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RESUMO

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas apresenta-se como
ferramenta com aplicagdo em diversos segmentos: farmacéutico, cosmético, forense
e petroquimico, possibilitando a separacdo e identificacdo de moléculas de
interesse. A crescente necessidade de monitoramento e identificacdo de substancias
psicoativas pode ser percebida pela implementacdo da portaria do Ministério do
Trabalho e Previdéncia Social MTPS N° 116 de 13/11/2015 que regulamenta a
realizacdo de exames toxicolégicos em motoristas profissionais do transporte
rodoviario coletivo de passageiros e do transporte rodoviario de cargas, que traz a
demanda por métodos analiticos capazes de auxiliar na identificacdo e quantificacao
dessas substancias. Dentre as substancias psicoativas contempladas pelo exame
toxicolégico exigido pelo do Ministério do Trabalho e Previdéncia Social MTPS N°
116 de 13/11/2015, foram selecionadas: anfetamina, metanfetamina, 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) e 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) para o
presente trabalho de estudos de derivatizacdo direta de anfetaminas no injetor. Foi
avaliada a aplicacdo da derivatizacdo on-line (injection port derivatization) para
determinacdo de anfetaminas em amostras de cabelo. Os derivatizantes anidridro
acético (AA), N-metil-bis-trifluoroacetamida (MBTFA) e anidrido heptafluorobutirico
(HFBA) foram avaliados para aplicacdo da derivatizacdo on-line. As analises foram
feitas pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) e foram avaliados os parametros de fluxo de purga, temperatura do injetor
e volume de derivatizante utilizados. Dois protocolos de extracao diferentes foram
testados, e o protocolo com melhor recuperacéo foi aplicado a uma amostra real de
cabelo. Os resultados foram satisfatérios e mostraram o potencial de utilizacdo do N-
metil-bis-trifluoroacetamida (MBTFA) como derivatizante em preparos com
derivatizacdo direta no injetor para determinacdo de anfetaminas em cabelo, com

possibilidade futura de validacdo de método para aplicacdo em rotina de laboratorio.

Palavras-chave: cromatografia gasosa, injection port derivatization, derivatizacao,

anfetaminas.



ABSTRACT

Gas chromatography coupled to mass spectrometry is presented as a tool with
potential applications in various segments: pharmaceutical, cosmetic, forensics,

and petrochemical, allowing the separation and identification of molecules of

interest. The growing need of monitoring and identification of psychoactive
substances can be noted by the implementation of the ordinance no. 166 from
Ministério do Trabalho e Previdéncia Social MTPS (Ministry of Labor and Social
Security) from 11/13/2015, that regulates the execution of toxicological exams on
professional drivers of collective passenger transport and road freight transport, that
creates the demand for analytical methods that are able to help the identification and
guantification of those substances. Among the psychoactive substances included in
the toxicological exam demanded by ordinance no. 166 from Ministério do Trabalho e
Previdéncia Social MTPS (Ministry of Labor and Social Security) from 11/13/2015,
were selected: amphetamine, methamphetamine, 3,4-
methylenedioxymethamphetamine (MDMA) and 3,4-methylenedioxyamphetamine
(MDA) for the present work of direct derivation studies of amphetamines in the
injector. The application of the online derivation was assessed (injection port
derivatization) to determine amphetamines in hair samples. The derivativesacetic
anhydride (AA), N-methyl-bis-trifluoroacetamide (MBTFA) and heptafluorobutyric
anhydride were assessed for the application of the online derivatization. The
analyses were made by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-
MS), and the parameters analyzed were: purge flow, injector temperature, and
volume of derivative used. Two different protocols of injection were assessed, and
the protocol with the best recovery was applied to a real hair sample. The results
were good and showed the potential of the use of N-methyl-bis-trifluoroacetamide
(MBTFA) as derivative in preparations of direct derivatization in the injector to
determine amphetamines in hair, with the possibility of a future method validation for

the application in a laboratory routine.

Keywords: gas chromatography, injection port derivatization, derivatization,

amphetamines.
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1 INTRODUCAO

A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica predominantemente utilizada
para separar componentes volateis e termicamente estaveis de misturas. A técnica
se baseia na separacdo de uma mistura de componentes por meio da distribuicéo
destes entre o gas de arraste e a fase estaciondria, que se encontra dentro da
coluna de separacdo (BLUMBERG, 2021). No caso do acoplamento com a GC, a
espectrometria de massas (MS) é a técnica que pode fornecer informacao estrutural
sobre as moléculas e que possibilita a deteccdo em baixas concentracdes, como por
exemplo, ng/mL, dos analitos de interesse (VEKEY, 2001). Deste modo, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) torna-se uma
ferramenta que possui aplicacdo em diversos segmentos de pesquisa e industria, na
separacao e identificacdo de moléculas de interesse. Devido a esta versatilidade, o
surgimento de novas demandas em segmentos como: cosmeético, forense, quimico e
farmacéutico possibilita a aplicacdo dessas técnicas para separacao, identificacdo e
guantificacdo substancias e/ou analitos alvo de estudo.

Dentre as diferentes possibilidades de aplicagcdo da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, a analise de substancias psicoativas em
matrizes biolégicas € um tema amplamente estudado e possui aplicacdo em
diversas areas: controle antidoping, exames admissionais, laudos forenses e
renovacao de carteira de habilitacdo. (COOPER et al., 2012)

A Lei 13.013 de 2 de marco de 2015 (BRASIL, 2015), que dispbe sobre o
exercicio da profissio de motorista, promoveu alteracdo no artigo 168 da
Consolidacao das Leis do Trabalho (CLT) e tornou obrigatdrio o exame toxicologo de
larga janela de deteccdo (90 dias) para substancias psicoativas que causem
dependéncia ou comprometam a capacidade de direcdo. Aliada a essa lei, a
implementacéo da Portaria do Ministério do Trabalho e Previdéncia Social MTPS N°
116 de 13/11/2015 (BRASIL, 2015), que regulamenta a realizacdo de exames
toxicolégicos em motoristas profissionais do transporte rodoviario coletivo de
passageiros e transporte rodoviarios de cargas, trouxe a necessidade do
desenvolvimento de métodos capazes de identificar e quantificar as substancias de
interesse em uma matriz pouco explorada: o cabelo.

O cabelo se apresenta como uma matriz complementar e alternativa ante as

matrizes comumente utilizadas na realizacdo de ensaios: saliva, sangue, suor e
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urina. (WOZNIAK et al., 2018) Essas matrizes apresentam a possibilidade de
deteccdo de drogas em uma janela que vai de horas até alguns dias. J4 o cabelo,
além de apresentar vantagens quando comparado as matrizes convencionais: coleta
nao invasiva, auséncia de necessidade de condicdes especiais de transporte e
armazenamento da amostra, apresenta a possibilidade de larga janela de deteccéo,
que pode ser do periodo de meses até anos. (COOPER et al.,, 2012; KINTZ,
CIRIMELE, 1997; WAGNER, 2019)

A janela de deteccéo se refere a possibilidade de deteccdo de substancias no
longo prazo, de avaliar o histérico de uso, devido ao fato das substancias serem
metabolizadas e armazenadas na fibra do cabelo por meio de difusdo passiva da
corrente sanguinea. (BOUMBA et al., 2006) O cabelo cresce cerca de 1 cm por més,
sendo assim, cada centimetro de cabelo coletado a partir do couro cabeludo
corresponde a um periodo de tempo de uso de substancias psicoativas. A janela de
deteccéo requerida para o exame toxicoldgico é de 90 dias, ou seja, correspondente
a analise de 3 centimetros de cabelo. (BRASIL, 2015)

Dentre as substancias psicoativas contempladas na MTPS N° 116 de
13/11/2015, as moléculas da classe das anfetaminas: anfetamina, metanfetamina
(ice, speed), 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA, ecstasy) e 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA) sédo as de interesse no presente estudo. Essas
substancias sdo conhecidas por serem estimulantes do sistema nervoso central, por
apresentarem um alto poder de abuso e potencial de gerar dependéncia. (BRUCE,
2000; MUAKAD, 2013) Elas sédo frequentemente utilizadas como recurso para
atenuar o sono e afastar a fadiga, provenientes das exaustivas jornadas de trabalho
as quais os motoristas estdo submetidos.

Na Tabela 1 encontram-se descritos os valores de corte para os analitos

estudados durante esse trabalho.
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Tabela 1 - Substancias e valores de corte, de acordo com Portaria n°116/2015 do MTPS?

Valor de corte (ng/mg)

Analito Triagem Confirmacgao
Anfetamina 0,2 0,2
Metanfetamina 0,2 0,2
MDA 0,2 0,2
MDMA 0,2 0,2

1 Portaria n°116/2015 do MTPS.

Os dados contidos no Il Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela
Populacdo Brasileira (BASTOS, 2017), que é resultado da parceria entre a
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e a Secretaria Nacional de Politicas Sobre
Drogas (SENAD), publicado por BASTOS et al.(2017, p.99) mostra que “as classes
de medicamentos mais consumidas de forma nao prescrita ou consumidas de forma
diferente da prescrita, na vida, foram a de benzodiazepinicos (3,9%), a de opiaceos
(2,9%) e a classe dos anfetaminicos (1,4%)”.

Além disso, segundo informacbes contidas no Primeiro Informe do
Subsistema de Alerta Rapido sobre Drogas (SAR) (MINISTERIO DA JUSTICA E
SEGURANCA PUBLICA, 2022), que tem o objetivo de trazer dados e anélises sobre
novas substancias psicoativas (NSP) identificadas no pais, de acordo com o Nucleo
de Exames de Entorpecentes (NEE) do Instituto de Criminalistica da
Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica do Estado de Sdo Paulo, que realiza
a identificacdo e comprovacao de substancias toxicas, a requisicdo para analise de
materiais apreendidos teve aumento do ano de 2020 para 2021, dos quais 0s
anfetamininicos correspondem a 38%. (MINISTERIO DA JUSTICA E SEGURANCA
PUBLICA, 2022)

Dentre os estimulantes utilizados pelos motoristas, até o ano de 2011 a
anfetamina era o mais utilizado, entretanto, a partir do ano de 2011 foi possivel notar
uma mudanca, na qual a cocaina passou a ser o estimulante mais utilizado entre os

motoristas. (LEYTON et al., 2019) Junto a este cenario, também foi constatada a
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relacdo entre uso de anfetaminas conforme o aumento da distancia da viagem dos
motoristas. (SINAWAGA et al., 2015)

De acordo com o Relatério Mundial sobre Drogas 2021, divulgado em junho
de 2021, durante o Ultimo ano, aproximadamente de 275 milhGes de pessoas
usaram drogas no mundo. Além disso, é estimado que no ano de 2019 27 milhdes
de pessoas da faixa etaria entre 15 e 64 anos tenham usado anfetaminas. (UNODC,
2021) Os dados sugerem que o trafico de drogas estimulantes continua a ser
dominado pela metanfetamina quando a avaliacdo é a nivel mundial, e no ano de
2020 o numero de usuarios de anfetaminas (anfetamina e metanfetamina) atingiu a
marca de 34 milhdes, enquanto o nimero de usuarios de ecstasy chegou a 20
milhdes. (UNODC, 2022)

Levando esse cenario em consideracdo, as substancias: anfetamina,
metanfetamina, MDA e MDMA foram escolhidas para o presente trabalho pelo fato
de serem substancias estimulantes capazes de aumentar o desempenho cognitivo, 0
estado de alerta e concentracdo, e de serem utilizadas de maneira indiscriminada
pelos motoristas de caminhdes, de modo a possibilitar o aumento da jornada de
trabalho. (LEYTON et al., 2019; SINAWAGA et al., 2015)

Para realizar analise por cromatografia gasosa € necessario que os analitos
de interesse possuam estabilidade térmica e volatiidade, aumentando a
detectabilidade. (CHIARADIA et al., 2008) Moléculas que apresentam grupos
funcionais como —NH, —OH, —COOH e —SH, pelo fato de poderem fazer ligacdes de
hidrogénio, costumam tornar necesséria a etapa de derivatizacdo ou, a0 menos, se
favorecerem da derivatizacdo, assim como moléculas termolabeis também
necessitam dessa etapa.

