Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_9 2 

9 1 Cal_100ngmL Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_10 2 

3 1 Negativo Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_11 2 

10 1 CB_1 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_12 2 

11 1 CB_2 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_13 2 

12 1 CM_1 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_14 2 

13 1 CM_2 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_15 2 

14 1 CA_1 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_16 2 

15 1 CA_2 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_17 2 

3 1 Negativo Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Analise_18 2 

16 1 001_2022_1 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_19 2 

17 1 001_2022_2 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_20 2 
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a A coluna ficará amarela e, inicialmente, sem qualquer 
texto, caso seja configurado para os nomes dos arquivos 

serem gerados automaticamente. 

Vial# Tray
 name

Sample 
name

Sample ID Analysis 
type

Method 
file

Data 
filea

Inj. 
volume

18 1 002_2022_1 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_21 2 

19 1 002_2022_2 Fluido oral 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_22 2 

1 1 Metanol Solvente 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_23 2 

2 1 System 
suitability 

Solvente 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Analise_24 2 

1 1 Metanol Solvente 
MIT MQT ILT 

STT 

Pasta/
fluido_oral.

lcm 
Análise_25 2 

Selecione o ícone de “Shutdown” para que os equipamentos (LC e MS) 
sejam desligados e não ocorra consumo sobressalente dos consumí-
veis. A tela apresentada na Figura 37 deve surgir, mostrando o nome 
do batch que está em análise no momento e demais na sequência 
de análise, se for o caso, a estimativa do dia e hora que o batch deve 
terminar, finalizando com o desligamento do sistema (“Shutdown”).

Figura 37. Exemplo de tela de estimativa do dia e hora 
do final das análises em andamento e programação do 

“Shutdown”. Software LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, 
Japão, versão 5.109). 

Não encerre o dia antes de conferir a injeção, pelo menos, da amostra 
negativa para averiguar se não houve qualquer falha na extração e/ou 
na injeção, a partir da observação dos padrões internos e suas áreas.
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Para o processamento das amostras será trabalhado inicialmente 
na janela do LabSolutions em “PostRun”. Na pasta onde os arquivos 
das amostras foram salvos, abra o arquivo do batch e selecione em 
cada uma das linhas o tipo de amostra (coluna “Sample type”) cor-
respondente a cada uma delas (desconhecida, padrão ou controle), 
conforme Figura 38. O primeiro ponto da curva precisa ser indicado 
também nessa janela (“Initialize Calibration Curve”). Na coluna de 
níveis (“Level#”), complete o número correspondente a concentração 
teórica na matriz do calibrador ou controle de qualidade conforme 
estabelecido no método (“Compound table”).

A Tabela 18 representa parcialmente a tabela encontrada na edição 
do método (“Method view” – “Compound table”).  Caso essa pa-
dronização não tenha sido feita anteriormente, ou alguma edição 
precise ser feita, não esqueça de salvar no arquivo do método para 
que seja aplicado aos arquivos durante o processamento. Sugere-se 
que as concentrações sejam colocadas na ordem crescentes da curva 
de calibração, seguidas das contrações dos controles baixo, médio 
e alto. A Tabela 19 representa como o arquivo de batch ficará após 
adicionados esses parâmetros.

Figura 38. Exemplo de tela de seleção do tipo 
de amostra analisada. Software LabSolutions 

(Shimadzu, Kyoto, Japão, versão 5.109). 
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| TABELA 18 - EXEMPLO DE TABELA DISPONÍVEL EM “COMPOUND TABLE” DO MÉTODO PARA INSERÇÃO DAS 
CONCENTRAÇÕES TEÓRICAS NA MATRIZ DOS ANALITOS PRESENTES NO MÉTODO

ID# Name Type Conc. (1) Conc. (2) Conc. (3) Conc. (4) Conc. (5) Conc. (6) Conc. (7) Conc. (8) Conc. (9)

1 Metanfetamina Target 1 3 10 25 50 100 3 40 80

2 Anfetamina Target 1 3 10 25 50 100 3 40 80

3 Metanfetamina-d5 ISTD 1 1 1 1 1 1 1 1 1

4 Anfetamina-d5 ISTD 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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| TABELA 19 - EXEMPLO DE COMO A TABELA DE SEQUÊNCIA DE INJEÇÃO 
(BATCH) FICARÁ APÓS INSERÇÃO DOS DADOS PARA PROCESSAMENTO E 
QUANTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS  

