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RESUMO

As analises toxicologicas eadarte indispensavel em casos de investigacdo clinica e forense
relacionados a exposicdo a medicament@s @lrogasde abuso. Atualmente, os métodos
analiticos devem considerar os conceito@danica Analitica Verde (GAQ) fim de promover
praticas sustdaveis Neste trabalho, buscee revisar a literatura existente na aplicagéo da
GAC em analises toxicologicashservandese que as principais estratégias envoleamo de
técnicas de preparo de amostnabientalmente amigaveis e a adaigmateriais &rnativos.

Dessa forma, uma metodologia baseada em microextracdo em fase solida dispersiva (DSPME)
com posterior analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria deemassaem
(LC-MS/MS) para a andlise de catinonas sintéticas e outramsirem sangue total foi
desenvolvidaO sorvente utilizado na técnica de DSPME foi o p6 de coringadito na
aplicacdo a amostras de sangue. Posteriormente, o método foi aplicado a amostras de sangue
post mortemprovenientes do Departamento de Peritisoratoriais do Instituto Geral de
Pericias do Rio Grande do Sul. Outra metodologia baseada em DSPME foi desenvolvida para
a determinacdo de antidepressivos em amostras de urina, com posterior analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometnzadsas (GO/1S). Esta metodologia utiliza

o residuo de malte (BSG) como sorvente, uma aplicacéo inédita deste material, sendo aplicada
a amostras de urina do Centro de Informacao Toxicoldgica do Rio Grande do Sul. Além disso,
a possivel variabilidade dossrdtados quando utilizado o BSG proveniente de diferentes
origens foi investigada. Adicionalmente, foi realizada a analise de custo do material em
comparacdo com opc¢des comerciais. Também foi desenvolvida uma metodologia para a
determinacao dos isdmeros kexahidrocanabinol (HHC), 9RHC e 9SHHC em amostras

de fluido oralbaseado na extracdo por QUEChERS acoplado #MS&CFoi realizada a
investigacdo da estabilidade estendida dd¢H® e 9SHHC nas amostras de fluido oral e em
solucdes. Todos os métodasdm validados de acordo com diretrizes internacionais para que
sua confiabilidade fosse atestada. De maneira geral-g@odemprovara aplicacdo dos
principios da GAC nas metodologias, com foco na simplificacdo dos processos, substituicdo de
reagentes gencialmente toxicos, utilizacdo de menores volumes de amostra e reagentes e
reducao do custo total. Estes achados evidenciam o potencial sustentavel que as técnicas verde:
possuem, sem perda de eficiéncia, sendo alternativas interessantes para aocdioaiddem
toxicologia

Palavras chave:Quimica Analitica Verde, Analises toxicoldgicas, Biossorventes, Drogas de
abuso AntidepressivosSubstancias Psicoativds;-MS/MS, GGMS.



ABSTRACT

Toxicological analysesrucial componentsf clinical and foresic investigations related to the
intake of pharmaceuticals and drugs of abuse. Currently, analytical methods must consider the
concepts of Green Analytical Chemistry (GAto promote sustainable practic8his study

aimed to review the current literatuna the application of G& in toxicological analysedt

was found that the most prominent strategies involved the implementation of green sample
preparation techniques and the use of alternative mat&asrdingly, a methodology based

on dispersive da phase microextraction (DSPME) coupled to liquid chromatographgiem

mass spectrometry (L®S/MS) for the determination of synthetic cathinones and other
psychoactive substanceswhole blood was developed. The sorbent employed in the DSPME
procedurewas cork powderapplied for the first time to blood samplé&subsequently, the
method was applied tpost mortemblood samples from the Departamento de Pericias
Laboratoriais do Instituto Geral de Pericias do Rio Grande d@Sother methodology based

on DSPME was developed for the determination of antidepressants in urine samples, with
analysis by gas chromatograpimass spectrometry (GRS). This methodology employs
brewer s spent grain (BSG) as sorbedtvgs a n
applied to the analyses of urine samples from the Centro de Informacgéo Toxicologica do Rio
Grande do SulThe variability of results obtained using BSG from different sources was also
evaluatedAdditionally, acost analysis of the BSG material wasfprmed and compared with
commercial sorbents. Also, a methodology was developed for the determination of
hexahydrocannabinol (HHC) isomers,-8RIC and 9SHHC, in oral fluid samples based on
QUECHhERS extraction coupled to @€S. Thelongtermstability of 9R-HHC and 9SHHC in

oral fluid samples and solutions was investigated. All methods were validated according to
international guidelines to ensure their reliabili®verall, the application of GAC principles

was demonstrated across the proposed methaitis,emphasis on process simplification,
replacement of hazardous reagents, reduced consumption of sample and solvents, and cost
reduction.These findings demonstrate the sustainable potential of green techniques, without
loss of analytical efficiency, andre interesting alternatives for toxicological routine
laboratories

Keywords: Green Analytical Chemistry, Toxicological analyses, Biosorb@&rtggsof abuse
Antidepressast Psychoactive substancés;-MS/MS, GGMS.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Andlises toxicoldgicas

As analises toxicologicas sdo delevancia essencigdara a investigacdo de casos
relacionados a exposicdo agentes toxicos, frequentemente, xenobibtidds resultados
obtidos nas analisesio utilizadogara a elucidacdo do papel que um xenobidiarceem
determinados cenariollo ambitoda toxicologiaclinica e forense, 0s principais cenarios que
fazem uso da analise toxicologicas sdo a determinacdo de intoxicacdes, a invegtighcao
mortemde &bitos potencialmente relacionados a substéancias, a avaliacdo da direcdo sob a
influéncia de drogas, a tegeam de substancias no ambiente de trabalho, a utilizacdo de
potencializadores de performancedmping e a investigacado de crimes facilitados por drogas.
Dessa maneira, as andlises auxiliam na resolugdo clinica dos casos ou nas implicacdes legais
que o casumo de substancias pode incorrer (DDiweira; Vieira; Magalhdes, 2016; Peters
et al, 2017).

O métodomais adequad@ ser utilizado em uma analise toxicolégidapende
diretamente do objetivo da investigacao e das condi¢fes estruturais e finalockibasatdrio
Uma vez definidos estes dois fatorssra possivel estabelecer elemewtusve da analise
como os analitos a serem investigados, o tipo de matriz biolégica empregada na analise e as
técnicas laboratoriais que serdo utilizadas, tanto pgpeeparo da amostra quanto para a
posterior analise instrumental. A interpretacdo dos achados também ir4 depender destes
elementos, visto que cada tipo de analito, matriz ou técnica utilizada terd suas particularidades
e suas limitacdes (MoffatDsseltm; Widdop, 2011; Peterst al, 2017).

1.1.1 Analitos de interesse toxicologico

1.11.1 Antidepressivos

Os medicamentos sdo uma abrangente classe de substancias de importancia
toxicologica. Apesar de seu uso terapéutico, os medicamentos sédo frequentacwrtados
em casos de intoxicacdo, sendo eles fatais ou n&o fatais, mas que podem acarretar em graves
sequelas como faléncia renal, hepatica, pulmonar e problemas cognitivos (Ebala@623).
As intoxicagdes por medicamentos sdo usualmente digidigla n&eantencionais e
intencionais. As nadmtencionais ocorrem principalmente com criangas ou por erro terapéutico,

guando o medicamento possui uma estreita janela terapéutica. Ja as intencionais, sdo uma forma
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de automutilacdo que podem resultar engsidios (Azabet al, 2016; Cowanst al, 2023). O
tipo de medicamento envolvido nas intoxicagfes ira mudar conforme fatores locais como a
disponibilidade para compra e o custo para a aquisicdo. Em sua maioria, as substancias mais
frequentementenvolvidassdo os analgésicogs quais apresentam prescricdo excessiva em
diversos paises, por muitas vezes, podem ser adquiridos sem receita médica, sendo de facil
disponibilidade. Adicionalmente, h4 uma grande prevaléncia de farmacos psicoativos, como
antidepresivos e benzodiazepinicos, visto que pacientes em tratamento para transtornos
psiquiatricos possuem facil acesso a estas classes de farmacos éAllar2022; Azatet al,
2016; Cowanet al, 2023).

De acordo com dados do relatério anual do Centilofdemacédo Toxicoldgica do Rio
Grande do Sul (CHFRS), no ano de 2023 os medicamentos representaram o principal agente
toxicolégico. Os medicamentos também foram considerados 0s principais agentes de
exposicao, representando 32,9% dos casos (n=10.63dlicate pelo servico. As principais
circunstancias envolvidas com a intoxicacao por medicamentos foram as tentativas de suicidio
(71%), seguido por acidentes individuais (16%), onde a exposicdo ocorre de forma nao
intencional. Em relacéo a idade dos casws medicamentos, a maioria ocorreu na faixa etaria
dos 20 aos 29 anos. Em relagéo ao género, 69,2% eram mulheres, 30,6% eram homens e 0,1%
nao identificados. Entre os medicamentos, 0s principais grupos ideld#idaram os
antidepressivos (19,8%), os lzediazepinicos (19%), cs analgésicos/antipiréticos (10,3%),
0S neurolépticos (9%) e os anticonvulsivaes (5,96) (Rio Grande do Sul, 2024).

Os antidepressivos sdo uma classe de farmacos empregados no tratamento da depressac
E estimado que mundialmenicerca de 280 milhdes de pessoas sofram com depresséo (WHO,
2023). Além disso, as desordens depressivas sao consideradas como a maior causa de perda d
saude, sem consequéncias fatais (&al, 2020). Dessa forma, o uso de antidepressivos vem
aumentado em diversas populacdes, associado também com um aumento do uso continuado
destes medicamentos na forma de tratamentos de longo prazo; (Brod3020; Luocet al,
2020; Noordanet al, 2015). De forma geral, a populacdo com maior prevaléncia de uso de
antidepressivos sao as mulheres, na faixa etaria dos 40 aos 49 anos (Noordam, 2015; Read
Williams, 2018). Além disso, os antidepressivos vém sendo utilizados para outras indica¢des
como ansiedade, dor neuropatica e desordens do sono (Gdazddzet al, 2015; Noordam
et al, 2015).

O tratamento da depresséo é realizado dentro do cuidado primario no sistema de saude,
e a terapia medicamentosa com antidepressivo Unico é a primeira linha de intervencdo

(Gonzalezlopezet al, 2015). A escolha do antidepressideal para cada paciente deve ser
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realizadacom base em fatores relacionados ao paciente como os sintomas exibidos, a sua
preferéncia, seu historico de tratamento e a presencas de outras comorbidades psiquiatricas, €
fatores relacionados ao medicamemtmmo o perfil de seguranca, os efeitos adversos
relacionados e o custo (Marasgteal, 2021). Apesar dratamento com antidepressivos ser a

pri meira escol ha par a ma ndesjpacierdes ndd egpondesnde O
maneira adequada ao mesmo. Além disso, os efeitos terapéuticos dos principais antidepressivos
s6 comecam a ser notados entre ®2asemanas do inicio do tratamento, o que dificulta a
aceitabilidade do paciente (Hillhoyseor t er , 2 (Din&n;Cry@ahd20ka r vy

As primeiras substancias a serem utilizadas como antidepressivos foram compostos
inibidores da monoaminoxidase (MAO$%eu uso foirealizadocom base na teoria das
monoaminas, que postula que pacientes com depressao possuem concentracdes diminuidas do
neurotransmissores dopamina, norepinefrina e serotonina. Dessa maneira, a inibicdo da MAO
impediria a degradagao dos ndwaasmissores citados, aumentando sua concentragédo na fenda
singptica (HarmerDuman Cowen, 2017; HillhousePorter, 2015). Na década de 60, com a
sintese da imipramina, uma nova classe de antidepressivos era desenvolvida, os chamados
antidepressivos triclicos (PereirgHiroaki-Sato, 2018). Os antidepressivos triciclico3 CA)
recebem este nome por conta de sua estrutura quimica, contendo um nucleo com trés anéis
aroméaticos e uma cadeia lateral alifatica, que varia conforme a molécula (Glauser, 2000). A
moléculas doATCs sao rapidamente absorvidas no trato gastrointestinal apos administracéo
oral, com pico de concentracdo plasmatica entre 2 a 8 horas. A maior paA&Cose
distribuem no plasma de forma conjugada com proteinas plasmaticas. Adbiwtreacao
ocorre pelo sistema do citocromo P450 e apds processos de desmetilacdo, hidroxilacdo e
conjugacao, sdo excretados na urina pelo sistema renal (Gillman, 2007; Glauser, 2000).

O mecanismo de acdo d83Cs é complexo e envolve a inibicdo da recgidade
norepinefrina e serotonina no neurdnio -piAptico, a acdo antagonista em receptores
histaminicos H receptor esl aelrrécep®reg muscadnico8 do sistema
colinérgico e receptores serotoninérgicos bHiMo neurdnio pésinaptico Gillman, 2007;
Hillhouse Porter, 2015). Dado a sua agcdo em diversos tipos de receptoddE®possuem
uma diversidade de efeitos adversos associados, como desregulacdo do sono, hipotensao
postural, boca seca, visdo turva, constipacao, retencéo ugrtagaicardia (Gillman, 2007).

Em intoxicagcOes, 0ATCs levam a diminuicdo da contracdo cardiaca pelo bloqueio de canais
de so6dio, no entanto os efeitos adrenérgicos incluem taquicardia e hipertermia, que podem
evoluir para disritmia, confuséo, deliri@rvulsdes e coma (Glauser, 2000; Kihganacoody,

2024). No entanto, apesar destes efeitos, as prescricdd<deainda sdo muito prevalentes,
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0 que pode ser explicado pelo seu custo mais acessivel, 0 que € relevante no contexto de paise
em desenvolvim&o e sistemas publicos de saude (Marasirad, 2021).

No entanto, uma outra classe de antidepressivos foi desenvolvida nos anos 70 para
serem drogas mais seletivas e com menos efeitos adversos quando comparaios.dosta
outra classe sdo os iniloiges seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS), que nos anos 90 se
tornaram a classe mais prescrita dentro dos Estados Unidos (Reireia&i-Sato, 2018). Os
ISRSs, como o proprio nome explicita, sdo moléculas capazes de inibir seletivamente a
recaptgdo do neurotransmissor serotonina, fazendo com que a disponibilidade do mesmo
aumente na fenda sinaptica. E estimado que a ordem de seletividade para serotonina seja de 2(
a 1500 vezes maior nestas moléculas quando comparado a norepinefrina (Hiftutese
2015). Atualmente os ISRSs sao considerados a primeira linha de tratamento para a depressao,
sendo amplamente utilizados ao redor do mundo (Haibnenan Cowen, 2017; Lueet al,

2020). No entanto, alguns efeitos adversos como nauseas, insorfineddis sexuais estao
associados ao uso dos ISRSs, enquanto que em intoxicacdes, podem levar a agitagdo, vOmitos
e taquicardia (HillhousdPorter, 2015; KingThanacoody, 2024).

Outra classe de antidepressivos sdo os inibidores da recaptacdo de semtonina
norepinefrina (IRSN), que agem na inibicdo da recaptagédo de serotonina e norepinefrina no
neurdnio presinaptico (Hillhous; Porter, 2015). O uso de IRSNs € usualmente prescrito
guando o paciente nao responde ao tratamento com ISRSs (Hauman; Cowa, 2017). A
seletividade para serotonina e norepinefrina ir4 variar de acordo com a molécula. Um dos
exemplos de IRSNs mais utilizados € a venlafaxina, que possui eficacia similar ou maior que
algunsATCs e ISRSs, porém com um menor grau de efeitos adversme aumenta a adesao
do paciente ao tratamento (Lamb&aourin, 2002). Entr@sefeitos adversos reportados pode
se citar nauseas, insbnia, vertigem, constipacao, sudorese e dor de cabeca, enquanto que en
intoxicacdes, os IRSNwomovemarritmias catliacas e convulsfes (Kinghanacoody, 2024;

Lambert Bourin, 2002). As estruturas quimicas dos antidepressivos avaliados neste estudo, que
incluemATCs, ISRSs e IRSNs podem ser encontradakigura 1.
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Figura 17 Estruturas quingias dos antidepressivos avaliados neste estudo
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Fonte: Elaboragéo propria.

Além destas trés classes de antidepressivos mais comumente utilizadas, existem outros
farmacos capazes de modular o sistema monoaminérgico, chamados de antidepressivos
atipicos. ltre os exemplos poese citar a bupropiona, que ira inibir a recaptacédo de dopamina

com mai or seletividade e norepinefri nra, e
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adrenérgicos (Harmer; Dumaowen, 2017; HillhousePorter, 2015). Recentemente,
envolvimento do sistema glutamatérgico também vem sendo avaliado na etiologia da
depresséao. Esse fato decorre da acdo antidepressigtadanaanestésico dissociativo capaz

de bloquear os receptoresnti-kD-a s part at o do si st emdinagl ut an
Cryan, 2015; Pereirdiroaki-Sato, 2018). Efeitos antidepressivos rapidos foram relatados com

uso de dose Unica de ketamina, no entanto, por conta do potencial de abuso e dependéncia dest
substancia, seu uso deve ser investigado com cautelan@f Duman Cowen, 2017;
Hillhouse Porter, 2015). Além disso, outros sistemas vém sendo estudados pelo seu
envolvimento causal com a depressao, como cascatas de sinalizagéo celular e expressao génica
0 que explica a baixa taxa de resposta ao tratarapetas focado no sistema monoaminérgico
(Harmer; Duman; Cowen, 2017). Novos alvos para a acdo de antidepressivos incluem
neuropeptideos, receptores opioides, receptores do acideagaimzbutirico (GABA), entre

outr os ;Didag Crgaa,2015).