A derivatizacdo € um processo que visa 0 aumento da detectabilidade por
meio do aumento da volatilidade e estabilidade térmica, garantindo com que o
analito de interesse tenha melhores caracteristicas para ser determinado por
cromatografia gasosa. (ORATA, 2012; SCHUMMER et al., 2009; WANG et al.,
2013). Apesar de necessaria, a etapa de derivatizacdo convencional (off-line)
demanda tempo de reacdo da amostra, além de proporcionar o contato do analista
com o reagente derivatizante, que é frequentemente téxico. (WANG et al., 2013)

Deste modo, a derivatizagédo on-line, chamada de injection port derivatization,
gue ocorre no injetor do cromatégrafo a gas, sob alta temperatura, apresenta-se

como uma alternativa para diminuicdo do tempo de andlise, menor numero de
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etapas de preparo de amostras, aumento de produtividade e de reprodutibilidade, e
de menor uso de reagentes derivatizantes, frequentemente téxicos. (WANG et al.,
2013)
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método analitico para
determinacao dos analitos: anfetamina, metanfetamina, 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) e 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) utilizando
derivatizacdo direta no injetor (injection port derivatization - IPD), de modo a
automatizar o processo de derivatizacdo e possibilitar futuramente a validacao de

metodologia analitica para aplicacdo na rotina de laborat6rio
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3 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados os padrfes analiticos em
solucdo de anfetamina (LGC Standards®), metanfetamina (Absolute Standards®),
MDMA (LGC Standards®), MDA (Absolute Standards®) e anfetamina-d8 (LGC
Standards®). Todos os padrdes analiticos se encontravam na concentracdo de 1
mg/mL, dissolvidos em metanol e que foram gentiimente cedidos pela empresa JM
BioAnalises S/S.

Os solventes e reagentes utilizados foram metanol (J.T. Baker®), tolueno
(Scharlau®), agua ultrapurificada (Millipore®), acetato de etila (Biograde®), acido
cloridrico (J.T.Baker) e hidroxido de sodio (Mallinckrodt)

Foram utilizados os derivatizantes anidrido acético (AA) do fabricante
Mallinckrodt®, N-Metil-bis(trifluoroacetamida) (MBTFA) e anidrido heptafluorobutirico
(HFBA), ambos do fabricante Sigma Aldrich®

A primeira parte (Parte 1) desse trabalho foi realizada nas instalacdes da
empresa JM BioAnalises S/S, localizada em Botucatu/SP, e segunda parte (Parte 1)
no Laboratério de Cromatografia (CROMA) do Instituto de Quimica de Séao Carlos
(IQSC/USP).

Na primeira parte dos experimentos, realizada nas instalacdes da empresa
JM BioAnalises, o instrumento utilizado foi um cromatografo Agilent 7890B (Santa
Clara, CA, EUA), com amostrador modelo 7693, acoplado a um espectrometro de
massas Agilent 5977B (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com
fonte de ionizacéo por elétrons (El). O software utilizado para aquisicdo de dados foi
o MassHunter GC/MS Acquisition, para analise qualitativa foi utilizado o software
MassHunter Workstation Software — Qualitative Analysis e para analise quantitativa
foi utilizado o software MassHunter Workstation Software — Quantitative Analysis
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Na segunda parte dos experimentos, realizada no CROMA, o instrumento
utilizado foi um cromatégrafo Agilent 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA), com injetor/amostrador automatico CTC Pal (CTC Analytics AG®, Zwingen,
Suica), acoplado a um espectrémetro de massas Waters Micromass Quattro Micro™

(Waters® Micromass®, Milford, MA, EUA) equipado com fonte de ionizagdo por
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elétrons (El). O software utilizado para aquisicdo, analise qualitativa e andlise

guantitativa foi o MassLynx 4.4 (Waters Corporation®)

3.1 Derivatizacdo com anidrido acético (AA)

Para o inicio do trabalho, realizado nas instalacbes da empresa JM
BioAnalises S/S, foi utilizado o derivatizante anidridro acético (AA). Foram
preparadas separadamente solucdes intermediarias de cada um dos analitos com
concentracdo de 20 pug/mL em metanol, a partir das solu¢cdes dos padrées analiticos.
As solucdes intermediarias foram injetadas no cromatégrafo Agilent 7890B (Santa
Clara, CA, EUA) equipado com coluna capilar HP 5 MS (5%-fenil-metilpolisiloxano)
de 30 m x 0,25 mm, 0,25 um de filme (fabricante: Agilent). Como gas de arraste foi
utilizado hélio com fluxo de 1,0 mL/min. O injetor foi mantido a 90°C. A programacéao
de temperatura do forno da coluna foi iniciada em 60°C e mantida por 2,5 minutos,
em seguida foi feita uma rampa de aquecimento a taxa de 30°C/min até 200°C e
mantida durante 2 minutos, seguida de outra rampa de aquecimento até 280°C a
taxa de 40°C/min (DJATMIKA et al., 2018). O insert liner utilizado foi o ultra inerte
com la de vidro single taper Agilent (PN: 5190-3163), de comprimento de 78,5 mm,
com 6,47 mm de diametro externo, diametro interno de 4 mm e 900 pL de volume. O
espectrometro de massas Agilent 5977B (Santa Clara, CA, EUA) foi operado com a
fonte a temperatura de 300°C, a temperatura do quadrupolo foi de 150°C e a linha de
transferéncia foi mantida a 280°C. A varredura foi realizada no modo scan, de 30 a
500 m/z (método Al). O injetor foi utilizado no modo de injecdo ‘sandwich’. Foi
selecionada a opgao ‘2 layer sandwich’, de forma que a seringa de injecao foi
preenchida com 1 pL do derivatizante (L2), 0,1 yuL de ar entre as camadas, 1 yL da
solucdo contendo os padrdes analiticos (L1) e 0,1 puL de ar, conforme mostra a
Figura 1. (método Al).



Figura 1 - Injecdo sanduiche de 2 camadas

Espagode ar1 Espagodear?2
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Camada 1 (L1) Camada 2 (L2)

Fonte: Adaptacao de Agilent, 2010, p.184.

A velocidade do émbolo (plunger speed) durante a injecao foi lenta e o fluxo

de purga do septo foi de 3 mL/min.

Em uma segunda condi¢cdo de analise com o anidrido acético, a temperatura

do injetor foi mantida a 270°C, o volume de amostra injetado foi de 2 pL e o volume

de derivatizante injetado foi de 1 uL (método A2). Segue abaixo a Tabela 2, com as

condi¢des utilizadas com o derivatizante anidrido acético.

Tabela 2 - Condi¢Bes cromatogréaficas e espectrométricas dos métodos Al e A2.

Parametro

Método Al

Método A2

Programacéo do
Forno

Inicio: 60°C (2,5 min)

Inicio: 140°C (2,5 min)

Rampa 1: 30°C/min até 200°C Rampa 1: 30°C/min até 200°C

(2 min)

Rampa 2: 40°C/min até 280°C 2 Rampa 2: 40°C/min até 280°C

Fluxo géas de

arraste 1,0 mL/min 1,0 mL/min
Tempe.ratura do 90°C 270°C
Injetor
Volume de
amostra/Volume 1 pL/1pL 2 pL/1pL
de derivatizante
Modo de injecéo splitless splitless
Fluxdo de purga 50 mL/min 50 mL/min
o split
Tempo de purga 0,75 min 0,75 min
o split
VeIc_)c_idafje da lenta rapida
injecao
Temperatura da
fonte de 300°C 300°C

ionizagao
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Temperatura do o 0
Quadrupolo 150°C 150°C

Temperatura da
linha de 280°C 280°C
transferéncia

Modo de

varredura scan (30-500 m/z) scan (30-500 m/z)

2 DJATMIKA et al., 2018.

No inicio dos experimentos o padrdo interno anfetamina-d8 ainda ndo estava
disponivel para uso, deste modo, as inje¢6es realizadas com o derivatizante anidrido
acético foram realizadas sem a presenca da anfetamina-d8.

Na Tabela 3 encontram-se descritos os ions que foram monitorados nas
injecbes realizadas no modo de aquisicdo scan (m/z 40-500) dos analitos

derivatizados com o anidrido acético

Tabela 3 - Identificac@o dos ions acetilados para cada analito utilizando o derivatizante AA.

Analito lons derivados acetilados?
Anfetamina 44
86
Metanfetamina o8
91
MDA 135
162
MDMA 58
162

Fonte: Autoria prépria
3DOBOS et al., 2012.

Além do derivatizante anidrido acético (AA), foi avaliada a aplicacdo dos
derivatizantes N-Metil-bis(trifluoroacetamida) (MBTFA) e anidridro heptafluorobutirico
(HFBA) em condicdes diferentes do anidrido acético, também utilizando-se o modo

de injecdo sandwich.

3.2 Derivatizagcdao com MBTFA

3.2.1 Parte |
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A primeira parte da etapa experimental realizada com o derivatizante MBTFA
foi realizada nas instalagdes da empresa JM BioAnalises.

A partir dos padrbes analiticos em solucdo, foram preparadas solucbes
estoque de 20 pg/mL em metanol de cada um dos analitos, e a partir destas, foi
preparada uma solucéo intermediaria contendo todos os analitos em tolueno, com
concentracdo de 2 pg/mL. Essa solucao foi injetada no cromatografo Agilent 7890B
acoplado a um espectrometro de massas Agilent 5977B, equipado com coluna
capilar HP 5 MS (5%-fenil-metilpolisiloxano) com as dimensées 30 m x 0,25 mm,
0,25 pm de filme e insert liner ultra inerte com |& de vidro single taper Agilent
(PN:5190-3163), de comprimento de 78,5 mm, 6,47 mm diametro externo, diametro
interno de 4 mm e 900 pL de volume. O injetor do cromatégrafo foi utilizado no modo
sandwich (Figura 1) e o volume de amostra variou para cada método e o volume de
derivatizante utilizado foi 1 pL. Hélio foi utilizado como gas de arraste e os analitos

foram avaliados em 3 diferentes métodos (M1, M2 e M3), descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condi¢des cromatogréficas e espectrométricas dos métodos M1, M2 e M3.

