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COCAINA

* Cha de coca pode gerar
resultado positivo  no
exame antidoping ?

Estudo (1996):

« Aproximadamente 5mg de cocaina presente no cha
da Bolivia e Peru.

*«Ap6és o consumo de 1 copo - conc. urindria de
benzoilecgonina:~4000ng/mL.

Jenkins, AJ et al., Forensic Sci Int, v.73, p.179-89, 1996.

Taxa de excregao urinaria
Cocaina e produtos de biotransformacao

BE = Benzoilecgonina

EME = Ecgonina Metil
Ester

COC = Cocaina

Ambre et al. Journal of Analytical Toxicology, v.12, 1988
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BIOTRANSFORMAGAO
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BIOTRANSFORMAGAO

Opiaceos

acido glicurénico—d

morfina conjugada

BIOTRANSFORMAGAO
Etanol

Etil-glicuronato e etil-sulfato

O\\ _OH

Etanol em urina: detecgdo de horas

ETG e ETS: dias
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BIOTRANSFORMAGAO
Etanol

Etil ésteres de acidos graxos
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TECNICAS DE PREPARACAO DE
AMOSTRAS EM ANALISES TOXICOLOGICAS

-A preparagdo de amostras pode ser
considerada como uma série de operagbes
unitérias necessarias para que determinada
substancia (analito) possa ser detectada pela

técnica analitica de escolha.

e —
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Tipicas operagbes em preparagéo de
amostras:

1) Liberagéo dos analitos da amostra
2) Remogéo de interferentes enddgenos
3) Técnicas de extracédo

4) Aumento da seletividade e sensibilidade

e —
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1) Liberagao dos analitos da matriz

-Como se encontra o analito na matriz?
-conjugadol/livre

-matriz?

I ———
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BIOTRANSFORMAGAO
Maconha = A°THC

Acido 11-nor-delta-
O 5.THC-COOH
oH

Delta-9-
Tetraidrocanabinol (THC)

Acido 11-nor- delta -9 -
THC-COOH conjugado
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SUBSTANCIAS CONJUGADAS

-Hidrélise
-Alcalina
-Acida

-Enzimatica

e ——
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HIDROLISE ALCALINA

-Exemplo

o
d-0—acido glicurénico

OH
‘ 60°C s OH
chy ‘@ NaOH @
A C5Hy4 CHa o CeHas

CH;

o
cd—oH

Acido 11-nor- delta -9 -

THC-COOH conjugado Acido 11-nor-delta-

9-THC-COOH

18
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HIDROLISE ACIDA/ALCALINA

-Vantagens:
-processo mais rapido
-custo baixo
- Desvantagens:
-degradacao de analitos ndo estaveis

p.ex. benzodiazepinicos

HIDROLISE ACIDA/ALCALINA

Benzodiazepinicos

=N OH 100°C
O o 15 min
Oxazepam Benzofenona

glucuronideo

19 20
. ; HIDROLISE ENZIMATICA
HIDROLISE ENZIMATICA
-Vantagens:
H 0 -ndo degrada os analitos
N‘<' COH Beta w 75 .
/—OMOH glucuronidase N4<ro>4 - Desvantagens:
ol =N OH o 37°C Q N -custo mais alto
cl o -maior tempo de reagé&o
O -controle mais rigoroso das condigoes
o -enzimas podem ser inibidas por substancias presentes
Oxazepam xazepam
glucuronideo nas amostras
-aconselhavel o uso de controle
21 22
OUTRAS AMOSTRAS OUTRAS AMOSTRAS
P. ex: cabelo P. ex: cabelo
-Matriz complexa
N bstanci E taveis?
-como retirar os analitos do cabelo? E para su 'clas nao )
-digestdo da matriz (solugdo de NaOH 1M e P.ex. cocaina
temperatura 70°C durante 20 minutos) N -Incubagéo em
. L. . 0 solugéo &cida ou
substéncias estaveis (THC, anfetaminas) Co-chy metanol durante 18
= o-c® horas a 50°C
o ~O
g Cocaina
23 24
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2) Remocao de interferentes
endégenos