Quardo se avaliam antidepressivos pelo viés da toxicologia, 0s mesmos correspondem
entre 20 a 30% das intoxicacdes intencionaisfaiis que irdo resultar em um atendimento
hospitalar e cerca de 20% das intoxicacdes fatais (Betgain 2010; Hawtoret al, 2010).

Como antes mencionado, os antidepressivos sao os medicamentos mais presentes em casos d
intoxicacdo no Rio Grande do Sul, segundo os dados dd&RSITEntre os antidepressivos, as
principais substancias envolvidas no ano de 2023 foram a fluoX2#ri6), a amitriptilina

(17,8%), o litio (15,0%), a sertralina (12,7%), e o escitalopram (8,B%)Grande do Sul

2024). Alguns estudos reportam o aumento das taxas de tentativa de suicidio e sucidios em
jovens, menores de 25 anos, que fazem o usotikepressivos (Brent, 2016; Couplagtcal,

2015). Os antidepressivos mais envolvidos com tentativa de suicidio sdo os ISRSs,
possivelmente por serem 0s mais prescritos (Berpgln 2010). No entanto, os ADTs possuem

uma toxicidade maior, dessa maaearprescricdo dos mesmos deve ser cautelosa em pacientes
com tendéncias suicidas (Hawtenal, 2010; Methlinget al, 2019). Essa prescrigao se torna

ainda mais complexa quando se considera a tentativa de suicidio como um dos eventos mais
comuns para micio do tratamento com antidepressivos. Dessa maneira, uma abordagem mais
integrada deve ser adotada principalmente em jovens, considerando as particularidades desta
populacdo, tanto fisiolégicas, como a presenca de maior densidade de receptores e a
biotransformacdo mais acelerada, quanto psicoldgicas, visto que € uma fase da vida de
mudancas expressivas e autodescobrimeBim muitos casos, o inicio do uso de
antidepressivos esta relacionado com a tomada de iniciativa para o suicidio na populacdo jovem

visto que ha uma melhora inicial na energia do indivi@uent, 2016)
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1.1.1.2 Drogas de abuso

Na toxicologia, drogas de abuso séo definidas como substancias psicoativas capazes de
provocar alteragcdes no sistema nervoso central e induzir dependéoaie/fisi psicolégicad
dependéncia éeconhecidacomo uma doenca crdnica caracterizada pelo comportamento
compulsivo em relacdo ao uso da substamespecialmente pela perda de controle sobre a busca
€ 0 consumo, apesar das consequéncias advisssapale ser relacionado com o individuo se
colocando em situacdes de risco e violéncia para conseguir a droga. Além disso, o individuo ira
vivenciar um estado emocional negativo quando o acesso a droga Ihe é negado. Dentre as drogas
temos duas classificacdesrge: as drogas licitas e as drogas ilicitas. As drogas licitas se
referem aquelas cuja producdao, distribuicdo, comercializacdo e consumo nao constituem crime.
Entre as drogas licitas mais comuns podemos citar o alcool e o tabaco (McLellan, 2017). Ja as
drogas ilicitas sdo aquelas que possuem controle sobre todos os processos, sendo mundialment
controladas pela Convencdo Unica sobre Entorpecentes de 1961 ou pela Convencdo de
Substancias Psicotropicas de 1971 (UNODC, 2024). No Brasil, a regulamentac&eratwol
essas substancias € dada pela PortaBd4 de 12 de maio de 1998 do Ministério da Saude,
sendo elas relacionadas na lista F, que elenca as substancias de uso proscrito no pais (Brasil
1998).

Segundo o ultimo Relatério Mundial sobre Drogas, o enarglobal de usuérios de
drogas ultrapassou os 290 milhdes em 2022. As substancias mais prevalentes, em ordem de
usuarios, sdo @annabis osopidides, as substancias do tipo anfetamina, a cocaina e o ecstasy.
Em relacdo as substancias maiseapdidas por autoridades da seguranca publi€anaabis
também figura como mais prevalente, considerando a quantidade em toneladas, seguida pela
cocaina, o 6pio e a metanfetamina. No entanto, o padrdo de apreen§@malbissegue
estavel nas ultimasids décadas, o que pode ser relacionado a legaliza¢do ou descriminalizacao
do consumo e distribuicdo em muitos paises. Enquanto isso, a apreenséo de opiaceos teve qued:
nos ultimos anos, muito relacionado com o banimento da producdo no Afeganistdo em 2022,
onde a producdo teve queda de 70% no periodo de unEangontraste, obsense um
aumento nas apreensdes de cocaina desde 2015, com crescimento acentuado a partir de 202(
Um padrdo semelhante, porém, muito mais exacerbado vem sendo observado para as
arfetaminas, com crescimento das apreensdes desde o final dos anos 2000. Além disso, ainda

temos no mercado as Novas Substancias Psicoativas (NSPs), que tiveram grande crescimento
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no nimero de novos compostos identificados entre-2018. Atualmente, o nUmede novos
compostos identificados a cada ano segue estavel, com cerca de 566 NSPs no mercado no anc
de 2022 (UNODC, 2024; UNODC, 2025).

No Brasil, os ultimos dados sobre o uso de drogas pela populacdo foram coletados pelo
[Il Levantamento Nacional sobeeUso de Drogas pela Populagéo Brasileira (LNUD) em 2017.
Cerca de 15 milhdes de brasileiros relataram ter consumido algum tipo de substéncia ilicita na
vida, enquanto 2,5 milhdes reportaram o uso nos ultimos 30 dias. A drogas de abuso mais
prevalente, quado considerado o uso na vida, € a maconha e seus similares (haxixe, skunk)
(7,7%), seguida pela cocaina na forma de cloridrato (3,1%), solventes (2,8%), cocaina na forma
de crack (0,9%), dietlamida do acido lisérgico (LSD) (0,8%) e -34
metilenodioximetafetamina (MDMA) (0,8%). Quando avaliado o consumo nos ultimos 12
meses, o perfil sociodemografico apresenta uma prevaléncia maior para homens (5%), com
idade entre 18 e 24 anos (7,4%), com escolaridade de ensino superior completo (4.4%). A idade
mediana dg@rimeiro consumo de alguma substancia ilicita é de 16.6 anos, quando considerada
a populacao total (Brasil, 2017). J& no cenario estadual, de acordo com o Relatério Anual de
2023 doCIT-RS, as drogas de abuso representaram apenas 0,83% do total déeraidesa
A maioria dos casos de intoxicacao por drogas de abusos foram decorrentes do uso intencional,
ocorreram na faixa etéria de 20 a 29 anos, e com uma maior prevaléncia no sexo masculino
(67,5%), quando comparado aos casos do sexo feminino (32,5%yofas de abuso mais
frequentes foram o alcool (46,7%), a cocaina (35,0%), a mac¢tg2%), a nicotina (1,7%) e
MDMA (1,6%) (Rio Grande do Sul, 2024)

1.1.1.2.1 Drogasintéticas classicas

As drogas sintéticas sdo substancias psicoativas produziclgs de produtos
quimicos, ou seja, ndo necessitam de uma fonte vegetal para sua extracdo. Isso pode ser
considerado uma vantageto ponto de vista de quem comercializa estas &utisss de forma
que sua producao nédo é influenciada por diversos fator@stgrferemna colheita das plantas,
como eventos thaticos extremos. Os principais paises reconhecidos como fontes de quimicos
precursores para a sintese de drogas sintéticas s&o a China e a india, enquanto a maior parte d
producao finalocorreem paises europeus. No entanto, principalmente apos a paru@am

COVID-19 e as dificuldades de mobilidade impostas durante esse periodo, laboratdrios
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clandestinos de producdo de drogas sintéticas estdo se tornando mais frequentes no mundo
inteiro, incluindoo Brasil (UNODC, 2024).

No Brasil, segundo o ultimo Rabrio de Drogas Sintéticas elaborado pela Policia
Federal, as drogas sintéticas representaram em 2023, 9% (n=733) do total de laudos de analise
de drogas, com 965 an8lises positivas-: As
metilenodioxianfetamin@MDA) e LSD, totalizam 60,5% dos casos positivos, uma queda em
relacdo ao ano de 2022 (87,1%) e 2021 (77,9%). A substancia mais prevalente em 2023 foi 0
MDA, com 243 deteccdes, 0 que representa 25,2% do total de drogas sintéticas e 38,8% das
drogas classias. Em segundo lugar est&BMA com 201 positivos, representando 20,1% do
total de drogas sintéticas e 32,1% das drogas classicas. E o primeiro ano, desde o inicio do
monitoramento, que a deteccdo de MDA é maior que a de MDMA. Este comportamento pode
ser justificado pelo estabelecimento de uma producdo nacional de MDA, hipbétese que é
corroborada pelas apreensfes de quimicos precursores da sintese de MDA no pais. Além disso,
houve um salto na quantidade de comprimidos apreendidos, que passou de 68.983,em 2
para 172.105 em 2023 (Brasil, 2024).

A MDMA é um composto que foi primeiramente sintetizado em 1912, pela empresa
Merck para uso terapéutico. No entanto, foi redescoberto com o passar dos anos, ganhando
popularidade nos anos 80, principalmente fiasarecreativosno cenario de uso em festas,
ravese festivais (EMallakh; Halpern Abraham, 2015; Farraet al, 2025 Meyer, 2013;

Nichols, 2022). AMDMA é umaderivadasintéti@ada anfetamina, com um nucleo quiral, sendo
assim, possui dois isdmerosresirais (R e S). As estutas daMDMA e daMDA podem se
visualizadas na Figura 2. Andbado bases fracas com valor de plRaeR7, respectiamente.
Usualmente, a sinteskie MDMA resulta em uma mistura racémica dos dois isdmeros, no
entanto o isbmero &mais potente e responsavel pelos efeitos clinicos. A sintese de MDMA e
MDA é tradicionalmente realizada com quimicos como o safrol, isosafrol, piperonal e piperonil
metil cetona (PMK). Atualmente outros compostos estédo sendo utilizados como o helional e
derivados do PMK como PMK glicidato e PMK &cido glicidico -kHllakh; Halpern;
Abraham, 2015; Farrat al, 2025; Hartmaret al, 2014; Merciercat al, 2023).
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Figura 271 Estruturas quimicas das drogas sintéticas classicas

O
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3,4-metilenodioxianfetamina (MDA)
Fonte: Elaboragéo propria.

A distribuicdo @MDMA é usualmenteealizadana forma de comprimidos, pés, cristais
e c8psul as. £ popul armente chamado de ecst
utilizado para descrever a forma de p6 ou cristal, engu@Enoutros sdo mais utilizados para
comprimidos, forma mais comum de apresentacao (Krotedski, 2018). Os comprimidos se
apresentam em formas diversas, com grande variedade de cores e logos, que buscam identificar
uma f@Amarcado. Um deterd a qupntidade cdaiNDAMA hos com@imidos que
vem aumentando com o passar dos anos. A dose tradicional de MDMA varia entre 50 a 100
mg, no entanto, recentemente a dose média encontrada esta em torno de 150 a 200 mg, sendc
observados comprimidos com mdis 400 mg de MDMA. Doses acima de 120 mg ja foram
relacionadas com um aumento de risco de efeitos adversos, enquanto doses maiores que 18C
mg foram relacionadas com a aparicdo de apenas efeitos adversos, em individuos sem
tolerancia. Adicionalmente, osmogrimidos possuem uma pureza variada, podendo ainda nao
apresentara substancidViIDMA. Adicionalmente, os adulterantes mais comuns incluem
subprodutos da sintese, MDA e NSPs, principalmente catinonas sintéticasgfralrr2025;
Krotulski et al, 2018;Meyer, 2013; Roxburght al, 2021).
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Por se apresentar matariamente como comprimido,MDMA é administradgela
via oral, com relatos de administracéo intranasal e intravenosa (Meyer,048. ingestao,
€ rapidamente absorvidao trato gastroinstinal e o pico de concentracdo plasmatica é
alcancadem 1 a 2 horas. Possui alta biodisponibilidade, uma vez que néo se liga fortemente
as proteinas plasmaticas, permanecendo na forma livre (Eamahr 2025; Hartmaret al,

2014). A biotransformacdala MDMA ¢€ realizada pelo complexo citocromo P450,
particularmente na enzima CYP2D6, através de reacdes de desmetilacdo, desalquilacdo e
desaminacéao. Os principais produtos formados saodit8gtoximetanfetamina (HHMA) a

MDA, que é ativo. No entanto,a@nética d MDMA é considerada natnear, pois o proprio
composto é capaz de inibir a enzima CYP2D6, dessa forma inibindo sua biotransformacéo.
Dessa maneira, um pequeno aumento na dose administrada pode resultar em um aumento
significativoda concentraip plasmatica (EMallakh; Halpern; Abraham, 2015; Farwtral,

2025).

A MDMA promove o aumend da concentragdade monoaminas (dopamina,
norepinefrina e serotonina) na fenda sinaptica. Este aumento pode ser decorrente de dois
mecanismos principais. No ipreiro, a MDMA se liga ao transportador bloqueando a
recaptacdo das monoaminas. No segundo, se liga ao transportador e provoca uma mudanca de
conformacdo do mesmo. Esta ligagdo também incorre no aumento da concentragdo intracelular
dos neurotransmissord3essa forma, ha uma reversao da funcéo do transportador, que passa a
liberar as monoaminasanfenda sinaptica. Além disso, MDMA pode atuar inibindo a
degradacdo das monoaminas pela MAGMEllakh, Halpern Abraham, 2015; Farraat al,

2025; Meyer, 2018 Possui uma maior seletividade com transportadores de serotonina, 0 que
esta relacionado com um aumento de sociabilidade e empatia. DessaafbtDdA €, por

muitas vezes, classificadam um novo grupo de substancias, os chamados entactdgenos
(Nichols,2022). Em relacda MDA, a literatura ainda ndotéo extensa, quando comparada
MDMA. No entanto, a cinética e dindmica destas substancias é similar, com MDA tetwo efei
de maior duragdo. EnquantoMDMA é responsavel por um aumento da sociabilid&de,
observado que &DA produz efeitos mais introspectivos, como distor¢cao de percepcéo e
tempo, principalmente por acao nos receptores de serotonina (Batggot2019).

Entre os efeitos desejados do uso de MDMA, psmleitar o aumento da sociabiligad
autoestima, energia, libido e percepcdo sensorial, a melhora das rela¢gdes interpessoais, a
alteracdo de consciéncia e o relaxamentdM@lakh; Halpern Abraham, 2015; Meyer, 2013).

Entre os efeitosndesejadastémse efeitosclinicoscomo o aumento dfrequéncia cardiaca,

hipertermia, tonturas, nauseas, hipertensdo, tensdo muscular, boca seca, visao turva, sudorese
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bruxismo e trismo, e efeitos psiquicos como ansiedade, alucinagfes, desorientacdo, ataques de
panico e comportamentos impulsivos. Em caseseros, promove desidratacdo pela
hipovolemia, hiponatremia, infarto do miocardio, convulsdes, rabdomiolise, faléncia hepatica,
injria renal, acidente vascular cerebral, coagulacéo intravascular disseminada e coma. E
possivel verificar uma diferenca danifestacdes adversas em funcao do género, com mulheres
apresentandmais efeitos adversos que homensNEllakh;, Halpern Abraham, 2015; Farrar

et al, 2025; Roxburglet al, 2021). O manejo da intoxicagao €é realizado com tratamento de
suporte, sendoorduzidaa reposicao de liquidos pela via intravenosa para a desidratacéo e o
uso de banhos de gelo e cobertores térmicos para a hipertermia. Adicionalmente, podem ser
administrados benzodiazepinicos para conter a agitacédo @ata2025). Além diss@Efeitos
residuais sdo observados dias apds o consumo, incluindo irritabilidade, fadiga, mudanca de
apetite, inquietacao, disturbios do sono, depresséao e ideacéao suicidaefrds12025; Meyer,

2013). Em wusuérios crbnicos sao observados sintomas s&ugpes como baixa
concentragdo, problemas de memoria, desordens de humor e ansiedade (Meyer, 2013).

Em relacdo ao perfil de intoxicacdes, as fatalidades ocorrem em maior nimero em
homens (entre 80 e 95% dos casos) e com idade entre 24 e 28 anose@re@ % das
mortes com a presenca de MDMA estao relacionadas diretamente com o coasliogad de
abuso. No entanto,MDMA sendo utilizadacomo Unico agente representa somente 13 a 25%
dos casos, sendo verificado um alto uso de polisubstancias (gbxdtual, 2021). As
substancias frequentemestecontradas em agsacdo com MDMA sao o alcool, £annabis
outros estimulantes (anfetamina, metanfetamina e cocaina), NSPs, LSD, &cido gama
hidroxibutirico (GHB), cetamina e medicamentos prescritosgipatmente opidides (Farrat
al., 2025; Meyer, 2013; Roxburgtt al, 2021). No restde das fatalidades (30 a 40%), a
MDMA foi consideradaagente contribuidor para o 6bito, sendo a maioria por acidente de
transito e suicidio (Roxburgtt al, 2021). Reentenente, o potencial terapéutico NIDMA
vem sendo investigado, com maior aplicacdo no tratamento do estressaupi@dico
associado a psicoterapia {®hllakh; Halpern; Abraham, 2015; Meyer, 2013)

1.1.1.2.1 Novas substancias psicoativas

As NSPs sadefinidas pela UNODC como aquelas substancias que ndo sao controladas
pelas Convencdes de 1961 e 1971, mas que tem o potencial de causar dependéncia. Mais de

1200 NSPs ja foram identificadas em cerca de 140 paises ao redor do mundo. Devido a esse
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grande damero de substancias e também a heterogeneidade de composi¢des, as NSPs séo
comumentes divididas em grupos de acordo com suas caracteristicas quimicas, sendo eles:
aminoindanos designer benzodiazepinicosanalogos do fentanil, lisergamidas, nitazenos,
substancias do tipo fenciclidina, fenetilaminas, fenidatos, fenmetrazinas, piperazinas,
substancias de origem vegetal, canabinoides sintéticos, catinonas sintéticas, triptaminas e outras
substancias (UNODC, 2025). No Brasil, os grupos de maior relevaritalégica, por serem

0S mais encontrados em apreensdes e em relatos de casos, sdo as fenetilantinasaas ca
sintéticas e os canalmides sintéticos (Dos Santesal, 2023).