Parametro

Método M1

Método M2

Método M3

Programacgéo do Forno

Inicio: 140°C (2,5 min)
Rampa 1: 30°C/min
até 200°C (2 min)
Rampa 2: 40°C/min
até 280°C (2 min)

Inicio: 90°C (1 min)

Rampa 1: 20°C/min até 200°C (2

min)

Rampa 2: 30°C/min até 290°C (2

min)*

Inicio: 90°C (1 min)

Rampa 1: 10°C/min até 200°C (1
min)

Rampa 2: 30°C/min até 290°C (0
min)

Fluxo gas de arraste 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min
Temperatura do injetor 280°C 270°C 270°C
Volume de amostra/Volume
de derivatizante 2 pL/1uL 1/l 1 ub/apt
Modo de injecéo splitless splitless splitless
Fluxo de purga do split 40 mL/min 50 mL/min 50 mL/min
Tempo de purga do split 0,50 min 0,75 min 0,75 min
Fluxo de purga do septo 3 mL/min 3 mL/min 3 mL/min
Velocidade da injecao rapida lenta lenta
Temperatura da fonte de o o o
ionizaco 300°C 300°C 300°C
Temperatura do quadrupolo 150°C 150°C 150°C
Temperatura da linha de 280°C 280°C 280°C

transferéncia

Modo de varredura

scan (30-500 m/z)

scan (30-500 m/z)

scan (30-500 m/z)

Fonte: Autoria propria
“DOBOS et al., 2012.
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ApoOs a realizacdo dos testes nos 3 métodos descritos na Tabela 4 e avaliacao
dos resultados, foi selecionado o método M3 para dar continuidade ao processo de
otimizacdo. A partir do método M3, utilizando a mesma programacédo do forno da
coluna, foram feitas combinacdes dos parametros velocidade de injecao e
temperatura do injetor em diferentes condi¢cdes, e entdo foram criados novos
métodos com as seguintes nomenclaturas: M4, M5, M6, M7 e M8, descritos na
Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros para otimizacéo dos métodos de 4 a 8.

o Velocidade do émbolo Temperatura do
Identificacao

(plunger speed) injetor
Método M4 Réapida 270 °C
Método M5 Lenta 290 °C
Método M6 Réapida 290 °C
Método M7 Rapida 300 °C
Método M8 Rapida 310 °C

Fonte: Autoria propria

A partir dos dados obtidos com a varredura no modo scan, o método M4 foi
selecionado para dar continuidade na otimizacdo, e as condicbes cromatograficas
foram aplicadas juntamente com o método espectrométrico no modo SIM (selected
ion monitoring). Para avaliacdo, foi injetada uma solucdo de concentracdo 200
ng/mL em tolueno, o monitoramento dos ions foi realizado no modo seletivo SIM, e

0s ions encontram-se descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Identificag@o dos ions acetilados para cada analito — MBTFA.

Analito fons derivados acetilados®
96
Anfetamina-d8 126
143
90
Anfetamina 118

140
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110
Metanfetamina 118

154

135
162

MDA

135
MDMA 154

162

5 HIDVEGI et al., 2006.

Para otimizar a reacdo de acilacdo e possibilitar o aumento de sinal dos
analitos, usando-se o método no modo de varredura SIM, foi avaliada a injecéo
sandwich no modo splitless pulsado.

O método otimizado com a injecdo no modo splitless pulsado foi aplicado,
realizando injecdo em triplicata das solu¢cdes padrdo dos analitos, descritas na
Tabela 7, em diferentes concentracbes em solvente tolueno, de modo a avaliar a
resposta dos analitos de acordo com a concentracdo, além da linearidade e

repetibilidade, a partir das solucdes injetadas.

Tabela 7 - Identificacdo e concentracdo das solucdes utilizadas na inje¢cdo com método 4
modo de injecdo splitless pulsado com derivatizante MBTFA.

Identificacdo da Solucéo Concentracao (ng/mL)

Solucéo 1 3,1

Solucéo 2 6,3

Solucédo 3 12,5
Solucéo 4 25,0
Solucédo 5 50,0
Solucéo 6 100,0
Solucédo 7 200,0

Fonte: Autoria prépria

Os dados obtidos para cada um dos diferentes analitos foram avaliados
estatisticamente, com avaliacdo da linearidade, coeficiente de variacdo, desvio

padrao e presenca de outliers.

3.2.2 Parte |
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A segunda parte da etapa experimental com o derivatizante MBTFA foi
realizada no Laboratério de Cromatografia (Croma - IQSC/USP).

Nesta etapa do experimento, os parametros obtidos na primeira parte com o
método M4 foram transferidos para o novo sistema GC-MS/MS. Foram testadas
solucdes das mesmas concentracdes utilizadas no sistema GC-MS da instalacado da
empresa JM BioAnalises, para que pudesse ser feita uma comparacdo entre 0s
sistemas e prosseguir com testes de novas condi¢des de andlise.

Devido a diferenca entre os instrumentos das duas instalagbes, alguns
parametros e concentracdes de solugbes tiveram que ser reavaliados e/ou
modificados, de modo a se obter a melhor condi¢éo de andlise possivel.

Foram testados diferentes valores de tempo de purga (purge-off time) e de
fluxo de purga do septo (septum purge flow). Para estes testes foi utilizada uma
solugéo padréo de 400 ng/mL contendo todos os analitos em tolueno. Os diferentes

valores testados se encontram descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros de tempo de purga, fluxo de purga do septo e fluxo de purga.

Parametro Valores Unlda(je de
medida
Tempo de purga (purge-off time) 10,1,2,1,5 minutos
Fluxo de purga do septo 2,4,5 mL/min

Fonte: Autoria propria

Antes de serem avaliadas novas condi¢cdes de analise, foi realizada uma
alteracdo na cromatografia utilizada no método M4, com a intencdo de promover
uma melhor separacdo dos analitos estudados. A nova condicdo cromatogréfica
definida como método M5 encontra-se descrita na Tabela 9.

Ao transferir os experimentos da instalacdo da empresa JM BioAnalises S/S
para o Laboratério de Cromatografia (CROMA), o parametro velocidade de injecéo
(plunger speed) foi alterado, uma vez que o novo injetor disponivel opera apenas em

uma unica velocidade de injecéo.
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Tabela 9 - Condicao cromatografica e espectrométrica do método M5.

Parametro Método M5

Inicio: 105°C (1 min)

Programacéo do Forno Rampa 1: 10°C/min até 200°C (1 min)

Rampa 2: 30°C/min até 290°C 0 min)

Fluxo gas de arraste 1 mL/min
Temperatura do Injetor 270°C
Volume de Injecéo 1puL

Modo de injecéao splitless
Fluxo de purga do split 50 mL/min
Tempo de purga do split 0,75 min
Fluxo de purga do septo 4 mL/min
Velocidade da injecao nao se aplica
Temperatura da fonte de ionizacao 300°C
Temperatura do Quadrupolo 150°C

Temperatura da linha de transferéncia  280°C

Modo de aquisi¢éo SIM

Fonte: Autoria propria

Nas condicbes descritas na Tabela 9, também foram realizadas variacées na

proporcao volume de amostra/derivatizante, conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10 - Varia¢des na proporgéo volume de amostra/derivatizante.

Volume de Proporcgéo
e - Volume de amostra L ~
Identificacéao derivatizante (razdo viv)
(kL) L
(ML)
Condicéo 1 1 1 1/1
Condicgéo 2 1,3 0,7 13/7
Condicéo 3 15 0,5 3/1
Condicao 4 1 1* 1/16

Fonte: Autoria prépria
® derivatizante diluido na proporcéo 1:1 (v/v) com o solvente acetonitrila.

Na escolha dos valores selecionados para testes das propor¢cdes né&o

contemplaram experimentos em que o0 derivatizante se encontrasse em maior
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volume do que a solucdo padréo, e, em todos os testes realizados, foi mantido o
volume total de injecéo de 2 pL (soma do volume de amostra e derivatizante).

Apo6s o método M5 ter sido avaliado para os parametros descritos na Tabela
10, também foram testados mais trés novos valores de temperatura do injetor, que

se encontram descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Varia¢des na temperatura do injetor (injection-port).

Identificacao Temperatura (°C)
Temperatura 1 240
Temperatura 2 250
Temperatura 3 280

Fonte: Autoria propria

O sistema GC-MS/MS disponivel no Laboratério de Cromatografia possibilitou
a aquisicdo de dados no modo MRM. Foram realizados experimentos no modo
product ion scan de modo a verificar quais ions seriam obtidos a partir da selecéo e
fragmentacdo de ions precursores. A partir desses ions produtos, foram realizados
experimentos no modo de aquisicdio MRM para todos os analitos (anfetamina,
metanfetamina, MDA, MDMA) e para o padrao interno anfetamina-d8, utilizando o
derivatizante MBTFA.

Na Tabela 12 encontram-se descritos os eventos MRM para os analitos

avaliados.

Tabela 12 - Identificagdo dos eventos de MRM para cada analito utilizando MBTFA.

Analito Transicdes
Anfetamina-d8 126>69
126>96
Anfetamina 118>91
140>69
Metanfetamina 154>69
154>110
MDA 135>51
135>77
MDMA 154>69
154>110

Fonte: Autoria propria
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3.3 Derivatizagdo com HFBA

Os experimentos utilizando o derivatizante anidrido heptafluorobutirico
(HFBA) foram realizados na Parte Il do desenvolvimento do projeto.

Os experimentos realizados com HFBA foram realizados de modo a estudar
seu comportamento em injection-port derivatization e a viabilidade de sua aplicacéo
para esse tipo de uso.

Foram utilizadas as condi¢Bes cromatogréaficas e espectrométricas do método
M3, com alteracdo na aquisicao para, primeiramente, modo scan, e posteriormente
no modo SIM.

Para os testes com o derivatizante HFBA com os padrfes foi selecionado o
solvente acetato de etila. (KARACONJI et al., 2014; KINTZ et al.,1997; LEE et al.,
2000). Deste modo, primeiramente foram injetadas as solu¢cdes de cada um dos
padrdes analiticos em acetato de etila, na concentracdo de 2 pg/mL, no modo scan.

Apoés a obtencdo dos dados no modo scan, padrdes de 400 ng/mL foram
injetados no modo de aquisicdo SIM.

Na Tabela 13 se encontram descritos os ions adquiridos no modo de

aquisicao SIM para os analitos derivatizados com HFBA.

Tabela 13 - lons adquiridos no modo SIM - HFBA

Anfetamina-d8 96
126

91
Anfetamina 118
240

118
Metanfetamina 210
254

135

MDA 162

162
MDMA 210
254

Fonte: Autoria propria

A instrumentacdo disponivel no Laboratério CROMA possibilitou a realizacdo

dos experimentos no modo MRM com o derivatizante HFBA. Foram realizados
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experimentos no modo product ion scan, de modo a verificar quais ions seriam
obtidos a partir da selecao e fragmentacéo de ions precursores. A partir desses ions
produtos, foram realizados experimentos no modo de aquisicdo MRM para todos 0s
analitos (anfetamina, metanfetamina, MDA, MDMA) e para o0 padrdo interno
anfetamina-d8, utilizando o derivatizante HFBA. Para os experimentos no modo
MRM foram utilizados padrdes de 400 ng/mL em acetato de etila.

Na Tabela 14 encontram-se descritos os eventos MRM adquiridos com o
derivatizante HFBA.

Tabela 14 - Transicbes modo MRM — HFBA.

Anfetamina-d8 243>169

) 240>169
Anfetamina

240>192

) 254>169

Metanfetamina 2545210

135>77

MDA 162>131

MDMA 254>169

254>210

Fonte: Autoria propria

3.4 Testes em matriz

Apés serem selecionadas as melhores condicbes cromatograficas e
espectrométricas para os analitos estudados, foram realizados testes de extracéo
em matriz para avaliacao de recuperacao dos analitos.

Para realizacdo dos testes em matriz, foi utilizada uma amostra de cabelo
isenta dos analitos alvo do estudo (amostra branca), previamente lavada. Essa
amostra foi picotada com auxilio de tesoura em pequenos pedacos, com
aproximadamente 2-3mm de comprimento, e foram pesados 25 mg em balanca
analitica.

