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RESUMO 

O consumo de drogas de abuso tem vindo a aumentar ao longo dos anos, sendo assim 

um grave problema de saúde pública e estabilidade social. Face a este problema, o presente 

estudo tem como objetivo a deteção e confirmação das drogas de abuso, anfetamina, 

metanfetamina, morfina e benzoilecgonina (metabolito da cocaína), em amostras de fluido 

oral e soro provenientes de kits da OraSure Technologies, Inc. Estas amostras 

apresentavam, prazos de validade situados entre os anos, de 2021 e 2024 e foram 

armazenadas, à temperatura de 2-8ºC. Foi objetivo de estudo avaliar a estabilidade destas 

amostras, no que diz respeito a estas drogas de abuso. 

As substâncias foram extraídas através da técnica de precipitação proteica com 

acetonitrilo gelado e quimicamente derivatizadas por aquecimento induzido por 

microondas durante 90s (soluções de MBTFA para a anfetamina e metanfetamina e de 

MSTFA com 5% de TMCS para a morfina e benzoilecgonina). A identificação das 

substâncias foi realizada com um cromatógrafo de gases 7890B equipado com uma coluna 

cromatográfica HP-5MS (5% de fenilmetilpolisiloxano, 30m x 0,32mm; 0,25µm d.i.) e 

acoplado a um espetrómetro de massa de quadrupolo simples com uma fonte de impacto 

eletrónico de alta eficiência 5977A (GC-MS-EI, Agilent Technologies). Inicialmente, os 

cromatogramas foram adquiridos em modo full SCAN e após a análise dos padrões de 

fragmentação de cada substância foi usado o modo SIM (selected ion monitoring). 

Foi possível confirmar a presença de anfetamina, metanfetamina, benzoilecgonina e 

morfina, de acordo com os critérios de aceitação da World Anti-Doping Agency (WADA) 

nas amostras de fluido oral e soro. Nas amostras de fluido oral, os resultados obtidos 

indicam que não há degradação de qualquer das drogas investigadas durante o período de 

armazenamento estudado. Os resultados do estudo preliminar realizado em soro apontam 

para o mesmo tipo de comportamento para a anfetamina, metanfetamina e morfina.  
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ABSTRACT 

The consumption of drugs of abuse has increased over the years, thus being a serious 

public health and social stability problem. Faced with this problem, the present study aims 

to detect and confirm the drugs of abuse, amphetamine, methamphetamine, morphine and 

benzoylecgonine, a cocaine metabolite, in oral fluid and serum samples from OraSure 

Technologies, Inc kits, with different expiration dates, between 2021 and 2024 All samples 

were stored under the same conditions, 2-8°C. The objective of this study was to evaluate 

the stability of these samples concerning these drugs of abuse. 

The substances were extracted through the protein precipitation technique with iced 

acetonitrile and chemically derivatized by microwave-induced heating for 90s (MBTFA 

solutions for amphetamine and methamphetamine and MSTFA with 5% TMCS for 

morphine and benzoylecgonine). The identification of the substances was carried out with 

a 7890B gas chromatograph equipped with an HP-5MS chromatographic column (5% 

phenylmethylpolysiloxane, 30m x 0.32mm; 0.25µm i.d.) and coupled to a simple 

quadrupole mass spectrometer with a high-efficiency electronic impact source 5977A (GC-

MS-EI, Agilent Technologies). Initially, the chromatograms were acquired in full SCAN 

mode, and after the analysis of the mass spectrums and fragmentation patterns of each 

substance, the SIM, selected ion monitoring, mode was used. 

It was possible to confirm the presence of amphetamine, methamphetamine, 

benzoylecgonine and morphine, according to the acceptance criteria of the World Anti-

Doping Agency (WADA) in the samples of oral fluid and serum. In the oral fluid samples, 

the results obtained indicate that there is no degradation of any of the drugs investigated 

associated with storage time.  
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SQTF-C – Serviço de Química e Toxicologia Forense, Delegação do Centro 

TCA – Ácido tricloroacético (do inglês, Trichloroacetic acid) 

TCD – Detetor de condutividade térmica (do inglês, Thermal conductivity detector) 

tcrit – Valor crítico do parâmetro t da distribuição de student 

TIC – Cromatograma de Iões Totais (do inglês, Total Ion Chromatogram) 

TMCS – Trimetilclorosilano 

TMS – Trimetilsililo 

tr – Tempo de Retenção 

t.r.r – Tempo de Retenção Relativo 

TV – Valor de teste 

UE – União Europeia 

UPLC-PDA – Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada a Detetor de 

Fotodíodos (do inglês, Ultra Performance Liquid Chromatography-photometric diode 

array) 

WADA – do inglês, World Anti-Doping Agency 

 �̅� – Média amostral 

xref – Valor de referência 

Δt.r.r. – Diferença relativa do tempo de retenção relativo 
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1.1. Drogas de abuso  

O consumo de drogas de abuso é um problema grave que ameaça a saúde e estabilidade 

social. O número global de pessoas que consomem drogas é esperado que cresça 25% até 

2050, causando um impacto direto na segurança rodoviária e saúde pública [1].  

 Segundo o Relatório Europeu sobre Drogas de 2022, o consumo de drogas de abuso 

atinge números elevados em toda a União Europeia (EU). É estimado que aproximadamente 

83,4 milhões de pessoas, constituindo 29% dos adultos (15-64 anos), tenham consumido pelo 

menos uma vez na vida, uma droga ilícita. Os canabinóides continuam a ser a classe de drogas 

mais consumida, seguidos da cocaína, das anfetaminas/metanfetaminas e por fim dos opiáceos 

[1].  

Os dados sobre Portugal mostram que as drogas mais utilizadas são os opiáceos (39,4%) 

e a canábis (33,9%), representando assim o 10º e o 7º lugar, respetivamente, entre os países da 

UE. Foram registadas, em Portugal, no ano 2022, 72 mortes provocadas pelo consumo de 

drogas, na faixa etária entre os 15 e os 64 anos de idade [1,2]. 

Nos registos do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses, Instituto 

Público (INMLCF, IP), em 2021, as perícias a drogas de abuso são as que apresentam um 

maior número de solicitações nas três delegações do país, comparativamente aos restantes 

exames efetuados. No ano 2020, somando as análises realizadas nas três delegações, foram 

registadas 38810 perícias de drogas de abuso. Em 2021 este valor aumentou 9%, passando a 

um total de 42177 perícias efetuadas [3].  

 A subida constante de consumo de drogas de abuso reforça a necessidade e 

importância de avanços nas metodologias analíticas para a identificação e quantificação destas 

substâncias e dos seus metabolitos em matrizes biológicas. Ao desafio que constitui a análise 

destas substâncias em amostras biológicas para propósitos forenses, acresce o aumento do 

número novas drogas psicoativas (NSP), requerendo desenvolvimento contínuo de métodos 

analíticos robustos.  

 

A morfina, a benzoilecgonina, a anfetamina e a metanfetamina são as substâncias objeto 

de estudo desta dissertação.  
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1.1.1. Opiáceos  

A primeira menção ao ópio remonta a tempos muito antigos, sendo este extraído de 

uma planta, a Papaver somniferum. A partir desta planta, foram sendo isolados vários tipos de 

opiáceos, como a morfina, isolada em 1809 por Friedrich Sertürner [4]. Os opiáceos podem 

ser divididos em opiáceos naturais quando não sofrem nenhuma modificação, como a morfina 

e a codeína (Figura 1), e semi-sintéticos, quando são resultantes de modificações parciais das 

substâncias naturais. É o caso da heroína (Figura 1)  que é obtida da morfina por meio de uma 

pequena modificação química. Existem também opiáceos sintéticos, substâncias sintetizadas 

em laboratório, como o fentanil, carfentanil e metadona. 

 

Figura 1. Estrutura química dos opiáceos morfina, heroína e codeína. 

Os opiáceos exercem os seus efeitos por interação com os recetores opioides no 

sistema nervoso central e periférico. Os efeitos farmacológicos provocados incluem analgesia 

(alívio da dor), miose, sedação, depressão respiratória, ansiedade e dependência física [4].  

A morfina é o principal alcaloide do ópio. É utilizada como medicamento para alívio 

da dor, mas também de forma recreativa ou para preparar outros opiáceos ilícitos. Atua 

diretamente no sistema nervoso central para induzir analgesia e alterar a perceção e resposta 

emocional à dor. A dependência física e psicológica pode ser desenvolvida quando ocorre 

uma administração repetida. O seu efeito máximo é atingido após 20 minutos, quando 

administrada intravenosamente e 60 minutos quando a administração é oral, os seus efeitos 

podem durar entre 3 e 7 horas.  

A metabolização da morfina ocorre no fígado, e aproximadamente 87% da dose da 

morfina é excretada na urina nas primeiras 72 horas de administração. 

A morfina é também utilizada para preparar codeína, através de um processo de 

metilação, sendo um precursor de vários outros opiáceos incluindo a heroína (3,6-

diacetilmorfina), hidromorfona e oximorfona. A heroína foi sintetizada pela primeira vez em 

1898 por Dreser, por reação de acetilação de morfina com anidrido acético. A heroína é 
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rapidamente metabolizada a 6-monoacetilmorfina (6-MAM) e depois novamente em morfina 

(Figura 2) [5].  

 

Figura 2. Metabolismo da morfina e seus percursores. 

1.1.2. Cocaína 

A cocaína (COC) (Figura 3), principal alcaloide encontrado nas folhas do arbusto da 

coca, é um potente estimulante do sistema nervoso central e uma droga de abuso largamente 

consumida por todo o mundo, tornando-se muito importante a sua identificação e 

quantificação em toxicologia forense [6].  

A COC é rapidamente inativada no sangue através da hidrólise das ligações éster, 

transformando-se em benzoilecgonina (BE) e éster metílico da ecgonina (EME) (Figura 3), os 

seus dois metabolitos principais, que são inativos, mas bastante úteis na deteção de abuso de 

cocaína devido aos seus tempos de meia-vida elevados nas matrizes biológicas 

(aproximadamente, 5 vezes superior à cocaína). A COC é hidrolisada a norcocaína (NCO), 

metabolito ativo, ou a cocaetileno (ECO) se houver presença de etanol no sangue [6] (Figura 

3). 
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Figura 3. Metabolitos da cocaína. 

Os perfis metabólicos e as janelas de deteção são diferentes dependendo da matriz 

biológica. Após a administração de cocaína, o composto maioritário detetado no sangue e 

urina é a BE, enquanto a droga mãe possui a maior concentração noutras matrizes como 

cabelo, saliva e suor. Relativamente às janelas de deteção, a BE pode ser detetada no sangue e 

saliva até um dia após consumo, na urina por vários dias, no suor por duas a três semanas e no 

cabelo de meses a anos, dependendo do seu comprimento [5]. A benzoilecgonina pode ser 
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detetada na urina a níveis de concentração de cerca 300 ng/mL ou superiores, até 22 dias após 

o último uso de cocaína. Um resultado positivo de benzoilecgonina na urina é considerado 

evidência de consumo de cocaína. 

1.1.3. Anfetaminas 

 

As anfetaminas são substâncias sintéticas, estimulantes do sistema nervoso central 

(SNC), que possuem a estrutura química da β-fenetilamina. O composto foi sintetizado pela 

primeira vez em 1887 e vem sendo utilizado desde 1935 no tratamento da obesidade, 

narcolepsia e hipotensão. A anfetamina é frequentemente consumida pelos seus efeitos 

estimulantes. É também um metabolito de outras drogas como fenetilina, femproporex e 

metanfetamina.  

A anfetamina é em grande parte inativada durante o metabolismo, sofrendo a perda do 

grupo amina para originar a fenilacetona, que é posteriormente oxidada em ácido benzoico e 

excretada como conjugados.  

A metanfetamina (MET), um potente estimulante aditivo, foi sintetizada pela primeira 

vez para uso terapêutico no início dos anos 1900. A MET é maioritariamente (90%) eliminada 

na urina. Numa urina com pH entre 6-8, cerca de 20% de MET é excretada na forma 

inalterada e 4-7% como anfetamina [7]. 

Da anfetamina podem derivar várias drogas, como 3,4-metilenedioxianfetamina 

(MDA), 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), 3,4-metilenodioxietilanfetamina 

(MDEA), N-metil-1-(3,4-metilenodioxifenil) -2-butanamina (MBDB) (Figura 4). A MDA foi 

sintetizada pela primeira vez em 1910, uma substância estimulante do SNC, tendo uma ação 

alucinógena. Também a MDEA, derivado da anfetamina, provoca estimulação do SNC. A 

MDMA, conhecida como ecstasy, de entre os derivados de anfetamina é a mais utilizada de 

forma ilícita. O seu consumo está relacionado com a procura de efeitos de euforia, aumento da 

capacidade de comunicação e autoconfiança [8]. A MBDB é o análogo alfa-etilo da MDMA, 

possuindo efeitos semelhantes, mas de menor intensidade.  
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Figura 4. Anfetamina e derivados. 

1.2. Matrizes biológicas  

A toxicologia forense, conjugando os princípios da química analítica com os da 

toxicologia, procura dar resposta a questões judiciais relacionadas com a exposição a 

substâncias tóxicas. Baseia-se na análise de amostras biológicas (fluidos e tecidos) para a 

deteção, confirmação e quantificação de xenobióticos, onde se incluem as drogas de abuso. O 

relatório toxicológico providencia informações essenciais quanto ao tipo de substância e a sua 

concentração, de modo a permitir determinar o estado de influência do individuo.   

Existem diferentes matrizes biológicas que são utilizadas em toxicologia forense para a 

deteção de drogas de abuso (Tabela 1). Nas análises toxicológicas de amostras ante-mortem 

(AM) podem ser utilizadas as matrizes sangue, urina, fluido oral e cabelo, sendo a urina e o 

sangue as matrizes biológicas mais usadas. Em casos de amostras post-mortem (PM), poderá 

estar disponível também humor vítreo, conteúdo gástrico, rim, fígado, bílis e líquido 

pericárdico.  

O conteúdo gástrico pode ser útil para a identificação de drogas quando o tempo após 

ingestão é curto, uma vez que é mais provável ter grande quantidades da forma inalterada da 

droga ingerida [9].  
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Em algumas circunstâncias, poderá ser útil utilizar matrizes alternativas como o cabelo, 

unhas, suor ou pele, de forma a completar a investigação toxicológica porque muitas drogas 

são excretadas e acumuladas nestas matrizes [9].  

Algumas vantagens e desvantagens das diferentes matrizes biológicas, para análise de 

drogas de abuso, estão resumidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Vantagens e desvantagens das matrizes biológicas para análise de drogas de abuso [9]. 