Uma matriz biolégica consiste de muitos
componentes, como proteinas, lipidios,

carboidratos que podem interferir na analise.
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2) Remocgao de interferentes
endégenos

Precipitagéo de proteinas:

A remocdo de proteinas por desnaturagdo ou
precipitagdo é muitas vezes necessaria principalmente
em amostras como sangue total ou plasma. A principal
razdo de remover proteinas é que elas podem
precipitar em contato com a fase mdvel, obstruindo a
coluna de HPLC.
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Métodos de precipitagao:

a) com acidos (p.ex. acido tricloroacético e acido perclérico)
-formam sais insolliveis com a forma catiénica das

proteinas em meio acido

b) com solventes organicos
-solventes que s&@o misciveis em &gua como acetona,
metanol, etanol e acetonitrila podem abaixar a solubilidade

de proteinas.
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Métodos de precipitagdo:

c) com sais metdlicos: proteinas também podem ser

removidas da amostra com o uso de sais de zinco ou cobre
em condi¢des alcalinas.

-ndo : analitos que complexam com metais.

d) sulfato de aménio: O sulfato de aménio é um precipitante
relativamente ineficiente: < 75% das proteinas sdo
removidas com a adigdo de 1,5mL de sol. Saturada em
0,2ml de plasma. Entretanto, poderia ser possivel injetar o

sobrenadante diretamente no HPLC.
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Métodos de precipitagao:

Agente
Amostra de plasma precipitante (v/v)
99% de ppt
10% é&cido tricloroacético 0,2
6% &cido perclérico 0,7
Acetonitrila 13
Acetona 14
Etanol 3,0
Metanol 4,0
Sulfato de aménio saturado 3,0
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Consideragoes:

+ A possibilidade de perda de analitos com a
precipitagao deve ser levada em conta.

- Se acidos fortes sdo utilizados, os analitos e o Pl
devem ser estaveis nesse meio.

* Diminuir a temperatura (-20°C) pode aumentar a
eficiéncia

= Recomendavel adicionar uma segunda porcao do
agente ppt no sobrenadante

+ A filtragao minimiza a possibilidade de se injetar
particulas, mas pode causar perda de analitos relidos
no filtro

30
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Precipitagado de pigmentos e sais biliares:

Pigmentos urinarios e sais biliares podem produzir
altos  “backgrounds’que  podem interferir na
quantificagao de analitos. A remogao desses compostos
com extensos esquemas de extragdo podem ser
relativamente dificeis ou demorados. Sua remogéo
pode ser feita preferencialmente por precipitagdo com

sais de chumbo.
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3) Técnicas de extragao

A) Extragdo liquido-liquido (LLE)

B) Extragdo em fase sdlida (SPE)

C) Extragdo por headspace (HS)

D) Extragdo por fluido supercritico (SFE)

E) Extragdo acelerada por solvente (ASE)
F) Microextragdo em fase sélida (SPME)*

G) Microextragdo em fase liquida (LPME)*

* Técnicas miniaturizadas de preparagéo de amostras
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A) EXTRAGAO LiQUIDO-LiQUIDO

Solvente
— organico
Drogas/

metabélitos

urina

urina

Agitagao -

Centrifugagdo Separagao da
fase organica

extrato
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A) EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO

Propriedades de um solvente extrator “ideal”:

* Bom “poder de extragao”

« Baixa solubilidade em agua
* Menos denso que a agua

» Moderada volatilidade

« Estavel, inerte

« Pouco inflamavel

« Baixa toxicidade

« Baixo custo
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A) EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Polaridade de solventes:

Hexano

Cicloexano
Tetracloreto de carbono
Eter dietilico
Diclorometano
Cloroférmio

Acetona

Metanol v
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A) EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO

Efeitos/danos de alguns solventes:

Solvente Efeitos/danos
Benzeno Carcinégeno
Tetracloreto de carbono, Hepatotoxico,
cloroférmio carcinégeno
Diclorometano Carboxiemoglobinemia
Eter etilico* Inflamavel, explosivo
Hexano, 2-hexanona Neurotéxico
Tricloroetileno Cardiotoxico