Com o intuito de fazer avaliagdo da recuperacdo e do efeito de matriz, os
testes foram realizados com a concentracdo mais alta que o valor de corte, de 8

ng/mg, para todos os analitos.
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Foram testados dois diferentes protocolos de extragdo. O primeiro protocolo
de extracdo foi realizado de acordo com o descrito por Karaconji e Brajenovic,
realizando algumas modificacdes. (KARACONUJI et al., 2014) Nesse protocolo foram
pesados em um frasco 25 mg de amostra branca de cabelo e foram adicionados 10
pL da solugdo (20 pg/mL) contendo os 4 analitos alvo e o padrdo deuterado de
anfetamina. Em seguida, foi adicionado 1 mL de hidréxido de sddio 1 M, o frasco foi
fechado e a amostra foi colocada em banho de agua a 70°C durante 30 minutos.
Ap6s a completa dissolugdo do cabelo, a amostra foi colocada em banho de
ultrassom a 40°C durante 20 minutos. Na sequéncia, a amostra foi retirada do banho
de ultrassom e deixada na bancada até que chegasse a temperatura ambiente.
Foram realizadas trés extracdes de 1,5 mL de acetato de etila com agitacdo em
vortex durante 1 minuto. O extrato foi colocado em tubo de ensaio, foram
adicionados 100 pL da solugdo metanol: acido cloridrico (99:1 v/v) e o extrato foi
seco a 40°C em concentrador de amostras com fluxo de nitrogénio. A ressuspenséao
foi feita com 1 mL de acetato de etila, o tubo de ensaio foi colocado em banho de
ultrassom durante 1 minuto e agitado em vortex durante 1 minuto. A amostra foi
filtrada utilizando filtro Acrodisc de 0,22 pm PVDF (Pall Life Sciences). (KARACONUJI
et al., 2014)

As amostras fortificadas foram preparadas em triplicata. Utilizando esse
protocolo de extracdo, também foram extraidas trés amostras brancas, isentas de
adicdo de padrao. Parte do extrato da amostra branca extraida foi utilizado para
preparar um padrao de concentragao 200 ng/mL no extrato branco (“matrix matched
standard”), de modo a possibilitar a avaliacdo do efeito matriz e da avaliacdo da
recuperacdo do protocolo de extracao.

A Figura 2 se refere ao fluxograma do Protocolo de Extracédo 1.
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Figura 2 - Fluxograma do Protocolo de Extracdo 1.

25 mg de
amostra
10 pL Mix
(20 pg/mL)
1 mLNaOH 1 M,
70°C, 30 min

:

Ultrassom, 40°C,
20 min
3x1,5mL
acetato de etila,
vortex, 1 min
. Adicao 100 uL
l solugdo MeOH:HCI
(99:1 v/v)
Secagem, 40°C

!

Ressuspensao 1 mL
acetato de etila

.

Ultrassom 1min,
vortex 1 min

l 4— filtro 0,22 um

vial

Fonte: Autoria prépria

O segundo protocolo de extracdo foi realizado de acordo com o descrito por
Kintz e Cirimele, realizando algumas modificacdes. (KINTZ et al., 1997) Foram
pesadas em frasco 25 mg de amostra branca de cabelo, foram adicionados 10 uL da
solugao (20 pg/mL) contendo os 4 analitos alvo e o padréo deuterado de anfetamina.
Em seguida foram adicionados 1,5 mL de metanol. O frasco foi fechado e foi

colocado em banho de ultrassom a temperatura de 55°C durante 5 horas. Apés o
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resfriamento, a amostra foi filtrada utilizando filtro Acrodisc de 0,22 um PVDF (Pall
Life Sciences).

As amostras fortificadas foram preparadas em triplicata. Utilizando esse
protocolo de extragdo, também foram extraidas trés amostras brancas, isentas de
adicdo de padrdo. Parte do extrato da amostra branca extraida foi utilizado para
preparar um padrédo de concentragdo 133 ng/mL no extrato branco (“matrix matched
standard”), de modo a possibilitar a avaliagdo do efeito matriz e da avaliagdo da

recuperacéao do protocolo de extracéo.

Figura 3 - Fluxograma do Protocolo de Extracao 2.

25 mg de
amostra

10 pL Mix
(20 pg/mL)

1,5 mL MeOH

I

Ultrassom, 55°C,
5 horas

l 44— Ailtro 0,22 um

vial

Fonte: Autoria prépria

As amostras submetidas aos dois protolocos de extracdo foram injetadas para
derivatizacdo on-line com o derivatizante HFBA e com o derivatizante MBTFA, no
modo de aquisicdo SIM. Entretanto, foi calculada recuperacdo dos métodos
utilizados nos protocolos de extracdo 1 e 2 utilizando apenas o HFBA como
derivatizante. Para avaliacdo da recuperacdo, a amostra fortificada e extraida foi
comparada com uma amostra do padrao preparado no extrato da matriz branca

(matrix matched standard) de cada um dos protocolos de extragao.
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Os protocolos 1 e 2 de extracdo foram avaliados quanto ao critério de
recuperacao apenas na combinagdo com o derivatizante HFBA.

Utilizando o protocolo de extracdo 1, além do preparo de amostras como
descrito, também foram feitas modificagdes no volume final de ressuspenséo e no
tipo de solvente utilizado nas amostras, de modo a buscar uma condi¢cdo que fosse a
mais adequada para a ocorréncia da reacdo de derivatizacdo. As modificacdes
realizadas na etapa final do método estédo descritas na Tabela 15.

Tabela 15 - Modificagdes no Protocolo de Extragéo 1.

Identificacéo da 5 .
- . Volume ressuspenséo Solvente utilizado
modificacao
A 500 pL acetato de etila
B 250 pL tolueno

Fonte: Autoria propria

As amostras que sofreram as alteracbes descritas na Tabela 15 foram
injetadas com os derivatizantes MBTFA e HFBA, no modo de aquisi¢do SIM.

Apoés a realizacdo das inje¢cbes no modo SIM, também foram realizadas as
injecbes no modo de aquisicdo MRM para os derivatizantes MBTFA e HFBA para a

melhor condicdo obtida a partir das modificacbes descritas na Tabela 15.

3.4.1 Amostras reais

Depois de realizados os testes com os diferentes protocolos de extracdo, com
as modificacfes do solvente conforme descrito na Tabela 15 e com o melhor modo
de aquisi¢do, com a intencao de avaliar a aplicacdo dos protocolos de extracdo com
amostras reais, foi submetida a extracdo, em triplicata, uma amostra real de cabelo
(usuario) sabidamente contendo substancias psicoativas. Esta amostra foi
gentilmente cedida pela empresa JM BioAnalises, e se refere a uma amostra de uma
rodada de ensaio de proficiéncia realizada pela empresa JM BioAnalises, e que
sabidamente continham, além de metanfetamina e MDMA, outras substancias
psicoativas. A esta amostra foram adicionados 10 pL de da solucdo de 20 pg/mL de

anfetamina-d8 e esta foi extraida de acordo com o protocolo de extracdo 1 e
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ressupendida de acordo com a modificacdo A descrita na Tabela 15. Esta amostra
foi injetada com o derivatizante MBTFA, nos modos de aquisicdo SIM e MRM. Ao
realizar estes testes, a intencao foi verificar se, com os protocolos de extracéo
avaliados e suas modificacdes, juntamente com a melhor condicdo de derivatizante
selecionada, seria possivel detectar as substancias psicoativas em uma amostra real

de cabelo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A derivatizacdo em GC é um processo que tem a finalidade de melhorar a
volatilidade, estabilidade térmica, a seletividade e detectabilidade das moléculas de
interesse, de modo que haja maior compatibilidade das moléculas para serem
determinadas pela técnica de cromatografia gasosa. (WANG et al., 2013. Dentre as
opcOes de processos de derivatizacao, a acilagdo é bastante utilizada com aminas
primarias e secundarias. A acilacdo promove a substituicio dos atomos de
hidrogénio pelos grupos acila. (ORATA, 2012; ZAIKIN et al., 2003) Na acilagéo, os
grupos como —OH, -SH e —NH s&o convertidos em ésteres, tioésteres e amidas.

A reacdo de acilacdo pode ser descrita de maneira genérica conforme se
encontra abaixo (ZAIKIN et al., 2003):

R-XH + RCOY —» R-XCOR'’'+YH
4.1 Derivatizacdo com anidrido acético

O anidridro acético € um derivatizante comumente utilizado para reacdes de

acilacdo, devido a sua capacidade de reagir em condi¢cfes brandas.

Figura 4 - Estrutura do anidrido acético

CHs, CHg,
6 /KO )%O
Fonte: Autoria prépria

As injecdes dos padrdes com o uso do derivatizante anidrido acético (AA) e a
varredura realizada no modo scan apresentaram a formacdo das espécies dos
analitos anfetamina, metanfetamina, MDMA e MDA em suas formas acetiladas. Os
espectros de massas obtidos das injec6es de cada um dos analitos separadamente
foram comparados com a base de dados da biblioteca da NIST.

ApOs a realizacdo dos testes no modo scan, foram realizados os testes no
modo de aquisicdo SIM para os analitos, entretanto, nesse modo de aquisicdo nao

foram observados os picos dos ions acetilados com o derivatizante anidrido acético.



42

Um fator que pode explicar esse comportamento é a auséncia de um reagente
aceptor de préton, como a piridina, que embora nao seja sempre necessario, poderia
justificar a ndo ocorréncia da reacao de acilacdo. (BERGO et al., 2009; STAERK et
al., 2000) Além disso, uma propor¢cdo ndao adequada entre reagente/derivatizante ou
condicdo de injecdo também podem ter contribuido para esse efeito e nao ter
possibilitado a formacdo dos ions acetilados. Dobos e colaboradores obtiveram
resultados satisfatérios ao derivatizar anfetaminas com anidrido acético na auséncia
de piridina, entretanto, Bergo e colaboradores obtiveram bons resultados com a
combinacdo de anidrido acético com piridina. (DOBOS et al., 2012; BERGO et al.,
2009)

4.2  Derivatizagdo com MBTFA

4.2.1 Parte |

O derivatizante MBTFA — N-metil-bis-trifluoroacetamida foi utilizado para

derivatizacdo nos métodos M1, M2 e M3.

Figura 5 - Estrutura do MBTFA

0O O
F3CJ\I}IJ\CF

CHs

3

Fonte: Autoria prépria

O MBTFA é um agente derivatizante que faz parte do grupo dos anidridros
perfluoroacidos e € bastante reativo com aminas primarias e aminas secundarias em
condi¢cBes brandas. (SEGURA et al., 1998) O processo de derivatizacdo de aminas
por acilacdo € preferivel quando comparado ao processo de sililacdo, pois 0s
produtos da reacao do primeiro processo sdo mais estaveis. (ZAIKIN et al., 2003)

O método M1 ndo apresentou resultados satisfatorios, tendo em vista que nao
houve formacéo das espécies dos derivados acetilados dos analitos em questdo. Na
Figura 6 se encontra o cromatograma obtido com varredura no modo scan, sem

sinal para os derivados acetilados dos analitos alvo do estudo.
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Figura 6 - Cromatograma da solu¢édo padrédo de 2 pg/mL do método 1 com derivatizante
MBTFA.

3

Fonte: Autoria propria

A injecdo utilizando o método 2 apresentou a formacdo dos ions derivados
acetilados, os quais foram comparados com a biblioteca espectral NIST (National
Institute Standards and Technology) e que, com excecdo da anfetamina-d8, foram
0s mesmos obtidos por Dobos e co-autores (DOBOS et al.,, 2012). Os ions dos
derivados acetilados para cada um dos analitos se encontram descritos na Tabela
16.