Matriz biológica Vantagens Desvantagens 

Sangue 

Correlação entre as concentrações 

e efeitos 

Possibilidade de colheita de 

sangue periférico, femoral e 

cardíaco 

Concentração da droga sujeita a 

alterações PM 

Local de colheita pode influenciar a 

concentração das drogas 

Amostras PM apresentam-se com 

elevada frequência hemolisadas e 

com coágulos  

Possível distribuição desequilibrada 

entre plasma e o sangue total 

Urina 

Muitas drogas e metabolitos são 

detetados em concentrações 

elevadas 

Maior janela de deteção do que no 

sangue 

Nem sempre é possível estabelecer 

uma correlação entre as 

concentrações das drogas detetadas 

com as presentes no sangue  

Fluido oral Fácil colheita e não invasiva 

Drogas são detetadas por períodos 

mais curtos que no sangue e urina 

Concentração da droga pode variar 

consoante o tipo de colheita 

Fígado 
Muitas drogas e metabolitos estão 

presentes em altas concentrações 

Baixa correlação com os efeitos da 

droga 

Preparação da amostra mais 

complexa 

Humor vítreo Menor risco de contaminação 

Boa correlação da concentração da 

droga com a do sangue apenas após 

estabelecido equilíbrio  

Cabelo 
Maior período de deteção 

Colheita não invasiva 

Possibilidade de contaminação 

externa 

1.2.1. Sangue, plasma e soro 

O sangue é uma das matrizes de maior interesse toxicológico, uma vez que tem 

vantagens únicas em relação a outras. A principal vantagem é a possibilidade de correlação 

entre as concentrações das substâncias presentes e os efeitos no organismo [10].  
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A amostra de sangue pode ser analisada na sua forma total, plasma (sobrenadante 

obtido por centrifugação do sangue após adição de anticoagulante) ou soro (plasma sem os 

fatores de coagulação, obtido por coagulação sanguínea). A utilização do sangue total é a 

mais indicada quando o objetivo é a quantificação das drogas.  

As amostras de soro ou plasma apresentam percentagens de água 12 e 18% superiores 

a amostras de sangue total, levando assim a diferenças de concentrações entre as matrizes. Em 

casos PM, a obtenção de soro e/ou plasma é de extrema dificuldade, utilizando-se assim o 

sangue total [11].  

A grande vantagem do sangue como amostra analítica é que os resultados 

quantitativos obtidos da sua análise podem fornecer informação sobre o estado em que se 

encontrava o organismo no momento da sua colheita. Por outro lado, existe uma extensa base 

de dados onde a concentração das drogas no sangue tanto em amostras AM como em PM são 

correlacionadas com os efeitos relativos a essas concentrações [12]. 

Um aspeto importante a ter em consideração na colheita de amostras de sangue, 

particularmente amostras PM, é o local de onde o sangue foi colhido, uma vez que as 

concentrações das drogas diferem consoante o local da colheita. Esta distribuição heterogénea 

dos analitos nas amostras de sangue de diferentes locais pode dever-se à falta de equilíbrio de 

distribuição antes da morte ou ao fenómeno de redistribuição post-mortem (RPM). Devido a 

estes fatores, nos casos PM, é comum efetuar colheitas de sangue periférico (veia femoral) e 

de sangue cardíaco (recolhidas de ambos os lados do coração). Destas amostras, o sangue 

periférico é o mais adequado para efetuar quantificações e o sangue cardíaco é usado para a 

análise qualitativa, uma vez que pode ser afetado pelo fenómeno RPM [12,13].  

1.2.2. Fluido oral (FO) 

O fluido oral tem vindo a ser estudado como uma matriz alternativa para a quantificação 

das drogas de abuso desde 1970. O uso desta matriz tem diversas vantagens, que incluem o 

facto de o procedimento de colheita ser não invasivo, difícil de adulterar e a possibilidade de 

detetar consumo recente de drogas. Por outro lado, as suas desvantagens incluem: 

contaminação da mucosa oral e do FO, quando as drogas são fumadas, inaladas ou 

administras oralmente (aumento da sua deteção, mas diminuição da correlação com as 

concentrações do sangue durante 30-60 minutos); a colheita de uma pequena quantidade de 

volume e uma pequena janela para a deteção de drogas [14].  

A saliva é o produto da excreção originado por três grandes glândulas salivares 

(parótida, submandibular e sublingual). Uma vez que esta excreção é na verdade uma mistura 
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de fluidos, emprega-se o termo fluido oral. O principal constituinte do fluido oral é a água, 

representando cerca de 99%, sendo o restante constituído por proteínas (mucinas e enzimas 

digestivas) e sais minerais [15].  

O pH do FO é 6,8 em situações de descanso, contudo um aumento no fluxo salivar 

torna-o mais básico, aproximando-se ao pH do plasma. Todas estas características são 

influenciadas por uma variedade de fatores, como estímulos salivares, mudanças hormonais, 

ansiedade e consumo de drogas terapêuticas, podendo o valor de pH variar de acordo com a 

literatura em diferentes intervalos: (5,6 - 7,9 e 4 - 6) [15–17]. 

Vários fatores podem influenciar a concentração das drogas no fluido oral. Os 

constituintes do sangue podem ser transferidos para a saliva por vias intracelulares (difusão) 

ou extracelulares (ultrafiltração). A maioria das drogas de abuso utilizam o mecanismo de 

difusão, que pode ser afetado pelo pH das duas fases, e também pelo pKa, grau de ionização, 

ligação a proteínas, peso molecular e solubilidade lipídica da droga. A via de administração 

também pode influenciar a concentração no FO durante a primeira meia-hora após 

administração [14]. Deste modo, as concentrações das drogas no fluido oral representam a 

fração livre, não ionizada da presente no sangue, podendo ser assim relacionadas com as 

concentrações de droga livre no sangue e com os efeitos farmacológicos das drogas [15].  

 Por outro lado, as drogas que são ingeridas por via oral e as que podem ser fumadas 

podem ser detetadas em altas concentrações no fluido oral após uso recente, devido a 

quantidades residuais da droga que permanecem na cavidade oral. Assim, os resultados para 

estas substâncias podem não ser os mais corretos porque a concentração da droga encontrada 

no fluido oral pode não refletir a concentração real [15].  

As drogas podem ser detetadas no FO por curtos períodos de tempo, normalmente entre 

12 a 24 horas após consumo. Assim, o FO é adequado para a deteção de uso recente de 

drogas, por exemplo suspeita de conduzir sob efeito. Uma das grandes vantagens do FO em 

oposição ao sangue passa por um procedimento de colheita não invasivo e a possibilidade de 

ser realizado por pessoas sem prática médica. Deste modo, a colheita de FO pode ser realizada 

sob observação direta, diminuindo assim o risco de adulterar as amostras [16].  

Uma das desvantagens do FO é o volume reduzido de amostra disponível para realizar a 

análise toxicológica, por isso é crucial possuir um método que analise vários analitos em 

simultâneo e com baixos limites de deteção [16]. 
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Na deteção de drogas de abuso em FO, frequentemente é a droga mãe que está 

presente nesta matriz e poderá refletir as concentrações da droga livre no plasma, 

providenciando uma melhor correlação com os efeitos farmacodinâmicos. Um exemplo de 

aplicação desta matriz, é dado nos casos de diferenciação de ingestão de heroína, de morfina 

ou codeína. Em testes de urina, esta diferenciação pode ser difícil devido à metabolização, 

contudo no FO é frequente detetar 6-acetilmorfina e heroína (Figura 2), marcadores evidentes 

do consumo de heroína [17]. A deteção de heroína no FO ocorre apenas nas primeiras 5 horas 

após a última dose tomada [12].  

 As bases fracas são detetadas em maiores concentrações e por períodos de tempo mais 

longos no FO do que no plasma devido à protonação. Dependendo do pKa da droga e da 

lipofilicidade, a protonação ocorre devido às diferenças de pH no sangue (7,4) e no FO (4-6). 

A fração da droga livre, não ionizada, está em equilíbrio nas membranas que separam o 

sangue e o FO. No pH mais baixo do FO, as bases fracas ionizam, aumentando assim as 

concentrações das drogas no FO [17].  

No FO, a cocaína pode ser detetada num período de 5 a 12 horas após uma única dose. 

Através de métodos analíticos capazes de detetar concentrações da ordem de 1 ng/mL, 

também é possível detetar BE num período de 12 a 24 horas [18]. 

Uma vez que a cocaína é uma base fraca a protonação no FO é expectável. Em 

colheitas simultâneas de amostras de plasma e FO, Bosker et al. [17] encontraram 

concentrações de cocaína maiores no plasma do que no FO, e o oposto para o metabolito BE, 

mais polar. As concentrações de cocaína e benzoilecgonina são 5 e 2,5 vezes mais altas, 

respetivamente, na saliva do que no soro em indivíduos que tenham consumido cocaína, 

dentro das primeiras 24 horas.  

As anfetaminas são bases fracas, ocorrendo assim, também, protonação no FO, 

levando a um aumento das suas concentrações nesta matriz [17].  

1.2.3. Urina 

A análise de urina possui inúmeras vantagens: a colheita de forma não invasiva; o 

facto de numerosas drogas e/ou os seus metabolitos serem excretados e detetáveis nesta 

matriz; a presença de drogas poder ser detetada de horas a vários dias após o seu consumo 

[12]. 

Como a urina é principalmente constituída por água e possui quantidades baixas de 

substâncias orgânicas e inorgânicas, podem ser utilizados métodos analíticos mais simples no 

que diz respeito à preparação de amostra [12]. Uma das grandes desvantagens da urina é a 
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possibilidade de ser passível de adulteração. Uma das técnicas de adulteração da urina é a sua 

diluição. 

A urina é a matriz biológica preferencial para testes screening uma vez que as drogas e 

seus metabolitos estão mais concentrados nesta matriz do que no sangue, plasma e soro. 

Contudo, as concentrações das drogas na urina não têm correlação com as concentrações da 

droga no sistema circulatório. As matrizes sangue ou plasma/soro são necessárias para 

determinar o grau de intoxicação e o estado de influência do indivíduo, através da 

quantificação das substâncias presentes nessas matrizes [19].  

As anfetaminas são substâncias lipofílicas e com boa absorção oral. O seu tempo de 

meia-vida é de aproximadamente 10 horas e podem ser detetadas na urina após 3 horas 

independentemente da via de administração e manterem-se detetáveis durante 1 até 3 dias 

após uma única dose e caso seja um uso crónico, entre 7 a 10 dias [20]. Se o pH da urina for 

normal (5,5 – 7,5), aproximadamente 30% da anfetamina ingerida é eliminada na forma 

inalterada, contudo se o pH for 5, a quantidade de anfetamina inalterada eliminada é de 74%. 

[18]. A cocaína é rapidamente metabolizada no sangue e fígado após inalação e apenas 

pequenas quantidades da droga mãe são excretadas na urina. A BE e EME são os dois 

metabolitos principais da cocaína. O tempo de meia-vida da cocaína varia de 0,5-1,5 horas, 

EME de 3-4 horas e BE de 4-7 horas. Uma vez que a BE é o metabolito com maior tempo de 

meia-vida, é mais facilmente detetado [20].  

1.2.4. Cabelo 

A análise do cabelo tem adquirido cada vez mais importância por oferecer vantagens 

únicas em termos de deteção e monitoramento do consumo de várias substâncias. Esta matriz 

apresenta a grande vantagem de ter uma janela de deteção mais longa quando comparada com 

outras matrizes biológicas, como o sangue e a urina (meses a anos) [21]. 

O cabelo é uma estrutura filamentosa constituído por proteínas, maioritariamente 

queratina (65-95%), água (15-35%), lípidos (1-9%) e minerais (0,25-0,95%) [15]. O 

mecanismo da incorporação das drogas no cabelo permanece pouco claro. Existem três vias 

de incorporação das drogas no cabelo: diretamente dos capilares sanguíneos, do sebo e suor, e 

por contaminação externa (Figura 5) [22,23].  
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Figura 5. Vias de incorporação das drogas no cabelo [22]. 

Existem diferentes modelos propostos de incorporação das drogas no cabelo. Um dos 

modelos aceites assume que as drogas e o seus metabolitos são incorporados no cabelo por 

difusão passiva através de capilares sanguíneos para as células da matriz crescente, na base do 

folículo de cabelo. À medida que as células se alongam e envelhecem, elas morrem e 

aglutinam-se, formando a fibra capilar que transporta a droga incorporada na matriz. Outro 

mecanismo possível envolve contaminações ambientais (fumo, poeira ou transferência física 

por contaminação das mãos) [23]. 

A deposição das drogas no cabelo pode ser influenciada pelo conteúdo da melanina do 

cabelo, cor do cabelo, origem étnica, lipofilicidade, polaridade e basicidade da droga mãe ou 

os seus metabolitos. Geralmente, cabelo com pigmentação preta tem tendência a ligar-se em 

maior quantidade às drogas porque os analitos demonstram uma maior afinidade à melanina 

no cabelo pintado. A melanina tem uma natureza hidrofóbica e acídica, o que torna este 

pigmento responsável pela afinidade do cabelo a drogas alcalinas tais como, a cocaína e 

codeína. Moléculas lipofílicas e básicas incorporam-se melhor que analitos polares [23]. 

As vantagens da análise do cabelo em relação a outras matrizes biológicas 

convencionais, para além das já referidas, são a colheita fácil e não invasiva, facilidade de 

transporte e de armazenamento (estrutura sólida assegura estabilidade longa) e o facto de ser 

adequada para a deteção de analitos tanto orgânicos como inorgânicos [12]. Em casos PM, na 

investigação de consumo de drogas, quando já decorreu um período de tempo longo após a 

morte, uma amostra de cabelo pode ser a única amostra biológica disponível para análise [23].  

Contudo esta matriz também apresenta limitações. A deteção de consumo recente de 

droga, até cerca de 7 dias, não é possível. São necessários métodos que permitem detetar 

concentrações muito baixas e o custo de análise pode ser superior ao das outras matrizes. A 

Droga de fonte externa 

Droga ingerida 
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interpretação dos resultados analíticos é mais difícil, devido à complexidade e variabilidade 

da incorporação das drogas no cabelo [23].  

A deteção de metabolitos da droga nas análises de cabelo confirma o consumo. 

Contudo, existem dificuldades de interpretação quando os metabolitos não são detetados. No 

caso dos canabinóides e cocaína, por exemplo, os metabolitos relevantes são incorporados no 

cabelo em quantidades pequenas em comparação com a droga mãe e podem estar presentes 

em níveis abaixo do limite de deteção dos métodos analíticos [24]. 

1.2.5. Amostras colhidas em situações post-mortem 

1.2.5.1. Humor vítreo 

O humor vítreo (HV) é uma matriz alternativa comumente utilizada em análises 

toxicológicas PM e a sua aplicação na análise forense tem início em 1960. Até aos dias de 

hoje, muitas análises se realizam no HV para determinar etanol, algumas drogas de abuso e 

compostos endógenos. Normalmente, esta matriz é de grande importância quando as amostras 

de sangue e urina não estão disponíveis ou estão em condições inapropriadas para análise, 

como casos de embalsamento, corpos queimados ou em avançado estado de decomposição, 

uma vez que esta matriz está mais protegida (situada dentro da cavidade ocular) e assim 

sujeita a menos contaminações [23].  