Vial# Sample name Sample type Method file Data filea Level#a 

1 Metanol 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_1.lcm 0 

2 System 
suitability 0:Unknown Pasta/fluido_

oral.lcm Analise_2.lcm 0 

1 Metanol 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_3.lcm 0 

3 Negativo 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_4.lcm 0 

4 Cal_1ngmL 1:Standard:(I) Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_5.lcm 1 

5 Cal_3ngmL 1:Standard Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_6.lcm 2 

6 Cal_10ngmL 1:Standard Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_7.lcm 3 

7 Cal_25ngmL 1:Standard Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_8.lcm 4 

8 Cal_50ngmL 1:Standard Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_9.lcm 5 

9 Cal_100ngmL 1:Standard Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_10.lcm 6 

3 Negativo 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_11.lcm 0 

10 CB_1 2:Control Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_12.lcm 7 
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Vial# Sample name Sample type Method file Data filea Level#a 

11 CB_2 2:Control Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_13.lcm 7 

12 CM_1 2:Control Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_14.lcm 8 

13 CM_2 2:Control Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_15.lcm 8 

14 CA_1 2:Control Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_16.lcm 9 

15 CA_2 2:Control Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_17.lcm 9 

3 Negativo 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_18.lcm 0 

16 001_2022_1 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_19.lcm 0 

17 001_2022_2 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_20.lcm 0 

18 002_2022_1 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_21.lcm 0 

19 002_2022_2 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_22.lcm 0 

1 Metanol 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_23.lcm 0 

2 System 
suitability 0:Unknown Pasta/fluido_

oral.lcm Analise_24.lcm 0 

1 Metanol 0:Unknown Pasta/fluido_
oral.lcm Analise_25.lcm 0 

a O número digitado nessa coluna deve ser correspondente ao 
da coluna que representa a concentração teórica na matriz 

daquela amostra, conforme exemplificado na Tabela 18. 
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Salve as alterações feitas no arquivo de batch e reprocesse todas as 
amostras. É possível visualizar o cromatograma MRM (Figura 39) de 
cada amostra injetada, assim como os cromatogramas extraídos e 
informações de integração e quantificação de cada analito. Apesar de 
ser possível ver a curva de calibração gerada nesse processamento,  
a visualização dos dados quantitativos é mais bem trabalhada na janela 
do LabSolutions em “Browser”. 

Ainda assim, é possível gerar o relatório dessas análises clicando no 
ícone de “Data Report”na coluna à esquerda, e, caso tenha um tem-
plate do laboratório, clicar na guia “File” e “Open report format file” 
para aplicar o template àquela amostra.

Figura 39. Exemplo de cromatograma MRM de amostra 
de fluido oral contendo 7 analitos a 15 ng/mL, extraído por 

micro-QuEChERS e analisado por LC-MS/MS. 5.11 VALIDAÇÃO ANALÍTICA 

5.11.1 CRITÉRIOS DE VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

Após o desenvolvimento e otimização de um método analítico,  
é necessário realizar a validação. A validação consiste numa série de 
testes que fornecem informações sobre o desempenho do método, 
para determinar se o método está dentro dos parâmetros necessários 
para sua aplicação. 

Um dos principais guias utilizados na toxicologia é o Standard Practices 
for Method Validation in Forensic Toxicology ANSI/ASB Standard 036 
de 2019, um guia específico para análises quantitativas em matrizes 
biológicas. Tratando-se de análise quantitativa em LC-MS, os critérios 
avaliados geralmente são: linearidade, limite inferior de quantificação 
(LQ), inexatidão, imprecisão, efeito matriz, recuperação (eficiência 
de extração) e contaminação cruzada (carryover). Para esta apostila, 
vamos utilizar este guia como exemplo de validação analítica (ANSI/
ASB Standard 036, 2019).
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5.11.2 CRITÉRIOS DE IDENTIFICAÇÃO 

O método deve conter alguns critérios para a determinação de posi-
tividade. Neste caso, o guia citado acima determina alguns critérios 
de identificação, que são os critérios de “positividade”. Os critérios 
são: (i) picos cromatográficos simétricos, com tempo de retenção 
demonstrando variação limite de ± 2% em relação à média de valores 
de tempo de retenção dos calibradores; (ii) razão sinal/ruído superior 
a 3 para íons qualificadores e quantificadores e (iii) uma variação de no 
máximo ± 30% entre a razão das transições MRM monitoradas para 
cada um dos analitos da amostra quando comparadas às observadas 
durante a injeção do padrão analítico de referência. A variação máxima 
permitida varia de analito para analito e do equipamento utilizado, 
conforme apresentado na Tabela 20. Nas duas metodologias aqui 
abordadas foi usado o valor de 30%.

| TABELA 20 - TOLERÂNCIA ACEITÁVEL DE ACORDO 
COM A INTENSIDADE RELATIVA DO ÍON PARA 
IDENTIFICAR PICO POR DIFERENTES TÉCNICAS DE 
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (GTFCH, 2018)