Tabela 16 - Identificacéo dos ions acetilados para cada analito utilizando MBTFA.

Analito lons derivados acetilados

96
Anfetamina-d8 126

143

91
Anfetamina 118

140

110
Metanfetamina 118

154

135
162

MDA

135
MDMA 154

162

Abaixo se encontram as Figuras 7 a 11 referentes aos cromatogramas

extraidos de ions totais (EIC — extracted ion chromatogram) obtido no modo de



varredura scan e os ifons acetilados dos analitos
metanfetamina, MDA e MDMA.
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anfetamina-d8, anfetamina,

Figura 7- Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padréo de 2 pg/mL com método 2 de aquisi¢do para a anfetamina-d8 com MBTFA.
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Figura 8 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padréo de 2 pg/mL com método 2 de aquisi¢do para a anfetamina com MBTFA.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 9 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padrédo de 2 pg/mL com método 2 de aquisicdo para a metanfetamina com MBTFA
(continua).
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Figura 9 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padrdo de 2 pg/mL com método 2 de aquisicdo para a metanfetamina com
MBTFA (continuag&o).
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Figura 10 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padréo de 2 pug/mL com método 2 de aquisi¢céo para o MDA com MBTFA.
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Figura 11 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injec@o padréo de 2 pg/mL com método 2 de aquisicdo para 0 MDMA com MBTFA.
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Fonte: Autoria prépria

Nas Figuras de 7 a 11 é possivel observar nos cromatogramas de ions
extraidos que, para todos os analitos e ions avaliados, o método apresentou boa
seletividade. Quanto a intensidade de sinal, € possivel observar nas Figuras 9 e 11
gue ions do analitos metanfetamina e MDMA apresentaram menor intensidade de
sinal dentre todos os analitos, entretanto, a relacdo sinal/ruido foi superior a razao
10:1 para todos os ions de todos os analitos.

As variaveis como tempo de purga e tempo de splittess podem influenciar
esses resultados, porém, esse comportamento também pode ser explicado pela
maior reatividade das aminas primarias (anfetamina e MDA) ante o derivatizante
MBTFA, pelo fato destas ndo possuirem grupos substituidos na cadeia alfa-metil-
etilamina. Em relagdo as aminas secundarias (metanfetamina e MDMA), a cadeia

alfa-metil-etilamina se encontra com grupos substituidos, resultando em
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provavelmente uma menor reatividade com o derivatizante MBTFA. (HIDVEGI et al.,
2008)

A injecdo utilizando o método 3 apresentou a formagéo dos ions derivados
acetilados, os quais foram comparados com a biblioteca espectral NIST (National
Institute Standards and Technology) e foram os mesmos obtidos por Dobos e
coautores (DOBOS et al., 2012). Abaixo se encontram as Figuras 12 a 16 referentes
ao cromatograma de ions totais (TIC) obtido no modo de varredura scan e os ions

acetilados dos analitos anfetamina-d8, anfetamina, metanfetamina, MDA e MDMA.

Figura 12 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da

injecdo padrdo de 2 pg/mL com método 3 de aquisicdo para a anfetamina-d8 com
MBTFA
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Figura 13 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padréo de 2 pg/mL com método 3 de aquisi¢do para a anfetamina com MBTFA.
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Figura 14 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padrao de 2 pug/mL com método 3 de aquisicdo para a metanfetamina com MBTFA

(continua).
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Figura 14 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padrao de 2 pg/mL com método 3 de aquisicdo para a metanfetamina com
MBTFA (continuacéo).
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Figura 15 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injecdo padréo de 2 pg/mL com método 3 de aquisicdo para o MDA com MBTFA.
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Figura 16 - Cromatogramas de ions extraidos do modo scan e espectro de massas da
injec@o padréo de 2 pg/mL com método 3 de aquisi¢do para 0 MDMA com MBTFA.
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Fonte: Autoria propria

Comparando os cromatogramas de ions extraidos referentes ao método 2
com os cromatogramas referentes ao método 3, € possivel observar que em ambos
0S picos apresentaram boa seletividade, com baixa intensidade de ruido. Também é
possivel observar que para anfetamina-d8 e anfetamina, o método 3 apresentou
uma diminuicdo na intensidade dos sinais dos ions desses analitos e para o restante
0 comportamento foi o oposto, 0 método 3 proporcionou aumento na intensidade do
sinal. Para os dois métodos também foi avaliada a relacéo sinal/ruido (S/N) para os
analitos e seus ions, e 0s resultados mostram que 0 método 2 apresenta uma maior
relacdo sinal ruido para os analitos anfetamina-d8 e anfetamina, em contrapartida, o
método 3 apresentou um aumento dessa relacdo para os analitos metanfetamina,
MDA e MDMA, Ultimos analitos a eluirem na corrida cromatografica. Esses
resultados mostram que método 3 com uma corrida mais lenta promoveu um

aumento na intensidade do sinal dos analitos metanfetamina, MDA e MDMA,
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aumento esse que se mostrou mais significativo a possibilidade de melhora na
deteccdo, quando comparado ao dano ocasionado pela diminuicdo da relagéo
sinal/ruido para anfetamina-d8 e anfetamina que, mesmo com a queda, ainda
apresentaram boa deteccao. As variagOes resultantes nas intensidades de sinal e na
relacdo sinal ruido para os analito entre os métodos 2 e 3 para o derivatizante
MBTFA estdo descritas na Tabela 17.

Tabela 17 - Comparacgéo entre M2 e M3 em intensidade de sinal e relagao sinal ruido dos
ions acetilados com o derivatizante MBTFA.

Intensidade do sinal em Relacao sinal/ruido (S/R)

Analito ]
lon M3 comparado a M2 em M3 comparado a M2
96 queda 31% queda 18%
anfetamina-d8 126 queda 28% queda 14%
143 queda 23% queda 12%
91 queda 36% queda 25%
anfetamina 118 queda 25% queda 23%
140 queda 25% queda 25%
110 aumento 75% aumento 50%
metanfetamina 118 aumento 100% aumento 78%
154 aumento 75% aumento 50%
MDA 135 igual aumento 20%
162 aumento 6% aumento 15%
135 aumento 133% aumento 125%
MDMA 162 aumento 128% aumento 136%
154 aumento 150% aumento 120%

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os resultados obtidos do método 3, este foi selecionado para
ser otimizado em relacdo aos parametros: temperatura do injetor e velocidade da
injecdo. Esse método foi selecionado, pois demonstrou melhora tanto na intensidade
de sinal, quanto na relacédo sinal/ruido principalmente para os analito MDMA, que,
possivelmente pelo fato de ser uma amina secundaria, desde os primeiros testes,
apresenta menor intensidade de sinal quando comparado aos outros analitos

avaliados. Devido ao fato do presente trabalho avaliar mais de um analito, e dentre
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esses analitos existirem caracteristicas distintas entre eles (aminas primarias e
secundarias), optou-se por selecionar um método que promova ganhos nos analitos
gue apresentam maiores dificuldades de reacao e consequente deteccao.

ApGs a avaliacdo da combinacdo da velocidade de injecao e temperatura do
injetor, o método M4 apresentou melhor resultado, e entdo foi realizada injecdo no
modo SIM (selected ion monitoring). As condi¢cBes obtidas para o método M4 estdo

descritas na Tabela 18.

Tabela 18 - Condi¢des cromatograficas e espectrométricas- Método M4.

Parametro Método M4
P 50 d Inicio: 90°C (1 min)
rogrgg‘ri‘éao 0 Rampa 1: 10°C/min até 200°C (0 min)
Rampa 2: 20°C/min até 290°C (0 min)
Fluxo géas de arraste 1 mL/min
Temperatura do o
Injetor 270°C
Volume de Injecéo 1puL
Modo de injegcdo splitless
rapida

Velocidade da injecao

Temperatura da fonte

de ionizacao 300°C
Temperatura do 150°C
Quadrupolo
Temperatura (ja Il_nha 280°C
de transferéncia

91

Anfetamina 118

140

91

) 110

Metanfetamina 118

Modo de varredura igg

SIM MDA

( ) 162

135

MDMA 154

162

96

Anfetamina-d8 126

143

Fonte: Autoria prépria



54

As possiveis estruturas para os ions observados a partir da reacdo do MBTFA

com as anfetaminas estdo ilustradas na Figura 17.

Figura 17 — (a) Sugestdo de mecanismo de reacao, (b) derivados e espécies de transicao
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Abaixo se encontram as Figuras 18 a 27 referentes aos cromatogramas

adquiridos no modo SIM, com concentracdo de 200 ng/mL, no método 4 com

splitless para cada um dos analitos avaliados.
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Figura 18 — Cromatograma da solu¢éo 200 ng/mL de anfetamina com método 4, modo de

injecao splitless e derivatizante MBTFA.
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Figura 19 - Cromatograma da solucédo 200 ng/mL de metanfetamina
de injecédo splitless e derivatizante MBTFA.
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Figura 20 - Cromatograma da solugdo 200 ng/mL de MDA com método 4, modo
de injecédo splitless e derivatizante MBTFA.
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Figura 21 - Cromatograma da solucdo 200 ng/mL de MDMA com método 4, modo de
injecdo splitless e derivatizante MBTFA.
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Figura 22 - Cromatograma da solu¢éo 200 ng/mL de anfetamina-d8 com método 4, modo
de injecédo splitless e derivatizante MBTFA.
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De acordo com os cromatogramas mostrados nas Figuras 18 a 22 pode ser
observada a formac&o dos ions acetilados de cada um dos analitos avaliados, os
mesmos obtidos por Dobos e coautores. (DOBOS et al., 2012)

Com o intuito de proporcionar um aumento do sinal dos analitos, o método 4
foi modificado para avaliar a injecdo no modo splitless pulsado. O modo de injecéo
splitless pulsado pode auxiliar na minimizacdo da degradacao térmica dos analitos e
promover uma transferéncia mais eficiente para a coluna. (SASAKI et al., 2006).

Nas Figuras 23 a 27 se encontram 0S cromatogramas comparativos
adquiridos no modo SIM (selected ion monitoring) para os analitos: anfetamina,
metanfetamina, MDA, MDMA e anfetamina-d8, injetados nos modos de injecéo

splitless e splitess pulsado, respectivamente.
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Figura 23 - Comparagéo entre injecdo modo splitless (A) x splitless pulsado (B),
respectivamente, para anfetamina - método 4 - derivatizante MBTFA.
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Fonte: Autoria prépria

Figura 24 - Comparacgdo entre injecdo modo splitless (A) x splitless pulsado (B),
respectivamente, para metanfetamina - método 4 - derivatizante MBTFA.
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Figura 25 - Comparagédo entre injecdo modo splitless (A) x splitless pulsado (B),
respectivamente, para MDA - método 4 - derivatizante MBTFA.
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Figura 26 - Comparacdo entre injecdo modo splitless (A) x splitless pulsado (B),
respectivamente, para MDMA - método 4 - derivatizante MBTFA.
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Figura 27 - Comparagédo entre injecdo modo splitless (A) x splitless pulsado (B),
respectivamente, para anfetamina-d8 - método 4 - derivatizante MBTFA.
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Comparando as Figuras 23 a 27, é possivel observar que a injecéo realizada
no modo splitless pulsado promoveu incremento de area quando comparada com a
injecéo feita no modo splitless convencional. Isso pode estar relacionado ao fato da
injecdo no modo splitless pulsado promover uma introducdo mais eficiente dos
analitos para a coluna. (SASAKI et al., 2006). Na Tabela 19 encontra-se descrito 0

percentual de aumento para cada analito.