O HV é um líquido gelatinoso. A sua composição é essencialmente água (cerca de 

98%), incluindo outros componentes como lípidos, eletrólitos, proteínas e outras substâncias. 

As drogas presentes na circulação sanguínea podem atingir o HV através da barreira hemato-

retiniana por difusão passiva ou transporte ativo. As drogas que ultrapassam esta barreira 

estão na sua forma livre (sem ligação a proteínas), assim drogas que possuam baixa ligação às 

proteínas, estão em maiores níveis no HV [23].  

Esta matriz apresenta grandes vantagens comparativamente a outros fluidos. A 

composição do HV torna-o uma matriz mais limpa, com menos interferentes, aquosa e com 

baixos conteúdos de proteínas. Situa-se numa região do corpo protegida contra contaminações 

e atividade microbiana, especialmente por se encontrar afastada do trato gastrointestinal [23].  

Esta matriz possui algumas limitações, como um baixo volume disponível de amostra 

disponível para a realização das análises toxicológicas, e porque a barreira hemato-retiniana 

restringe a incorporação de algumas drogas [23]. Por exemplo, a cocaína e os seus 

metabolitos (BE e EME) são facilmente detetados nesta matriz existindo uma boa correlação 
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das concentrações destas substâncias com as suas concentrações no sangue. O metabolito BE 

como é mais hidrofílico que a cocaína tem maior dificuldade em atravessar a barreira hemato-

retiniana [25,26].  

Os opiáceos são uma das classes de drogas de abuso mais analisadas no HV. A 6-

MAM possui uma janela de deteção de 1-2 horas no sangue, e no HV este metabolito é 

detetado por mais tempo. Contudo, a janela de deteção, em ambas as matrizes, depende da 

dose administrada, da via de administração e da frequência de consumo de heroína [26]. 

1.2.5.2. Fígado, rim e conteúdo gástrico 

Existem várias razões para o fígado ser selecionado como matriz para análise 

toxicológica PM. O fígado é o órgão principal para onde as drogas são distribuídas e 

metabolizadas, após administração oral e absorção no trato gastrointestinal. Deste modo, 

muitas drogas e seus metabolitos são encontradas em maior concentração neste órgão do que 

em sangue e outras matrizes. Para além disso, é usada como matriz complementar ou 

alternativa ao sangue quando este não está disponível para a colheita devido a fatores como 

putrefação, decomposição ou perda significativa de sangue (exsanguinação) [12].  

No que diz respeito ao rim, muitas drogas são eliminadas por este órgão através da 

urina. O rim é uma matriz biológica importante em casos de suspeita de envenenamento por 

metais pesados, devido à acumulação neste órgão [10].  

O conteúdo gástrico é uma amostra útil na deteção de uma ingestão recente de drogas 

porque as drogas podem estar presentes em quantidades na ordem dos miligramas ou até 

mesmo do grama ao contrário dos valores da ordem de nanogramas encontrados no sangue e 

urina [12]. A colheita e análise do conteúdo gástrico é útil mesmo quando há evidência de que 

a administração da droga tenha sido feita por outra via que não a via oral. As drogas alcalinas 

podem ser detetadas no conteúdo gástrico independentemente da via de administração porque 

têm tendência a ficar retidas no compartimento gástrico devido ao seu baixo pH. O conteúdo 

do estômago colhido deve ser homogeneizado, antes de se realizar a análise, por não se tratar 

de uma amostra homogénea [12].  

 

 

Neste trabalho foram apenas estudadas as matrizes biológicas, soro e fluído oral. 
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1.3. Estabilidade de drogas em matrizes biológicas  

A estabilidade de drogas em amostras biológicas pode ser influenciada por vários 

fatores que podem afetar a integridade e a concentração das drogas presentes nessas matrizes, 

com consequente possibilidade de influenciar significativamente os resultados analíticos. A 

estabilidade dos analitos presentes em amostras PM pode diferir em relação às amostras AM, 

devido à maior probabilidade de influência da atividade microbiana no primeiro caso. Alguns 

dos principais fatores que podem afetar essa estabilidade incluem: o tempo decorrido entre a 

colheita e a análise, devido à possibilidade de degradação e/ou transformação em metabolitos, 

a temperatura de armazenamento (congelamento ou calor excessivos pode originar 

degradação dos analitos); uso (ou a sua ausência) de substâncias de preservação; exposição 

direta e /ou prolongada à luz solar; pH (alteração de pH pode acelerar o processo de 

degradação); contaminação por microorganismos; características específicas dos diferentes 

tipos de amostras biológicas. Devido à complexidade de todos estes fatores, é crucial, para 

garantir resultados precisos e fiáveis, a utilização de procedimentos adequados de colheita e 

armazenamento das amostras biológicas e usar métodos analíticos suficientemente sensíveis 

para detetar os analitos presentes [12].  

1.3.1. Resultados obtidos em estudos de estabilidade – revisão da literatura 

1.3.1.1. Estabilidade dos opiáceos 

Na Tabela 2, estão resumidos vários estudos realizados para determinar a estabilidade 

dos opiáceos em diferentes matrizes e condições de armazenamento.  

Segundo estas investigações da estabilidade dos opiáceos, é possível constatar que as 

alterações das concentrações da maioria dos opiáceos no sangue e urina, quando armazenados 

durante meses ou anos a temperaturas iguais ou inferiores a -20ºC, são mínimas e aceitáveis. 

Contudo, existe uma exceção a esta estabilidade dos opiáceos, os ésteres, heroína e 6-

acetilmorfina (6-MAM). A estabilidade da heroína é aumentada quando todas as amostras são 

armazenadas com fluoreto de sódio (NaF) e congeladas. A maior instabilidade da 6-MAM 

comparativamente com a morfina e codeína em amostras de sangue armazenadas a -20ºC 

durante meses ou anos é significativa. A deteção da 6-MAM é importante, uma vez que é um 

indicativo de consumo de heroína [12].   

Papoutsis et al. [27] estudaram o impacto dos recipientes de armazenamento (vidro, 

polipropileno e poliestireno) e adição de preservantes (Na2C2O4, K2EDTA e NaF). Constatou-
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se que a adição de anticoagulantes (Na2C2O4, K2EDTA) não melhorou a estabilidade dos 

analitos morfina, codeína e 6-MAM, mas a adição de NaF teve impacto. Foi observada uma 

menor degradação em amostras armazenadas em vials de vidro a -20ºC, sendo que o 6-MAM 

foi o analito mais instável.  

 

Tabela 2. Estabilidade de opiáceos em sangue/plasma/soro e fluido oral em diferentes condições de 
armazenamento. 

Analito e 

metabolitos 
Matriz 

Condições de 

armazenamento 

Período de 

armazenamento 

Efeito na 

concentração do 

analito  

Ref. 

Morfina 

Plasma e 

sangue 
Amostras 

fortificadas* 

Sem conservantes 

-20ºC 

Sem luz 

181 dias 

94%(a) 

[28] 

Morfina-3-

glucuronideo 
93%(a) 

Morfina-6-

glucuronideo 
77%(a) 

Morfina 

Sangue 

PM 
124 dias 

666 ng/mL(b) 

Morfina-3-

glucuronideo 
24 ng/mL(b) 

Morfina-6-
glucuronideo 

66 ng/mL(b) 

Morfina 
Sangue 

PM 

Com NaF (0,4%) 

-20ºC 
8 anos -12%(c) 

[29] 

Codeína 
Sangue 

PM 

Com NaF (0,4%) 

-20ºC 
9 anos -11%(c) 

Codeína 

Fentanil 

Hidromorfona 

Metadona 

Morfina 

Oxicodona 

Plasma -18ºC 84 dias < 10%(c) [30] 

Morfina 

Codeína 

Sangue 

PM 
-20ºC 16-18 anos 

+19%(c) 

[31] 
-4%(c) 

Morfina 

6-MAM 

Fluído 

oral 
25ºC 48-72 horas 

11,8%(a) 

97,7%(a) 
[32] 

6-MAM 
Fluído 

oral 
25ºC 7 dias 78%(a) 

Morfina 
Fluído 

oral 

5ºC 

30 dias 

78 ng/mL(d) 

[33] 20ºC 77 ng/mL(d) 

40ºC 74 ng/mL(d) 

Morfina Soro -20ºC 6 meses -5%(c) [34] 

Morfina 
Codeína 

Sangue 

Com NaF 

Tubos (vidro, 

polipropileno e 

poliestireno) 

4ºC 

1 mês 
<17,0%(c) 

14,9%(c) 
[27] 

6-MAM Sangue 
Sem conservantes 

4ºC 
1 mês 94,3%(c) [27] 
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-20ºC 3 meses 72,0%(c) 

aRecuperação 

bConcentrações iniciais: 564; 460; 190 ng/mL 

cVariação da concentração em % 

dConcentrações iniciais: 81; 79; 77 ng/mL  

*Amostras fortificadas com 200 ng morfina e morfina-6-glucuronideo e 1000 ng de morfina-3-glucuronideo 

 

1.3.1.2. Estabilidade da cocaína  

Quimicamente a cocaína (metilbenzoilecgonina) é um éster do ácido benzoico e da 

metilecgonina, sendo a sua estabilidade em amostras biológicas é geralmente baixa. Contudo 

sob determinadas condições é possível manter uma estabilidade apropriada [12].  

A cocaína pode ser degradada por hidrólise química ou enzimática. A hidrólise 

química ocorre a pH alcalino, enquanto a hidrólise enzimática é o resultado da atividade da 

enzima esterase. Os produtos das hidrólises químicas e enzimáticas são a benzoilecgonina 

(BE) e o éster metílico da ecgonina (EME), respetivamente [12]. 

A cocaína quando é armazenada sem substâncias de conservação apresenta baixa 

estabilidade, hidrolisando rapidamente a BE. Esta hidrólise para o seu metabolito ocorre mais 

rapidamente em sangue AM que PM, uma vez que durante o processo de decomposição o pH 

do sangue PM diminui, aumentando assim a estabilidade da cocaína nessa matriz [35]. 

Na Tabela 3, estão representados vários estudos da estabilidade da cocaína e os seus 

metabolitos BE e EME. Os resultados demonstram que o pH é um fator importante na 

estabilidade da cocaína em amostras biológicas de urina. A azida de sódio não deve ser 

utilizada como agente de preservação para os ésteres, nomeadamente a cocaína, porque pode 

aumentar a velocidade de hidrólise em amostras de urina. 

 Outra evidência retirada dos estudos, é que em amostras de sangue, a estabilidade da 

cocaína e metabolitos depende, primariamente, da temperatura de armazenamento. O uso de 

compostos de preservação como o NaF também é um fator importante que influencia a 

estabilidade.  
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Tabela 3. Estabilidade da cocaína e metabolitos em sangue, urina e fluido oral em diferentes condições de 
armazenamento. 

Analito e 

metabolitos 
Matriz 

Condições de 

armazenamento 

Período de 

armazenamento 

Efeito na 

concentração do 

analito 

Ref. 

Cocaína Urina -20ºC 1 ano -37%(c) [36] 

Cocaína Urina 
pH=4 

4ºC 
1 ano 107,8%(a) [37] 

BE 

Urina 
pH=8 

4ºC 

1 ano 17,4%(a) 

[37] EME 15 dias nd 

COC 75 dias nd 

Cocaína Urina 
pH=8 

4ºC 
30 dias 21,1%(d)  [37] 

BE Urina -15ºC 1-8 meses -19%(c) [38] 

BE Urina -20ºC 1 ano +10%(c) [36] 

BE 

EME 
Sangue 

-20ºC 

Com NaF 
1 ano 

 89,9%(a)  

105%(a) 
[37] 

BE 

EME 
Sangue 

-20ºC 

Sem NaF 
1 ano 

86,7%(a)   

107,1%(a) 
[37] 

BE Sangue 
4ºC 

Com NaF 
1 ano 68,5%(a) [37] 

Cocaína 
Fluído 

oral 
25ºC 7 dias 30%(a) [32] 

Cocaína 

BE 

Fluído 

oral 
25ºC 48-72 horas 

52,1%(a) 

40,8%(a) 
[32] 

BE 
Fluído 

oral 

5ºC 

30 dias 

93 ng/mL(e) 

[33] 20ºC 127 ng/mL(e) 

40ºC 156 ng/mL(e) 

Cocaína 
Fluído 

oral 

5ºC 

30 dias 

85 ng/mL(e) 

[33] 20ºC 48 ng/mL(e) 

40ºC 1 ng/mL(e) 
aRecuperação 
cVariação da concentração em % 
dBE como produto de degradação com concentração de 21,1± 0,3% 
eConcentrações iniciais: BE 88; 89; 104 ng/mL; Cocaína 97; 93; 73 ng/mL 

nd – não detetado 

1.3.1.3. Estabilidade das anfetaminas 

Alsenedi et al. [39] estudaram a estabilidade de anfetaminas e derivados em urina num 

período de 201 dias à temperatura ambiente, refrigeradas (4-8ºC) e congeladas (-20ºC). Todas 

as amostras armazenadas a -20ºC se mantiveram estáveis com concentrações dentro de ±20% 

da concentração original fortificada. Quando estiveram refrigeradas ou à temperatura 
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ambiente, os analitos anfetamina, MDA, MDMA e metanfetamina também permaneceram 

estáveis por 201 dias.  

Noutro estudo, realizado por Giorgi et al. [40], verificou-se, em amostras de sangue 

positivas para anfetaminas e derivados, reanalisadas após 4 anos, vários níveis de 

instabilidade para os diferentes compostos, contudo ainda foi possível detetar anfetamina no 

sangue. 

Na Tabela 4, estão compilados vários estudos da estabilidade das anfetaminas e 

derivados em diferentes matrizes biológicas.  

 

Tabela 4. Estabilidade de anfetaminas em sangue/soro e urina em diferentes condições de armazenamento. 

Analito Matriz 
Condições de 

armazenamento 

Período de 

armazenamento 

Efeito na 

concentração do 

analito 

Ref. 

Anfetamina 

Metanfetamina 
Urina 

37ºC 

Amostras 

esterilizadas 

3 dias 
1,3%(c) 

0,8% 
[41] 

7 dias 
0,1%(c) 

-0,5% 

MDA 

MDMA 

MDEA 

Soro 

Sem luz 

-20ºC 

4 dias 

10,1%(c) 

10,7% 

4,14% 

[42] 

21 semanas 

11,0% 

13,7% 

13,4% 

MDA 

MDMA 

MDEA 

Sangue 

4 dias 

6,62% 

3,75% 

7,91% 

21 semanas 

8,12% 

8,77% 

18,1% 

MDA 

MDMA 

MDEA 

Urina 

4 dias 

9,59% 

4,72% 

9,88% 

21 semanas 

10,3% 

7,20% 

6,78% 

Anfetamina Sangue 

100 mg NaF/20 mg 

K2C2O4 

Temperatura 

ambiente 

4 anos 0,014 µg/mL(b) [40] 

Anfetamina Fluído 5ºC 30 dias 81 ng/mL(d) [33] 
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oral 20ºC 80 ng/mL(d) 

40ºC 80 ng/mL(d) 

Anfetamina 
Fluído 

oral 

4ºC 

1 semana 

65%(c) 

[43] 

Temperatura 

ambiente 
71%(c) 

Anfetamina 
Fluído 

oral 
-20ºC 

3 meses 95%(c) 

11 meses 87%(c) 
bConcentração inicial: 0,013 µg/mL 
cVariação da concentração em % 
dConcentrações iniciais: 84; 83; 83 ng/mL 

1.4. Metodologias analíticas de tratamento de amostra 

A preparação de amostra é um passo crucial no processo analítico. É o fator limitante na 

análise química, uma vez que é o passo que consome mais tempo e potencialmente introduz 

mais erros. Deste modo, é necessário desenvolver e aplicar protocolos adequados de 

preparação de amostra que garantam a presença dos analitos, durante o processo de 

eliminação dos interferentes das matrizes.  