36

*forma peroxidos que podem reagir com analitos
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EXTRACAO (liquido-liquido)

INFLUENCIA DO pH NA
HIDROSSOLUBILIDADE/LIPOSSOLUBILIDADE

» substéancias de carater acido. Ex. &cido 11-nor-delta -9-THC-
COOH

o
con

oH Forma ndo-

+ ‘ © ionizada
o H CcH;
d_oH / L CaHyy
°
co-
CH;
cHf © CsHia ™ Forma

ionizada
acido 11-nor-delta - OH CHa.
9-THC-COOH CH.
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EXTRACAO (liquido-liquido)

INFLUENCIA DO pH NA
HIDROSSOLUBILIDADE/LIPOSSOLUBILIDADE

substancias de caréater basico. Ex. anfetaminas

H H
©_cuz_cH-N'\
én, H
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éns \ @_CHZ _CH_N:"
OH" ¢n; H
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Forma néo-ionizada
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Exemplo de aplicacdo da extragao liquido-liquido:
Triagem de estimulantes (analise antidoping)

-PI (difenilamina)
-Eter (3mL)

-NaCl (59)
-Agitagao 10 min
~Centrifugagao 5 min

Fase aquosa Fase organica

GC-NPD
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EQUACAO DE HENDERSON - HASSELBALCH

Para bases:

pH — pKa = log [nao-ionizado]
[ionizado]

cocaina (pKa = 8,6,
pH-pKa=log [NI]/[I]

Meio pH = 9,6
9.6-86=log[NI]/[1]
1=log [NI]/[I]
10=[NIT/[I]

OBS: Em meio muito alcalino, a cocaina sofre hidrélise rapidamente.
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INFLUENCIA DO PH NA EXTRAGAO

F =[1+ Vaq/ (Vorg.APC)] '

Onde: Vaq = Volume de aquosa,
Vorg = Volume de fase organica
APC = coeficiente aparente de distribuigao

F=fragdo extraida

TPC =[1+10 ®aPH)] APC  para bases

Onde: TPC = coeficiente de partigao total

42
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INFLUENCIA DO PH NA EXTRAGAO

(a) Organic:aqueous 1 +1 (b) Orgaric:aqueous 10 + 1

100 10 100 0

(/7 7amiE
o / 5 ﬁr a
g o [ oo [ [/ 3
5 i ?
8 s / 1100 | _—10 5 50 / 1o f r/ ! — 01 105 ?
H / 1] b g
8 o / o /)] £
)] S/ ;
I T S B R S S
Buffer pH Buffer pH

Figure 3.6 Simulated extraction curves for bases (pK,, = 8.0) with solvent:water parttion coefficients
of 0.1, 1, 10, 100 and 1000: (a) with equal volumes of aqueous and organic phases, (b) with 10-fold increase
in volume of organic phase.

Flanagan et al. Fundamentals of Analytical Toxicology, 2007

43

EXTRACAO (liquido-liquido)
EFEITO “SALTING OUT"
Q
=
O'lz-P'H( =
Opd D%

D: molécula de agua

+ NacCl (cloreto de sédio)

4
000 00 U "
=00 DDD 0 07
e
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B) EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

2,5mL Amostra 3mL agua +3mL 2mL

¥2 Smisgua + Hel(0,1M), diclorometano/
secagem (5min) lsopropanol /

|ampzolnsleo +9mL metanol NH, (80:20:2)

Tipos de colunas (SPE)

-INTERAGOES NAO-POLARES (Van der Waals)

ce [ NN

Octil I I ?

ciy P
c§9

;mrﬂagz//

Ao
x
Tipos de colunas (SPE) Tipos de colunas (SPE)
-INTERAGOES POLARES (Dipolo-dipolo, pontes de H) -INTERAGOES IONICAS (Eletrostatica,
cN |—Si/v\c<N 9
Cianopropil _0. CBA Co .
H Acido I—Si/\/ N0 e NHy—R
carboxilico
SCX |—$
Ammopropll |_Si/\/\N H b Ac'd(’» " /\/\(@\
enzenosulfénico S0, — *NH
3
20H
. s "o “—H Tnme(ll SN CH. -
Diol |_ OH E lllH aminopropil |_ (CHals ™™ SOs—R