Tabela 19 - Percentual de aumento de é&rea da injegcdo por splitless pulsado quando
comparada ao splitless convenciona para o método 4 com o derivatizante MBTFA.

Analito Aumento de area (%)
anfetamina 28,72
metanfetamina 19,65
MDA 70,62
MDMA 47,59
Anfetamina-d8 25,39

De acordo com esses resultados apresentados, o0 modo de injecdo splitless

pulsado se apresentou como mais adequado na aplicacdo do método.
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Para avaliar a sensibilidade do método, linearidade e repetibilidade, foram
preparadas solucfes a partir de diluicbes sucessivas dos padrdes analiticos, na faixa
descrita na Tabela 7.

A anfetamina-d8 foi utilizada como padréo interno no método, a linearidade do
método foi avaliada para estudo do processo de derivatizacdo, determinacdo dos
ions a serem selecionados e qual concentracdo possuiria detectabilidade adequada.

A injecdo de cada solucéo foi realizada em triplicata, e foi avaliado o desvio
padrdo e o coeficiente de variacdo das replicatas de cada uma das concentragdes
dos analitos. As curvas de calibracdo obtidas para cada um dos analitos se
encontram nas Figuras 28 a 32.

Figura 28 - Curva analitica para anfetamina com o derivatizante MBTFA, método 4 e
injecdo modo splitless pulsado.
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 20 — Calculo da média da concentragédo e coeficiente de variagdo das replicatas da
anfetamina com o derivatizante MBTFA, método 4 e injecdo modo splitless pulsado.

Média da
Analito Concentracdo Nominal conce;ntrac;éo Coeficiente de
(ng/mL) da triplicata variacao (%)
(ng/mL)
3,1 3,6 12,31
6,3 6,0 14,46
12,5 10,2 5,56
Anfetamina 25,0 23,9 13,36
50,0 51,1 5,85
100,0 105,8 3,26
200,0 195,9 3,58

Fonte: Autoria propria
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Figura 29 - Curva analitica para metanfetamina com o derivatizante MBTFA, método 4 e
injecédo modo splitless pulsado.
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Tabela 21 - Calculo da média da concentracdo e coeficiente de variacdo das replicatas da
metanfetamina com o derivatizante MBTFA, método 4 e injecdo modo splitless pulsado.

~ Média da .
. Concentracao ~ Coeficiente de
Analito . concentracdo da
nominal (ng/mL)

triplicata (ng/mL) variagéo (%)

3,1 2,5 5,05
6,3 7,8 2,78
12,5 12,5 16,90
Metanfetamina 25,0 25,1 14,85
50,0 51,9 0,74
100,0 104,2 0,83
200,0 193,1 2,88
Fonte: Autoria propria

Figura 30 - Curva analitica para MDA com o derivatizante MBTFA, método 4 e injecdo modo
splitless pulsado.
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Tabela 22 - Calculo da média da concentracdo e coeficiente de variacdo das replicatas do
MDA com o derivatizante MBTFA, método 4 e injecao modo splitless pulsado.

Média da

Analito Cor_lcentragéo concentragcdo da Coeficignte de
Nominal (ng/mL) triplicata (ng/mL) variagéao (%)

3,1 3,8 15,41

6,3 5,6 8,23

12,5 11,3 1,20

MDA 25,0 22,5 5,13
50,0 52,1 2,31

100,0 106,9 0,88

200,0 194,7 1,25

Fonte: Autoria prépria

Figura 31- Curva analitica para MDMA com o derivatizante MBTFA, método 4 e injecao
modo splitless pulsado.
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Tabela 23 - Calculo da média da concentragdo e coeficiente de variagdo das replicatas do
MDMA com o derivatizante MBTFA, método 4 e inje¢cdo modo splitless pulsado.

Média da

Analito Concentragéo concentracado da Coeficignte de
Nominal (ng/mL) triplicata (ng/mL) variacao (%)
3,1 3,2 2,74
6,3 53 12,76
12,5 12,6 4,77
MDMA 25,0 26,8 10,32
50,0 56,2 0,58
100,0 1122 3,14
200,0 181,0 1,94

Fonte: Autoria propria
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Figura 32 - Curva analitica para anfetamina-d8 com o derivatizante MBTFA, método 4 e
inje¢cédo modo splitless pulsado.
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Tabela 24 - Célculo da média da concentracdo e coeficiente de variacdo das replicatas da
anfetamina-d8 com o derivatizante MBTFA, método 4 e inje¢cdo modo splitless pulsado.

Média da

Analito Concentragéo concentragao da Coeficignte de
Nominal (ng/mL) triplicata (ng/mL) variacao (%)

3,1 3,4 13,99

6,3 6,3 10,60

12,5 10,3 2,23

Anfetamina-d8 25,0 24,3 13,32
50,0 52,0 6,53

100,0 104,7 1,72

200,0 195,6 2,62

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os dados apresentados nas Figuras 28 a 32 e Tabelas 20 a
24, todos os analitos apresentaram ajuste linear para o intervalo avaliado, com valor
de coeficiente de correlacdo linear (r) superior a 0,99, demonstrando a realacéo
linear entre concentracdo e reposta. As triplicatas de cada um dos niveis de
calibracdo dos analitos ndo apresentaram outliers, segundo o teste de Grubbs. Para

todos os analitos avaliados, o coeficiente de variacdo se manteve menor que 20%.

4.2.2 Parte |l
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Na parte Il dos experimentos, foram realizados testes com diferentes valores
de tempo de purga, descritos na Tabela 8. Os cromatogramas obtidos nessa

avaliagdo encontram-se nas Figuras 33 a 37.

Figura 33 - Diferentes tempos de purga para o analito anfetamina com o derivatizante
MBTFA - A: 1 minuto, B: 1,2 minuto, C: 1,5 minuto
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Fonte: Autoria propria

Figura 34 - Diferentes tempos de purga para o analito metanfetamina com o derivatizante
MBTFA - A: 1 minuto, B: 1,2 minuto, C: 1,5 minuto
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Figura 35 - Diferentes tempos de purga para o analito MDA com o derivatizante MBTFA -

A: 1 minuto, B: 1,2 minuto, C: 1,5 minuto
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Fonte: Autoria propria

Figura 36 - Diferentes tempos de purga para o analito MDMA

MBTFA - A: 1 minuto, B: 1,2 minuto, C: 1,5 minuto
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Figura 37 - Diferentes tempos de purga para o analito anfetamina-d8 com o derivatizante
MBTFA — A: 1 minuto, B: 1,2 minuto, C: 1,5 minuto
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Na Tabela 25 se encontram os valores de intensidade de sinal dos analitos

nos diferentes tempos de fluxo de purga.

Tabela 25 - Comparacao entre intensidade de sinal para os diferentes valores de tempo de
purga para derivatizante MBTFA

Area
Analito Tempo de purga (minutos)
1,0 1,2 1,5

anfetamina 1,20.10° 6,02.10% 7,96.10%
metanfetamina 9,16.10% 4,46.10% 5,84.10%
MDA 6,53.104 3,35.104 3,90.104
MDMA 5,58.10% 2,94.104 3,42.104
anfetamina-d8 9,99.10% 5,02.10% 6,12.10%

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel verificar que dentre os
valores de tempo de purga avaliados, o valor de 1 minuto foi o que promoveu maior
intensidade de sinal dos analitos avaliados, conforme mostra a Tabela 25. E possivel
observar que o aumento do tempo de purga provoca o alargamento dos picos para
todos os analitos e padrédo interno avaliados, diminuindo a eficiéncia cromatografica.

O tempo de purga tem relacdo com sensibilidade e deve ser longo o suficiente
para que haja vaporizagdo da amostra e que a reacdo ocorra dentro do liner.

Entretanto, esse tempo ndo deve ser longo demais a ponto de proporcionar
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degradacdo ou adsorcdo dos analitos. E possivel observar que com o aumento do
tempo de purga ha alargamento mais pronunciado dos picos dos analitos que eluem
tardiamente (MDA e MDMA). Longos periodos de tempo de purga mostraram o
efeito de alargar os picos e reduzir a sensibilidade e a eficiéncia cromatografica.
(DJATMIKA et al., 2018).

O fluxo de purga do septo tem a finalidade de remover possiveis residuos de
amostras que possam estar na regido do septo. (RADLER, 2010) A utilizacdo de
fluxo de purga na regido do septo minimiza a ocorréncia de picos fantasmas no
cromatograma. (RADLER, 2010)

Na avaliacado dos diferentes fluxos de purga do septo, foi observado que os
valores testados e descritos na Tabela 8 apresentaram pouca variacdo no
incremento de area, com resultados similares para os analitos avaliados, e deste
modo, o valor de 4 mL/ min foi selecionado.

A proporgédo entre a amostra e o derivatizante € uma variavel de grande
influéncia sobre a reacdo que deve acontecer na derivatizacdo on-line. (WANG et
al., 2013) Isso ocorre, pois essa proporcéo deve ser eficaz para que, mesmo com o
aumento da concentracdo do padrdo analitico injetado, como por exemplo, durante
injecbes de uma curva de calibracdo, a reacdo ainda aconteca, sem que O
derivatizante seja um reagente limitante. Além disso, a quantidade de derivatizante
nao deve estar em excesso, pois, caso isso aconteca, ha possibilidade de ocorrer
reacdes secundarias e de haver comprometimento da coluna cromatografica. O
padrdo analitico também ndo deve estar em excesso em relacdo ao derivatizante,
pois nesse caso a reacdo também ir4d se processar de maneira incompleta,
diminuindo o rendimento da reacao e possibilitando que durante a separacdo ocorra
0 aparecimento da espécie ndo derivatizada. (WANG et al., 2013)

Para que o processo de derivatizacdo on-line seja eficaz, deve haver
compromisso ha relacdo entre o volume de solucdo padrdo e volume de
derivatizante, de modo que se obtenha uma boa intensidade de sinal e
reprodutibilidade de reacao.

Para poder combinar essas caracteristicas e obter uma condicdo de reacgao
efetiva e reprodutivel, foram avaliadas diferentes razdes entre a propor¢cdo de
amostra e derivatizante, descritas na Tabela 10. Essas propor¢gdes foram
selecionadas levando-se em conta informagdes obtidas na literatura sobre diluicdo

do derivatizante (HIDVEGI et al., 2008) e também levando em conta a precaucio
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referente ao dano do excesso de derivatizante ao sistema cromatografico. (JURADO
et al., 2000). Deste modo, os valores selecionados para testes das propor¢gdes néo
contemplaram experimentos em que o derivatizante se encontrasse em maior
volume do que a solucdo padrdo, e, em todos os testes realizados, foi mantido o
volume total de injecao de 2 pL (soma do volume de amostra e derivatizante).

As comparacoes feitas entre as variagbes da proporcdo de padrdo e de
derivatizante foram avaliadas levando-se em conta a como referéncia a proporgéo
1/1 (viv), que foi a utilizada no comego dos testes e proporcionou resultados
satisfatorios, com formacdo dos ions acetilados. De acordo com os resultados
obtidos nos experimentos descritos na Tabela 10, no teste realizado na condig&o 2,
na proporcao 13:7 (v/v), foi possivel observar uma queda de intensidade do sinal
para todos os analitos, com excec¢do do analito MDA, que apresentou incremento de
area, quando comparado a condicao de proporgédo 1:1 (v/v). Esse comportamento
pode ser explicado pelo fato do analito MDA ser uma amina primaria, € ndo possuir
grupos substituidos na cadeia alfa-metil-etilamina, sugerindo que a diminuicdo do
volume de derivatizante em relacdo ao volume de analito tenha menos impacto na
reatividade para esse analito.