Serve o procedimento de extração para que os analitos sejam isolados da matriz. 

De entre as técnicas extrativas mais utilizadas encontram-se a extração em fase sólida 

(SPE) e extração líquido-líquido (LLE).  

1.4.1. Precipitação proteica (PPE) 

A precipitação proteica (PPE) é uma técnica de separação de proteínas por adição de 

um agente precipitante às amostras. É um passo importante no tratamento de amostras 

biológicas que pode ser feito em meio ácido, por adição de sais e/ou de solventes orgânicos. A 

eficiência dos métodos de precipitação depende da solubilidade e estrutura molecular da 

proteína. 

A precipitação ácida baseia-se nas mudanças do pH da solução. Cada proteína possui 

um ponto isoelétrico definido, logo pequenas mudanças do pH têm impacto na estrutura da 

proteína, que podem levar à sua precipitação.  

O ácido mais utilizado neste método de precipitação é o ácido tricloroacético (TCA), 

porque é altamente reativo e pode ser utilizado em pequenas quantidades.  

Na precipitação com adição de um sal à solução, ocorre uma restrição do número de 

moléculas de água disponíveis para interação com as proteínas, provocando a quebra das 

ligações de hidrogénio proteína-água, levando assim a uma agregação das proteínas e 
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consequentemente à precipitação, efeito de salting-out. Alguns exemplos de sais utilizados 

são o sulfato de zinco e o sulfato de amónia.  

A precipitação com solventes orgânicos leva a uma redução da atmosfera protetora das 

proteínas, através da remoção de água, levando à agregação e precipitação. As proteínas 

precipitadas podem ser removidas por centrifugação ou filtração. Os solventes mais utilizados 

são etanol, metanol, acetona e acetonitrilo.  

O método selecionado para a remoção das proteínas deve ser bem avaliado de forma a 

determinar se certas drogas poderão ser perdidas no processo. Por exemplo a cocaína pode ser 

perdida em soluções alcalinas, ficando retida no precipitado. Nestes casos, a concentração da 

droga irá diminuir na amostra a analisar [12]. 

 

A precipitação com o solvente orgânico acetonitrilo foi o método adotado neste 

trabalho. 

1.4.2. Extração em fase sólida e extração líquido-líquido  

A extração em fase sólida (SPE) baseia-se na retenção dos analitos de interesse, 

remoção dos interferentes por lavagem com solventes aquosos e/ou orgânicos, seguido de 

eluição das drogas alvo e os seus metabolitos [44]. A escolha da coluna é feita de forma que o 

analito de interesse tenha forte afinidade para a fase sólida e os restantes componentes da 

matriz não fiquem retidos e consequentemente sejam expelidos da coluna na etapa da lavagem 

[45]. Os vários passos dum processo de extração em fase sólida estão ilustrados na Figura 6. 

Existem vários tipos de colunas extrativas, a fase normal, fase reversa e de troca iónica. 

Contudo, podem também ser utilizadas colunas extrativas de modo misto (Oasis MCX), 

combinando a utilização de adsorventes de troca iónica e fase reversa. Estes tipos de colunas 

são normalmente mais vantajosas, providenciam uma melhor separação e tornam possível o 

isolamento de drogas acídicas, neutras e básicas utilizando apenas uma coluna [46]. Colunas 

extrativas de modo misto tem grupos funcionais não-polares e de troca iónica. A combinação 

é escolhida para que o analito seja retido por ambos os mecanismos. Isto torna-se útil para 

extração de compostos lipofílicos com um grupo funcional ionizável. Estes adsorventes têm 

sido bastante utilizados para análise de drogas [47].  
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Figura 6. Procedimento da extração em fase sólida (SPE) [48]. 

A extração líquido-líquido (LLE) é um processo que utiliza duas fases líquidas 

imiscíveis, tipicamente uma aquosa e uma orgânica, de forma a separar os compostos.  

A extração dos analitos para solventes orgânicos ou aquosos pode ser mediada por 

alteração de pH das amostras: o analito deverá estar na forma não ionizada para extração para 

um solvente orgânico e na sua forma ionizada para extrações para soluções aquosas [12,49]. 

A eficiência de extração de uma droga para um solvente orgânico está relacionada com 

o coeficiente de partição da droga entre o solvente orgânico e fase aquosa. O coeficiente de 

partição é definido como a concentração do analito no solvente orgânico dividido pela 

concentração na fase aquosa em equilíbrio, estando relacionado com a polaridade do analito e 

do solvente [12].  

Aquando da escolha do solvente, é necessário ter em consideração alguns fatores de 

forma a obter os resultados desejados [50]. Deste modo, existem vários critérios que 

influenciam a escolha dos solventes utilizados na LLE, como polaridade, densidade, 

segurança, ponto de ebulição e custo do solvente. Os solventes mais comumente utilizados 

incluem o clorofórmio, éter etílico, diclorometano, acetato de etilo e vários álcoois [12]. Está 

também descrita a utilização de mistura de solventes. 

1.5. Metodologias de análise cromatográfica 

Os métodos que se encontram na literatura são o reflexo dos avanços na instrumentação 

analítica e nas metodologias desenvolvidas, levando os toxicologistas forenses a detetar cada 

vez mais analitos de interesse forense e em concentrações cada vez mais baixas. 
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1.5.1. Cromatografia de Gás-Espetrometria de Massa 

A cromatografia de gás (GC) é dos métodos cromatográficos mais utilizados nos 

laboratórios de toxicologia forense. É aplicada a compostos com pressão de vapor adequada 

na gama de temperaturas de trabalho e termicamente estáveis. A separação envolve o 

transporte, por uma fase móvel gasosa, através de uma coluna, normalmente, capilar. A 

coluna contém um material em fase estacionária que tem interações intermoleculares 

diferentes com os vários componentes da amostra. O transporte da substância está a cargo da 

fase móvel, que tem de ser um gás inerte (H2, N2, He ou Ar) em relação à amostra e à fase 

estacionária. Os coeficientes de distribuição dos componentes da amostra entre a fase móvel e 

a fase estacionária, devem ser distintos, o que resulta em diferentes tempos de retenção. 

 Existem vários tipos de detetores para GC e a seleção do detetor apropriado depende 

das características do analito e também do objetivo do trabalho. Os detetores mais comuns 

são: detetor de ionização em chama (FID), detetor de captura eletrónica (ECD), detetor de 

condutividade térmica (TCD), detetor nitrogénio-fósforo (NPD) e espetrometria de massa 

(MS). 

A espetrometria de massa (MS) é uma técnica analítica que permite detetar e identificar 

moléculas de interesse, a partir da relação massa/carga (m/z) de iões que são formados a partir 

da molécula. Numa primeira etapa, são gerados iões numa fonte de iões adequada, que são 

depois direcionados para o analisador de massa onde são separados de acordo com a razão 

massa/carga (m/z), e enviados a um detetor (deteção qualitativa e quantitativa).  

A utilização de uma técnica hifenada GC-MS (Figura 7), permite efetuar a separação 

dos componentes presentes numa mistura e obter a identidade estrutural dos componentes 

individuais com alta especificidade molecular e sensibilidade. 

Existem dois tipos de fontes de iões, as mais energéticas (hard) que resultam num grau 

de fragmentação do ião molecular elevado, permitindo assim obter informação estrutural, e 

fontes de iões menos energéticas (soft), que resultam num grau de fragmentação mais baixo e 

são importantes para a determinação da massa molecular.  

A técnica de ionização mais utilizada em GC-MS, em toxicologia forense, é a 

ionização por impacto eletrónico (EI) permitindo identificação e análise qualitativa e 

quantitativa com elevada sensibilidade e seletividade [51]. A ionização por impacto eletrónico 

é uma técnica que se enquadra nas fontes de iões mais energéticas. Na fonte são emitidos 

eletrões de elevada energia, tipicamente 70 eV, por um filamento aquecido, que são dirigidos 
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ao ânodo e colidem com as moléculas da amostra. Algumas moléculas do analito absorvem 

energia suficiente para que ocorra ionização. Quando um eletrão é perdido, o catião resultante 

é representado como M+., um ião molecular.  Após a ionização, o ião M+., possui uma energia 

residual interna suficiente para que se fragmente. Esta fragmentação é útil pois fornece 

informações estruturais de analitos desconhecidos: o padrão de fragmentação é característico 

de cada molécula. 

O processo de ionização é o resultado de reações intramoleculares e é reprodutível. A 

fonte de iões por impacto eletrónico aplica-se a moléculas de média e baixa polaridade e 

baixo peso molecular, voláteis e termicamente estáveis. Deste modo, leva a obtenção de 

espetros de massa que podem ser comparados com os que estão presentes em livrarias de 

espetros de massa [51].   

 

Figura 7. Cromatografia de gás-espetrometria de massa (GC-MS) [52]. 

1.5.1.1. Derivatização 

Numa análise por GC-MS, é por vezes necessário recorrer à derivatização química dos 

analitos de modo a aumentar a sua estabilidade térmica e/ou, a volatilidade de compostos 

polares, e de baixa volatilidade [51].  

Muitas drogas são moléculas com grupos funcionais polares. O metabolismo 

(especialmente no fígado) é um passo adicional na introdução de grupos polares e da 

conversão das moléculas em compostos menos lipofílicos. Antes de serem excretadas na 

urina, os metabolitos resultantes do metabolismo que a droga mãe sofre, passam por um 

processo enzimático adicional, formando glucuronídeos, sulfatos e outros conjugados com 

caráter altamente polar e hidrofílico [5].  

Para serem analisáveis por cromatografia de gás, é indispensável a conversão dos 

analitos polares em compostos suscetíveis de análise por GC, tendo assim de passar por um 
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passo de derivatização. Tipicamente, os grupos funcionais hidroxilo, ácidos carboxílicos e 

aminas são os grupos presentes nas drogas de abuso e que são derivatizados.  

As três principais reações de derivatização são sililação, alquilação e acilação.  

Os derivados sililados são formados quando ocorre a troca de grupos -OH, -SH ou -NH 

por grupos alquilsililo, por exemplo o grupo trimetilsililo (TMS). As amidas, N,O-bis-

trimetilsilil-trifluroacetamida (BSTFA) e N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) 

(Figura 8), são os derivatizantes de sililação mais comumente utilizados, pois apresentam bom 

rendimento de reação, resultando em derivados de elevada volatilidade. De modo a aumentar 

o rendimento de sililação, são utilizados catalisadores como o trimetilclorosilano (TMCS) [5]. 

 

Figura 8. Reagentes de derivatização por reação de sililação. 

Neste trabalho o derivatizante utilizado para a morfina e benzoilecgonina foi o 

MSTFA-TMCS. Na Figura 9, está representado um exemplo da reação de derivatização para 

cada uma das classes de drogas. 
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Figura 9. Reação de derivatização da benzoilecgonina e morfina com MSTFA. 

A acilação consiste na introdução de um grupo acilo numa molécula com um 

hidrogénio reativo. Os derivados acilados podem ser obtidos de uma grande variedade de 

grupos funcionais: álcoois, aminas, amidas, tióis, fenóis, enóis, sulfonamidas, compostos 

insaturados e anéis aromáticos. A trifluoroacetilação de grupos amina, hidroxilo e tiol pode 

ocorrer com o derivatizantes N-metil-bis(trifluoroacetamida (MBTFA) (Figura 10). Este 

reagente é altamente volátil e não interfere na análise por GC-MS [5]. 

 

Figura 10. Reagente de derivatização por reação de acilação. 

As anfetaminas e seus derivados são derivatizadas com MBTFA (Figura 11). 
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Figura 11. Reação de derivatização da anfetamina com MBTFA. 

A alquilação compreende a troca de um hidrogénio por um grupo alquilo ou arilo. Os 

ácidos carboxílicos, álcoois, tióis, fenóis, aminas primárias e secundárias, amidas e 

sulfonamidas são os grupos funcionais principais que podem sofrer reações de alquilação. 

Para análises de GC-MS, a alquilação, particularmente a metilação revela-se de grande 

interesse devido ao pequeno aumento da massa molecular que provoca e da elevada 

volatilidade dos derivados [5]. 

 

 

 

Na Tabela 5, estão compilados métodos de extração e de análise instrumental, referidos 

na literatura para extração e análise instrumental dos vários analitos, opiáceos, cocaína, 

anfetaminas e os seus respetivos metabolitos, em diferentes matrizes biológicas.



 

 

30 

 

 

Tabela 5. Literatura sobre métodos de extração e análise instrumental de drogas de abuso em diferentes matrizes biológicas. 

Amostra Analitos Preparação da amostra Análise instrumental LOD/LLOQ (ng/mL) Ref. 

Sangue 

Cocaína SPE LC-MS/MS LLOQ:20 [53] 

Metanfetamina PPE (7% ácido perclórico) LC-MS/MS LLOQ:2,03 [54] 

Morfina SPE HPLC-DAD/FLD LLOQ:17,80 [55] 

Cocaína 

BZE 
SPE LC-MS/MS 

3/8 

2/8 
[6] 

Plasma 

Cocaína SPME LC-MS 0,03/0,10 [56] 

Morfina 

6-MAM 
MEPS UPLC-PDA 

LOD:25 

LLOQ:50 
[57] 

Soro 

Anfetamina 

LLE GC-MS 

2,5/15 

[58] Metanfetamina 3,4/15 

MDA 5,0/15 

Codeína LLE GC-MS LOD:7 [59] 

Urina 

MDA 

MDMA 
SPME GC-MS 

1,3/4,3 

0,8/2,7 
 

Cocaína SPE LC-MS/MS 0,5/2,0 [60] 

Anfetamina 

Metanfetamina 
SPME GC-MS 

0,3/1 

0,2/0,7 
 

 

 

 

 

 

Fluído oral 

 

Morfina 

Anfetamina 

Cocaína 

SPE LC-MS/MS LLOQ:0,5 [16] 

Anfetamina 

Metanfetamina 

Cocaína 

SPE LC-MS/MS 

2,5/5 

[61] 
0,4/0,8 
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Morfina 2/4 

Anfetamina 

Metanfetamina 

Morfina 

SPE, LLE LC-MS/MS LOD/LLOQ: 10 [62] 

Codeína 

Morfina 
LLE GC-MS 

0,7/2,3 

2,0/6,7 
[63] 

Heroína PPE LC-MS/MS 6/10 [64] 

Humor vítreo 

Cocaína 

SPE LC-PDA 

10/100 

[65] Codeína 25/100 

6-MAM 12/100 

Morfina 

SPE GC-MS 

LOD:2,0 

[25] Anfetamina LOD:1,0 
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1.6. Objetivo 

O objetivo deste trabalho é a deteção e confirmação de anfetamina, 

metanfetamina, morfina e benzoilecgonina em amostras de fluido oral e de soro de kits 

da OraSure Technologies, Inc., destinados à análise de triagem de drogas de abuso pela 

técnica imunoenzimática ELISA do sistema Evolis Twin Plus, Bio Rad. Pretende-se 

avaliar a estabilidade das drogas de abuso referidas nas matrizes de FO e soro, referidas. 