De acordo com o ultimo Relatorio de Drogas Sintéticas elaborado pela Feldsral,
em 2023 foram 71 NSPs identificadas, sendo 29 inéditas no pais. O grupo de NSP ma
prevalente foi o dos canabides sintéticos, com 100 deteccdes em 2023, o que corresponde a
29% do total de NSPs. Esse numero também representa um aumengsiexpie grupo
quando comparada a dados de 2022 e 2021, onde o numero de detecc¢bes foi de 27 (10,6%) €
12 (83%), respectivamente. O canahd®sintético mais prevalente no pais no ano de 2023
foi o ABD-Butinaca, com 52 ocorréncias, sendo também a sek&téncia mais detectada
considerando todas as drogas sintéticas. Em segundo lugar dentre as NSPs, esta o grupo da:
fenetilaminas, cujas deteccdes vém caindo nos ultimos anos de maneira acentuada. Em 2023,
elas representaram apenas 15,7% do total de NfBiPS4£ deteccdes, enquanto este percentual
em 2022 era de 34,5%, e de 60% em 2021. A substancia mais prevalente do grupo das
fenetilaminas no pais em 2023 foi o 2BBOH. O ultimo grupo de maior relevancia dentre as
NSPs no Brasil é o das catinonas singé&ticEm 2023, foram registradas 53 detec¢des de
substancias deste grupo, o que corresponde a 15,4% do total de NSPs. Este niUmero represent:
um leve aumento nas detec¢des quando comparado a 2022 onde houve registro de 37 detecc¢be
(14,5%), e um aumento codsravel em relacdo a 2021, quando as catinonas correspondiam a
apenas 2,8% do total de NSPs. A catinona sintética com maior prevaléncia em 2023 foi a
eutilona, que também ocupou o sétimo lugar geral no ranking das principais drogas sintéticas
identificadaso Brasil em 2023 (Brasil, 2024).

As catinonas sintéticas sdo substancias analogas a catinona, substancia estimulante
encontrada na plantdhat (Catha eduli}, originaria de regides como a peninsula arabica e o
leste africano. Nestas populacdes, o uspldata € tradicional, sendo o consumo realizado
mascando as folhas ou através de chas, com o objetivo de aumentar a disposi¢cdo e energia
(Kuropka Zawadzki; Szpot, 2023; Rilest al, 2020). Ja as catinonas sintéticas comegaram a
ser distribuidas no mema para uso recreacional no inicio dos anos 2000, sendo consideradas

alternati vas fimdagtasi cono as anfdtanongsdvMAeesa cocaina.
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Atualmente sdo consideradas o segundo maior grupo de NSPs em diversidade e apreensdes
(Adamowicz, 202&; Chen Zhou; Lai, 2024). As catinonas sintéticas sdo usualmente
encontradas com nomes como fAsais de banhoo
Aprodutos para uso externoo. As formas de a
ou marrms, cpsulas ou comprimidos, no entanto, também ja foram encontradas como liquidos
para cigarros eletronicos e sprays nasais (Pieprzyca; Skowronek; Czekaj, 2022t Riley

2020). A diversidade de substancias se da por modificacbes da molécula batgeoda em

quatro radicais principais: no anel aromatico (R1), na cadeia lateral (R2), e no grupamento
amino (R3 e R4). As modificagdes mais comuns incluem a adicdo de halogénios e grupamentos
alquila (Chen Zhou; Lai, 2024; Kuropka Zawadzkj Szpot, 2023;Riley et al, 2020). A
estrutura base e os possiveis locais de alteracdo da molécula da catinona podem ser visualizados

na Figura 3

Figura 371 Estrutura quimica base das catinonas sintéticas

R1

Fonte: Elaboragéo propria.

As cainonas sintéticas sao majoritariamente consumidas por via oral, seguido pela via
intranasal e via intravenosa. Outras vias de administracdo incluem a retal, pulmonar,
intramuscular e ocular (Daziargt al, 2023; Rileyet al, 2020). A dose tipica para
administracao por via oral varia entre 25 a 75 mg e podieancaro pico de concentragéo
plasmatica em 30 a 45 minutos, quasdadniciamos primeiros efeitos, que podem durar entre
1 a 3 horas (Chezhou; Lai, 2024; Daziaret al, 2023). As catinonas g#ticas irdo aumentar
os niveis de dopamina, norepinefrina e serotonina na fenda sinaptica. Este aumento pode ser

decorrente de dois mecanismos, assim como observadocapdi2MA. No primeiro, a
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substancia ir4 agir como inibidor da recaptacdo das monoarmmzelindo sua volta para o
neurdnio présinaptico. No segundo mecanismo, a substancia ira se ligar como substrato nos
transportadores das monoaminas. Esta ligacdo irA desencadear uma série de cascatas
intracelulares que irdo aumentar a liberacdo dostransmissores. A seletividade para cada

um dos neurotransmissores e 0 mecanismo de a¢cdo de uma catinona especifica irh depender da
modificacdes realizadas a sua estrutura quimica (Kurd@glkeadzkj Szpot, 2023; Rilegt al,

2020)

O consumo destas su@iscias é geralmente realizado na prépria casa do individuo, em
contexto de festas ou em situacdeshkemsexou seja, onde o consumo da droga é realizado
com objetivo de aumentar a atividade e o prazer sexual (La Mtiala 2021). Os efeitos
desejadosdo uso de catinonas sintéticas incluem aumento da sociabilidade, da percepcéo
sensorial, do alerta, da energia, do bom humor, do sentimento eestamda produtividade e
da libido (Chenzhou; Lai, 2024; Daziaret al, 2023). Ja os efeitos adversodiem nauseas,
vomitos, sudorese, tonturas, agitacdo, hipertermia, epistaxe, tremores, taquicardia, midriase,
ansiedade, alucinacdes, comportamento violento e agressivo, confusdo, parandia e ideacao
suicida. Em casos de intoxicagao grave o individuo padgfestar convulsées, rabdomidlise,
faléncia renal, hepatica e pulmonar, encefalopatias e coma. O tratamento é realizado com o
suporte do paciente e administracdo de antipsicéticos para conter os episédios de psicose e
comportamentos agressivos. E impotgagiestacar que os sintomas clinicos irdo depender do
tipo de substancia e sua afinidade e poténcia com os receptores das monoaminas (Adamowicz,
2021a; ChenZzhou; Lai, 2024; Dazianet al, 2023; La Maidaet al, 2021; Pieprzyca
Skowronek; Czekaj, 202Riley et al, 2020).

Tanto em casos de intoxicacédo +idtal, como Obitos decorrentes do uso de catinonas
sintéticas, a maior parte ocorre com homens (entre 80 e 90%), com média de idade perto dos
30 anos. Além disso, é observado uma grande presencéiud® e substancias, com o uso
concomitante de alcool, outras drogas estimulaf@asnabise medicamentos psicoativos.
Adicionalmente, a maior parte dos casos ocorreu em pessoas que ja faziam uso de drogas de
abuso (Daziaret al,, 2023; La Maidaet al, 2021; Pieprzyca&Skowronek; Czekaj, 2022). Outra
guestaalarmanted que, em grande parte dos casos, os individuos ndo tém conhecimento que
estdo utilizando uma catinona sintética e também ndo sabem a dosagem. As catinonas sintéticas
sdo, muitas vezes, ndidas como ecstasy ou presentes como adulterantes dos mesmos (La
Maidaet al, 2021; Rileyet al, 2020). Em relacdo as concentracdes consideradas fatais, um
grande intervalo é observado, variando entre <1 a 50.000 ng/mL. No entanto, estes dados devem

sercuidadosamente interpretados visto que uma alta variabilidade pode ser encontrada devido
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ao tipo de substancia envolvida e, também, a fatores como varia¢Ges individuais, falta de
tolerancia e interagdes entre as catinonas e outras drogas possivelnsentep(@damowicz,
2021a).

Os canabinidles sintéticos, também chamados de agonistas sintéticos dos receptores
canabimides (SCRAs) sdo considerados o maior grupo dentro das NSPs, pelo nimero de
substancias j& identificadas. Relatos da sintese de SCRAs&#trados desde a década de
70, onde as substancias eram investigadas para fins terapéuticos, no entanto o uso recreaciona
destes compostos comecou a se popularizar no inicio dos anos 2000, com a primeira
identificacdo em 2008 da substancia M8 (Alveset al, 2020; Darkeet al, 2020). Isto se
deve principal mente aos SCRAs serem anunci
em paises onde a mesma era proibida. Os SCRAs sao frequentemente distribuidos na forma de
material vegetal, onde plantans propriedades psicoativas sdo pulverizadas com um solvente
organico contendo as substancias. Esse material vegetal € comumente distribuido por nomes
como fASpiceo, A K2 oet @, 2028, R&odBravdeeal, @023). T aribéma
podem ser encoratdos na forma de capsulas comprimidos, pos, e mais recentemente, liquidos
para cigarro eletrénico (Alvest al, 2020; Ambroziak Adamowicz, 2018). Os SCRAs
possuem uma diversidade de estruturas quireleaadasendo geralmente compostos de 22 a
26 4tome de carbono e com uma estrutura genérica composta de quatro partes: o nicleo, a
cauda, a conexao e 0s grupamentos ou anéis aromaticoe{Rbtt2020; Roquéravoet al,

2023).

Como se apresentam como material vegetal, sdo normalmente adminisérdoioaa
fumada, pela via inalatéria, o que permite uma rapida absorcao, distribui¢do e inicio dos efeitos.
Podem também ser administrados por via oral, no entanto a absorcdo é inconsistente,
principalmente pelo metabolismo de primeira passagem. Por serepostos lipofilicos, se
apresentam majoritariamente ligados as protefesmaticas (RoqueBravo et al, 2023).

Essas substanciadoextensamentbiotransformadas no figado pelo sistema citocromo P450,
passando por reacdoes de fase | como a oxidae@mide de reacbes de fase Il como
glicuronidacdo e sulfatacdo, que produzem produtos mais pgbaesveisde serem
eliminados na urina (Alvest al, 2020). Quanto a toxicodinamica, os SCRAs séo considerados
agonistas dos receptores canaes CB1 e CB, possuindo maior afinidade e maior poténcia
quando compa’a&doshdamdEHEAlvbsetalp | 2060 ;etalhl z u bl
2024). A maioria dos efeitos psicoativosorrepor agao no receptor canabioh® do tipo 1,
encontrado em maior quatdide no SNC. A ativagdo deBC da inicio a diversas cascatas de

sinalizacao celular, incluindo a diminuicdo dos niveis de AMP ciclico, modulacédo de canais
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ibnicos, reducdo do potencial de membrana e ativagdo da proteina quinase ativada por
mitdgeno. Aléndisso, podem modular cascatas intracelular independentes da ligagcdo com CB1
e CB2 e agir em sistemas de neurotransmissores como dopamina, glutamato, GABA e
serotonina (Alvegtal, 2 0 2 0 ;et alA 2024y RoquiBravoet al, 2023).

Entre os efeitosabsejados com o uso dos SCRAs se destacam a euforia, relaxamento,
alteracbes sensoriais e sensacdo dedstar (Alveset al, 2020). As manifestacdes toxicas
mais comuns estdo relacionadas com o sistema nervoso central, com alteracdes
neuropsiquiatricas coo perda de memaria recente, psicose, paranoia, ideacéo suicida, delirio,
confusdo, alucinacdes, agitacao e ataques de panico e ansiedadet(Alvez020; Roque
Bravoet al, 2023). Além disso, ha alta toxicidade cardiovascuekmacterizad@or sintanas
como hipertensdo, taquicardia, arritmias, fibrilacdo atrial e ventricular, prolongacdo do
intervalo QT e dor no peito, | eetad,2024gDagke i nf
et al, 2020). Outras complicacdes incluem faléncia hepéticaat, ranavés de injdria renal,
convul s»es, depress«o respirat-ria e compro
et al, 2024). O tratamento clinico da intoxicacédo é realizamtomeiode terapia de suporte,
com manutencdo das vias aéreas e momienéo cardiaco, além da administracdo de
benzodiazepinicos e antipsicoticos para quadros de agitacdo e delirio-Braguet al,
2023). O perfil de intoxicagdes, tanto fatais quantefaéas,inclui homens (cerca de 90% dos
casos), na faixa etaria d@s aos 40 anos, e que ja possuiam um histérico de Bamabis
Também é observada a presenca de consumo de outras substancias, com destaqueopara o alco
o@-THC e cocaina (Darket al, 2020; De Oliveiraet al, 2023). Quanto as concentracdes de
SCRAs ja reportadas em casos fatais, uma faixa ampla € encontrada, com valores que variam
entre 0,01 a 950 ng/mL, a depender da substancia. No entanto, alapeamte dados na
literatura ainda € escassa, sendo dificil estabelecer um limite entre uma dose toxica e uma fatal,
visto que as concentracdes +fatais e fatais se sobrepbem em muitos casos (Adamowicz,
2021b).
Recentemente, uma nova subclasse dos camdén sintéticos vem sendo detada
mundialmente, os canabides semsintéticos. Sua producdo foi alavancada pela
flexibilizacdo da legislagao dos Estados Unidos sobre o status le@ahdabis Desde 2018,
0s subtipos d€annabisc o m ¢ o nt £TH@ ©0,3% sdo permitidos para plantio. Estes
subtipos séo ricos em canabidiol (CBDEqirsor para sintese de canaliles semsintéticos.
Os canabinoles ®mi-s i nt ®t i cos de mabdtarah ii dwpoocr a AEBHE)i nao Is «
e o hexahidrocanabinol (HHC), por serem mais encontrados em apreensfes e casos clinicos

(Hundertmarlet al.,2025; Ujvary, 2024). O HHC é na verdade, uma mistura dos isdmeros 9R
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HHC e 9SHHC, cujas estruturas quimicas sdo apresentadas na Figura 4. E usmalment
comercializado coma ma al t e r%THQ, sendo ereantradp na forma de material
vegetal, resinas, liquidos para cigarros eletronicos e produtos comestiveist @iyk025;
Hundertmarket al, 2025). Além da variedade de formas em que o HHC pode aparecer, as
propor¢cds dos isbmeros variam significativamente nos materiais apreendidos, que também
podem -8 A CETHPYEBD e canabinol, sendo resultantes da composigéo inicial da
planta, do processo de sintese e da degradacéo dos produtes &Bik025; Bottindi et al,

2024)

Figura 41 Estruturas quimicas dos isdbmeros R e S do hexahidrocanabinol

9R-HHC

9S-HHC

Fonte: Birk et al, 2025.

O HHC, a s s ¥-THC, tamimim irdcatuapnos receptoresi@RCR2, no entanto
o isbmero 9RHHC possui sigificativa maior afinidade e maior poténcia, quando comparado

ao 9SHHC. Inclusive, tanto a afinidade quanto a poténcia d&iefe ja foi identificada como
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sendo mai HTH(lst@pode sedrefletigem efeitos adversos mais pronunciados, no
entanto 8 reportes de efeitos clinicos ainda sdo escassos (Jaass#n2024). Casos de
psicose ja foram associados com individuos que fizeram uso de HHC, incluindo sintomas como
delirio, sindrome de perseguicdo, sentimento de culpa, alucinagbes, distartsosode

i ngui et a- « @t al Z084M L£bnoentracdes plasmaticas de HHC em amostras de
motoristas resultaram em valores entre 0,25 a 35,35 ng/mL pdif&l@Re 0,25 a 21,76 ng/mL

para 9SHHC, com a maioria dos casos também apresentando positividad€ @i C. Estes

dados reiteram a necessidade do uso de métodos analiticos sensiveis e especificos para ¢
determinagao desta substancia, visto a sua similarelstdutural com outros canabiohes e as

baixas concentragBes encontradas em amostras biol{igiifast et al., 2024)

1.1.2 Matrizes bioldgicas

Diversos tipos de matrizes biolégicas podem ser submetidas a analise, e sua escolha
depende de alguns fatores como as circunstancias do caso a ser estudado, se € uma investigaca
de uso agudo ou crbnice, a disponibilidade da amostra, muitas vezes limitada em casos
forenses ou em populacdes que fogem a normalidade como osmnasénos (Moffatt
Osselton; Widdop, 2011; Petazsal, 2017) Além disso, fatores legais podem determinar a
escolha da matrino caso de legislacdes especificas, a exemplo da2l&d de 2012que
determina o examde alcoolemia em ar alveolar ou sangue dentro do contexto de transito
(Brasil, 2013. A correta escolha da matriz apropriada € o primeiro passo para um resultado
corfidvel nas andlises toxicologicadentre outros fatores de ponderacdo para a escolha da
matriz ideal temos a facilidade da coleta, a presenca de substancias potencialmente
interferentes, a presenca do analito na forma inalterada ou de seus produtos de
biotransformacéo, a janela de deteccéo, a estabilidade tanto da matriz quanto do analito na
matriz correspondente e a existéncia de literatura que fornece dados para a interpretacédo dos
valores encontrados (MoffatDsselton; Widdop, 2011). Ademais, a qualidala amostra ira
influenciar no resultado final, devendo a coleta ser realizada por profissionais capacitados
(Dinis-Oliveira; Vieira; Magalhaes, 2016).