Intensidade  
relativa do íon GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MSn, 

LC-MS, LC-MSn 

>50% 20% 20% 

>20-50% 20% 25% 

>10-20% 25% 30% 

≤10% 50% 50%

EI ionização por elétrons, CI ionização química, n>1.
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5.11.3 LINEARIDADE 

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analítica demonstrar 
que os resultados obtidos são diretamente proporcionais à concen-
tração do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.  
A linearidade é avaliada com curvas de calibração na faixa definida 
no método, contendo pelo menos seis pontos, avaliadas em 5 dias 
diferentes, com ponderação para todos os analitos. A curva é conside-
rada aceitável quando os valores obtidos dos calibradores apresentam 
inexatidão de no máximo ± 20% da concentração teórica e coeficiente 
de correlação (r) superior a 0,98.

5.11.4 LIMITE INFERIOR DE QUANTIFICAÇÃO (LQ) 

O LQ é definido como a menor concentração da curva de calibração 
capaz de atender os critérios de identificação citados previa-
mente, com imprecisão e inexatidão acetáveis (inferiores a ± 20%).  
Caso amostra se apresente abaixo deste valor, não poderá ser quan-
tificada. O LQ é avaliado em triplicata, em 3 dias distintos. 

5.11.5 INEXATIDÃO

A inexatidão representa o grau de dispersão entre os resultados 
individuais encontrados num determinado ensaio e um valor de re-
ferência definido como o real. A inexatidão é avaliada em triplicata 
de amostras de fluido oral fortificadas com os analitos de interesse 
em 3 diferentes concentrações durante 5 dias. Considera-se a média 
das concentrações obtidas (experimental) em cada dia de estudo (in-
tra-dia) ao longo dos cinco dias (inter-dia) e o valor de concentração 
esperado (teórico). O cálculo de inexatidão é realizado considerando 
as porcentagens de desvio da concentração teórica, não podendo ser 
superior a ± 20%.

5.11.6 IMPRECISÃO 

A imprecisão é a medida da dispersão entre uma série de valores 
obtidos de múltiplas amostragens da mesma amostra homogênea. 
É expresso numericamente como o coeficiente de variação (%CV).

A imprecisão é avaliada empregando as mesmas réplicas utilizadas 
no ensaio de inexatidão. A imprecisão (intra e inter-dia) é calculada 
usando ANOVA de uma via (de fator único), com valor de p inferior 
à 0,05. Nessa abordagem, a imprecisão é o desvio padrão relativo 
entre as réplicas em um dia de análise (n = 3, intra-dia), e em 5 dias 
de análise (n = 15, inter-dia). A imprecisão intra e inter-dia é avaliada 
avaliando 3 diferentes concentrações (CQB, CQM e CQA), e valores 
inferiores à 20% são considerados aceitáveis.
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5.11.7 EFEITO MATRIZ 

O efeito matriz são componentes presentes na matriz que podem 
afetar a capacidade de detectar, identificar ou quantificar o analito de 
interesse. O efeito de matriz é avaliado comparando às áreas absolutas 
dos picos cromatográficos dos analitos, preparadas de formas dis-
tintas. Na primeira, dez amostras de fluido oral branco (devidamente 
diluídas em tampão Quantisal™, seguindo a proporção usualmente 
encontrada nas amostras) de diferentes fontes são fortificadas com 
os analitos de interesse após a extração. No segundo grupo, sextu-
plicata de padrões puros dos analitos estudados são analisadas, a fim 
de obter uma média das áreas obtidas de cada pico. 

Para o cálculo do efeito de matriz, compara-se a média das áreas 
obtidas em ambas as condições e os resultados são expressos em 
porcentagem. Resultados negativos indicam supressão de sinal pela 
matriz e resultados positivos indicam aumento de sinal pela matriz. 
Para esse experimento, o valor de efeito matriz é avaliado em duas 
diferentes concentrações (CQB e CQA). 

5.11.8 RECUPERAÇÃO (EFICIÊNCIA DE EXTRAÇÃO) 

O estudo de recuperação avalia a eficiência de extração, em relação 
ao valor considerado como o real. Para este estudo, é realizado com-
parando às áreas dos picos dos analitos em dois diferentes modos de 
preparo. O primeiro modo contendo 10 amostras de fluido oral em 
branco (devidamente diluídas em tampão Quantisal™) fortificadas 
com padrão contendo os analitos, extraídas e injetadas no LC-MS/
MS. O segundo modo contendo uma sextuplicata de amostras em 
branco (também diluídas em tampão Quantisal™), extraídas pelo 
procedimento proposto e logo após fortificadas com as soluções de 
trabalho e injetadas no LC-MS/MS.