Neste sentido, foram objeto de estudo amostras provenientes de kits que se encontravam 

dentro do prazo de validade e outras cujo prazo de validade já havia expirado. Todas 

elas foram armazenadas nas mesmas condições, 2-8ºC, sem adição de qualquer agente 

de preservação.  

Para deteção e confirmação das drogas utilizou-se cromatografia de gás acoplada 

à espetrometria de massa, após tratamento das amostras pela técnica de precipitação 

proteica com acetonitrilo gelado, utilizando um método previamente desenvolvido no 

SQTF. 
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Capítulo 2 
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2.1. Padrões e reagentes  

Todos os padrões de referência (anfetamina, metanfetamina, morfina e 

benzoilecgonina) e os respetivos análogos deuterados, anfetamina-D6, metanfetamina-D9, 

morfina-D3 e benzoilecgonina-D3 foram adquiridos à Cerilliant (Round Rock TX, USA) 

em solução a 1 mg/mL. 

Metanol (LiChrosolv®) e acetonitrilo foram adquiridos à Merck (Darmstadt, 

Germany). 

Os reagentes de derivatização N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA), 

trimetilclorosilano (TMCS) e N-metil-bis(trifluoroacetamida) (MBTFA) foram adquiridos 

à Sigma-Aldrich e Macherey-Nagel, respetivamente.   

2.2. Amostras biológicas  

As amostras de fluído oral e soro são provenientes de kits da OraSure Technologies, 

Inc. que se destinam à determinação qualitativa de anfetaminas, metanfetaminas, opiáceos 

e cocaína em fluído oral, colhido com o dispositivo de colheita de amostras orais 

Intercept®, e em amostras de soro.  

Cada kit contém as amostras indicadas na Tabela 6 com a designação do fornecedor. 

Neste trabalho, foram utilizados os calibradores negativos de fluído oral e soro para a 

preparação das amostras brancas e controlos. As soluções indicadas na descrição do kit 

como controlos positivos de fluído oral e soro (anfetaminas, metanfetaminas, 

benzoilecgonina e morfina) para as quais são indicadas as concentrações que constam da 

tabela 6, foram as amostras avaliadas neste trabalho. No que diz respeito ao fluído oral 

estavam disponíveis amostras com prazos de validade de 2023 a 2021 (FO23, FO22, 

FO21) e de soro amostras com validade de 2024 a 2021 (SR24, SR23, SR22, SR21). 

Seguindo as instruções de armazenamento e estabilidade indicadas em cada kit, todos 

os materiais foram armazenados a 2-8°C até ao prazo de validade indicado nos rótulos do 

kit, e conservados nas mesmas condições após expirado esse prazo. 

 

 

 

 



 

 

36 

 

 

Tabela 6. Amostras de fluído oral e soro utilizadas neste trabalho com a designação e informação dada pelo 
fornecedor [66–69]. 

Amostras kit OraSure 

Technologies, Inc. 
Conteúdo  

FO 23;22;21 

Fluído oral-Calibrador 

negativo 

Negativo 
Anfetamina, metanfetamina 

Cocaína 

Opiáceos 

Fluído oral-Controlo 

positivo 

200 ng/mL anfetamina 

80 ng/mL metanfetamina 

10 ng/mL benzoilecgonina 
20 ng/mL morfina 

SR 24;23;22;21 

Soro-Calibrador negativo 

Negativo 

Anfetamina, metanfetamina 

Cocaína 
Opiáceos 

Soro-Controlo positivo 

500 ng/mL anfetamina 

500 ng/mL metanfetamina 

500 ng/mL benzoilecgonina 

500 ng/mL morfina 

 

2.3. Preparação de amostras controlo, soluções de padrões 
internos, soluções de derivatizantes, amostras brancas e 
amostras 

A partir dos padrões de referência preparou-se a amostra controlo da anfetamina e 

metanfetamina a 0,5 µg/mL e duas de morfina, 5 e 0,5 µg/mL, em metanol. No caso da 

benzoilecgonina, foram preparadas duas amostras controlo 5 e 0,5 µg/mL em acetonitrilo. 

Foram ainda preparadas mistura de padrões internos anfetamina e metanfetamina 

deuteradas a 2 µg/mL em metanol e uma mistura, de igual concentração de 

benzoilecgonina-D3 e morfina-D3, em acetonitrilo.   

Foi preparado um pool de soro branco juntando 4 mL dos calibradores negativos 

(designação indicada no kit), de 2021, 2022 e 2023. Procedeu-se do mesmo modo para a 

preparação de um pool de soro, utilizando 4 mL de cada um dos 4 denominados 

calibradores negativos disponíveis.    

As amostras brancas foram obtidas usando 200 µL de pool de soro branco (AB-SR) 

ou pool de fluído oral branco (AB-FO), com adição de 20 µL dos padrões internos.  

Foram preparadas amostras de controlo, como indicado nas tabelas 7, 8 e 9. 
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Tabela 7. Preparação das amostras controlo das anfetaminas em soro e fluído oral. 

Amostras 

controlo 

Volume pool 

soro ou 

FO/µL 

Volume 

solução 

ANF e MET 

a 0,5 µg/mL 

Volume 

solução PI 

a 2 µg/mL 

[ANF]/ 

(ng/mL) 

[MET]/ 

(ng/mL) 

CT100-SR-ANF 200  40 µL 20 µL 100 100 

CT250-SR-ANF 200  100 µL 20 µL 250 250 

CT50-FO-ANF 200  20 µL 20 µL 50 50 

CT150-FO-ANF 200  50 µL 20 µL 150 150 

 

Tabela 8. Preparação das amostras controlo dos opiáceos e de cocaína em soro e fluído oral. 

Amostras 

controlo 

Volume pool 

soro ou 

FO/µL 

Volume 

solução 

COC e OP a 

0,5 µg/mL 

Volume 

solução PI 

a 2 µg/mL 

[COC]/ 

(ng/mL) 

[OP]/ 

(ng/mL) 

CT100-SR-COC 200  40 µL 20 µL 100 100 

CT50-FO-COC 200 20 µL 20 µL 50 50 

CT100-SR-OP 200  40 µL 20 µL 100 100 

CT50-FO-OP 200 20 µL 20 µL 50 50 

 

Tabela 9. Preparação das amostras controlo dos opiáceos e de cocaína em soro e fluído oral. 

Amostras 

controlo 

Volume pool 

soro ou 

FO/µL 

Volume 

solução 

COC e OP a 

5 µg/mL 

Volume 

solução PI 

a 2 µg/mL 

[COC]/ 

(ng/mL) 

[OP]/ 

(ng/mL) 

CT250-SR-COC 200  10 µL 20 µL 250 250 

CT250-FO-COC 200 10 µL 20 µL 250 250 

CT250-SR-OP 200  10 µL 20 µL 250 250 

CT250-FO-OP 200 10 µL 20 µL 250 250 

 

 Nas amostras a analisar neste trabalho, utilizou-se 200 µL, dos denominados, pelo 

fabricante, como controlos positivos de soro e fluído oral, com prazos de validade entre 

2024-2021 e 2023-2021, respetivamente. A todas as amostras foi adicionado 20 µL mistura 

de padrões internos.  

Nas amostras brancas, amostras de controlo e nas amostras de ensaio procedeu-se a 

precipitação proteica, por adição de 1,5 mL de acetonitrilo gelado seguida de centrifugação 

durante 5 minutos a 5ºC. Os sobrenadantes foram decantados para colunas Captiva ND 

Lipids que se encontravam dentro de tubos de vidro, centrifugados a 3000 rpm durante 10 
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minutos. Foi transferido 1 mL de sobrenadante para tubos de vidro, este volume de 

sobrenadante foi escolhido após se ter realizado o estudo com 1,5 mL e 1 mL de 

sobrenadante, não se tendo observado diferenças significativas nos resultados. Após 

evaporar a 40ºC com fluxo N2 a 2,5 L/min adicionou-se 30 µL dos reagentes de 

derivatização MSTFA com 5% de TMCS a todas as amostras onde se pretende detetar 

cocaína e opiáceos, e MBTFA para a derivatização das anfetaminas. A derivatização foi 

levada a cabo em microondas, a 900W durante 90 segundos. Após arrefecimento até à 

temperatura ambiente, fez-se a transferência para vials apropriados e injetou-se 2 µL no 

sistema GC-MS. 

2.4. Equipamento 

A análise cromatográfica realizou-se num sistema HP 6890 (Hewlett-Packard, Wald-

bronn, Germany) acoplado a um detetor de massa de quadrupolo 5973 (Hewlett-Packard, 

Waldbronn, Germany). Foi utilizada uma coluna analítica (30m x 0,32 mm x 0,25 µm) 

com 5% fenilmetilsiloxano (HP-5MS, Agilent J&W Scientific, Folsom, CA, USA) (Figura 

12). 

   

Figura 12. Cromatógrafo de gases. 

 

As condições cromatográficas utilizadas nos ensaios por GC-MS são apresentadas 

na Tabela 10.   

 
Tabela 10. Condições cromatográficas utilizadas nos ensaios por GC-MS. 

Parâmetros Condições 

Volume e modo de injeção 2 µL, modo split 1:6 

Fase móvel Hélio 

Fluxo 1,2 mL/min 

Temperatura do injetor 250°C 
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Temperatura inicial do forno/tempo inicial 90°C/2 min 

Gradiente 20°C/min 

Temperatura final do forno/tempo final 300°C/3 min 

Modo de ionização/aquisição EI(70 eV)/SIM  
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3.1. Espetros de massa em modo scan e seleção de iões a 
monitorizar 

Foi realizada a análise por GC-MS em modo varrimento de todas as massas dos 

espetros (SCAN) modo a identificar os tempos de retenção dos analitos anfetamina, 

metanfetamina, benzoilecgonina e morfina, registando os respetivos espetros de massa. 

3.1.1. Anfetaminas 

Os sinais da anfetamina (tr = 5,513 min), anfetamina-D6 (tr = 5,489 min), 

metanfetamina (tr = 6,291 min) e metanfetamina-D9 (tr = 6,251 min), Figura 13  foram 

identificados através da análise dos espetros de massa correspondentes (Figura 14). 

 

a) 

 

b) 

 

Figura 13. Cromatogramas em modo de varrimento total a) anfetamina (tr = 5,513 min) e 
metanfetamina (tr = 6,291 min) b) anfetamina-D6 (tr = 5,489 min) e metanfetamina-D9 (tr = 6,251 min). 
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a) 

 

b) 

 
a) i 

 

b) ii 

 

Figura 14. a) Espetros de massa anfetamina (tr = 5,512 min) i. anfetamina-D6 (tr = 5,490 min) b) 
metanfetamina (tr = 6,291 min) ii. metanfetamina-D9 (tr = 6,247 min). 
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Na Figura 15 é apresentado um padrão de fragmentação proposto para a 

anfetamina e a metanfetamina derivatizadas nas condições utilizadas neste trabalho. 

 

Figura 15. Proposta de fragmentação da anfetamina (azul) e metanfetamina (vermelho) derivatizadas 
com MBTFA [70]. 

 

De acordo com o método desenvolvido para estas substâncias no Serviço de 

Química e Toxicologia Forense, delegação do centro (SQTF-C), os iões a monitorizar 

para a anfetamina têm m/z= 140; 118; 115 e para a metanfetamina, m/z= 154; 110; 118. 

Os cromatogramas extraídos tomando como base estes iões em conjunto e cada ião 

individualmente são apresentados na  Figura 16, e na Figura 17 apresentam-se os 

cromatogramas para as substâncias deuteradas (m/z= 144 anfetamina-D6, e m/z= 161 

metanfetamina-D9).  
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a) 

 

b) i 

 

 

 

 

 

b) ii 

 

 

 

 

 

Figura 16. a) Cromatograma extraído para a anfetamina e metanfetamina com tempos de retenção de 
5,5 e 6,3 min, respetivamente (m/z=115;118;140) b) Cromatogramas extraídos para os iões i. m/z= 115; 

118 e 140 da anfetamina ii. Iões m/z= 110; 118 e 154 da metanfetamina. 
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a) 

 

b) 

 

 

 

Figura 17. a) Cromatograma extraído para as substâncias anfetamina-D6 e metanfetamina-D9 com 
tempos de retenção de 5,5 e 6,3 min, respetivamente (m/z=144;161) b) Cromatogramas extraídos para 

o ião m/z= 144 da anfetamina-D6 e ião m/z= 161 da metanfetamina-D9. 

3.1.2. Opiáceos 

 

Para a morfina foi registado o tempo de retenção (tr = 12,1 min) e para a morfina-

D3 (tr = 12,1 min), Figura 18, identificados através da análise dos espetros de massa 

correspondentes (Figura 19). 

 

Figura 18. Cromatograma em modo de varrimento total de todas as massas do espetro da morfina (tr = 
12,1 min). 
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a) 

 

b) 

 

Figura 19. Espetros de massa a) morfina (tr = 12,1 min) b) morfina-D3 (tr = 12,1 min). 

Os iões selecionados para monitorizar a morfina, foram os de m/z= 429; 414; 236, 

e para morfina-D3 o ião de m/z= 432. (Proposta de fragmentação apresentada na Figura 

20). 

Os cromatogramas extraídos para o conjunto de iões selecionados e para cada ião 

individualmente são apresentados na Figura 21. 

 
Figura 20. Proposta de fragmentação da morfina derivatizada com MSTFA-TMCS [71]. 
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a) 

 

b) i 

 

 

 

 

 

b) ii 

 

  

Figura 21. a) Cromatograma extraído para a morfina, utilizando iões de m/z=236;414;429 b) 
Cromatogramas extraídos para os iões i. m/z= 236; 414 e 429 da morfina ii. ião m/z= 432 da morfina-D3.  