.00 |
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EXTRAGAO

EXTRACAO (fase mista)

R g oo

o Forma N
+ c-oH ionizada ©_SO Sy ot
3 -

H
s / o
~© Eon

i . _CH,
Benzoilecgonina N
-metabdlito da o
cocaina OH" Forma
L'f@ ionizada

e —
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OUTRAS FASES: OUTRAS FASES
Polimeros de impressao molecular (MIP)

Fases poliméricas:
+ Baseadas em poli-estireno-divinilbenzeno
« Seletividade superior as fases derivadas de silica gel

« Trabalha em toda faixa de pH e solventes variados

Mais recentemente:
+ Baseadas em poli-estireno-divinilbenzeno-metacrilato

« estireno-divinilbenzeno (apolar) e metacrilato (polar)

« sem necessidade de condicionamento
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C) EXTRAGAO POR HEADSPACE B
C) EXTRAGCAO POR HEADSPACE

DETERMINAGAO DE VOLATEIS

K=Ca/Ch

sangue;
H,0; PI

70 °C; 30 min
Onde: K = Coeficiente de parti¢do

Ca = concentrag3o na fase aquosa

Ch = concentragdo no headspace

[ Quanto menor o valor de K maior ser a sensibilidade do método

uhﬂi!nhhn: fif b,

54
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C) EXTRAGAO POR HEADSPACE

Coeficiente de particdo (K) de alguns solventes a 40°C:

C) EXTRAGAO POR HEADSPACE

O valor de K pode ser diminuido nas seguintes condigoes:

» Aumentando-se a temperatura

Solvente K Solvente K
Cicloexano 0,077 Acetato de butila 314 Ex. para andlise de etanol, a temperatura de 80°C diminui o K de
o e

Hexano 014 Acetato de etila 624 13:5?5 a 328. Ent[etant(l),.temperaturas 'de 60°C sao geralmente
B utilizadas, para ndo se injetar vapor de agua.

Tetracloroetileno 1,48  Butanona 1395

1,1,1-Tricloroetano 1,65  Butanol 647

o-Xileno 2,44 2-Propanol 825 « Adicionando-se sal (efeito salting-out)

Tolueno 282 Etanol 1355 Cloreto de aménio, sulfato de aménio, cloreto de sédio, citrato de

Benzeno 290  Dioxano 1618 sédio

Diclorometano 5,65

Geralmente a adi¢do de sal tem pouca influéncia em compostos
volateis com alto valor de K.

. ————
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D) EXTRAGAO POR FLUIDO SUPERCRITICO

Um fluido supercritico € uma substancia que é mantida acima de
sua temperatura e pressdo criticas, onde ela exibe propriedades
A eficiéncia do headspace também é influenciada pela razdo de fases p: fisico-quimicas intermediarias entre um liquido e um gas.

C) EXTRAGAO POR HEADSPACE

B=Vh/va Onde:  Va = Volume da fase aquosa Phase Diagram

Vh = Volume do headspace

[ Quanto menor o valor de B maior ser a sensibilidade do método |

‘ Geralmente o Vh deve ser, no minimo, 50% do volume da amostra. ‘

Liguidt

Pressure

Ch=Co/K+B Onde:  Ch = Concentragdo no headspace

Co = Concentragdo original da amostra

57 58

D) EXTRAGAO POR FLUIDO SUPERCRITICO E) EXTRAGAO ACELERADA POR
SOLVENTE (ASE)
CO, supercritico

-ndo poluente, baixa toxicidade, baixo custo ASE® Schematic

€02 feed

f | Regulation valve

€02 pump Heater

e ——
59
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E) EXTRAGAO ACELERADA POR
SOLVENTE (ASE)

Caracteristicas da ASE:

« Flexibilidade  (possibilidade de alterar solventes,
proporgdes de solventes, temperatura e pressdo para
otimizar o processo de extragdo),