As matrizes disponiveis irdo variar de acordo com o cenario, ou seja, se a coleta e
efetuadan vivoou post mortemAs matrizesn vivomais utilizadas sdo sangue, plasma, soro,
urina, cabelo, unhas, ar expirado, fluido oral, enquanto as mais comuns empmEsiariortem

sdo sangue periférico ou cardiaco, urina, humor vitreo, contetdo géastrico ¢ $egaosos
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pulmdes e o figado os mais relevantes (DDiliseira; Vieira; Magalhdes, 2016). S&o
consideradas matrizes ou amostras convencionais o sangue e seus derivados, soro e plasma,
a urina, que sao as matrizes usualmente empregadas para anatisegjtoas (De Campost
al., 2022). No caso do sangue e seus derivados, € possivel realizar a correlacdo entre as
concentragbesncontradae os efeitos, sendo a matriz de escolha para verificainsiévauo
estava sob efeito de alguma substancia (Bdigeira; Vieira; Magalhaes, 2016; Wagmann
Jacobs; Meyer, 2022). Isto se da pela vasta literatura ja reportada para esta matriz, sendo
possivel encontrar tantos dados de concentragdtesmortencomo post mortemMoffatt;
OsseltonWiddop, 2011). Outraantagem do sangue € a dificuldade na adulteracéo intencional
da amostra. No entanto, a coléavivo € considerada invasiva, o requer um profissional
treinado e cuidados apropriados, visto que existe um risco de contaminacao biologica (Peters
et al, 2017).

Considerando sangugost mortemas caracteristicas da mattiferem sendo ele mais
viscoso e com pH mais baixo que o sarigugvo.Além disso, € comum a presenca de coagulos
e hemolise (MoffaftOsselton; Widdop, 2011). Para o sangast morten, o sitio de coleta tera
grande influéncia sobre as concentracdes encontradas. Dessa maneira, é recomendado que s
realize a coleta do sangue periférico, preferencialmente da veia femoral, visto que € um local
mais isolado, onde o fenébmeno da redistridaigost mortenrmao seré tdo presente (Diis
Oliveira; Vieira; Magalhdes, 2016). Caso nao seja possivel a coleta do sangue periférico, o
sangue cardiaco pode ser utilizado, no entanto, a interpretacdo das concentracfes deve sel
realizada com cautela, vistpe podem estar aumentadas nesta matriz devido a redistribuicao
post mortemA redistribuicdo é o processo onde ira haver a liberacédo passiva de substancias de
Orgaos centrais do organismo que atuam como reservatorios, relacionada com a ocorréncia de
autolse e putrefacdo. No entanto, ainda é considerada uma matriz valiosa paracrsening
(Moffatt; Osselton; Widdop, 2011).

Outra matriz convencional amplamente utilizada é a urina. A urina € a matriz de escolha
para oscreeningoxicologico. Isto ocore, pois, a coleta de urina@alizadade forma simples
e naeinvasiva, sendo obtido um grande volume de amostra, quando comparado com outras
matrizes como o sangue. Outras vantagens incluem a alta concentracéo dos analitos e a ampla
janela de deteccéo gpermiteverificar o uso da substancia por dias ou até semanas (Beters
al., 2017; WagmanrdacobsMeyer, 2022). Além disso, diversos testes imunocromatograficos
sdo comercialmente disponiveis para realizacdscdgeeningutilizando urina, sendo uma
alternativa rapida e barata para uma resposta rapida frente a uma investigagasa(idedi

Kadam, 2011). No entanto, algumas limita¢cdes do uso de urina incluercarrélacdo dos
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achados com os efeitos e a possibilidade de adulteragcédo, sendo necesal@aao de coleta
assistida. As concentracdes sdo dependentes de fatores como o0 volume urihai@ance

renal, o pH e o tempo de esvaziamento da bexiga (Moftaselton Widdop, 2011).
Adicionalmente, a urina podmnteros produtos de biotransfoacdo das substancias, o que

por um lado é positivo visto que sua detec¢do confirma o consumo da substancia, no entanto
também pode ser uma dificuldade, visto que nem sempre estédo disponiveis padrées analiticos
para o desenvolvimento de métodos que avatis produtos (Wagmandacobs; Meyer, 2022).

A urina tambéne plausivel deser coletada em caspsst mortematravés da puncdo com
seringa ou uso de catéter uretral para coleta direta da bexigaQlrésa; Vieira; Magalhaes,

2016).

No entanto, matzies alternativas podem ser empregadas em casos onde as matrizes
convencionais ndo estejam disponiveis ou ndo possuem a qualidade necessaria para a analise
e em casos especificos pela coleta menos invasiva (De Catnphs2022). Dentre estas
matrizes, dstacase o fluido oral A passagem das substancias do sangue para o fluido oral
ocorre por difusdo simples das moléculas na forma livre. Pelelptivamente mais elevado
do fluido oral em relacdo ao sangue, a passagem de substancias basicas e daxaldexa
ligacdo as proteinas plasmaticas é favorecida. Dessa forma, as concentragdes encontradas n:
amostra de fluido oral podem ser correlacionadas com o0s niveis plasmaticos ;(Cohier
Mégarbane; Roussel, 2017; Desrosiéfsestis, 2019). A coleta do fludoral é realizada de
forma naeinvasiva, e pode sefetuadatravés de coleta passiva, expectoracdo e com o auxilio
de dispositivos. E considerada simples e rapida, o que dispensa a necessidade de um profissiona
altamente especializado, e estd menosativel a adulteracdes, quando comparado a urina (De
Camposet al, 2022; Desrosierduestis, 2019; MajiKarpe; Kadam, 2011 onsiderando as
vantagens citadas, o fluido oral vem sendo empregado principalmente nos cenarios de
verificacdodo uso de droga®o transito e no ambiente de trabalho (Desrgditusstis, 2019).

No entanto, algumas desvantagens incluem a influéncia do género, idade, estado de saude, ciclo
circadiano, dieta, uso de medicamentos e tabagismo na composi¢ao do fluido oral (De Campos
etal., 2022). Ademais, a quantidade de amostra disponivel € limitada, e, se usado algum tipo
de dispositivo de coleta, as concentragdes podem ser alteradas por interagdes com os tampdes
e materiais absorventes utilizados na confeccdo dos mesmos [(Goégarbane Roussel,

2017; Peterst al, 2017)
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1.1.3Preparo de amostrapara analises toxicobgicas

Antes de ser realizada a anéalise de uma matriz biolégica em um instrumento analitico,

a mesma deve ser submetida a um preparo de amostra. O preparo de amostragadoonside
uma etapa fundamental no processo analitico, correspondendo a cerca de 60% do tempo de
andlise e estando relacionada com aproximadamente 30% dos erros (Camara, 2022). Os
objetivos principais desta etapa sdo a compatibilidade da amostra com a insttémen
analitica, a remocéo de potenciais compostos interferentes presentes na amostra e 0 aumento d:
concentracdo dos analitos (@&ial, 2024). A etapa de preparo de amostras pode ser dividida

em trés sub etapas, sendo que ndo necessariamente todagamecesr realizadas, 0 que
depende do tipo de amostra e finalidade de analise. O primeiro procedimentem@@mprénto

da amostra, que visa tornar a amostra compativel com o preparo a ser realizado. O pré
tratamento inclui processos de filtracdo, déugacao, hidrolise, seja ela &cida, basica ou
enzimatica, e ajuste de pH. A segunda sub etapa € a extracdo propriamente dita, que busca
recuperar os analitos presentes na amostra. Em diversos estudos, o processo de extracao ¢
tratado como um sinénimo degparo de amostra, visto que é a sub etapa mais importante. Na
etapa de extracdo, pode ser realizado um passo adiciodabhdelp, que visa a remocéo de
compostos que possam influenciar a andalise, os chamados interferentes. Por Gltimo, em alguns
casos éecessdria a realizacao de uma etapa de concentragcdo, que é promovida por meio da
evaporacao do extrato final sob fluxo de nitrogénio (Camara, 2022).

A escolha da técnica ideal de preparo de amostra a ser utilizada ira depender
primariamente da finalidadga analise, incluindo a matriz que serd submetida a analise, os
analitos a serem determinados e os niveis de concentracdo necessarios (Camara, 2022).
Diversas técnicas de preparo de amostra ja foram descritas na literatura. Entre as técnicas
convencionaiou classicas incluem a extracdo em fase sélida (SPE, do BojliéisPhase
Extraction) e a extracao liquidbquido (LLE, do ingléd.iquid-Liquid Extractior). Estas séo
técnicas amplamente utilizadas na area da toxicologia e estdo presentes na maioria dos
laboratorios de rotina e industria (Castafiedal, 2024).

A técnica de SPE é baseada na particdo do analito entre a amostra onde ele esta contido
e um sorvente solido (Martiné%rezCejuela; Gionfriddo, 2024). E realizada utilizando
colunas ou cartdms que contém o sorvente de forma empacotada. As fases soélidas mais
comuns incluem fases de troca ibnica, fase reversa, interacdo hidrofilica (HILIC) ou fase mista.
A selecdo do cartucho é realizada com base nas caracteristicas dos analitos que devem set

compativeis com o sorvente, a quantidade de sorvente, que depende do nivel de enriquecimento
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necessario e o volume de amostra empregado no protocolo. As etapas do processo de SPE s
dividem em: (i) condicionamento, necessario para ajustar o pH da faeesétivar os grupos
funcionais para que ocorram as interagdes; (ii) carregamento da amostra; (iii) lavagem, que visa
remover os interferentes que possam ter se ligado ao sorvente; (iv) eluicdo, onde os analitos
serdo transferidos da fase sdélida para oiaeste organico. Entre as etapas de lavagem e
eluicdo, € recomendada a secagem do cartucho para remocdo da fase aquosa residual. C
processo da SPE é inteiramente executado sob vacuo ou utilmandoldde pressao positiva,

que irdo promover o movimenias solucdes pelo cartucho de forma constante. O fluxo
utilizado ir4 depender do tipo de cartucho escolhido. O extrato organico obtido apds a etapa de
eluicdo pode ser diretamente injetado no sistema analitico ou passar por uma etapa de secagem
tanto paa préconcentracdo como para tof#eacompativel com o instrumento analitico. Entre

as vantagens da SPE pestecitar a alta seletividade, a producéo de extratos com baixa taxa de
interferentes e a possibilidade de automacéao (Jreds 2022; Stone, 2(07)

A LLE é uma técnica baseada na extracao dos analitos de uma fase original aguosa, no
caso a amostra, para uma fase aceptora que devera ser um solvente organico com alta afinidade
pelos analitos (MartineRérezCejuela; Gionfriddo, 2024). O primeiro as da LLE
usualmente consiste na adicdo de uma solugdo tampao, que permita que 0os compostos de
interesse se apresentem na forma molecular, onde ter&o mais afinidade com o solvente organico.
Também pode ser realizada a adicdo de sais que promovem osefi@iig-out, ou seja,
diminuem o teor de 4gua da amostra para que os analitos estejam livres para migrarem para a
fase organica. ApoOs estes passos, sera adicionado um solvente organico a amostra, cuja escolhi
dependera da polaridade dos analitos. A migtgatdo agitada e posteriormente centrifugada,
havendo a formacdo de duas fases imisciveis. A fase organica sera coletada e injetada no
sistema analitico de forma direta ou passar por secagem como no caso da SPE. A LLE possui
muitas vantagens como a capace de extracdo de diversos tipos de analitos, a efetiva
remocao de fosfolipidios e o baixo custo (Jagtes, 2022; Stone, 2017).

No entanto, as técnicas convencionais possuem algumas desvantagens. Na SPE, o
protocolo é trabalhoso e demanda muito gendo analista, sdo necessarios cartuchos de
extragdo com custo elevado, grandes volumes de amostra e solvente sao utilizados e necessite
de equipamentos especificos como sistemas de vaouangold Ja na LLE, ha um alto
consumo de solventes organicogit0s, o tempo de extracdo é longo e a técnica néo é
compativel com a automatizacéo @ial, 2024; MartinezPérezCejuela; Gionfriddo, 2024).

Para solucionar estas limitagoes apresentadas, foram desenvolvidos procedimentos que utilizam

0S mesmos princips das técnicas convencionais, porém em uma escala reduzida, as chamadas
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técnicas miniaturizadas ou microextracdes. Estas técnicas serdo discutidas de forma mais

aprofundada no topico 1.2.1

1.1.4Técnicasinstrumentais

Devido a complexidade das matrizgislogicas e a possivel baixa concentracdo dos
analitos nas mesmas, sua determinacdo deve ser realizada por técnicas especificas e sensiveis
suficiente. Atualmente, a maioria das analises toxicolégicas é realizada utilizando técnicas
cromatograficas agdadas a espectrometria de massas (MS, do iMg8s SpectrometyyA
cromatografia € uma técnica de separacao dos compostos com base em sua afinidade por ume
fase estacionaria e a particdo destes compostos com a fase movel. Quando a fase mével utilizade
€ um gas, configurae a técnica de cromatografia gasosa (GC, do i@glé<hromatography
enquanto quando a fase mével € um liquido, configara técnica de cromatografia liquida
(LC, do ingléd.iquid Chromatography(Mbughunj Jannetto; Langman, 20L@&stas técnicas
podem ser utilizadas para uma ampla gama de aplicacdes, sendo capazes de realizarem analise
quali e quantitativas, e em modargeted, ou seja, para a identificacdo de compostos
especificospu untargeted que identificam todos os compos presentes na amostra. Além
disso, métodos multianalitos podem ser aplicados, o que aumenta o rendimento das analises
(Adaway Keevil; Owen, 2015; Reman&Vissenbach; Peters, 2016; Rentsch, 2016).

No GC, os analitos devem ser volatilizados para seanegados pela fase moével
gasosa. Dessa forma, 0s compostos precisam ser termicamente estaveis, volateis e com baixe
polaridade (Rentsch, 2016). Compostos que n@&mgeadranmessesequisitos podem passar
por um processo de derivatizagdo, que realitee@ado quimica das moléculas para que essas
se tornem mais estaveis e volateis. Os agentes derivatizantes mais utilizados nas analises
toxicolégicasatuampor reacfes de silanizagcdo, alquilacdo ou acilacdo. Os analitos seréo
injetados dissolvidos em unolgente e volatilizados na porta de inje¢do do GC. E possivel a
realizacdo da analise em magjiit, onde somente uma por¢ao do solvente € injetada, evitando
a contaminacao da coluna (Kyle, 2017). A fase estacionaria € formada por uma coluna capilar
consttuidade silica fundida, onde a fase estacionaria recobre o interior da coluna (Hites, 2016).

A coluna capilaé armazenadam um forno que é aquecido em temperatura constante, ou com
a utilizacdo de um gradiente de temperatura. A fase movel gasosa éstp@oum gas

ultrapuro, usualmente hélio ou hidrogénio, que percorre a coluna em um fluxo constante,
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usualmente estabelecido pelas caracteristicas da mesma como didmetro e comprimento (Kyle,
2017).

Ja em LC, os analitos ser@mnduzidospor uma fase mal liquida pela fase
estacionaria. Os componentes principais de um sistema de LC sé&o as bombas de fase movel,
responsaveis por manter um fluxo constante de fase liquida, o injetor, responsavel pela
introducdo da amostra e a coluna cromatogréfica, queageaektacionaria (Bashastal,

2021). A escolha da coluna cromatografica € considerada critica e dependera das caracteristicas
dos analitos a serem avaliados. Em analises toxicoldgicas, as fases estacionarias mais utilizadas
sdo as colunas de fase msa contendo fases de octadecilsilang)(CGenil ou derivados de
pentafluorofenil (Remané&Vissenbach; Peters, 2016; Rentsch, 2016). Além da escolha da fase
estacionaria, a fase mével também pode afetar a performance da analise MEn taBpdes
nacvolateis devem ser evitados, para que oS mesmos nao precipitem e comprometam o
equipamento. O uso de aditivos também deve ser monitorado, pois pode levar a formacgéo de
adutos durante a ionizagao, o que pode dificultar a identificacdo dos analitos (R&iSgh, 2

ApOs a separacdo por cromatografia,compostosprecisam ser analisados por um
detector, sendo os espectrometros de massas 0s mais utilizados em andlises toxicoldgicas. A
deteccdo dos compostos na MS é realizada com base na relagdo massalcarda (
construcdo do espectrometro de massas pode ser dividida em quatro componentes principais: o
injetor da amostra, a fonte de ionizagdo, o analisador de massas e o detector. A fonte de
ionizagao sera responsavel por transformar os analitos em ionssegliia determinara o tipo
de amostra a ser analisada (liquida, sélida ou gasosa) e a técnica cromatografica a ser acopladze
(Mbughunj Jannetto; Langman, 2016). Em @S, a ionizacdo comumente utilizada é a
ionizagéo por elétrons (El, do inglékectron imizatior). Este tipo de ionizagéo é considerada
agressiva e produz uma fragmentacdo extensiva dos ions formados. A EI sempre ir4 ocorrer
com uma energia padréo de 70 eV, o que possibilita que o padrao de fragmentacéo dos analitos
seja sempre o mesmo, petimilo a construcao de bibliotecas de espectros de massa (Kyle,
2017). Ja em LAMS, diversas fontes podem ser utilizadas, sendo a mais frequente a fonte de
ionizacao poelectrospray(ESI). A ionizagdo decorrente da fonte ESI, ao contrario da El, é
consideada branda, pois ndo € capaz de uma fragmentagéo significativa (Lynch, 2017; Rentsch,
2016). A ionizacao ocorre pela aplicacdo de uma voltagem ao solvente que carrega os analitos.
Este solvente € nebulizado com o auxilio de um gas inerte, normalmergémar@ue é capaz
de dessolvatar o solvente no processo, restante apenas 0s ions carregados para seguirem para
analisador de massas (Adaw#eevil; Owen, 2015). Uma vantagem da ionizagdo ESI € a

capacidade de analisar compostos com uma ampla diversidgablaridades e volatilidades.
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No entanto, a presenca de compostos menos volateis pode alterar a dessolvatacdo, assim
afetando a quantidade de ions a serem analisados, processo chamado de supresséo de ionizag:
ou efeito matriz (Lynch, 2017; RemamissenbachPeters, 2016).