 

3.1.3. Cocaína 

Procedendo do mesmo modo, foram identificados os sinais da benzoilecgonina (tr 

= 11,1 min) e benzoilecgonina-D3 (tr = 11,1 min) (Figura 22), (os espetros de massa 

correspondentes são apresentados na Figura 23). 
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a) 

 

b) 

 

Figura 22. Cromatogramas em modo de varrimento total (full SCAN) a) benzoilecgonina (tr = 11,1 min) 
b) benzoilecgonina-D3 (tr = 11,1 min). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-DEUT 
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a) 

 

b) 

 

Figura 23. Espetros de massa a) benzoilecgonina (tr = 11,1 min) b) benzoilecgonina-D3 (tr = 11,1 min). 

 

Para a benzoilecgonina os iões a monitorizar são os de m/z= 82; 240; 361 e para 

benzoilecgonina-D3 o ião m/z= 243, (proposta de fragmentação apresentada na Figura 

24). 

Os cromatogramas extraídos, utilizando estes iões são apresentados na Figura 25 e 

para a benzoilecgonina-D3 na Figura 26. 

 

 
Figura 24. Proposta de fragmentação da benzoilecgonina derivatizada com MSTFA-TMCS [72]. 
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                     a) 

 

                     b)  

 

Figura 25. a) Cromatograma extraído para a benzoilecgonina com tempo de retenção de 11,1 min 
(m/z=82;240;361) b) Cromatogramas extraídos para os iões de m/z= 82; 240; 361 da benzoilecgonina. 

 

                        

 

Figura 26. Cromatograma extraído para a benzoilecgonina-D3 com tempo de retenção de 11,1 min 
(m/z=243). 

-DEUT 
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3.2. Parâmetros de deteção das substâncias analisadas 

O método cromatográfico utilizado neste trabalho para a análise de anfetaminas, 

opiáceos e cocaína nas matrizes biológicas de soro e fluído oral foi o método 

previamente desenvolvido e validado que se encontra implementado no SQTF-C para a 

determinação de anfetaminas e substâncias relacionadas, opiáceos, cocaína e 

metabolitos, em sangue por GC-MS.  

Os parâmetros de deteção são os tempos de retenção, relações iónicas e a razão 

sinal/ruído (S/R) (Tabela 11). 

 

Tabela 11. Parâmetros de deteção de anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina, adotados 
no método desenvolvido no SQTF-C, para a determinação destes compostos em sangue. 

Substância 
Tempo de 

retenção/min 

Iões 

característicos/ 

(m/z) 

Razão  

Sinal/Ruído 

Anfetamina 
4-6 

115; 118; 140* 

S/R > 3 

Anfetamina-D6 (PI) 144 

Metanfetamina 

6-10,9 

110;118;154* 

Metanfetamina-D9 

(PI) 
161 

Morfina 

Morfina-D3 (PI) 
11,9-15,5 

236; 414; 429* 

432 

Benzoilecgonina 

Benzoilecgonina-D3 

(PI) 

10,9-11,9 
82; 240 *; 361 

243 

PI: Padrão interno; * Ião quantificador 

 

Os métodos de determinação de drogas de abuso em sangue, validados e 

acreditados, usados na rotina do SQTF-C foram adotados para o desenvolvimento deste 

trabalho. Os limites de deteção são: 20 ng/mL para a anfetamina e 10 ng/mL para a 

metanfetamina, morfina e benzoilecgonina. Os limites de quantificação são 25 ng/mL 

para todas as drogas de abuso analisadas no SQTF-C. 
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3.3. Fluido oral 

3.3.1. Confirmação de tempos de retenção e iões característicos  

De forma a confirmar os tempos de retenção e os iões característicos da 

anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina foram analisadas amostras de 

controlo fortificadas a 50 ng/mL e amostras brancas, com adição de padrão interno a 2 

µg/mL. As amostras utilizadas para este estudo têm um prazo de validade de 2023.  

Na Figura 27 apresentam-se as macros correspondentes aos cromatogramas das 

amostras de controlo a 50 ng/mL para anfetamina e metanfetamina (a) e também das 

amostras brancas (b). 

a)             

              

b) 

 

Figura 27. Cromatogramas extraídos a) para os iões selecionados (tr ≈ 5,7 min e tr ≈ 6,5 min) da amostra 
CT-FO-ANF a 50 ng/mL b) amostra branca (AB-FO-ANF). 

 

Na Figura 28 encontram-se representadas as macros correspondentes aos 

cromatogramas da amostra de controlo fortificada a 50 ng/mL para a morfina (a) e da 

amostra branca (b).  
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a)                                        

 

b) 

 

Figura 28. Cromatogramas extraídos a) para os iões selecionados (tr ≈ 12,3 min) da amostra CT-FO-OP a 
50 ng/mL b) amostra branca (AB-FO-OP). 

Na Figura 29 encontram-se representados os cromatogramas da amostra de 

controlo fortificada a 50 ng/mL com benzoilecgonina (a) e amostra branca (b). 

 

a)           

                               

b) 

 

Figura 29. a) Cromatogramas extraídos a) para os iões selecionados (tr ≈ 11,3 min) da amostra CT-FO-
COC a 50 ng/mL b) amostra branca (AB-FO-COC). 
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A partir da análise das amostras de controlo CT-FO-ANF; CT-FO-OP; CT-FO-

COC é possível confirmar a presença dos iões característicos de cada substância, os 

valores de tempo de retenção e a relação sinal/ruido (S/R) (Tabela 12), que estão de 

acordo com os valores especificados no método desenvolvido no SQTF-C. Os 

resultados obtidos para as amostras brancas estão também dentro do esperado. 

 

Tabela 12. Resultados dos tempos de retenção, iões característicos e sinal S/R da anfetamina, 
metanfetamina, morfina, benzoilecgonina e padrões internos respetivos, nas amostras de controlo. 

Substância 
Tempos de 

retenção/min 

Iões 

característicos/(m/z) 

Sinal S/R 

Anfetamina 5,71 
140* 
118 

115 

> 3 

Anfetamina-D6 5,56 144 > 3 

Metanfetamina 6,46 

154* 

110 

118 

> 3 

Metanfetamina-D9 6,32 161 > 3 

Morfina 12,25 

429* 

236 

414 

> 3 

Morfina-D3 12,18 432 > 3 

Benzoilecgonina 
11,25 

82 

240* 

361 

> 3 

Benzoilecgonina-

D3 
11,27 243 > 3 

*Ião quantificador 

3.3.2.  Pesquisa de drogas de abuso analisadas no SQTF-C 

Numa primeira fase, realizou-se uma análise com as amostras FO-ANF-23, FO-

OP-23 e FO-COC-23 sem adição de padrões internos, de forma a pesquisar as 

substâncias presentes. 

No SQTF-C as anfetaminas e metanfetaminas por GC-MS são: anfetamina, 

metanfetamina, MDA, MDMA, MDEA, MBDB (Figura 4); no caso dos opiáceos 

analisam-se: a morfina, codeína e 6-acetilmorfina (Figura 2) e no caso da cocaína 

pesquisam-se os metabolitos benzoilecgonina e o éster metílico da ecgonina (Figura 3) 

(Tabela 13). Uma vez que no SQTF-C os métodos para confirmar e quantificar estas 

drogas em sangue se encontram acreditados, estes foram aplicados ao estudo das 

amostras de fluido oral.  
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Tabela 13. Substâncias analisadas no SQTF-C no método adotado neste trabalho: tempos de retenção e 
iões característicos. 

Substância Tempos de retenção/min Iões característicos/(m/z) 

Anfetamina 4-6 115;118;140* 

Metanfetamina 6-7,20 110;118;154* 

MDA 7,20-8,2 135;162;275* 

MDMA 8,2-15,5 110;154*;162 

MDEA 8,2-15-5 140;303;168* 

MBDB 8,2-15,5 303;168*;176 

Morfina 10-12,4 236;414;429* 

Codeína  178;196;371* 

6-acetilmorfina 12,4-15,5 287;340;399* 

Cocaína 9-15,5 82;182*;303 

Benzoilecgonina 9-15,5 82;240*;361 

Éster metílico 

da ecgonina 
6-9 82*;96;155 

*Ião quantificador 

 
Os cromatogramas obtidos estão representados nas Figura 30 a 32. 
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Figura 30. Cromatogramas extraídos para os iões selecionados da anfetamina e substâncias 

relacionadas. 

          
Figura 31. Cromatogramas extraídos para os iões selecionados da morfina, codeína e 6-

monoacetilmorfina 
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Figura 32. Cromatogramas extraídos para os iões selecionados da benzoilecgonina, cocaína e éster 

metílico da ecgonina 

Analisando a Figura 30 conclui-se que na amostra FO-ANF-23 tem presente a 

anfetamina e metanfetamina com tempos de retenção de 5,69 e 6,45 min, 

respetivamente. As outras substâncias pesquisadas não são detetadas na amostra.  

Nas amostras FO-OP-23 e FO-COC-23 são detetadas a morfina e 

benzoilecgonina, com tempos de retenção de 12,24 e 11,25, respetivamente (Figura 31 e 

Figura 32). Não foram detetadas nas amostras sinais das substâncias relacionadas.  

3.3.3. Teste de diferentes volumes de sobrenadante após precipitação 
proteica 

Para avaliar o efeito de recolha de diferentes volumes de sobrenadante após 

precipitação proteica (Secção 2.3) foram feitos dois grupos de ensaios, nos quais se 

recolheu 1,5 mL e 1 mL de sobrenadante. As amostras utilizadas foram as de maior e as 

de menor prazo de validade: 2021 e 2023 (Tabela 14). 
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Tabela 14. Análise das amostras FO-ANF-23 e FO-ANF-21 para teste do efeito de recolha de diferentes 
volumes de sobrenadante: 1,5 e 1 mL, após precipitação proteica. 

Amostras 
Precipitação proteica 

(ACN) 
Volume de amostra 

Derivatizante 

(MBTFA) 

FO-ANF-23 

200 µL 30 µL 

A 
B 

1,5 mL 

C 

D 
1 mL 

FO-ANF-21 

A 

B 
1,5 mL 

C 

D 
1 mL 

 

Os cromatogramas obtidos estão apresentados nas Figura 33 e Figura 34. 

 

a)I                                                       a)II 

          
Figura 33. a) Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada 

analito e PI da amostra FO-ANF-23; (I) foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da 
amostra (II) recolha de 1 mL de sobrenadante.  
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               a)I                                                    a)II 

          
Figura 34. a) Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada 

analito e PI da amostra FO-ANF-21; (I) foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da 
amostra (II) recolha de 1 mL de sobrenadante. 

Foram também realizados ensaios para as amostras FO-OP-23;22;21 e FO-COC-

23;22;21 (cromatogramas apresentados em anexo). Na Tabela 15 estão representados os 

resultados para as amostras de anfetaminas, opiáceos e cocaína.  

 

Tabela 15. Resultados obtidos das razões das áreas do analito e padrão interno das amostras FO-ANF-
23;21; FO-OP-23;21 e FO-COC-23;21. 

Amostras Razão Aanalito/API 

FO-ANF-23 FO-COC-23 FO-OP-23 

Anfetamina Metanfetamina Benzoilecgonina Morfina 

A 

B 
1,28 

1,12 

0,51 

0,49 

0,06 

0,06 

0,16 

0,15 

C 

D 
1,05 

- 

0,48 

0,52 

0,07 

- 

0,15 

- 

FO-ANF-21 FO-COC-21 FO-OP-21 

Anfetamina Metanfetamina Benzoilecgonina Morfina 

A 

B 

1,45 

1,17 

0,65 

0,47 

0,07 

0,04 

0,17 

0,19 

C 
D 

1,30 

1,10 

0,52 

0,51 

0,10 

- 

- 

- 

 

Os resultados provam que não há diferenças quando são recolhidos 1,5 ou 1,0 mL 

do sobrenadante, pelo que se optou por utilizar 1,0 mL em todos os ensaios posteriores. 
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3.3.4. Anfetaminas: análise das amostras em estudo e de amostras 
fortificadas (amostras controlo) 

Foram analisadas contemporaneamente várias amostras de fluído oral 

provenientes de kits com diferentes prazos de validade (2021, 2022 e 2023) e amostras 

controlo fortificadas com concentrações conhecidas. As condições de preparação das 

amostras e dos controlos estão descritas anteriormente.  

Os critérios de aceitação utilizados neste trabalho para os valores das áreas 

relativas dos sinais cromatográficos dos diferentes fragmentos iónicos e o tempo de 

retenção relativo foram estabelecidos de acordo com as recomendações da World Anti-

Doping Agency (WADA) [73]. 

O critério de aceitação relativo às áreas relativas dos sinais dos vários iões 

monitorizados em modo SIM por uma dada substância estipula valores de tolerância 

máxima para diferentes percentagens de áreas relativas. Assim as áreas relativas não 

podem estar fora do intervalo de tolerância relativamente às registadas na amostra de 

controlo (Tabela 16). 

Tabela 16. Tolerância máxima para as áreas relativas das transições iónicas [73]. 

Áreas relativas Tolerância máxima 

>50 % ± 10 absoluto 

25% - 50% ± 20% relativo 

5% - 25% ± 5 absoluto 

 

 O critério de tempo de retenção relativo (t.r.r) da substância dado pela equação 

3.1, indica que este não deve ultrapassar a janela de 1% em comparação com o valor da 

mesma substância na solução controlo, preparada e analisada contemporaneamente. 

  

𝒕. 𝒓. 𝒓 =
𝒕.𝒓.𝒓𝒂𝒎𝒐𝒔𝒕𝒓𝒂

𝒕.𝒓.𝒓𝑷𝑰
  (Equação 3. 1) 

 

Nas tabelas seguintes, Tabela 17 a 20, são apresentados os resultados obtidos em 

ensaios replicados de análise de anfetamina e metanfetamina em amostras de fluido oral 

provenientes de kits com diferentes prazos de validade. Nas tabelas é indicado o valor 

da concentração das duas drogas de abuso em estudo, na amostra de fluido oral.  
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Tabela 17. Resultados da análise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparação com 
um controlo a 125 ng/mL (ensaio 1). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração

/(ng/mL) 

Controlo 

125 ng/mL 

(ANF) 

140* 

118 

115 

100 

83,6 

4,2 

5,75 

PIc: 5,73 
1,004 0,82 - - 

FO-ANF-

23 

140* 

118 

115 

100 

90,4 

8,0 

5,74 

PI: 5,72 
1,004 1,28 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
195 

FO-ANF-

22 

140* 

118 

115 

100 

86,6 

8,0 

5,74 

PI: 5,72 
1,004 1,39 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
212 

FO-ANF-

21 

140* 

118 

115 

100 

93,3 

5,4 

5,74 

PI: 5,71 
1,004 1,45 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
222 

Controlo 

125 ng/mL 

(MET) 

154* 

110 

118 

100 

49,0 

28,5 

6,50 

PId: 6,47 
1,006 0,86 - - 

FO-MET-

23 

154* 

110 

118 

100 

57,1 

29,6 

6,50 

PI: 6,47 
1,005 0,51 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
74 

FO-MET-

22 

154* 

110 

118 

100 

51,5 

27,8 

6,50 

PI: 6,47 
1,005 0,55 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
79 

FO-MET-

21 

154* 

110 

118 

100 

56,9 

26,9 

6,50 

PI: 6,46 
1,005 0,65 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
94 

 

Tabela 18. Resultados da análise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparação com 
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 2). 