* Promissor para amostras em estado sélido ou semi-sélido
(andlise de tecidos em Toxicologia Forense)

*Ndo ha atualmente sistemas de interface com
cromatografias.
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G) MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

-Baseado na partigdo do analito entre a fibra de extragdo e a matriz
(amostra)
L | Plunger
Barrel Z Siot

Plunger retaining

_ Hub-viewing
window
Adjustable needle

~ guide/depth gauge

Fibre-
attachment _ Septumsiarcing
o

noedle - need
Coated SPME

fused silica fibre

Flanagan et al. Fundamentals of Analytical Toxicology, 2007
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KN ETREY

G) MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

[4] 5] T[]

MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

-Fibras comercialmente disponiveis:

Fase i iae iag plicagao geral
do filme
Polidimetilsiloxano PDMS Compostos nao-

um; polares, volateis
Polidimetilsiloxano PDMS Nao-polares,
(30um) volteis e semi-
volateis
Polidimetilsiloxano PDMS Néo-polares, semi
e n&o volateis
Polidimetilsiloxano- PDMS-DVB Polar
divinilbenzeno (65um)
Poliacrilato (85um) PA Polar, uso geral,

volateis
Carboxeno- CAR-PDMS Volateis
polidimetilsiloxano
(75um, 85um)
wax- Cw-DvB
divinilbenzeno (65um,

75um)

Polar, volateis
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MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

Fatores que afetam a eficacia de extragdo por SPME:

-Dimensdes da fibra (comprimento, espessura);
-Tipo de fibra;

-Temperatura de extracao;

-Efeito da matriz (presenca de sal, pH);
-Velocidade de agitagéo;

-Tempo de extragéo.
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MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)
-Influéncia do tempo de extragéo:
3000000
P, Qe —
- fumitzazegun
- iazegars
2000000 - Gizepacn
g a-dotogen
i - madarepam.
1000000
0
0 50 160 150 200 50
Extraction e (min)
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MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

-Influéncia da temperatura de extragéo:

B

MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

-Influéncia da concentragéo de sal:

1200000
€

i
~- (lumrazepam
800000 | o~ Nudinzepam
4~ dazcpam
—s clotiazepam
~o~medazepam

s

0

Area counts

400000

0

01 02 03 04
Salt Concentration (mgy/mi)
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MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

-Influéncia do pH:

MICRO EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

liquido:

-simplicidade

-pratico

-rapido

-extracdo sem utilizagédo de solventes
-pode ser automatizado.

* Recuperagéo absoluta em torno de 1-10%.

Vantagens da SPME sobre a SPE e extracéo liquido-
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E) MICROEXTRAGCAO EM FASE LiQuiDA (LPME) E) MICROEXTRACAO EM FASE LiQuiDA (LPME)
SISTEMA BIFASICO
SISTEMAS DE LPME:
- BIFASICO OH
- TRIFASICO ot o
N H t
. @-curcu-u: poros @-cu - N,"
= H il
(L &uy ] duy M
oH OH-
Sistema de microextragdo em fase liquida (LPME). (1)
Micro-seringa; (2) Vial de amostra; (3) Liquido aceptor; OH
(4) fibra porosa; (5) amostra; (6) banho de ultrassom.
AMOSTRA PAREDE DA FIBRA SOLVENTE (interior
71 72
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E) MICROEXTRAGAO EM FASE LIQUIDA (LPME) 4) Aumento da seletividade e
sensibilidade
SISTEMA TRIFASICO
“Armadilha”
OoH . ~
on o -Derivagéo
" Objetivo:
©_cnz_cn_r|: L Lo
tny H -melhorar as condigdes cromatograficas (GC)
OH -aumentar a sensibilidade
OH
OH-
AMOSTRA PAREDE DAFIBRA  LIQUIDO ACEPTOR
73 74
-Derivagédo -Derivacao
Ex. opiaceo i
Aumento da volatilidade
(melhora das condigdes Aumento da sensibilidade para
cromatograficas (GC) detectores ECD
< PFP/PFPA &
L, T0°C20 L omch,crics
o min 0
<0 O
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