O analisador de massas ira determinar a resolucdo do equipamento utilizado. A
resolugdo é a capacidade do sistema de discriminar dois compostos)/zgrarecidos
(Mbughunij Jannetto;Langman, 2016). Os analisadores de massa maigIn®» S0 0
quadrupolo, analisador por tempo de voo e por armadilha deidonisap). O analisador do
tipo quadrupolo é formado por quatro bastdes de metal paralelos, distribuidos em uma
configuragdo quadrangular. Enquanto os ions passam pelo meio ties basltagens séo
aplicadas aos bastdes diagonalmente opostos, criando um campo elétrico capaz de selecionat
ions especificos. Os outros ions sdo desviados da trajetéria linear e atingem as paredes do
equipamento. Dessa maneira, também séo frequenteamnam@dos de filtros de massa, pois
filtram os ions de interesse (Kyle, 2017; Lynch, 2017). Além do uso de um Unico analisador de
massas, o acoplamento de mais de um analisador pode ser realizado, resultando em analisadore
hibridos ouem tandemUsualmerg, instrumentos hibridos terdo maior acuracia e resolucao,
sendo mais seletivos e sensiveis (Mbughlamnettolangman, 2016). O analisador de massas
mais utilizado nas analises toxicoldgicas é o analisador do tipo triplo quadrupolo. Neste
analisador, @rimeiro quadrupolo é responsavel pela selecéo de ions precursores, como Visto
anteriormente. O segundo quadrupolo ser4d uma camara de colisdo, preenchida com um gas
inerte como nitrogénio ou argbnio. A camara de colisdo sera responsavel pela fragmentacao
dos ions precursores, resultando em ions produto. No terceiro quadrupolo, ha a selecao dos ions
produto de interesse. O par composto pelo ion precursor e seu ion produto formado € chamado
de transicdo (Adawa¥eevil; Owen, 2015; Kyle, 2017; Lynch, 2017).

Dessa maneira, a aquisicdo dos dados em instrumentos do tipo quadrupolo pode ser
realizada de duas maneiras: a analisesean onde o quadrupolo néo ird selecionar nenhum
ion especifico e todos 0s compostos presentes na amostra seréo analisadosy il gEs
de triagem; e o0 modo de monitoramento de ion unico (SIM, do iBgigte lon Monitoring,
onde o quadrupolo seleciona ions especificos, aumentando a especificidade e detectabilidade
dos mesmos. Ja nas técniea® tandem dois modos sédo frequmente utilizados, o
monitoramento de Unica reacdo (SRM, do in@éwle Reaction Monitoringque monitora
uma transicao especifica, e o monitoramento de rea¢des multiplas (MRM, daMnglpke
Reaction Monitorinp O MRM € normalmente o modo mais ligado nas analises
toxicoldgicas pois permite a analise multianalitos e garante maior sensibilidade pelo aumento

da relacdo sinal/ruido. Nesta técnica, usualmente sdo monitoradas duas ou trés transicdes por
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analito, sendo a mais intensa utilizada parantifigacéo e as menos intensas utilizadas para
qualificagdo. Além disso, a aquisicdo de dados pode ser realizada no modiz pwcidente,

onde a fragmentacdo no segundo quadrupolo s6 ocorrerd quando um analito alcancar uma
intensidade préstabelecida pelanalista (AdawayKeevil; Owen, 2015; Kyle, 2017; Lynch,

2017; MbughuniJannetto; Langman, 2016)

1.2 Quimica Analitica Verde

A Quimica Analitica Verde (GAC, do ingl&reen Analytical Chemistyyconstituise
em uma filosofia baseada na Quimica Ved#ésenvolvida com base na crescente preocupacao
com as questdes ambientais durante as uUltimas décadas (Ar@amigues; De La Guardia,
2008). As praticas baseadas na GAC tem como objetivo tornar as andlises laboratoriais mais
sustentaveis, reduzindo o percto ambiental das técnicas. Esta sustentabilidade pode ser
atingida por protocolos de reducao, reutilizacdo e substituicdo de equipamentos e reagentes,
gue se estendem a todo o processo analitico. Além disso, a GAC preconiza uma maior
seguranca do operaqd pela diminuicdo da exposicdo do mesmo a produtos potencialmente
t - XxXicos e gque possam cWasykagMdareite3nisku,a ZGYA)e.
No ano de 2013, Gaguszka, Migaszewski e
da GAC em uma série de dozencipios praticos, que atualmente sao as diretrizes utilizadas
para o desenvolvimento de métodos verdes. Cada um dos principios aborda um passo essencia
do processo analitico compreendido desde a amostragem até o descarte dos reagentes utilizados
Os pimeiros principios sdo relacionados a amostragem, onde é afirmada a necessidade de
métodos de amostragem direta. Como exemplos desse tipo de amostragem podemos citar as
matrizes secas, onde a amostra ja esta pronta para o processamento. Dessa rpasaicmeta
a centrifugacdo de amostras, para obtencdo de plasma por exemplo, e de aliguotagem da
amostra para posterior andlise sao evitadas. Essa abordagem é interessante, pois diminui o
tempo de pré tratamento das amostras e potencialmente contamind@gicebao operador
(Fabris Yonamine, 2021). Adicionalmente, € recomendado 0 uso do menor volume e niamero
de amostras possivel. Esse conceito também é de extrema importancia para as analises
toxicoldgicas, visto que, em muitos casos, a quantidade de ardosktremamente limitada
como nas analisgmst mortemou o volume é reduzido como no caso de coleta na populacao
pediatrica (De Campast al, 2022, Wagmannlacobs; Meyer, 2022).
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Os principios seguintes estdo relacionados com a configuracdo da ngtodo®
principios tratam do uso de técnicas de deteccdo ou quantifigac8ibu, usualmente
relacionadas com o uso de técnicas de analise direta como a espectrometria de massas utilizandc
ionizagcdo ambiente. Isso esta altamente relacionado aos gastesmie e dinheiro com
acondicionamento e transporte das amostras. Em um cenério ideal, as andlises deveriam ser
realizadas no proprio ambiente de coleta, no entanto, isso também traz uma série de custos
adicionais como a disponibilidade de instrumentacaaliteoa e operadores qualificados
(RankinTurner, Sears; Heaney, 2023). Caso a analise ndo possxeamitadale maneira
direta, € sugerido que o preparo da amostrareajgadode formaonline ou seja, integrado
ao instrumento analitico que realizarmélise. Isso evitaria possiveis perdas entre estas duas
etapas, principalmente no caso de analitos instaveis e economizaria tempo, além de nao
necessitar a presenca de um operador para realizar este processo (&raerzal19). Esse
principio vem de mcontro com o que trata sobre a automatizacao de processos, principalmente
relacionado com a etapa de preparo de amostra. Um processo automatizado minimiza a
guantidade de erros aleatorios, reduz a exposicdo do operador aos reagentes e as amostras,
possbilita o preparo de varias amostras ao mesmo tempo, aumentando o rendimento total do
processo (Birlet al, 2021; Maet al, 2023).

No entanto, os principios mais investigados, pelo alto numero de publicacdes, sao
aqueles que se referem a miniaturizacdond¢odos, reducdo de residuos, substituicdo de
reagentes evitando o uso de compostos ;t-xic
Mi gaszewsKki ; Nami eSni k, 2013) . Devido a su:
Nos pr - xi mos®coU Ixcta-spideeogprielparo de amostra v
bi ossorventeso. Recent ement e, O conceito d
gue busca aplicar as ideias da GAC na area da toxicologia analitica, visto que, muitas vezes,
nem talos principios séo aplicaveis as analises toxicoldgicas. Neste cenario, uma importancia
maior é dada & economia de tempo e recursos, a andlise multianalitos, a analise de multiplas
amostras ao mesmo tempo possibilitada por técnica semi ou completamemigtiaatias, o
custebeneficio da analise e a sustentabilidade da mesma (Megeldes2022).

Alguns desafios ainda necessitam ser enfrentados para que 0s processos analiticos se
tornem sustentaveis por completo. Entre eles{sedgtar o alto uso deateriais consumiveis
plasticos, como tubos, ponteiras e placas. O uso de dispositivos plasticos possibilita uma série
de vantagens como o baixo custo de aquisicéo e, por se tratar de um material descartavel, o uso
anico, o que limita as chances de contap@o entre as amostras a serem analisadas. No

entanto, a geracao de residuo plastico contaminado que precisa passar por um processo de
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descarte especial ndo se enquadra em técnica que segue os principios da GAC. Atualmente,
algumas empresas promovem progga de reciclagem, no entanto, a oferta € baixa e n&o cobre
todos os tipos de residuos gerados. A melhor op¢ao continua sendo em esforcos que buscam
reduzir o consumo destes materiais durante o preparo de amostra (Aetnahta2019;
MartinezPérezCejuda; Gionfriddo, 202

1.2.1 Técnicas de preparo de amostra verdes

Conforme visto anteriormente, a etapa de preparo de amostra é considerada uma das
mais criticas da fase analitica, dessa maneira também é a que mais contribui para o impacto
ambiental e aseguranca do operador. Dessa maneira, o desenvolvimento das técnicas de
preparo de amostra verdes foi necessario para resolver algumas questdes das técnicas classica
de preparo de amostra, tornando os métodos alinhados com os principios da GAC (Esteve
Turrillas; Garrigues; De La Guardia, 2024). Entre as limitacdes das técnicas classicas que
precisavam ser resolvidas peskecitar os altos volumes de amostra e de reagentes necessarios,

o alto custo, a complexidade e tempo de analise necessarios, devidtpbosnpassos no
protocolo, e a dificuldade de automatizacao. Diferentes abordagens foram desenvolvidas para
superar estes desafios, no entanto, particular sucesso foi atingido pelas técnicas miniaturizadas
ou microextracdes (Birkt al, 2021; KokosaPrzyjazny, 2022).

As microextracdes sao técnicas que foram desenvolvidas com base nos principios das

técnicas classicas, porém em uma escala reduzida. Dessa forma, temos microextracfes baseada
em fase liquida, que utilizam os principios da LLE, e micrag&es baseadas em fase solida,
gue sao uma versao reduzida da SPE. A reducao da escala permite a reducdo da quantidade d
amostra utilizada, da quantidade de solventes e sorventes, e da quantidade de residuo gerado ne
final do processo. Além disso, saouaknente técnicas mais simples e diretas, que néo
necessitam do uso de equipamentos sofisticados, o que diminui 0 consumo de energia utilizado
durante o preparo de amostras e também o custo individual da analise (Aetrant2019;
He; ConcheireGuisan,2019). E importante ressaltar que o desenvolvimento de tais técnicas
somente foi possivel pois 0s equipamentos analiticos utilizados para a determinagdo dos
compostos também se tornaram mais sensiveis com 0s avangos tecnoldgicos; (Kokosa
Przyjazny, 2022).

Entre as microextracdes que se baseiam em fase liquida, as mais utilizadas em anélises

toxicologicas sdo a microextracdo liquidiquido dispersiva (DLLME, do ingléBispersive



42

Liquid-Liquid Microextractior) e a microextracdo em fase liquida suportaddip@ oca (HF

LPME, do inglésHollow Fiber Liquid Phase Microextractionno entanto diversos tipos de
configuracdes ja foram desenvolvidas. Na DLLME, um solvente extrator com caracteristicas
apolares sera previamente misturado com um solvente de pdiridermediaria. O solvente
dispersor é responsavel por dissipar o solvente extrator na amostra aquosa, aumentando a
superficie de contato e a eficiéncia da extracdo. A mistura dos solventes € usualmente
adicionada de forma rapida a amostra, com a faimag microgotas do solvente extrator
(Camaraet al, 2022). Apds a mistura, a amostra pode ser agitada em vortex, colocada em
ultrassom ou adicionada de surfactantes para facilitar a dispersédo do solvente. Por fim, havera
a recuperacdo do solvente extratpue pode ser realizada através de centrifugacdo ou
solidificacdo da gota. A principal desvantagem da técnica é o uso frequente de solventes
extratores tOxicos, no entanto, novos materiais vém sendo desenvolvidos para-fasatai
prejuizo de eficiécia (He ConcheireGuisan, 2019).

Ja na HALPME, a extracdo € auxiliada pelo uso de uma membrana de polipropileno de
fibora oca. A HFLPME pode ocorrer de dois modos diferentes, em duas ou trés fases. Na
extracdo em duas fases, a membrana estara impeegoad um solvente extrator, também
presente em seu lumen. A fibranéntidaem contato com a amostra aquosa e os analitos seréo
transferidos da amostra para o solvente contido na fibora com base no coeficiente de particdo.
No modo de trés fases, o limen m@mbrana é preenchido com uma solucdo aceptora,
enguanto seus poros sao impregnados com um solvente. Quando a menhsandaia
amostra, neste caso a fase doadora, os analitos irdo migrar para a mesma por afinidade com @
solvente e acabam passandmafase aceptora. E importante que a fase doadora tenha um pH
que permita que os analitos estejam em sua forma neutra ou molecular para que eles tenham a
capacidade de translocacdo para a membrana. A fase aceptora terd umpbhmuva a
ionizacdo dogsanalitos, dificultando a movimentacdo dos mesmos, sendo estes confinados a
este liquido (Alshariét al, 2017). Entre as vantagens desse tipo de preparespatitar a alta
seletividade e cleanup eficiente, devido a barreira fisica imposta pela fibrque resulta em
um menor efeito matriz. Além disso, altos fatores de enriguecimento séo atingidos. No entanto,
algumas dificuldades encontradas sdo a baixa recuperagcdo dos analitos e a falta de
padronizacao, pois usualmente 0 processo de preparo @stlala membranasxecutadale
maneira manual (VenspKorb; Cooper, 2019).

Em comparagdo com as extracfes em fase liquida, as microextracdes baseadas em fase
sélida possuem uma compatibilidade maior com sistemas de automacdo, visto que nao

necessitam d@rocessos de centrifugacdo para separacdo das fases. Além disso, utilizam
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quantidades minimas de solventes, 0 que garante a seguranca do operador-ysdodedo
compostos volateis (Jagiraisoylak, 2024). Entre as microextragdes que se baseiam em fase
sdida, destacarse a microextragdo por sorvente empacotado (MEPS, do inglés
Microextraction by Packed Sorbégr a microextracdo em fase sélida (SPME, do ingtésl
Phase Microextraction no entanto, existe uma alta variedade de técnicas ja desenvolvidas
MEPS é considerada a alternativa mais similar a SPE, visto que as etapas do protocolo séo as
mesmas, ou seja, condicionamento, carregamento da amostra, limpeza e eluicdo. No entanto,
na MEPS, o sorvente esta empacotado dentro de uma seringa ou ceartucho acoplado a
mesma. Essa configuragédo permite o duplo fluxo da amostra e dos solventes, o que resulta em
maior interacdo com a fase solida e maiores eficiéncias de extracaet(Bik2021; He
ConcheireGuisan, 2019). Entre as principais vantegyela MEPS se tem a reutilizacdo do
sorvente para multiplas analises, o que diminui consideravelmente o custo e a quantidade de
residuo gerado nesta técnica (Soates., 2023).

Na SPME, o sorvente responsavel pela extracdo dos analitos recobre unadibica
fundida. A extracdo pode ser realizada no modo de imersédo dirbEadspaceNa imersao
direta, a fibra énantidadiretamente em contato com a amostra liquida, para que ocorra a
interacdo entre o sorvente e os analitos. No modeeddspacea fibra entrara em contato
apenas com beadspacepodendo ser utilizada para amostras liquidas, sélidas ou gasosas. No
entanto, na Ultima configuracdo, € imprescindivel que os analitos sejam volateis, para que
migrem para tneadspaceApos essa etapa que@nsiderada a extracdo propriamente dita, os
analitos serdo dessorvidos do sorvente com o auxilio de um solvente de dessor¢éo, ou atraves
de dessorcao térmica, frequentemente utilizada em andlises por GC, onde a dessorcédo é
realizadana porta de injecaocodnstrumento (Badawgtal, 202 2 ; Let &, 2@24)y Es Kk a
As fibras de SPME podem ser reutilizadas para multiplas analises, no entanto sdo de construcao
fragil, sendo necessario cuidado ao marisedAlém disso, uma grande vantagem € o uso da
SPME para anadlises in vivo, atémvda exposicdo direta a tecidos ou fluidos biolégicos
( Les zceta@2U4;&Hoarest al, 2023). No entanto, algumas técnicas de microextracao
ainda sao pouco utilizadas por conta da necessidade de dispositivos especificos como fibras,
cartuchos ounembranas. Dessa forma, técnicas que dispensam estes materiais sdo mais
acessiveis nos laboratérios analiticos como € o casQuetChERS (acronimo paruick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Fafda extracdo em fase solida dispersiva (dSPE, do

inglés dispersive Solid Phase Extractjon
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1.2.1.1QUEChERS

A extracdo do tipcQUEChERSfoi desenvolvida por Anastassiades al. (2003),
inicialmente sendo empregada na andlise de pesticidas em amostras vegetais e de alimentos. C
procedimento € composto pduas etapas, sendo a primeira uma extracdo do tipo liquido
liguido, e a segunda uma etapa de purificacaeanup (Dybowski; Dawidowicz, 2018). Na
primeira etapa, ha a adicdo de um solvente organico e de um sal a amostra a ser extraida. Nestze
etapa iréocorrer a particdo do analito da fase aquosa da amostra, para a fase organica. Esta
particdo seré facilitada pelo sal devido ao efgdttingoutt onde o sal ® capa
as moléculas de agua, permitindo que o analito livre migre para adasécar O extrato obtido
na primeira etapa seguira para a segunda etapa onde sao adicionados um sorvente e um sal a
mesmo. Nesta etapa, ocorre uma etapa de dSPE, cujo objetivo € a remocdo de potenciais
interferentes do extrato (Perestretal.,2019).