 

Iões 

característicos

/(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(ANF) 

140* 

118 

115 

100 

72,2 

13,2 

5,75 

PIc: 5,72 
1,004 0,24 - - 

FO-ANF-

23 

140* 

118 

115 

100 

75,2 

9,6 

5,75 

PI: 5,73 
1,004 1,12 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

236 

FO-ANF-

22 

140* 

118 

115 

100 

73,8 

10,7 

5,79 

PI: 5,77 
1,003 1,22 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

256 

FO-ANF-

21 

140* 

118 

115 

100 

73,0 

8,7 

5,76 

PI: 5,74  
1,004 1,17 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

247 

Controlo 

50 ng/mL 

(MET) 

154* 

110 

118 

100 

61,4 

30,9 

6,50 

PId: 6,46 
1,005 0,32 - - 

FO- 154* 100 6,50 1,005 0,49 Conforme 77 
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MET-23 110 

118 

53,7 

26,9 

PI: 6,47 Conforme 

Conforme 

FO-

MET-22 

154* 

110 

118 

100 

22,0 

23,6 

6,52 

PI: 6,48 
1,005 0,51 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

80 

FO-

MET-21 

154* 

110 

118 

100 

43,8 

31,0 

6,50 

PI: 6,47 
1,005 0,47 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

74 

 

Tabela 19. Resultados da análise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparação com 
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 3). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(ANF) 

140* 

118 

115 

100 

82,9 

2,8 

5,51 

PIc: 5,49 
1,004 0,28 - - 

FO-ANF-

23 

140* 

118 

115 

100 

89,0 

5,5 

5,51 

PI: 5,49 
1,004 1,05 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

186 

FO-ANF-

22 

140* 

118 

115 

100 

87,8 

5,3 

5,51 

PI: 5,48 
1,004 1,07 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

188 

FO-ANF-

21 

140* 

118 

115 

100 

85,4 

6,3 

5,51 

PI: 5,49 
1,004 1,26 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

229 

Controlo 

50 ng/mL 

(MET) 

154* 

110 

118 

100 

30,0 

35,7 

6,29 

PId: 6,26 
1,006 0,30 - - 

FO-MET-

23 

154* 

110 

118 

100 

27,7 

36,2 

6,29 

PI: 6,26 
1,006 0,48 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

80 

FO-MET-

22 

154* 

110 

118 

100 

29,8 

31,6 

6,29 

PI: 6,25 
1,006 0,44 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

75 

FO-MET-

21 

154* 

110 

118 

100 

26,9 

29,4 

6,29 

PI: 6,26 
1,006 0,52 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

87 
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Tabela 20. Resultados da análise das amostras FO-ANF-23; FO-ANF-22; FO-ANF-21 por comparação com 
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 4). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(ANF) 

140* 

118 

115 

100 

76,3 

6,7 

5,52 

PI: 5,50 
1,004 0,33 - - 

FO-ANF-

23 

140* 

118 

115 

1,5 

84,2 

100 

5,53 

PI: 5,50 
1,004 0,01 

Não conforme 

Conforme 

Não conforme 

2 

FO-ANF-

22 

140* 

118 

115 

100 

81,6 

5,3 

5,51 

PI: 5,48 
1,004 1,07 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

161 

FO-ANF-

21 

140* 

118 

115 

100 

84,1 

8,9 

5,53 

PI: 5,50 
1,004 1,10 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

166 

Controlo 

50 ng/mL 

(MET) 

154* 

110 

118 

100 

37,9 

27,2 

6,30 

PI: 6,26 
1,006 0,37 - - 

FO-

MET-23 

154* 

110 

118 

100 

34,7 

27,8 

6,30 

PI: 6,26 
1,006 0,52 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

70 

FO-

MET-22 

154* 

110 

118 

100 

30,8 

31,6 

6,29 

PI: 6,25 
1,006 0,44 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

60 

FO-

MET-21 

154* 

110 

118 

100 

33,0 

32,3 

6,30 

PI: 6,26 
1,006 0,51 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

68 

 

Na Tabela 21 estão sumarizadas as concentrações da anfetamina e metanfetamina 

em todos os ensaios efetuados, para os kits com prazos de validade de 2023, 2022 e 

2021. 

 

Tabela 21. Concentrações da anfetamina e metanfetamina registadas para todos os ensaios (kits com 
prazos de validade de 2023, 2022 e 2021). 

 

 
[Anfetamina]

/(ng/mL) 

Anfetamina 

�̅�, 𝒔 

[Metanfetamina] 

/(ng/mL) 

Metanfetamina 

�̅�, 𝒔 

FO-ANF-

23 

195 

236 

186 

206±27 

74 

77 

80 

70 

76±4 

FO-ANF-

22 

212 

256 

188 

161 

200±40 

79 

80 

75 

60 

77±9 
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FO-ANF-

21 

222 

247 

229 

166 

216±35 

94 

74 

87 

68 

81±12 

 

Atendendo à observação de não-conformidade na amostra FO-ANF-23 do ensaio 

4 para a anfetamina, este ensaio não foi considerado para este composto. Os valores da 

Tabela 21 foram utilizados para os testes estatísticos a seguir apresentados.  

 

De modo a avaliar a estabilidade das amostras FO-ANF-23;22;21, foram 

realizados testes de significância para comparação das médias amostrais das 

concentrações das amostras com prazo de validade de 2023 e 2021, ao nível de 5% de 

significância.  

Após verificar que não há outliers usando o teste de Grubbs (Equação 3.2), 

𝐺 =
max |𝑥𝑖−�̅�|

𝑠𝑥
             (Equação 3. 2) 

 

de forma a avaliar a homogeneidade da variância, utilizou-se um teste baseado na 

distribuição F de Fischer, teste bilateral, valor de significância 5% (Equação 3.3). 

 

𝑇𝑉 =
𝑠1
2

𝑠2
2                           (Equação 3. 3) 

O valor de teste obtido para a anfetamina foi TV=1,72 com valor critico de F igual 

a Fcrit(bilateral;3;2) = 39,17 e para a metanfetamina TV=7,72 com Fcrit(bilateral;3;3) = 

15,44. Como o valor de teste é inferior ao valor critico, existe homogeneidade da 

variância. Havendo homogeneidade da variância, foi calculada uma estimativa do 

desvio padrão interpolado, spool. (Equação 3.4) e o valor de teste, TV, para a 

comparação das duas médias amostrais (Equação 3.5).  

𝑠𝑝𝑜𝑜𝑙. = √
(𝑛1−1)×𝑠1

2+(𝑛2−1)×𝑠2
2

𝑛1+𝑛2−2
         (Equação 3. 4) 

 

𝑇𝑉 =
|�̅�1−�̅�2|

𝑠𝑝𝑜𝑜𝑙×√
1

𝑛1
+

1

𝑛2

                  (Equação 3. 5) 

Para a anfetamina, o valor de teste obtido foi TV=0,49, com tcrit=tb
0,05(5) = 2,02 e 

valor de prova p = 0,647, para a metanfetamina, obteve-se um valor de teste TV=1,08, 
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com tcrit=tb
0,05(6) = 1,94 e valor de prova p = 0,320. Como ambos os valores do teste são 

inferiores ao valor critico e os valores de prova superiores a 0,05, não existem 

diferenças significativas das concentrações das amostras de 2023 e 2021. Portanto nas 

condições de armazenamento, as amostras mantêm-se estáveis. 

Num segundo passo realizou-se um teste de comparação de valor de estimativa 

(�̅�), considerando os valores de concentração obtidos para todas as amostras, com o 

valor de referência (xref), indicado pelo fornecedor (Equação 3.6). Para a anfetamina o 

valor de referência é de 200 ng/mL e para a metanfetamina é de 80 ng/mL.  

𝑇𝑉 =
|𝑥𝑚−𝑥𝑟𝑒𝑓|

𝑠𝑥
× √𝑁 ≤ 𝑡𝛼(𝑁−1)

𝑏       (Equação 3. 6) 

 

De forma a verificar a presença de valores discrepantes (outliers), realizou-se o 

teste de Grubbs (Equação 3.2). O valor de teste obtido para a anfetamina e 

metanfetamina foi TV=1,47, com Gcrit(0,05; n=11) = 2,36 e TV=1,99, com Gcrit(0,05; 

n=12) = 2,41, respetivamente. Conclui-se que não existem valores discrepantes, logo as 

amostras estão validadas, existindo confiança nas estimativas.  

Para a anfetamina o valor de teste obtido foi TV=0,92, com tcrit=tb
0,05(10) = 1,81 e 

valor de prova p = 0,378. Para a metanfetamina, obteve-se um valor de teste TV=1,38, 

com tcrit=tb
0,05(11) = 1,80 e valor de prova p = 0,195. Como ambos os valores do teste 

são inferiores ao valor critico e os valores de prova superiores a 0,05, não existe 

diferenças significativas das concentrações das amostras com prazos de validade de 

2023, 2022 e 2021 em relação aos valores de referência, indicados pelo fornecedor.  

3.3.5. Opiáceos e cocaína: análise das amostras em estudo e de 
amostras fortificadas (amostras controlo) 

As amostras de fluido oral, provenientes de kits com diferentes prazos de validade 

(2021, 2022 e 2023) foram também analisadas contemporaneamente para avaliação do 

conteúdo em morfina e em benzoilecgonina. Como no estudo das anfetaminas, para 

estas amostras foram sempre analisadas amostras controlo fortificadas com 

concentrações conhecidas. 

Os resultados obtidos nos ensaios de determinação de opiáceos estão apresentados 

nas Tabelas 22 e 23. Nas Tabelas 24 e 25 apresentam-se os resultados referentes à 

benzoilecgonina.  
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Tabela 22. Resultados da análise das amostras FO-OP-23; FO-OP-22; FO-OP-21 por comparação com um 
controlo a 50 ng/mL (ensaio 1). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(OP) 

236 

429* 

414 

100 

74,4 

49,3 

12,28 

PIc: 12,27 
1,000 0,35 - - 

FO-OP-

23 

236 

429* 

414 

100 

66,3 

54,6 

12,27 

PIc: 12,27 
1,000 0,16 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
24 

FO-OP-

22 

236 

429* 

414 

100 

67,5 

42,4 

12,27 

PI: 12,27 
1,000 0,14 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
20 

FO-OP-

21 

236 

429* 

414 

100 

70,1 

53,2 

12,27 

PI: 12,27 
1,000 0,17 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
25 

 

Tabela 23. Resultados da análise das amostras FO-OP-23; FO-OP-22; FO-OP-21 por comparação com um 
controlo a 50 ng/mL (ensaio 2). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(OP) 

236 

429* 

414 

100 

56,5 

45,6 

12,12 

PIc: 12,11 
1,000 0,30 - - 

FO-OP-

23 

236 

429* 
414 

100 

48,9 

45,6 

12,11 

PI: 12,11 
1,000 0,15 

Conforme 

Conforme 
Conforme 

25 

FO-OP-

22 

236 
429* 

414 

100 

47,3 
51,6 

12,11 

PI: 12,11 
1,000 0,14 

Conforme 
Conforme 

Conforme 
24 

 

Tabela 24. Resultados da análise das amostras FO-COC-23; FO-COC-22; FO-COC-21 por comparação com 
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 1). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(COC) 

82 

240* 

361 

100 

36,2 

11,4 

11,29 

PIc: 11,28 
1,001 0,31 - - 

FO-

COC-23 

82 
240* 

361 

100 
31,8 

11,4 

11,29 

PIc: 11,28 
1,000 0,06 

Conforme 
Conforme 

Conforme 
10 

FO-

COC-22 

82 

240* 

361 

100 

29,4 

7,7 

11,29 

PI: 11,28 
1,000 0,07 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
12 

FO-
82 

240* 
100 

30,6 
11,29 1,000 0,07 

Conforme 

Conforme 
11 
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COC-21 361 7,6 
PI: 11,28 

Conforme 

 

Tabela 25. Resultados da análise das amostras FO-COC-23; FO-COC-22; FO-COC-21 por comparação com 
um controlo a 50 ng/mL (ensaio 2). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

50 ng/mL 

(COC) 

82 

240* 

361 

100 

51,9 

31,5 

11,29 

PIc: 11,28 
1,000 0,17 - - 

FO-

COC-23 

82 

240* 

361 

100 

42,5 

26,6 

11,29 

PIc: 11,28  
1,000 0,06 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
19 

FO-

COC-22 

82 

240* 

361 

100 

44,8 

28,6 

11,29 

PI: 11,28 
1,000 0,07 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
20 

FO-

COC-21 

82 

240* 
361 

100 

43,5 

28,3 

11,29 

PI: 11,28 
1,000 0,04 

Conforme 

Conforme 
Conforme 

21 

 

 

Os resultados obtidos para a morfina são da ordem de grandeza do limite de 

quantificação do método, 25 ng/mL, e do valor indicado pelo fornecedor, 20 ng/mL. 

Não foi registada alteração resultante do tempo de armazenamento, concluindo-se então 

que as amostras são estáveis, no que diz respeito a esta droga de abuso, nas condições 

em que foram armazenadas. 

No que diz respeito à benzoilecgonina, os valores obtidos estão entre o limite de 

deteção, 10 ng/mL, e o limite de quantificação, 25 ng/mL do método (o valor indicado 

pelo fornecedor é 10 ng/mL). O composto foi detetado em todas as amostras analisadas, 

independentemente do tempo de armazenamento, confirmando a estabilidade da 

benzoilecgonina nestas amostras, nas condições de armazenamento utilizadas. 

3.4. Soro 

3.4.1. Confirmação de tempos de retenção e iões característicos  

De forma a confirmar os tempos de retenção e os iões característicos da 

anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina, no soro, foram analisadas 

amostras controlo fortificadas a 50 ng/mL e amostras brancas. As amostras utilizadas 

para este estudo têm um prazo de validade de 2024.  
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Na Figura 35 encontram-se representados os cromatogramas das amostras 

controlo a 50 ng/mL da anfetamina e metanfetamina (a) e das amostras brancas (b). 

 a) 

                         

b) 

 

Figura 35. Cromatogramas extraídos a) para os iões selecionados (tr ≈ 5,5 min e tr ≈ 6,3 min) da amostra 
CT-SR-ANF a 100 ng/mL b) amostra branca (AB-SR-ANF). 

 

 Nas Figura 36 e Figura 37 encontram-se representados os cromatogramas da 

amostra controlo a 100 ng/mL (a) e amostra branca (b) para a morfina e para a 

benzoilecgonina, respetivamente. 