Para os experimentos realizados na condicdo 3, na proporcédo 3:1 (v/v), foi
observada queda de sinal para todos os analitos, quando comparado com o teste
realizado na proporcdo 1:1 (v/v). Esse comportamento pode ser explicado pelo fato
de o volume de derivatizante encontrar-se limitado em relagéo ao volume de solucéo
padrdo, e da reacdo nao ter ocorrido de maneira completa, e sugere-se que esse
volume limitado néo foi suficiente para promover a reacdo com um bom rendimento,
como ocorreu na referéncia utilizada na proporcéo 1/1 (v/v). (HIDVEGI et al., 2008)

O experimento realizado na condicdo 4, com o derivatizante diluido com
acetonitrila na propor¢cao 1/1 (v/v) com acetonitrila, demonstrou aumento de sinal,
guando comparado ao experimento na condicdo 1, para a anfetamina e para
anfetamina deuterada. Os demais analitos: metanfetamina, MDA e MDMA
apresentaram queda na intensidade do sinal, quando comparados ao experimento
realizado na condicdo 1. Para explicar esse comportamento, sugere-se que a
diminuicdo da concentragédo do derivatizante cause menor impacto para os analitos
gue possuem estrutura de amina primaria, como a anfetamina

Para facilitar a avaliacdo desses dados, a condi¢cdo 1 (1/1 v/v) foi tomada

como referéncia (100%) para a area obtida nos cromatogramas de cada analito, e as
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areas obtidas com as injecfes realizadas nas condi¢des 2,3 e 4 foram calculadas
em relacdo a esta normalizagdo. Os resultados obtidos encontram-se no gréfico da
Figura 38.

Figura 38 - Comparacao das areas em diferentes propor¢des de padréo/derivatizante
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Fonte: Autoria propria

A dificuldade em estabelecer a melhor relacdo entre a proporcéo de solucao
padrdo e derivatizante também reside no fato dos analitos possuirem estruturas
diferentes entre si, aminas primarias e secundarias, caracteristicas que garantem
diferentes reatividades. Além disso, € possivel observar que com a variagcdo da
razao entre analito e derivatizante, o0 aumento ou queda nas areas dos analitos nao
seguem o0 mesmo padrdo para todos eles, evento também notado por Hidvégi e co-
autores. (HIDVEGI et al., 2008) E de grande importancia garantir que haja
derivatizante suficiente para que a reacdo possa ocorrer e que se possua uma boa
separacdo cromatografica e aumento da detectabilidade. (WANG et al., 2013) Um
volume insuficiente de derivatizante pode ocasionar uma reacdo com baixa
formacédo dos ions acetilados, ao passo que o excesso dele, além do desperdicio do
reagente em si, pode contribuir para o dano do sistema cromatografico e a
inviabilizagdo da reacdo de modo online. (JURADO et al., 2000)

Com os resultados obtidos com as variagcées de proporgéo entre volume de
amostra e volume de derivatizante, pdde-se verificar que o aumento ou queda de

sinal ndo segue a mesma relacdo para todos os analitos.
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Hidvégi e colaboradores obtiveram resultados satisfatorios ao empregar o uso
do derivatizante MBTFA diluido com o solvente acetonitrila, observaram os ions
acetilados das anfetaminas mesmo em quantidades bem diluidas do derivatizante, e
supuseram que a quantidade de MBTFA utilizada no processo de derivatizacdo pode
influenciar a transferéncia de massa do liner para a coluna, e possui efeitos
diferentes sobre a reatividade de cada analito, dependendo da sua estrutura
quimica. (HIDVEGI et al., 2008)

Nos experimentos buscou-se avaliar uma condi¢cdo de andlise que pudesse
obter resultados satisfatérios no que se refere a intensidade de sinal e
reprodutibilidade de reacao para todos os analitos e para o padrao interno.

Com os resultados obtidos, foi observado que a proporcao 1:1 (v/v) entre
padrdo e derivatizante foi a relacédo que apresentou uma melhor condi¢do de analise
para os analitos em questdo, de modo que a reagdo ocorreu promovendo um
incremento de sinal que foi satisfatorio para todos os analitos, dentre todas as
condicdes testadas.

A temperatura do injetor, que foi avaliada na Parte | do desenvolvimento do
trabalho, foi testada novamente na Parte Il, com o intuito de proporcionar uma
melhor condicdo de reacdo e aumento do sinal instrumental no novo sistema GC-
MS/MS utilizado.

A temperatura do injetor € um parametro que possui bastante influéncia sobre
a reacao de derivatizacao on-line. Isso ocorre pelo fato da temperatura poder tanto
aumentar a eficiéncia do processo de derivatizacdo, quando selecionada de maneira
adequada, quanto de promover a degradacao do derivatizante e do analito, além de
favorecer a ocorréncia reacdes secundarias, quando selecionada de maneira pouco
cuidadosa. No modo de derivatizacdo por injection port, os analitos derivados séo
formados e volatilizados na mesma temperatura. (WANG et al., 2013)

Os valores testados na Parte Il para a temperatura do injetor, descritos na
Tabela 11, mostraram que comparando os trés valores de temperaturas avaliados,
foi observado que a temperatura de 250°C apresentou incremento de sinal superior
guando comparada a temperatura de 240°C, e a temperatura de 280°C, dentre todas
as temperaturas avaliadas, foi a que proporcionou maior incremento de area para
todos os analitos. Desse modo, sugere-se que uma temperatura mais elevada do

injetor contribuiria para uma reagao mais eficiente entre os analitos e o derivatizante,
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porém, a temperatura ndo € alta o suficiente para que possa promover degradacao
dos produtos formados ou reacfes secundarias.

Na Figura 39 esta representado o incremento de &rea versus a temperatura
do injetor.

Figura 39 - Gréfico de area em fungéo da temperatura do injetor.
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Fonte: Autoria propria

O liner utilizado nos experimentos também tem relacdo direta com a eficiéncia
da reacdo. Neste caso, o liner utilizado continha |& de vidro. A 1a de vidro promove
maior area de superficie, o que aumenta a capacidade de aquecimento e permite
melhor vaporizacdo dos analitos que possuem alto ponto de ebulicdo. No presente
trabalho foi utilizado apenas um tipo de liner. Diferentes tipos de liner e a maneira
como eles podem afetar as reacfes por injection port ndo foram avaliados devido as

limitacdes nos modelos de liners disponiveis para realizacéo do trabalho.

4.3 Derivatizacdo com HFBA

Os primeiros testes realizados com o derivatizante HFBA foram realizados
com as condi¢des do método M3, com a proporcado 1/1 (v/v) entre padrdo analitico e
derivatizante e apresentaram resultados satisfatorios, pois foi possivel verificar a
formacdo dos ions acetilados, demonstrando a ocorréncia da reacdo no modo on-

line com o referido derivatizante.
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Abaixo se encontram os cromatogramas referentes aos ions obtidos no modo

SIM com o uso do derivatizante HFBA.

Figura 40 - Cromatograma em modo SIM do analito anfetamina para o derivatizante HFBA.
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Figura 41 - Cromatograma modo SIM do analito metanfetamina para o derivatizante
HFBA.
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Figura 42 - Cromatograma modo SIM do analito MDA para o derivatizante HFBA.
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Figura 43 - Cromatograma modo SIM do analito MDMA para o derivatizante HFBA.
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Figura 44 - Cromatograma modo SIM do padrao interno anfetamina-d8 para o derivatizante
HFBA.
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As possiveis estruturas para os ions observados a partir da reacdo do HFBA
com as anfetaminas estéo ilustradas na Figura 45.

Figura 45 - (a) Sugestdo de mecanismo de reacao, (b) derivados e espécies de transicdo —
HFBA1%1112 (continua).
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Figura 45 - (a) Sugestdo de mecanismo de reacao, (b) derivados e espécies de transi¢cdo —
HFBA1112 (continuagéo).
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10 GROSS, J.H, 2017.

1 MOHAMED, et al.,2017.
12 KUMAZAWA et al., 2011.

Todos os experimentos com o derivatizante HFBA foram realizados no
Laboratério de Cromatografia (CROMA), e a instrumentacdo disponivel também
possibilitou que experimentos no modo de aquisicio MRM (multiple reaction
monitoring) fossem realizados.

O modo de aquisicdo MRM apresenta vantagens em relacdo aos modos scan
e SIM. O aumento da especificidade é um deles, que ocorre pela capacidade desse
modo de aquisicdo em identificar e possibilitar a quantificacdo de ions que sao
fragmentos de um ion precursor pré-estabelecido e selecionado. (GERGOQV et al.,
2003) Apenas os ions que cumprem as relacbes estabelecidas de razéo
massa/carga atravessarao os quadrupolos e serdo fragmentados e detectados. Além
disso, apds a selecdo do ion precursor e sua fragmentacdo na cela de colisdo, a
presenca do segundo filtro de massas € capaz selecionar os ions fragmentos. Nesse
processo, o numero de interferéncia ou sinais ndo relacionados aos analitos de
interesse sdo diminuidos, o que reflete na diminuicdo do ruido da andlise. (STAHL-
ZENG et al., 2007)

Nas Figuras 46, 47,48, 49 e 50 abaixo seguem o0s cromatogramas dos

analitos no modo de aquisicdo MRM.



Figura 46 - Cromatogramas anfetamina — modo MRM — HFBA.

6.72
240>169
anfetamina
a %
2 250 500 550 ' 6.00 650 700 750 | 800 850 900 @50 1000 1050 1100 = 1150 | 1200 | 1250 @ 1300 | 1350 ' 1400 @ 1450 '
6,72 240>192
anfetamina
%
3 4.50 SbD 5‘50 GbD 6‘50 7bD 7‘50 SbD 8‘50 Q‘DD j 9‘50 j 1000‘ ldSD 1100‘ 11‘50‘ 12‘00‘ 12‘50 1300‘ 13‘50 143‘00‘ 111‘50 Time
Fonte: Autoria propria
Figura 47 - Cromatograma metanfetamina — modo MRM — HFBA.
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Figura 48 - Cromatograma MDA — modo MRM — HFBA.
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Figura 49 - Cromatograma MDMA — modo MRM — HFBA.
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Figura 50 - Cromatograma anfetamina-d8 — modo MRM — HFBA.
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Os experimentos realizados no modo de aquisicdo MRM tiveram o intuito de
avaliar a possibilidade de melhor a deteccdo dos analitos de interesse, 0 que é de
grande importancia quando se refere a uma analise com baixa concentracdo dos
analitos de interesse.

Na Tabela 26 se encontram descritos 0s aumentos na porcentagem da

relacéo sinal/ruido quando comparado o modo de aquisicdo SIM com o0 modo MRM.

Tabela 26 - Proporcao de aumento da relagéo sinal/ruido no modo MRM quando comparado
ao modo SIM para HFBA.