O solvente mais utilizado na primeira fase da extracdo é a acetonitrila, devido a
capacidade de extrair uma alta gama de substancias de interesse e {eaittacéo de
compostos lipofilicos constituintes da amostra. Além disso, a separacao entre apliosa®
organica € mais eficiente (Perestretoal, 2019; Schmidt; Snow, 2016). J&4 os sais mais
empregados sdo o cloreto de sédio e o sulfato de magnésio, utilizados desde o protocolo
original. O cloreto de sédio é responsavel por reduzir a presenicdederentes polares,
auxiliando na seletividade da técnica. Ja o sulfato de magnésio é capaz de auxiliar na
recuperacdo de analitos devido a melhora da particdo entre a amostra e o solvente (Schmidt;
Snow, 2016). Na etapa de dSPE, os sorventes marmdth sdo a amina primagacundaria
(PSA) e 0 @Gs. O PSA é mais eficaz na remocéao de acidos graxos e acucares, enquanto o C18 é
responsavel pela remocéo de lipidios em geral (Da &ilag 2021; Pouliopoulost al, 2018).

Na dSPE pode haver, opciomante, a adicdo de sais com o objetivo de eliminar moléculas de
agua que possam ter restado na fase organica (Schmidt; Snow, 2016). No entanto, o método &
considerado versatil, justamente pela possibilidade de uso de diferentes solventes, sais e
sorventesgue podem se adequar aos objetivos da analise (Savitgnaaet al, 2023).

Dessa maneira, a eficiéncia da técnica de QUEChERS sera influenciada pelas
propriedades fisiecquimicas dos analitos a serem investigados, da composi¢ao da matriz na
qual os analos estdo contidos, e do tipo de solvente, sais e sorventes utilizados (Perestrelo
al., 2019). Adicionalmente, pode ser promovida a adicdo de solugbes tampdao a primeira etapa
da extracdo, o que previne a degradacdo de algumas substancias mais estaveinta a

gama de substancias passiveis de andlise (Gorateeloet al, 2015; Schmidt; Snow,
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2016). Outros fatores que podem influenciar a extragado dos analitos e modular a recuperacéo
da técnica sé@o a razdo entre a quantidade de amostra e savent@o e a temperatura de
extracdo, a quantidade de reagentes utilizada e o pH do meio (Gebudbetoet al, 2015;
Perestrelet al, 2019; SantanMayor et al, 2023). E possivel a analise de amostras solidas,

no entanto, as mesmas precisam passaump processo de homogeneizacdo ou fragmentacao,
para aumentar a superficie de contato com o solvente (Goi@aleeloet al, 2015). Além

disso, amostras complexas podem serppeparadas com auxilio de técnicas de digestéo e
hidrolise enzimatica parque sejam compativeis com o protocolo de QUEChERS (Santana
Mayor et al, 2023). Adicionalmente, uma maior eficiéncia de extracdo pode ser obtida com o
auxilio de ultrassom, que possibilita um maior contato entre a amostra e o solvente (Perestrelo
et al, 2019).

As principais vantagens desta técnica sao a simplicidade e seguranca do protocolo, a
flexibilidade, o baixo custo, a alta seletividade, a rapidez do protocolo, o baixo uso de solventes
potencialmente nocivos e a minimizagao dos residuos geradasEkibDawidowicz, 2018;

Kim et al, 2020; Leeet al, 2025). Em relacdo a LLE tradicional, o extrato formado é mais
limpido e a separacdo entre as fases aguosa e organica € mais visivel, visto que a formacao de
emulsdes € dificultada pelo uso de saisedérelagdo a SPE, a principal vantagem do
QUEChERS ¢ a dispensa do uso de equipamentos especificos como o manifold e bomba de
vacuo, e uma maior facilidade de operacao da técnica, visto que ndo se necessita da atencac
constante do analista. Além disso,dsas dispositivos utilizados na técnica sdo de uso Unico,

0 que reduz a chance de ocorrer uma possivel contaminacgéo (Anzilotti; OdoardiRatsano

2014; Usuiet al, 2012). Adicionalmente, como o extrato final € usualmente composto por
acetonitrila, aécnica é facilmente compativel com andlise pofM.€ ou GCMS (Perestrelo

et al, 2019). Atualmente, existem varios kits comerciais disponiveis que ja possuem 0s sais e
sorventes na quantidade necessaria para a extracdo, sendo dispensada a etagandgogesag
mesmos (Anzilotti; Odoardi; Stras®ossi, 2014; GonzaleZurbeloet al, 2015). A principal
desvantagem ¢é a dificuldade de automatizacao do procedimento, sendo este realizado de forma
majoritariamente manual (Gonz&l€urbeloet al, 2015; SantanMayoret al, 2023).

Diversas modificacdes do método original de QUEChERS ja foram reportadas na
literatura, justamente pelas modificacdes de reagentes. Além disso, versfes miniaturizadas da
técnica permitem a analise de baixos volumes de amostra e estéordo com os principios
da GAC (Perestrelet al, 2019; Santanidayor et al, 2023). Alguns autores reportam 0 uso
apenas da primeira etapa do protocolo de QUEChERS, sendo este preparo denominado de mini

QUECHhERS. A reducédo do protocolo é benéficapvigie 0 mesmo se torna mais rapido e
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direto e ha um consumo menor de reagentes, no entanto, visto que ndo se tem a etapa de clean
up, o extrato final pode apresentar maior quantidade de interferentes, o que leva a um maior
efeito matriz (Da Silvat al, 2021).

Apesar do protocolo original de QUEChERS ter sido desenvolvido para a analise de
pesticidas em alimentos, atualmente a técnica € empregada para diversos tipos de analitos e
matrizes de interesse da toxicologia. Entre as matrizes avaliadasepa@e o sangue, soro,
urina, cabelos e unhas, sendo a primeira a mais utilizada. Entre os analitos avaliados-destacam
se medicamentos de diferentes classes incluindo antidepressivos, antipsicéticos,
benzodiazepinicos e opidides, e drogas de abuso com espsctivos produtos de
biotransformacao (Anzilotti; Odoardi; Strafwssi, 2014; Da Silvat al, 2021; Dybowski;
Dawidowicz, 2018; Kimret al, 2020; Leeet al, 2025; Pouliopoulost al, 2018). Este preparo
se torna particularmente interessante para masoforenses, pois resulta em extratos limpos
mesmo em matrizes degradadas ou coaguladas e permite métodos multianalitos, importantes
em casos de baixo volume de amostra disponivel (Pouliopeulds 2018; Schmidt; Snow,

2016; Usuiet al, 2012)

1.21.1Extracdo em fase solida dispersiva

Com o desenvolvimento da técnica de QUEChERS, também houve a criacdo da dSPE,
gue no contexto citado, tinha a funcéo de realizdeanup da amostra (Anastassiadssal.,
2003). No entanto, como a dSPE tinhaacédade de reter compostos, em teoria, 0S mesmos
poderiam ser dessorvidos em uma solucdo especifica. Dessa maneira, a técnica de dSPE se
tornou um tipo de técnica de extracdo (SedRadriguezet al, 2015). Na literatura, os termos
microextracdo em fasedlga dispersiva (DSPME, do ingléBispersive Solid Phase
Microextraction ou extracdo em fase miesdlida dispersiva (luSPE, do inglé®ispersive
Micro Solid Phase Extractigntambém sdo encontrados, que usualmente sdo considerados
sindbnimos (Chisvert;Cardenas; Lucena, 2019; Ghorbaeti al, 2020). A DSPME foi
desenvolvida por Tsait al. (2009) para a analise de antimicrobianos em amostras de agua e
leite, e usa os mesmos principios da dSPE, apenas com uma escala reduzida, ou seja, menore.
guantidadegle reagentes. Dessa maneira, para fins de esclarecimento, durante este texto o
termo dSPE sera utilizado para se referir as duas técnicas, visto que a DSPME é uma

subcategoria da dSPE.
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A técnica de dSPE é dividida em duas etapas principais, sendo argrinfase da
extracdo, onde um sorvente € adicionado a amostra e agitado por um periodo de tempo
especifico. Nesta etapa, os analitos dissolvidos na amostra irdo interagir com o sorvente e seréo
adsorvidos pelo mesmo. Esta mistura é posteriormente cgatidipara que haja a separacéo
das fases, e 0 sobrenadante é descartado. O sorvente segue para a segunda etapa do processc
dessorcédo, onde uma solucao de dessorcao € adicionada ao sorvente, sendo a mistura novamen
agitada e centrifugada. Nesta etaygaanalitos que haviam sido confinados no sorvente poderéo
migrar para a solucao de dessorcao. O sobrenadante restante podera ser injetado no instrumentc
analitico ou passar por uma etapa subsequente-gemeréntracdo (Ghorbaei al, 2019; Tsai
et al, 2009). Uma representacao do procedimento de dSPE pode ser encontrada na Figura 5

Figura 51 Etapas do procedimento da extracdo em fase sélida dispersiva.
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Fonte: Adaptado deBirk et al, 2023

E importante destacar que em agfies baseadas no uso de uma fase soélida ou sorvente,
h& a ocorréncia do processo de adsor¢cdo, ou seja, a aderéncia fisica ou ligacdo entre ions €
moléculas do sorvente com aquelas do sorbato, no caso os analitos (Fomina; Gadd, 2014). As
interacOes fisicase ddo quando o sorvente possui uma estrutura porosa, e os analitos irdo
ocupar os poros disponiveis. A eficiéncia da extracéo ficara condicionada a estrutura, tamanho
e, principalmente, numero de poros do sorvente. J& a adsor¢cdo quimica ira ocoreey de du

maneiras: (i) através de forcas intermoleculares como liga¢des de hidrogénio, forcas de Van der
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Waal s e i'n;t e(riai-)»east rav®s de | iga-»es 11nica:
As interacdes quimicas ocorrem entre os grupos funcidoaervente e do analito, sendo que
a quantidade de grupos funcionais ira modular a eficiéncia da extracao (Glebdlafi020).

Maiores eficiéncias de extracdo na dSPE séo atingidas com um aumento da quantidade
de sorvente utilizado, pois mais sitiisam disponiveis para a adsor¢do, com 0 aumento da
concentracéo inicial de analito e com uma maior taxa de disperséo (Greiragr2019). A
dispersao eficiente sera essencial, pois ha o aumento da superficie de contato entre o analito e
0 sorvente @ode ser afetada por caracteristicas do sorvente, como a tendéncia a aglomeracao.
No entanto, algumas técnicas podem ser utilizadas para auxiliar na dispersdo como agitacédo
mecanica por vortex ou ultrassom, e dispersdo quimica, usualmente realizada ot@m age
efervescentes que irdo gerar bolhas capazes de dispersar o sorvente. O uso do vortex é a
alternativa mais acessivel por ser um equipamento barato e de simples manuseio. Ja o ultrassom
€ atualmente o procedimento mais utilizado por sua alta eficiéacidesagregacao das
particulas (Chisvert; Cardenas; Lucena, 2019; Ghosdaali, 2019).

Desta forma, os parametros a serem otimizados na dSPE incluem a massa de sorvente,
a quantidade de amostra, que ira determinar a quantidade de analito presem@e date
etapas de extracao e dessorcéo, que irdo modular a dispersao do sorvente. Outros parametro:
incluem o pH da amostra, o tipo e volume de solucéo de dessorcao e o tipo de sorvente utilizado
(Ghorbaniet al, 2020; Sefatyet al, 2021). A solucdo deedsorcao é usualmente constituida
por solventes organicos como acetonitrila, etanol e metanol de forma pura ou como misturas.
Sua escolha deve levar em consideracéo a possibilidade da degradac¢éo do sorvente, tornando ¢
mesmo impedido de ser reutilizado (koa; Gadd, 2014; Sefagt al, 2021). Quanto ao tipo
de sorvente, ele deve ter preferencialmente boa seletividade, estabilidade quimica e térmica e
capacidade de reutilizacdo, além de ser capaz de se dispersar de forma uniforme na amostra
(Ghorbaniet al, 2020). O tipo de analito a ser extraido também deve ser considerado durante
a escolha do sorvente, visto que a eficiéncia esta condicionada a capacidade de interacao entre
0s mesmos. Na maioria dos métodos, sao utilizadas opcdes comerciais gpmR8AC e
sorventes de troca ibnica (Chisvert; Cardenas; Lucena, 2019; ®efaty 2021; Socas
Rodriguezt al, 2015; Tsaet al, 2009). Op¢des mais modernas e de acordo com 0s principios
da Quimica Analitica Verde s&o discutidas no topico 1.2.2.

As princpais vantagens da técnica de dSPE incluem sua simplicidade, rapidez e alta
eficiéncia, pelo aumento da superficie de contato entre sorvente e analito (Gbeordani
2020). Além disso, oferece uma grande versatilidade de aplicacbes pois 0 sorventr pode s

facilmente modificado. Adicionalmente, a dSPE ndo necessita de nenhum dispositivo
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especifico para ser realizada como fibras, seringas ou cartuchos, tornando a técnica mais barata
em comparacao com outras opcoes de técnicas verdes (Glatrda@i019) Como o sorvente

nao esta empacotado como na SPE, problemas com a permeabilidade da sorvente séao evitados
permitindo a analise de amostras que contenham materiais sélidos. Além disso, a etapa de
condicionamento do sorvente €, por muitas vezes, dispéri€astafiedat al, 2024). Entre

as desvantagens, a principal € a dificuldade de recuperagédo do sorvente quando em solucéo,
normalmente realizada por centrifugacéo, o que dificulta a automacéo da técnica. Na etapa de
recuperacdo do sorvente, podem tambmmuorrer perdas devido a processos de filtracéo,
diminuindo as taxas de recupera¢do dos analitos (Mafi@ezCejuela; Gionfriddo, 2024).

No entanto, esse fator pode ser superado pelo uso de particulas magnéticas como sorventes
Nesta configuracdo, umatva magnética pode ser utilizada tanto para favorecer a dispersao
das particulas, quanto para aglomeracdo do sorvente na fase de recuperacdo (Chisvert;

Cardenas; Lucena, 2019)

1.2.2Materiais alternativos e biossorventes

Com o objetivo de tornar as indologias analiticas mais sustentaveis, diversos
materiais vém sendo desenvolvidos para substituir reagentes classicos empregados nas técnica:
de preparo de amostra. Além das caracteristicas nocivas dos reagentes classicos ou
comercialmente disponiveisaqa o operador e 0 meio ambiente, como toxicidade e nao
degradabilidade, os mesmos podem possuir um custo elevado, o que encarece a analise comc
um todo. Além disso, possuem seletividade limitada, visto que foram desenvolvidos para serem
aplicados em ceniés diversos e na maioria dos casos, ndo podem ser reutilizados. Os
substitutos aos reagentes classicos sdo denominados de materiais alternativos, materiais verde:s
ou materiais inteligentes (Armergaal, 2021; Caraseét al, 2025).

Os materiais altermi&os podem ser novos solventes, empregados como substitutos dos
solventes organicos em técnicas de extracdo baseadas em interacOedidigdmlo Os
solventes tradicionais comumente possuem alta volatilidade, sendo potencialmente prejudiciais
para a saide do operador, além de necessitarem de um tratamento adequado para o descarte, 0
que torna o processo mais custoso (MartinémzCejuela; Gionfriddo, 2024). Entre os
principais solventes verdes se destacam os liquidos idnicos (ILs, dolomaékiquids) e os
solventes eutéticos profundos (DESs, do inBlésp Eutectic Solvent€Os ILs consistem em

sais com baixo ponto de fusdo e sdo compostos por um cation organico e um anion organico ou
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inorganico. Tem como vantagem a pressao de vapesigéificaiva, estabilidade térmica e
versatilidade, no entanto sdo inflamaveis e apresentam um certo grau de toxicidade. Outra
opcéao sdo os DES, formados pela mistura eutética entre compostos aceptores de hidrogénio e
doadores de hidrogénio, que isolados se apti@seem estado soélido, mas na mistura formam

uma fase liquida homogénea. Possuem uma menor toxicidade e menor custo de sintese quandc
comparados aos ILs. Além disso, uma subclasse dos DES sdo os chamados NADES, ou
solventes eutéticos profundos naturaiseomslcompostos envolvidos possuem origem natural,
como polissacarideos e aminoacidos (Cameab, 2022, MartineférezCejuela; Gionfriddo,

2024).

Em técnicas de extracdo que se baseiam na interacdo da amostra com uma fase solida,
esta fase sdlida é eposta por um sorvente, sendo 0s mais comuns s&gp BSA e sorventes
de troca idnica (Richter, 2022). No entanto, novas alternativas de sorventes estdo sendo
desenvolvidas para se enquadrar nos principios da Quimica Analitica Verde e também para
melhora a seletividade e recuperacdo das técnicas. Dessa maneira, estes materiais devem sel
preferencialmente renovaveis, reutilizaveis, -t@acos, com alta superficie de adsorcéo e
biodegradaveis (Castafieea al, 2024; Jagirani; Soylak, 2024; Pachdémrnamlez et al,

2020). Os sorventes verdes podem ser classificados quanto a sua origem, sendo ela sintética oL
natural. Os principais exemplos de sorventes sintéticos sdo os polimeros molecularmente
impressos (MIPs, do ingl@golecularly Imprinted Polimeds as nanoparticulas (NPs) e as
estruturas metalorgancias (MOFs, do inglietal Organic FrameworRqCaraselet al, 2025;
Castanedat al, 2024; Jagirani; Soylak, 2024; Maal, 2023).