 

a) 

 

b) 

 

Figura 36. a) Cromatogramas extraídos para os iões selecionados (tr ≈ 12,3 min) da amostra CT-SR-OP a 
100 ng/mL b) amostra branca (AB-SR-OP). 
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a) 

 

b) 

 

Figura 37. a) Cromatogramas extraídos para os iões selecionados (tr ≈ 11,3 min) da amostra CT-SR-COC a 
100 ng/mL b) amostra branca (AB-SR-COC). 

 

A partir da análise das amostras CT-SR-ANF; CT-SR-OP e CT-SR-COC (Tabela 

26), confirma-se a presença das substâncias (anfetamina, metanfetamina, morfina e 

benzoilecgonina), com os iões característicos, os tempos de retenção e a relação 

sinal/ruído, que foram estipuladas no método desenvolvido no SQTF-C (Tabela 11). 

 

Tabela 26. Resultados dos tempos de retenção, iões característicos e áreas relativas da anfetamina, 
metanfetamina, morfina, benzoilecgonina e padrões internos respetivos, nas análises amostras de 

controlo (soro). 

Substância 
Tempos de 

retenção/min 

Iões 

característicos/(m/z) 

Razão 

Sinal/Ruído 

Anfetamina 5,69 

140* 

118 

115 

> 3 

Anfetamina-D6 5,55 144 > 3 

Metanfetamina 6,45 

154* 

110 

118 

> 3 

Metanfetamina-D9 6,32 161 > 3 

Morfina 12,29 

429* 

236 

414 

> 3 

Morfina-D3 (PI) 12,20 432 > 3 
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Benzoilecgonina  11,30 

82 

240* 

361 

> 3 

Benzoilecgonina-

D3 (PI) 
11,01 243 > 3 

*Ião quantificador 

3.4.1.1. Pesquisa de drogas de abuso analisadas no SQTF 

Numa primeira fase, realizou-se uma análise com as amostras SR-ANF-24; SR-

OP-24 e SR-COC-24 sem adição de padrões internos, de forma a avaliar a presença das 

substâncias alvo de estudo neste trabalho e de outras drogas de abuso analisadas no 

SQTF-C, no caso dos opiáceos e da cocaína. As drogas pesquisadas foram identificadas 

na Secção 3.3.2. Os resultados obtidos são apresentados nas Figuras 38-40.   

 

Figura 38. Cromatogramas extraídos para os iões selecionados das anfetaminas da amostra SR-ANF-24, 
sem adição de padrões internos. 
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Figura 39. Cromatogramas extraídos para os iões selecionados da morfina, codeína e 6-

monoacetilmorfina da amostra SR-OP-24, sem adição de padrões internos. 

          
Figura 40. Cromatogramas extraídos para os iões selecionados da cocaína, benzoilecgonina e éster 

metílico da ecgonina da amostra SR-COC-24, sem adição de padrões internos 

 

Analisando a Figura 38 conclui-se que na amostra SR-ANF-24 tem presente a 

anfetamina e metanfetamina com tempos de retenção de 5,69 e 6,45 min, 

respetivamente.  
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Nas amostras SR-OP-24 e SR-COC-24 é detetada a morfina e benzoilecgonina, 

com tempos de retenção de 12,24 e 11,25, respetivamente (Figura 39 e Figura 40), não 

tendo sido detetadas as substâncias relacionadas pesquisadas no SQTF-C. 

 

3.4.2. Análise das amostras de soro e de amostras controlo 

Foi realizado um estudo preliminar de amostras de soro, provenientes de kits com 

prazos de validade (2021, 2022, 2023 e 2024) para avaliação do conteúdo em 

anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina e da estabilidade das drogas 

nesta matriz, nas condições de armazenamento utilizadas. Foram analisadas amostras de 

controlo contemporaneamente. 

Os resultados obtidos nos ensaios de determinação de anfetamina e metanfetamina 

estão apresentados na Tabela 27. Nas Tabelas 28-30 estão apresentados os resultados 

para a morfina e na Tabela 31 para a benzoilecgonina.  

Tabela 27. Resultados da análise das amostras SR-ANF-23; SR-ANF-22; SR-ANF-21 por comparação com 
um controlo a 250 ng/mL. 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

250 ng/mL 

(ANF) 

140* 

118 

115 

100 

85,9 

5,3 

5,73 

PIc: 5,71 
1,004 2,38 - - 

SR-ANF-

23 

140* 

118 

115 

100 

89,6 

5,9 

5,74 

PI: 5,71 
1,004 5,04 

Conforme 

Conforme 
Conforme 

529 

SR-ANF-

22 

140* 

118 
115 

100 

87,1 
5,6 

5,74 

PI: 5,72 
1,004 6,23 

Conforme 
Conforme 

Conforme 
654 

SR-ANF-

21 

140* 
118 

115 

100 
92,7 

4,9 

5,74 

PI: 5,72 
1,004 5,23 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
550 

Controlo 

250 ng/mL 

(MET) 

154* 

110 

118 

100 

37,5 

14,6 

6,48 

PI: 6,46 
1,003 2,39 - - 

SR-MET-

23 

110 

154* 

118 

100 

44,5 

19,3 

6,50 

PI: 6,46 
1,005 2,11 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
221 

SR-MET-

22 

110 

154* 

118 

100 

41,4 

18,9 

6,50 

PI: 6,46 
1,005 2,88 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
302 

SR-MET-

21 

110 

154* 

118 

100 

33,2 

10,6 

6,50 

PIc: 6,46 
1,005 1,74 

Conforme 

Conforme 

Conforme 

193 
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Tabela 28. Resultados da análise das amostras SR-OP-23; SR-OP-22; SR-OP-21 por comparação com um 
controlo a 250 ng/mL (ensaio 1). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas

/% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

250 ng/mL 

(OP) 

236 

414 

429* 

100 

48,7 

85,4 

12,11 

PIc: 12,11 
1,000 2,19 - - 

SR-OP-24 

236 
414 

429* 

100 
55,0 

93,9 

12,11 

PI: 12,11 
1,000 3,48 

Conforme 
Conforme 

Conforme 
397 

SR-OP-23 

236 

414 

429* 

100 

55,0 

95,1 

12,11 

PI: 12,11 
1,000 4,22 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
481 

SR-OP-22 

236 

414 

429* 

100 

54,2 

95,1 

12,11 

PI: 12,11 
1,000 3,63 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
414 

 

Tabela 29. Resultados da análise das amostras SR-OP-23; SR-OP-22; SR-OP-21 por comparação com um 
controlo a 100 ng/mL (ensaio 2). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

100 

ng/mL 

(OP) 

236 

429* 

414 

100 

99,4 

58,3 

12,28 

PIc: 12,28 
1,001 0,66 - - 

SR-OP-

23 

236 

429* 

414 

92,7 

100 

54,8 

12,28 

PI: 12,28 
1,000 3,65 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
552 

SR-OP-

22 

236 

429* 

414 

100 

97,9 

55,9 

12,29 

PI: 12,28 
1,001 3,73 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
565 

SR-OP-

21 

236 

429* 

414 

100 

97,2 

53,9 

12,28 

PI: 12,28 
1,000 3,91 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
591 

 

Tabela 30. Resultados da análise das amostras SR-OP-23; SR-OP-22; SR-OP-21 por comparação com um 
controlo a 100 ng/mL (ensaio 3). 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

100 

ng/mL 

(OP) 

236 

429* 

414 

100 

53,8 

60,2 

12,12 

PIc: 12,11 
1,000 0,96 - - 

SR-OP-

23 

236 
429* 

414 

100 
94,6 

48,9 

12,12 

PI: 12,11 
1,000 3,62 

Conforme 

Não conforme 

Não conforme 
379 
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SR-OP-

22 

236 

429* 

414 

96,0 

100 

52,4 

12,12 

PI: 12,11 
1,001 4,45 

Conforme 

Não conforme 

Conforme 
866 

SR-OP-

21 

236 

429* 

414 

100 

97,2 

53,9 

12,28 

PI: 12,28 
1,000 3,91 

Conforme 

Não conforme 

Conforme 
409 

 

 

Tabela 31. Resultados da análise das amostras SR-COC-23; SR-COC-22; SR-COC-21 por comparação com 
um controlo a 100 ng/mL. 

 

Iões 

característicos/

(m/z) 

Áreas 

relativas/

% 

Tempo de 

retenção/

min 

Tempo de 

retenção 

relativo 

Razão 

Aanalito/API 
Conformidade 

Concentração 

/(ng/mL) 

Controlo 

100 

ng/mL 

(COC) 

82 

240* 
361 

100 

59,9 
27,7 

11,30 

PIc: 11,29 
1,001 0,45 - - 

SR-COC-

23 

361 

82 

240* 

100 

66,2 

42,1 

11,29 

PI: 11,29 
1,000 1,17 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
211 

SR-COC-

22 

361 

82 

240* 

100 

77,6 

43,1 

11,29 

PI: 11,29 
1,000 1,32 

Conforme 

Conforme 

Conforme 
239 

SR-COC-

21 

361 

82 

240* 

82,6 

41,0 

100 

11,29 

PI: 11,29 
1,000 1,15 

Não conforme 

Não conforme 

Conforme 
207 

 

Constatou-se uma maior prevalência de não-conformidades nos ensaios realizados 

na matriz soro relativamente ao fluido oral, apesar do número de ensaios efetuados ser 

reduzido para retirar conclusões definitivas.  

Os valores indicados pelo fabricante destes kits para cada uma destas drogas de 

abuso é de 500 ng/mL. Para a anfetamina e a morfina os valores obtidos são dessa 

ordem de grandeza, e apontam para ausência de variações entre as amostras com 

diferentes prazos de validade. No entanto, não é possível retirar conclusões seguras, 

atendendo ao número limitado de resultados.  
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4. CONCLUSÕES 

Este trabalho teve como objetivo a deteção e confirmação de anfetamina, 

metanfetamina, morfina e benzoilecgonina em amostras de fluído oral e de soro, assim 

como avaliar a estabilidade dessas substâncias em diferentes períodos de armazenamento. 

As amostras pertenciam a kits da OraSure Technologies, Inc. destinados à análise de 

triagem de drogas de abuso pela técnica imunoenzimática ELISA. No caso, do fluido oral 

estudaram-se amostras com prazos de validade entre 2023 e 2021 e no soro entre 2024 e 

2021. Para o tratamento das amostras foi usada a técnica de precipitação proteica com 

acetonitrilo gelado, seguida de derivatização e análise por GC-MS, utilizando um método 

desenvolvido no SQTF-C. 

Com base nos parâmetros de deteção definidos no método, (tempos de retenção, iões 

característicos e a razão sinal/ruido superior a 3) conclui-se a deteção das substâncias em 

estudo nas duas matrizes. Foi também verificado que não foram detetadas nas amostras, 

outras drogas pesquisadas no SQTF-C. A presença de anfetamina, metanfetamina, morfina 

e benzoilecgonina foi confirmada de acordo com os critérios de aceitação da WADA. 

No que diz respeito ao estudo de estabilidade em fluido oral para a anfetamina e a 

metanfetamina, a comparação das médias amostrais das concentrações obtidas para as 

amostras de 2021 e 2023, permitiu concluir que não há diferenças ao nível de 5% de 

significância, nas condições de armazenamento, as amostras mantiveram-se estáveis. O 

valor de concentração obtido é estatisticamente (nível de significância 5%) igual ao 

indicado pelo fornecedor. Os resultados obtidos para a morfina, em todas as amostras, 

independentemente do tempo de armazenamento, são da ordem de grandeza do limite de 

quantificação do método, 25 ng/mL. Conclui-se, portanto, que também no que diz respeito 

a esta substância, as amostras são estáveis nas condições utilizadas. A mesma conclusão é 

obtida para a benzoilecgonina: a substância foi detetada em todas as amostras, com valores 

que estão entre o limite de deteção, 10 ng/mL, e o limite de quantificação, 25 ng/mL do 

método (o valor indicado pelo fornecedor é 10 ng/mL). Portanto, em fluido oral, 

anfetamina, metanfetamina, morfina e benzoilecgonina permanecem estáveis nas 

condições de armazenamento utilizadas por um período de pelo menos 2 anos. 
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 No estudo preliminar feito em amostras de soro, verificaram-se mais resultados de 

não-conformidade do que no fluido oral, apesar do número reduzido de ensaios não 

permitir retirar conclusões seguras. Os resultados preliminares obtidos para a anfetamina, a 

metanfetamina e a morfina apontam para estabilidade das amostras nas condições de 

armazenamento. É necessária investigação adicional sobre estas amostras e também as de 

benzoilecgonina para obter resultados conclusivos.  
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ANEXO A – Teste de diferentes volumes de sobrenadante 

 

a)I 

 

a)II 

 

  b)I 

 

b)II 

 

         c)I c)II 
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A 1. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-ANF-23 b) Espetros de massa (5,69≤tr≤5,80 min) e 

(5,43≤tr≤6,24 min) c) Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de 
cada analito e PI; (I) foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da amostra (II) recolha 

de 1 mL de sobrenadante. 

  a)I 

 

a)II 

 

  b)I b)II 
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  c)I 

 

c)II 

 
A 2. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-ANF-21 b) Espetros de massa (tr=5,74 min) e (5,45≤tr≤6,22 min) 
c) Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada analito e PI; (I) 

foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da amostra (II) recolha de 1 mL de 
sobrenadante. 
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  a)I 

 

a)II 

 

  b)I 

 

b)II 

 

        c)I 

 

c)II 

 
A 3. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-ANF-22 b) Espetros de massa (tr=5,74 min) e (5,44≤tr≤6,22 min) 
c) Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada analito e PI; (I) 

foi recolhido 1,5 mL de sobrenadante aquando do tratamento da amostra (II) recolha de 1 mL de 
sobrenadante. 
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  a) 

 

b) 

 

A 4. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-COC-23 b) Espetro de massa 12,21≤tr≤12,38 min com recolha 
de 1,5 mL de sobrenadante. 

 

                                                           a) 

 
 

  b) 

 

c) 
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A 5. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-22 b) Espetro de massa 12,24≤tr≤12,34 min c) 
Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada analito com 

recolha de 1,5 mL de sobrenadante. 

 

                                                            a) 

 
b) 

 

c) 

 
A 6. a) Cromatogramas (TIC) da amostra FO-COC-21 b) Espetro de massa 12,21≤tr≤12,36 min c) 

Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada analito com 
recolha de 1,5 mL de sobrenadante. 
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    a)                                               

          

b) 

 

A 7. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-23 b) Espetro de massa 11,24≤tr≤11,35 min com recolha de 
1,5 mL de sobrenadante. 
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                                                                 a) 

 
 

  b) 

 

c) 

 
A 8. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-22 b) Espetro de massa 11,19≤tr≤11,37 min c) 

Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada analito com 
recolha de 1,5 mL de sobrenadante. 
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                                                               a) 

 
  b) 

 

c) 

 
A 9. a) Cromatograma (TIC) da amostra FO-COC-21 b) Espetro de massa 11,23≤tr≤11,32 min c) 

Cromatogramas extraídos, nos tempos de retenção e para os iões característicos de cada analito com 
recolha de 1,5 mL de sobrenadante. 

 