Assim a eficiência de extração é calculada em porcentagem conside-
rando a razão entre a média das áreas das amostras preparadas do 
primeiro modo e a média das amostras do segundo modo, multipli-
cada por 100. Esse estudo também é realizado em 2 concentrações 
diferentes (CQB e CQA).

5.11.9 CONTAMINAÇÃO CRUZADA (CARRYOVER) 

O carryover é o aparecimento de sinal de analito não intencional em 
amostras após a análise de uma amostra positiva. Essa contaminação 
pode ocorrer devido a injeção de uma amostra muito concentrada e 
ineficiência da lavagem do injetor. O carryover é avaliado analisando 
amostras de fluido oral branco imediatamente após o ponto mais alto 
da curva de calibração (100 ng/mL) ou uma concentração acima desta, 
em 3 dias distintos. O método é considerado ausente de carryover se 
quaisquer picos dos analitos presentes estiver abaixo dos valores de LQ.
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5.11.10 ESTABILIDADE PÓS PROCESSAMENTO 

A estabilidade pós processamento avalia o período nos quais os ana-
litos, após extração, são considerados estáveis. Esse estudo é avaliado 
a partir da extração, análise e armazenamento dos controles alto e 
baixo no amostrador automático à uma temperatura definida pelo 
analista (geralmente 4 ou 10 ºC). Após um período, definido pelo 
analista (geralmente 12 ou 24 horas), os controles (alto e baixo) são 
analisados empregando a curva de calibração do dia vigente (recém 
preparada). Os analitos são considerados estáveis caso a concentração 
dos controles armazenados apresentasse concentração dentro de 
±20% da concentração inicial (obtida no dia anterior).

5.12 INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 
ANALÍTICOS 

Antes de verificar os resultados das amostras desconhecidas, é neces-
sária verificação criteriosa dos calibradores e controles (CQ). Confira 
se os critérios de identificação (Figura 40) estabelecidos estão de 
acordo: pico simétrico, tempo de retenção, razão entre as transições 
MRM com variação máxima de 30% e, pelo menos, razão sinal/ruído 
maior que 3 – e maior que 10 para quantificação. 

Figura 40. Exemplo de pico cromatográfico onde os 
critérios de identificação (e quantificação) foram 

atingidos para determinar a amostra como positiva 
para psilocina em sangue total. As duas linhas 
tracejadas representam o máximo de variação 

permitido para a segunda transição MRM. Software 
Insight (Shimadzu, Kyoto, Japão, versão 3.8). 

Observar a linearidade da curva de calibração pelo seu coeficiente 
de correlação (r>0,98) e, principalmente, pela avaliação da inexa-
tidão dos calibradores (comparação entre a concentração teórica e a 
concentração obtida) – a inexatidão deve ser menor que ±20% para 
todos os calibradores. 

As concentrações experimentais obtidas para os controles também 
dever apresentar erro menor do que ±20% da concentração teó-
rica (inexatidão). É recomendado analisar a variação das áreas do  
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padrão interno ao longo do batch, incluindo das amostras autênticas. 
Além de corrigir pequenas variações passíveis de ocorrer durante a 
extração, o padrão interno ainda é um controle da injeção, já que a 
sua não identificação em uma amostra que deveria contê-lo pode ser 
devido ao esquecimento do analista durante o preparo da amostra ou 
de uma falha durante a injeção daquela amostra. Apesar de não ser 
um critério, é recomendado que essa variação seja a menor possível. 

Uma vez verificado os critérios acima, os resultados das amostras 
podem ser analisados, observando tanto os critérios de identificação, 
quanto a concentração obtida para a duplicata. O laudo apresentará 
resultado “detectado” para uma ou mais substâncias presentes no 
método caso tenha sido detectado (concentração maior que o cut off 
estabelecido) durante a análise de triagem e confirmado (concen-
tração maior que o cut off estabelecido) durante o teste confirmatório.  
Caso o teste confirmatório apresente um pico acima do limite de 
detecção do método, mas abaixo do valor de cut off estabelecido, apre-
sentará resultado “não detectado”. Caso o valor seja muito próximo 
ao valor do cut off, será necessário avaliação caso a caso tendo como 
base os dados da validação do método, como imprecisão e inexa-
tidão e da medida de incerteza (se disponível). Caso a concentração 
da amostra seja reportada no laudo, uma média dos valores obtidos 
pela duplicata é que deverá ser reportado.

Vale reforçar que, enquanto não houver legislação vigente no Brasil 
estabelecendo os valores de cut off para análises de triagem e confir-
matório de fluido oral, recomenda-se estabelecer o guia internacional 
a ser usado de referência nas análises e na elaboração do laudo.
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