Os MIPs sdo sorventes altamente seletivos, pois sua sintese édaegiaa
polimerizacdo em torno de uma molécula que serve como molde. Dessa maneira, 0 MIP possui
alta especificidade de interacdo para aquela molécula especifica ou uma classe de moléculas
gue apresentam o mesmo nucleo. Outras vantagens deste sorvaeta untl baixo custo de
sintese e estabilidade quimica (Btaal, 2023). Os MOFs sao formados pela ligagédo de ions
metalicos a compostos organicos formando materiais altamente porosos. Sao considerados
sorventes estaveis quimica e termicamente, e posst@narah de superficie pela grande
presenca de poros (Jagirani; Soylak, 2024; éflal, 2023). A area superficial também é
destaque das NPs, visto 0 seu tamanho reduzido, o que possibilita uma grande superficie de
contato com a amostras. As NPs podem sestituidas de diversos tipos de material, no
entanto as de maior interesse sao as que apresentam caracteristicas magnéticas, o que facilita
recuperacdo do sorvente na amostra, permitindo a automacao do processo (8chlarz

2024). No entanto, apes#as caracteristicas positivas dos sorventes verdessdeamsiderar
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a quantidade e potencial toxicidade dos reagentes empregados no processo de sintese, dess
maneira, sorventes naturais podem se tornar uma opc¢ao mais ambientalmente agradavel
(Pachecd-ernandeet al, 2020).

Os sorventes naturais, também chamados de biossorventes, sdo aqueles que possuen
uma origem natural ou bioldgica, sendo de alta disponibilidade, baixo custo, pouco toxicos,
renovaveis e biodegradaveis por natureza (Jagirani; SB0d; Maet al, 2023). Dessa
maneira, possuem caracteristicas ideais para aplicacdo em escala industrial, devido
principalmente a facilidade de obtencdo (Fomina; Gadd, 2014). Pela sua composi¢ao quimica,
podem ser classificados em sorventes inorgantoos,a argila como sorvente mais explorado,

e sorventes organicos (Richter, 2022). Os sorventes organicos podem ter diferentes origens
como a biomassa microbiana, derivada de bactérias, fungos e microalgas; as algas marinhas; o0s
residuos industriais, conprodutos remanescentes de processos de fermentacédo e fabricacao
de alimentos; os residuos da agricultura como cascas, caules e folhas diversas; os residuos
naturais como cascas de arvores, cortica e serragem; residuos de origem animal como & ou
penas (Bet al, 2024; Fomina; Gadd, 2014). Entre os biossorventes mais utilizados na literatura
podemos citar a cortica, diatomaceas, algodédo, polen, cascas de frutas como coco e banana ¢
cereais como amendoim e arroz (Fomina; Gadd, 2014; Godage; Gionfriddoy2d20et al,

2019; Maet al, 2023). Grande parte dos residuos utilizados como biossorventes se apresentam
de maneira granulada ou em poé, por passarem por processos industriais, mas também podem
ter a conformacao de fibras, consideradas mais flexiwaissateis (Bet al, 2024).

Os biossorventes possuem suas propriedades extrativas devido a presenca de
biopolimeros, sendo os polissacarideos os mais importantes. Os polissacarideos possuem
diversos grupamentos funcionais em sua composi¢ao, o que paintiéeacado com analitos,
fundamental para o processo de adsorcdo. Dessa maneira, também é possivel realizar o
isolamento dos biopolimeros, e emprémg como sorventes. (Fomina; Gadd, 2014; Godage;
Gionfriddo, 2020; Pacheeeernandeet al, 2020). Dentr@s mais relevantes, temos a celulose,
lignina e suberina, que séo extraidas de material vegetal; a quitosana e seu derivado quitina,
obtidos de crustaceos e paredes celulares de fungos; e o alginato e agarose, extraidos de alga
marinhas (Godage; Gionfdd, 2020; PacheebBernandeet al, 2020). Adicionalmente, apesar
de os biossorventes ja possuirem propriedades de adsorcédo intrinsecas, como mencionado
anteriormente, podem passar por processos que aumentem sua performance. Usualmente, sac
utilizados proessos de funcionalizagdo como oxidagao, esterificacdo, crosslinking e

copolimerizacdo (Godage; Gionfriddo, 2020; Richter, 2022). Além disso, o material pode ser
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modificado através de técnicas de pir6lise e ativacdo, formando compostos de carbono
nanoporospcomo o biochar e o carvao ativado (Madtal, 2019; Richter, 2022

1.2.2.1Cortica

A cortica é um tecido vegetal presente nas cascas de arvores do @Qéamuos as
chamadas cascas ricas em cortica, sendo a arvore de maior representativida@&oo sob
(Quercus subgr(Senet al, 2020). A cortica necessita de clima moderadamente quente e arido
para seu desenvolvimento, e sua arvore é capaz de resistir a periodos de seat @Aroso
2017). Devido a estas caracteristicas, o clima mediterranéea€ para o crescimento das
arvores, sendo Portugal o principal pais produtor de cortica, responsavel por cerca de 55% do
cultivo mundial (Teixeira, 2022). A producdo anual estimada deste produto é de 200 mil
toneladas (Reget al, 2023). A colheita da ctica é considerada uma producgéo sustentavel,
visto que a cada ciclo de extracao, a arvore possui a capacidade de renovar a camada de cortice
(Carrico; Ribeiro; Marto, 2018). Cada ciclo de extracao vai ocorrer entre 9 a 12 anos do ultimo
ciclo, tempo necesrio para que haja a criagdo de uma nova camada de cortica. Contudo, 0
primeiro ciclo extrativo so ira ocorrer quando a arvore possuir cerca de 20 a 25 anos de idade.
Nesta primeira colheita, o produto mhuma do ®
aplica-«o0o comercial. A segunda col heita ge
também possui aplicacdes limitadas. E somente a partir do terceiro ciclo extrativo que a cortica,
agora chamada de fAamadi ao, al priacip8meata raarodugid a d a
de rolhas (Aroset al, 2017; Duarte; Bordado, 2015). A arvore do sobreiro possui vida média
de 200 a 250 anos, sendo assim, apos a espera de 40 a 45 para a primeira cortica comercial se
obtida, podem ser realizados cereal® a 18 ciclos extrativos (Arost al, 2017; Carrico;

Ribeiro; Marto, 2018). A colheita da cortica usualmente ocorre durante o verdo europeu, nos
meses de junho a julho, quando as células felogénicas estéo totalmente funcionas{Rego
2023).

A composi¢cdo quimica da cortica € majoritariamente dominada pela presenca de
polimeros naturais como a suberina, que representa cerca de 23 a 50%, a lignina, que represente
em torno de 17 a 36%, e a celulose e hemicelulose, que juntos somam até 20% dg&mmpos
total (Seret al, 2020; Teixeira, 2022; Verdum; Jové, 2024). Além disso, 11 a 18% da cortica
€ composta pelos extrativos. Nesta fracdo, se encontram os lipidios em maior propor¢do, como

acidos graxos e esteréis, mas também compostos fenélicogpetrite (Costat al, 2019;
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Regoet al, 2023; Teixeira, 2022; Verdum; Jové, 2024). Em menor proporcao, cerca de 1 a 3%,
se encontram 0s componentes inorganicos, majoritariamente minerais, sendo o calcio, fésforo,
sbédio, magnésio e potassio os mais presef8eret al, 2020; Teixeira, 2022; Verdum; Jové,
2024). No entanto, diferencas na composi¢cdo podem ser observadas pela variagcdo em alguns
fatores como a origem geogréfica da cortica, o estado fisiolégico da arvore geradora, as
condicdes de solo, tempérea e precipitacdo do local de crescimento, a variabilidade genética
das arvores e a idade das mesmas (Aebsb, 2017; Duarte; Bordado, 2015; Verdum; Joveé,
2024). Adicionalmente, € necessario considerar que diferencas de composicdo podem ser
atribuida aos métodos de analise utilizadosa vez que pode haver variacdo em sua eficiéncia
(Verdum; Jové, 2024)Embora existam poucos dados sobre a comparagdo da composicao
guimica de corticas provenientes de diferentes regides geograficas, ndao foram abservad
diferencas estatisticamente significativas nos percentuais de seus principais con$Ginstdes

et al, 2019).

Estruturalmente, a cortica € composta por células hexagonais, cuja parede celular é
composta por trés camadas. A camada mais interna déanmeta constituida por lignina, a
camada medial € composta pela suberina e por ceras, enquanto a camada mais externa €
constituida de polissacarideos como a celulose e a hemicelulose (Duarte; Bordado, 2015). O
interior da célula € composto por ar, poishula perde seu citoplasma durante o processo de
crescimento (Aroset al, 2017). Dependendo do corte histologico utilizado, é possivel a
visualizacdo da organizacao das células em forma de colmeia ou parede de tijolos, o0 que pode

ser observado na FiguBa
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Figura 61 Visualizagdo da estrutura da corti¢ca nos diferentes planos de corte
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Fonte: Chanutet al, 2022.

Devido a todas as propriedades quimicas e estruturais da cortica ja citadas, algumas
caracteristicas sao conferidagie explicam o seu uso industrial. Entre elas, {sedeitar a
leveza do material, justificada pela baixa densidade; a impermeabilidade; a resisténcia a
atividade microbiana, visto que possui um baixo teor de umidade, sendo, por muitas vezes,
consideradanerte biologicamente; a alta resisténcia, que permite a completa recuperacéo do
material apés compressao, exibindo propriedades de amortecimento; e a capacidade de atuar
como isolante térmico e acustico, pela baixa condutividade térmica e resist@miauatéo e
pela baixa impedéancia acustica (Arcsoal, 2017; Carrico; Ribeiro; Marto, 2018; Duarte;
Bordado, 2015).

A principal aplicagéo da cortica € fabricacade rolhascom uma producéo estimada
de aproximadamente 40 mil unidades por dia soment@a@rtugal(Silva et al, 2020). Em
virtude das caracteristicas ja mencionadas, a cortica é atualmente empregada na confeccéo de
materiais isolantes em constru¢des e componentes de pecas industriais, e também utilizada em
revestimentos e materiais paraeadnato (Duarte; Bordado, 2015). Entre as aplicacdes
emergentes, poege citar a extracdo dos compostos fendlicos e terpenos para a aplicacdo na
indUstria cosmética e farmacéutica, devido a suas propriedades antioxidantes e

antiinflamatoérias (Duarte; Borda, 2015; Reget al, 2023). A biomassa da cortica também
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pode ser empregada na produgdo de combustiveis e energia, através da queima do material (Sel
et al, 2020). No entanto, a producéo de rolhas e conglomerados de cortica gera uma grande
guantidade deo durante os processos de moagem, corte e finalizacdo dos produtos, podendo
corresponder a até 25% do conteudo total de cortica extraido (Carrico; Ribeiro; Marto, 2018;
SantasMiguel et al, 2025).Por apresentar granulometria muito fina, esse p6 nde ged
utilizado nas aplicagBes tradicionais da corti¢a, sendo, portanto, classificado como residuo do
processo produtivfArosoet al, 2017).

Devido aos custos com o descarte do p6 de cortica, este material vem sendo estudado
para a aplicagdo como masdradsorvente (Silvat al, 2020). O uso da cortica como material
adsorvente ja foi muito empregado na remocédo de poluentes em matrizes aquosas, incluindo
compostos como agrotéxicos, metais pesados e medicamentos (De étgaigr 2019;
Domingueset al, 2005, Santadliguel et al, 2025; Silvaet al, 2020). A adsorcdo dos
compostos ocorre predominantemente na parte externa das células da cortica, uma vez que sel
interior &€ composto majoritariamente por ar. Dessa forma, a eficiéncia da adsorgéo tende a se
maior quando se utilizam particulas menores de cortica, devido ao aumento da area superficial
disponivel para interacd&ilipe-Ribeiro; Cosme; Nunes, 2018). interacdo no processo de
adsorcao ocorre predominantemente por meio de interagdes idnigagdedi de hidrogénio
entre os analitos e os constituintes da cortica, como lignina, suberina, celulose e hemicelulose,
0s quais apresentam diversos grupos funcionais capazes de estabelecer interacées quimicas
especificagSantasMliguel et al, 2025). Entreos fatores que podem influenciar o processo de
adsorcao se destaca a temperatura, que sera responsavel por reduzir a viscosidade da soluca
contendo o substrato, o que aumenta a taxa de difusdo do mesmo, além de potencialmente
influenciar na abertura dg®ros da cortica (De Aguiat al, 2019). Adicionalmente, o pH ira
modular a adsor¢cdo, no entanto sera dependente do tipo de analito que esta sendo avaliada
(SantasMliguel et al, 2025; Silvaet al, 2020). Ndo obstante, ptetamentos da cortica
tambémpodem ser empregados, como impregnacao de solventes, solu¢des acidas ou basicas e
tratamentos térmicos (FilipRibeiro; Cosme; Nunes, 2018).

Por conta do éxito da cortica como sorvente na remoc¢ao de poluentes, dirsei@ou
pesquisa para sua utilizacaotgncial em técnicas de extragdo em fase solida. A cortica ja foi
empregada como sorvente em diferentes técnicas de preparo de amostra, sendo pelo uso do pc
de cortica ou o filme de cortica. Algumas técnicas incluem a microextracao por barra adsortiva
(BAUE, do ingléBar Adsorptive Microextractiona extracdo em ponteiras descartaveis (DPX,
do inglésDisposable Pipette Extractie a SPME (Diast al, 2015; Mafreet al, 2018; Morés

et al, 2021; Morelliet al, 2020; Oenningt al, 2017). A maioria deartigos € concentrada na
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aplicacdo em analises ambientais, no entanto metodologias para andlises toxicoldgicas ja foram
reportadas como na determinacdo de farmacos em humor vitreo e urina, e do produto de
biotransformacéo dgy-THC, o 1:nor-9-carboxigd-THC, em urina (Mafrat al, 2018; Morés

et al, 2021; Ossane=t al, 2023)

1.2.2.2Residuo de malte

O residuo de malte (BSG, do ingBs e we r 6 s )Sépcensiderads 1o arinaipal
residuo da producdo de cerveja. Este residuo € produzido na gretegia da producéo
cervejeira, a chamada brassagem. Nesta etapa, ha a formacao do mosto, que é filtrado e separad
para o seguimento do processo (CasBolpini, 2021). O residuo remanescente é o0 BSG,
composto pelas cascas, partes do pericarpo e end@sgdes graos de malte (Chap@unyari
Shiundu, 2019; Emmanyeiganyira; Shao, 2022). Estirs& que a cadb00 Lde cerveja, sao
produzidos 20 kg de BSG (Allegretti al, 2022). Em 2020, a produ¢cdo mundial de cerveja foi
de 1,82 bilhdes de hectolitroge derveja, o que gerou cerca de 36,4 milhdes de toneladas de
BSG (ZekoP i vetal, 2022). O Brasil possui a terceira maior producao de cerveja do mundo,
sendo produzidos anualmente cerca de 14,1 bilhdes de litros da bebida, gerando em torno de
2,8 milhdes de toneladas de BSG (De Ara@bal, 2021). Por ser um residuo da industria
cervejeira, a producdo de BSG é constante ao longo do ano, o que pode gerar problemas por
falta de descarte (Kezerd al, 2018).

A composicdo quimica do BSG é complexa, aoajoritaria presenca de polimeros
naturais hemicelulose, que representam entre 19 e 45% do residuo, a celulose, com percentuais
entre 15 a 28%, e a lignina, cuja presenca € estimada entre 3 e 28%eflkfa@017; Zeke
P i veadl, 2022). O BSG também possui um significativo contetudo de proteinas, entre cerca
de 15 a 25%, sendo principalmente insolUveis como as hordeinas, proteinas de armazenamento
e as glutelinas, proteinas estruturais (Niemal, 2012) Dessa forma, o material pode ser
considerado uma fonte de aminoacidos essenciaisess@aciais (lkrarat al, 2017; Kezerle
et al, 2018). Os lipidios estdo presentes em menor proporcdo, cerca de 5 a 11%, sendo
encontrados na forma de triglicerideb5%), acidos graxos livres (30%), fosfolipidios (9%) e
diglicerideos (6%) (Niemet al, 2012). Em relagdo aos micronutrientes, vitaminas como acido
folico, niacina, biotina, colina, entres outras também fazem parte da composi¢cao do BSG (lkram
et al, 2017 Musattq Dragone; Roberto, 2006). Compostos inorganicos como 0s minerais estao

presentes em menor quantidade, sendo os principais o célcio, magnésio, fésforo, sodio, potassio
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e ferro. Outros componentes presentes sdo 0s compostos fendlicos, que aaoiasifrstm
potencial bioativo, com significativa presenca dos &cidasinparico, ferulico, vanilico,
hidroxibenzéico e siringico (Ikraet al, 2017; ZekeP i veaal, 2022).

O perfil quimico do BSG pode, contudo, s#teradopor alguns fatores intrinsecos ao
malte, como as condicbes empregadas no cultivo do malte e sua época de colheita (Musatto,
2013). No entanto, a principal fonte de aailidade da composicédo é a variedade do malte
empregado, ou seja, se ele € do ppsen ale, lager, entre outros (Robertsat al, 2010).