Aumento na relacéo sinal/ruido

Analito Transicéo (SIR) MRM (%)
anfetamina 240>169 94
metanfetamina 254>169 69
MDA 162>131 46
MDMA 254>210 87
anfetamina-d8 243>169 79

Com os resultados descritos na Tabela 26 é possivel observar que o modo de
aquisicdo MRM proporcionou um aumento na relacéo sinal/ruido quando comparado
do modo de aquisi¢cdo SIM. Esse aumento na relagéo sinal ruido se deve ao fato de,
no modo de aquisicdo MRM, o numero de interferentes no cromatograma ser menor,

uma vez que o segundo analisador quadrupolo filtra ions especificos que vieram do
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ion precursor, diminuindo interferentes ou componentes que ndo sejam o do analito
de interesse. (STAHL-ZENG et al., 2007)

4.4. Testes em matriz

Os testes em matriz foram realizados utilizando os protocolos de extragao 1 e
2, com os derivatizantes MBTFA e HFBA, com o0 modo de aquisi¢do SIM. Entretanto,
para estes 2 protocolos, apenas para o derivatizante HFBA foi calculada a
recuperacdo dos métodos. O célculo foi realizando comparando uma injecdo da
amostra fortificada e posteriormente extraida com uma solucdo de padrdes
preparada em extrato de uma amostra branca extraida (matrix matched standard),
na mesma concentracdo da amostra fortificada, para cada um dos métodos de
extracao avaliados.

Os resultados estao apresentados na Tabela 27.

Tabela 27- Recuperacao — Protocolos de Extracao 1 e 2 para derivatizante HFBA modo SIM

Recuperacéo (%)

Analito fon
Protocolo 1 Protocolo 2
anfetamina-d8 126 105 68
anfetamina 118 103 45
metanfetamina 254 102 96
MDA 162 108 92
MDMA 162 118 113

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 27, € possivel observar
gue para o protocolo 1 os valores de recuperacao foram maiores do que os valores
obtidos para o protocolo 2. Os valores da recuperacdo foram avaliados levando-se
em conta a referéncia do documento intitulado “Orientagbes sobre validagdo de
Métodos Analiticos — DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020), no qual, para a
concentragéo do valor do corte desses analitos (0,2 ng/mg) e para o valor referente

ao teste de recuperacdo (8 ng/mg) a média da recuperacdo deve estar entre 80-



81

110%. (INMETRO, 2020) Deste modo, € possivel avaliar que o protocolo de
extracdo 1 se torna mais promissor no que se refere ao atendimento dos critérios
para posterior validacdo de método. O melhor desempenho do protocolo de extracédo
1 pode ser justificado pelo fato de, apds a digestdo da matriz, serem realizadas
extracdes liquido-liquido de maneira sucessivas, com trés partes de solvente, o pode
ter promovido uma maior eficiéncia do processo de extracdo, além de ter diminuir o
efeito matriz, pelo fato do extrato final ter sido separado da parte onde a matriz se
encontrava digerida. Além disso, a natureza menos polar do solvente pode ter
contribuido para melhor extracdo dos analitos. No caso do método 2, ha apenas
extracdo direta com o solvente, uma Unica vez. A natureza do solvente é mais polar
nesse caso, e o extrato final para injecdo € o0 mesmo onde se encontrava a matriz
apos incubacdo. Pelo fato do protocolo 1 apresentar resultados mais promissores
para as proximas etapas do desenvolvimento, este protocolo foi avaliado quando foi
submetido a alteracdes na etapa final do método, variando as condicdes descritas
na Tabela 15.

Figura 51 - Gréfico de alteracdo da area em funcdo de modificagbes no método com
derivatizante HFBA.
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Figura 52 - Gréfico de alteracdo da area em funcado de modificacdes no método com o
derivatizante MBTFA.
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As Figuras 51 e 52 demonstram as respostas em relacdo a area das amostras
fortificadas e extraidas (8 ng/mg) na condi¢do padrédo do protoloco de extracéo 1, e
com as variacbes A e B (descritas na Tabela 15), no volume e na natureza do
solvente. A concentracdo escolhida para o teste foi alta o suficiente de modo a
possibitar o estudo sobre a recuperacdo dos protolocos e garantir que haja
detectabilidade para os testes realizados.

O solvente selecionado para ser o meio de reacdo do processo de
derivatizacdo deve possuir a capacidade de dissolucédo dos analitos, e, além disso,
nao deve possuir hidrogénios ativos. (WU et al., 2009) Essas caracteristicas podem
ser consideradas para justificar um melhor desempenho da reacdo com o
derivatizante MBTFA em tolueno, quando comparado ao desempenho com metanol,
durante a fase inicial de experimentos.

Com os resultados obtidos € possivel observar que, para o derivatizante
HFBA, a modificacdo A apresentou valores de area superiores a condicdo padrao
para todos os analitos. Sugere-se que esse comportamento pode ser explicado com
a avaliacao de que o acetato de etila, em menor volume do que a condi¢gédo padrao,
apresentou uma concentracao eficiente dos analitos, com poucos prejuizos relativos
a interferentes provenientes da matriz. Observa-se também que a condicdo B

apresentou incremento de area para os analitos metanfetamina, MDMA e o padréo
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interno anfetamina-d8, quando comparado a condi¢cdo padrdo. Esse comportamento
pode ser explicado pelo fato das 2 moléculas (metafentamina e MDMA) citadas
possuirem maiores valores de log P, indicando maior hidrofobicidade e, portanto,
maior afinidade com o tolueno, solvente menos polar que o acetato de etila.

No que se refere aos resultados com o derivatizante MBTFA, também é
possivel observar que a modificacdo A apresentou valores de &rea superior a
condicao padrdao para todos os analitos. Observa-se também que a condicdo B
apresentou incremento de area para os analitos metanfetamina e MDMA, quando
comparado a condi¢do padrao.

Comparando os dois derivatizantes, € possivel observar que para todos os
analitos, com excecdo da metanfetamina e MDMA, os resultados na condigédo
padrao com o derivatizante HFBA apresentaram maiores valores de area do que a
mesma condigdo avaliada com o MBTFA. Além disso, os resultados com o
derivatizante MBTFA apresentaram maior relacdo sinal ruido e melhor linha de base,
guando comparado ao derivatizante HFBA.

Nota-se também que a modificacdo B, quando comparada a condicao original,
apresentou incremento de area para anfetaminha-d8, metanfetamina e MDMA, com
0 uso do derivatizante HFBA, sendo que o incremento de area para metanfetamina
foi 0 mais pronunciado.

Também é possivel observar que no uso com os 2 derivatizantes a condi¢ao
A apresentou os melhores resultados quanto ao incremento de area e relacéo
sinal/ruido, quando comparada a condicéo padrdo e a condicao B.

Apesar da condicdo A ter metade do volume de ressuspensdo da condicao
padrdo, o resultado obtido para as amostras da condicdo A ndo apresentaram areas
com o dobro da condicéo padréo, o que poderia ser esperado.

Com o uso do derivatizante HFBA, a condicdo A para os analitos anfetamina-
d8, metanfetamina, MDA e MDMA apresentaram aumento de area superior ao dobro
da condicdo padrdo, entretanto esse comportamento ndo ocorreu para o analito
anfetamina. Sugere-se que nesse caso da anfetamina que o solvente selecionado
possibilitou que o efeito matriz tenha se sobreposto ao efeito de concentracédo do
analito.

Na Tabela 28 se encontram os valores de log P para os analitos avaliados.
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Tabela 28 - Valores de log P para os analitos avaliados.

Analito Log P*
Anfetamina-d8 n.d2
Anfetamina 1,81
Metanfetamina 2,07
MDA 1,59
MDMA 1,81

Fonte: Autoria propria
1SODRE et al, 2013
2n.d = informac&o nao disponivel

As amostras com a modificacdo A foram injetadas no modo de aquisicdo
MRM, utilizando os derivatizantes MBTFA e HFBA. Os resultados mostraram que
tanto a aquisicdo no modo MRM com o derivatizante MBTFA quanto com o
derivatizante HFBA apresentaram-se satisfatorias, e todas as transicdes descritas
nas Tabelas 12 e 14 foram detectadas.

Para os dois derivatizantes, a area dos picos obtida no modo de aquisicao
MRM foi menor do que a area do mesmo pico adquirido no modo SIM, entretanto o
modo MRM, por ser mais seletivo, apresentou uma maior relacdo entre sinal/ruido
(S/N), quando comparado ao modo de aquisicdo SIM, o que reflete sua importancia
e vantagem na aplicacdo de analise com baixa concentracdo dos analitos de
interesse.(GERGOV, et al.,2003; STAHL-ZENG et al., 2007)

Foi observado que para os experimentos realizados com MBTFA, as linhas de
base, assim como a relacdo sinal/ruido dos analitos e a resolucdo cromatogréafica
foram superiores, quando comparados aos resultados obtidos com o HFBA. Uma
verificacdo importante se refere ao fato dos resultados com o derivatizante MBTFA
serem mais satisfatérios para o analito MDMA quando comparado aos resultados
obtidos com o derivatizante HFBA. O MDMA, dentre todos os analitos avaliados, foi
0 que apresentou menor variacdo de incremento do sinal quando avaliados os
parametros da derivatizacdo (tempo de purga, temperatura do injetor e volume
derivatizante). Ele € o ultimo dos analitos a eluir, apresenta, dentre todos os analitos

avaliados, a menor intensidade de area. Esse comportamento de aparente baixa
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reatividade frente as variacbes dos parémetros para derivatizacdo, pode ser
justificado pelo fato desta molécula ser uma amina secundaria, e possuir a cadeia
alfa-metil-etilamina com grupos substituidos, o que dificultaria a reacdo. (HIDVEGI et
al., 2008) Deste modo, como as condigdes com o MBTFA com a modificacdo A, no
modo de aquisicdo MRM, proporcionaram melhores resultados , esta foi selecionada

para ser aplicada a amostra real de cabelo.

4.4.1 Amostras reais

Baseado nos resultados obtidos com a combinacdo dos derivatizantes e
solventes, foi testada uma amostra real (usuario) extraida com o Protocolo 1 e
ressuspendida com 500 pL de acetato de etila (condicdo A). Essa amostra foi
injetada utilizando o derivatizante MBTFA, devido aos resultados mais satisfatorios,
guando comparado com o HFBA, nos modos SIM e MRM.

Na injecdo da amostra real foi possivel verificar a presencas dos analitos
metanfetamina e MDMA, em ambos os modos de aquisi¢cdo, corroborando com as
informacfes obtidas pela amostra do ensaio de proficiéncia, e possibilitando a
verificacdo da aplicacdo da derivatizacao on-line para determinacdo de anfetaminas

na matriz cabelo.
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5. CONCLUSOES

Os estudos realizados com derivatizagdo direta no injetor (injection port
derivatization) mostraram que essa técnica se apresenta como uma possibilidade
mais simples do que a abordagem convencional para aplicacdo em determinacéo de
anfetaminas em amostras de cabelo. Esse tipo de derivatizacdo, devido a
simplificagdo no preparo, menor consumo de regentes, maior reprodutibilidade
(devido a automatizacdo) mostra-se viavel para aplicacdo em rotinas de laboratério.
Os principais parametros avaliados: tempo de purga, temperatura do injetor e
volume de derivatizante mostram que a combinacdo dessas 3 variaveis é
responsavel pela obtencdo de resultados satisfatorios durante o desenvolvimento.
Também como resultado desse trabalho é possivel verificar que a derivatizacdo por
acilagdo apresenta-se como uma alternativa viavel para derivatizagdo de
anfetaminas, levando-se em conta o fato desse tipo de reacdo produzir produtos de
acilacado mais estaveis, com diferentes derivatizantes.

Deste modo, para projetos futuros e continuidade do trabalho, sugere-se
prosseguir com a aplicacdo das condicbes cromatograficas e espectrométricas
estabelecidas para derivatizacdo no injetor para prossegui com a validacdo do
método analitico para determinacdo de anfetaminas em cabelo e possibilitar a

aplicacdo em uma rotina de laboratério.
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