Além disso, as condicdes do proprio processo de brassagem também podem influenciar a
composicdo quimica do restluEntre estes fatores, se destacam as condi¢cdes da brassagem
como temperatura e propor¢cao dos insumos, e os aditivos que sdo adicionados no processo,
como a goma arabica, propileno glicol alginato, polipeptideos e minerais como ferro, zinco e
niquel (ZekeP i v et lal, 2022). Diferencas na composicdo também foram observadas
dependendo do tipo de procedimento de conservacéao utilizado para o BSGESaN®2303).

Apesar disso, alguns estudos demonstram nao haver diferencas significativas para diferentes
lotes de BSG adquiridos da mesma cervejaria e entre diferentes cervejarias (Rebaidtson

2010; Santost al, 2003).

Em relagcdo a morfologia do BSG, ele se apresenta como uma superficie aspera,
composto por particulas laminares e granulares (C&uipini, 2021). Ha em sua estrutura a
presenca de macro e microporos, 0 que € interessante, pois permite a adsorcao de diferentes
tipos de substancias (De Ara@bal, 2021). Além do tamanho, o formato dos poros também
€ irregular, por vezes se orgamizlo em canais (Costt al, 2023). Quando realizado o
difratograma do BSG através de difracdo de raio X, € possivel observar a caracteristica amorfa
do material (De Araujet al, 2021). Os achados morfol6gicos do BSG podem ser observados

na Figura 7
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Figura 71 Imagens de microscopia eletronica que mostram a estrutura porosa do BSG.

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.84 mm | | SEM HV: 20.0 kV WD: 14.96 mm | |

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm

Fonte: Castroet al, 2021.

O BSG é considerado um residuo justamente pelo seu alto teor de umidade, ou seja, esta
sujeito a rapida contaminacgé&ucrobioldgicas, com vida util de prateleira em torno de 7 a 10
dias (Ikramet al, 2017). Dessa forma, a principal aplicacdo do BSG é na suplementacao de
racdes para animais, principalmente gado, mas também podendo ser utilizado na criacdo de
frangos, pocos e até peixes. Issxorre principalmente pelo alto teor de fibras e proteinas
encontrados em sua composi¢ao, sendo alguns dos beneficios esperados o ganho de peso
aumento da producao de leite. Nao € necesséario nenhum tipo de processamento da BSG par
essa aplicacdo, se tornando uma alternativa simpliss lgaixo custgara os produtores
(Bachmann Calvete Féris, 2022; EmmanueNganyira Shao, 2022; MusatfoDragone;
Roberto, 2006; Mussatto, 2014). No entanto, quando se trata da preservacacitkesieée
necessaria a realizacao da secagem, que por meio da eliminacdo da umidade, reduz o volume ¢
risco de contaminacéo, possibilitando o armazenamento (ktram 2017). A autoclavagem
do material também pode ser realizada para armazenamento aflangono entanto ja foram
relatadas mudancas na composi¢cado do BSG através desta técnica, portanto a secagem continuis
sendo o processo mais recomendado (Puliguimbé, 2021).

Diversas outras aplicacbes do BSG ja foram exploradas na literatura. Além da
incorporacdo do BSG na alimentacdo de animais, ele também pode ser empregado como

suplemento alimentar humano pela grande quantidade de fibras e compostos fenolicos, sendo
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normalmente adicionado em produtos a base de farinha como biscoitos, salgadimso®\e pa
principal desvantagem do uso do BSG para este fim é a coloragBoreemanescentes, que
podem afetar o sensorial do alimento (EmmanNghnyira; Shao, 2022; MusattDragone;
Roberto, 2006). Além do uso do BSG inalterado, os compostos bioatesentes em sua
composi¢cdo como os compostos fendlicos podem ser utilizados como aditivos alimentares
(Ikram et al, 2017; Musatto, 2013). O BSG também pode ser utilizado como remediador de
solos, devido a presenca de nitrogénio e fosforo em sua compd3igém aplicacdo € o uso
do BSG como substrato para a producdo de energia na forma de biogas, no entanto, se faz
necessario um pritatamento do material para maior rendimento (Bachm@alvete; Féris,
2022). Ademais, derivados de BSG também podem Bieadbs para a producdo de etanol,
sendo uma alternativa na producdo de combustivel (EmmaNgahyira; Shao, 2022;
Musatto, 2013). O BSG também é um material que pode ser valorizado em aplicacdes
biotecnoldgicas, aumentando o valor agregado do rediéistes processos, o0 BSG é utilizado
como substrato para o cultivo de microrganismos como fungos e bactérias, que serédo
responsaveis pela producdo de enzimas como amilases, celulases e proteases, e também d
acido organicos como acido citrico e acido laat@vés de fermentacdo (Puligundiéok,
2021).

No entanto, a principal aplicacdo do BSG de interesse toxicol6gico é 0 uso como
material adsorvente. As propriedades de adsorcao dsB&Gecorrentgwincipalmente pelo
alto teor dos polimeros naturdielulose, hemicelulose e lignina) que possuem uma grande
guantidade de grupamentos do tipo carboxila e hidroxila, que interagem com as substancias
através de doacao de elétrons (Bachnarah, 2023). Os principais fatores que pode modular
0 processo dadsorcao sédo: o pH do meio; o tempo de contato entre 0 BSG e a amostra; a
concentracado inicial do substrato a ser adsorvido; a temperatura do sistema; a quantidade de
sorvente utilizada; e o tamanho de particula do BSG (Bachetain2024; ChanzuOnyat;
Shiundu, 2019; Costat al, 2023; Izinyoret al, 2016; Kezerleet al, 2018). De forma geral,
uma maior quantidade de sorvente sera benéfica para uma maior adsorgao, visto que mais sitios
de interacdo estéo disponiveis. Similarmente, quanto maioicartoacdo inicial do substrato,
mais rapidamente os sitios do sorvente serdo ocupados, o que diminui a adsor¢do (Bachmann
et al, 2024; ChanzuOnyari; Shiundu, 2019). Em relacéo ao tamanho da particula, as menores
possuem uma taxa de adsorcdo maiorajushte pelo aumento da area de superficie, o que
possibilita maior contato com os substratos (Cha@nyai; Shiundu, 2019). Quanto ao tempo
de contato, avaltae que seja um fator relevante até que todos os sitios de interacdo do sorvente

estejam ocupadoe o equilibrio do sistema seja atingido (Izingoal, 2016). A influéncia do
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pH sera majoritariamente dependente do tipo de substrato a ser adsorvido, ndo possuindo tanta
relacdo com o sorvente (De Aragbal, 2021; WierzbagK g os, 2019) .

As propriedades adsorventes do BSG ja foram estudadas de forma exitosa para a
remocao de poluentes de amostras aquosas. Entre 0os compostos avaliaekes qiaade
substancias inorganicas como metais pesados, incluindo manganés, niquelziocbre
cadmio, chumbo e cromo (Bachmaetral, 2023; WierzbaK g o s, 2 0 1 8jestudodBa mb ®
que avaliam a adsorcédo de compostos organicos, principalmente investigando corantes como o
azul de metileno, azul reativo 5G, amarelo tartrazina, vermelho Gongae malaquita, mas
também com a cafeina, substancia considerada um marcador da acao antropogénica no
ambiente (Bachmanet al, 2023; Bachmanet al, 2024; ChanzuOnyari; Shiundu, 2019;

Costaet al, 2023; De Araujeet al, 2021; Kezerlet al, 2018). Como adsorvente, o BSG pode

ser reutilizado, apos ciclos de dessorcdo com auxilio de ultrassom, adicdo de &cidos ou oxidagao
térmica. Todavia, estes processos se repetidos por multiplosaiddszenao bloqueio dos

poros ou a desintegracao quimicaRESG, o que diminui a eficiéncia da adsor¢cao (Bachmann

et al, 2024; WierzbaK gos, 2019) .

Modificagcbes do BSG também podem ser realizadas para aumentar a capacidade
adsortiva do material. Estas modificacbes podem ser fisicas ou quimicas, ou através da
combinacdo dos dois modos (Bachmaginal, 2023). O tratamento mais comum é a
carbonizacao ou pirdlise do material, produzindaiazhar, um tipo de carvao vegetal. Este
material ira possuir uma estrutura com poros de tamanhos variados, 0 que aumentkea are
superficie do BSG (Cancellieret al, 2019). No processo de formacdo dwmchar, a
temperatura da pirélise e taxa de aquecimento serdo os fatores determinantes para o rendimento.
a estrutura e as propriedades do composto resultante (Bach@adrete Féris, 2022; Osman
et al, 2020). Os mecanismos de adsorcadidchar sdo considerados complexos, pois ha a
possivel ocorréncia de interacdes fisicas e quimicas entre o material e 0s substratos, o que pode

explicar sua alta capacidade adsortivagdd., 2014)

1.2.3Ferramentas para avaliacao do perfil verde

Com o surgimento do termo Quimica Analitica Verde e a expansao de seus principios,
diversos estudos comecaram a relatar seus métodos como verdes, ou até afirmar que os metodo:
em questdo eram msaverdes que seus antecessores. No entanto, estas classificagbes eram

baseadas apenas no julgamento dos autores, sendo, muitas vezes, subjetivas, visto que nao s
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sabia quais os parametros que estavam sendo levados em consideracédo para tal afirmacgéao
Dessa maneira, ferramentas foram criadas contendo recomendagfes especificas de quais
parametros deveriam ser avaliados, e fornecendo uma maneira de calcular o carater verde do
método. Assim, comparacbes mais apropriadas poderiam ser realizadas entre diferentes
met odol ogias, pois estavam embasWabdka, 2022n u m
Shiet al, 2023).

A ferramenta considerada como pontapé inicial para essa nova maneira de avaliacao foi
criada em 1997, com o nome @demical Hazard Evaluatiofor Management Strategies
(CHEMS-1). Seu objetivo principal era calcular a toxicidade dos materiais usados nos métodos
analiticos, tanto em relacdo aos operadores quanto ao meio ambiente. O calculo levava em
consideracdo dados de toxicidade aguda e crémecajuimicos, sua carcinogenicidade,
biodegradabilidade, volatilidade, entre outros (Swaretaal, 1997). Desde entéo, diversos
outros algoritmos foram desenvolvidos, sendo os mais utilizaddsalytical EceScale o
Green Analytical Procedure Indg)GAPI) e o Analytical Greenness calculatdAGREE)

( Saj i d\Wasykg, @a2%.a

O AGREE foi criado em 2020, justamente para melhorar os sistemas métricos utilizados
até entdo, visto que nenhum deles explorava todos os doze principios da Quimica Analitica
Verde. A ferramenta também tem como objetivo oferecer uma plataforma intuitiva para seus
usuarios, estando disponivel gratuitamente para download. A resposta final do algoritmo sera
um namero entre 0 e 1, sendo 0 aquele método que néo possui carasteastes, e 1 sendo
0 mais verde possivel que o método pode ser. Sendo assim, o calculo final do indice € composto
por doze fatores, cujas respostas sdo transformadas em fungdes matematicas para se adequare
a uma escala de 0 até 1. O AGREE esta assoctad@ avaliacdo do processo analitico como
um todo, desde a amostragem até o descarte dos residuosPéPeira \Wojnowski;
Tobiszewski, 2020).

No entanto, os autores sentiram a necessidade de avaliar de forma mais detalhada um
dos pontos criticos do presso analitico, a etapa de preparo de amostra. Dessa maneira, em
2022, foi criada a ferramenta AGREEprep, abreviaturdmgytical greenness metric for
sample preparationNesta ferramenta, dez critérios relacionados ao preparo de amostra sdo
avaliados pra formar o escore final, que da mesma maneira que no AGREE, vaide O até 1. A
cada um dos critérios, € atribuido um peso padrdo, o que permite que critérios chave tenham
mais impacto sobre o valor final. Entre os critérios chave se destacam o usedesoagrdes,

a quantidade de residuo gerado e a energia consumida durante todo o processo de preparo d:

amostra. Os resultados obtidos pelo AGREE e AGREEprep usualmente possuem boa
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concordancia, no entanto métodos que obrigatoriamente necessitam dpanm geeamostra

tendem a ter mais escores pelo AGREEprep, visto que o AGREE ird pontuar positivamente um
método de analise direta em detrimento a um que passe pela etapa de preparo. Assim como o
AGREE, a ferramenta esta disponivel para uso online e afimeaneira gratuita (Wojnowski

et al, 2022).

Recentemente, outras ferramentas tém se estabelecido como opc¢des interessantes, pois
consideram no calculo do escore alguns parametros de performance analitica das metodologias.
Este € o caso do sistema BABIe applicability grade indgxNo BAGI, dez parametros sao
avaliados, podendo ser atribuidos quatro tipos de pontuacao (10, 7,5, 5 ou 2,5). Quanto mais
proximo de 100 pontos o método somar, significa que ele possui mais caracteristicas verdes.
Em relacédoas outras ferramentas jA mencionadas, podemos citar dois principais parametros
adicionais, sendo o primeiro a finalidade de analise. Dessa forma, métodos apenas qualitativos
recebem uma pontuacdo menor e métodos quantitativos confirmatérios recebenr a maio
pontuacdo. Isso se deve ao fato de que o Ultimo ndo necessita de uma analise posterior para
confirmacéo, reduzindo tempo e gastos de analise. Em segundo, o BAGI também pontua os
métodos com base no numero de analitos identificados e/ou quantificadoraemesma
andlise. Métodos para somente um composto recebem a menor pontuacao, enquanto métodos
multianalitos com mais de 15 substancias recebem o maior escore (Matrady&023).

Outra ferramenta disponivel € o algoritmo RGB 12, que se baseia notcot&ei
AQu2 mica Anal2tica Brancabo. Nesta ©plataforl
avaliados através de trés componentes, verde, azul e vermelho, cuja soma resulta na cor branca
Cada componente € composto por quatro parametros individuais. O esrgeerde tem
relacdo com a sustentabilidade dos métodos, avaliando a quantidade de reagentes, a toxicidade
dos mesmos, a quantidade de residuo gerada e a energia empregada no processo. O componen
azul avalia critérios praticos como tempo e dinheirotogasinfraestrutura necessaria e
operacionalidade. J4 o componente vermelho € relacionado com a performance da metodologia
e leva em consideracdo o escopo do metodo, os limites de deteccéo e quantificacdo e dados de
precisao e exatiddo (Nowak, Wietedbagf u sz ny e Pawl i szyn, 2021) .

Dessa maneira, o desenvolvimento da GAC como conceito pode ofertar uma série de
vantagens para as analises toxicoldgicas, que possuem particularidades acentuadas como &
diversidade de analitos e a complexidade de matrizes liakKghtravés da aplicacdo dos
principios da GAC, é possivel desenvolver métodos que usem menores volumes de amostra,
principalmente pela aplicacdo de técnicas de preparo verdes. Ademais, a evolugcdo dos materiais

alternativos que visam substituir os sohesné sorventes tradicionais permitem a extracéo de
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multiplos analitos em uma mesma técnica de preparo, o que se torna uma vantagem em meétodos
descreening Contrariamente, em funcao da possibilidade de modulagéo de suas propriedades,
0S materiais alternatbs podem possuir seletividade aumentada para uma substancia ou grupo
de interesse. Estes beneficios metodoldgicos que incluem maior eficiéncia, sensibilidade e
seletividade, sdo complementados por caracteristicas sustentaveis como menor consumo de
energia gasto de tempo e producao de residuos tdxicos, assim como um aumento na seguranca
do analista. No entanto, as aplicacdes dos principios da GAC nas analises toxicoldgicas para
certas classes de analitos e matrizes complexas ainda séo limitadas, sefga yomanissora

para pesquisa e desenvolvimento
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologias analiticas baseadas na Quimica Analitica Verde para a
determinacdo de substancias psicoativas em amostras biolégicas no contexto das analises

toxicoldgicas clinicas e forenses.

2.2 Objetivos Especificos

1 Realizar uma revisdo da literatura existente focada na aplicacao de conceitos da Quimica
Analitica Verde nas analises forenses;

1 Desenvolver, otimizar e validar uma metodologia baseada em DSPMEandi
cortica como biosorvente, para a determinacdo de catinonas sintéticas e outras drogas
sintéticas em amostras de sangue post mortem;

1 Avaliar a técnica de DSPME baseada em cortica utilizando ferramentas para a
caracterizacao do perfil verde.

1 Aplicar o método de DSPME com cortica a amostras suspeitas de intoxicacdo por
drogas sintéticas e NSPs, provenientes do Departamento de Pericias Laboratoriais do
Instituto Geral de Pericias do Rio Grande do Sul;

1 Desenvolver, otimizar e validar uma metodologia basemtt DSPME utilizando
residuo de malte como biosorvente, para a determinacédo de antidepressivos em amostras
de urina;

1 Aplicar o método de DSPME com residuo de malte a amostras clinicas suspeitas de
intoxicagdo por antidepressivos, provenientes deRST

{1 Realizar uma avaliacdo da possivel variabilidade de performance entre lotes do residuo
de malte de diferentes origens no protocolo de DSPME para analise de antidepressivos
em urina.

1 Avaliar o custo de produgdo do BSG e compar&om o de outros sorventes
comerciais.

1 Desenvolver validar uma metodologia baseada @uEChERSpara a determinacao

dos isbmeros de hexahidrocanabinol49RC e 9SHHC) em amostras de fluido oral.
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1 Investigara estabilidade estendida dos isdbmerosHHC e 9SHHC nas amostras

fluido oral e em solucoes.
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3ARTIGO S

3.1 Artigo |

O manuscritdreen chemistry: Developments and perspectives for sample treatment in
forensic methodologieapresenta uma revisdo de literatura sobre a aplicacdo de técnicas da
Quimica Analitica Verde no premade amostras advindas de cenarios forenses. Neste artigo,
sdo discutidas as principais técnicas de microextracdo utilizadas para amostras forenses,
incluindo a SPME, MEPS, DLLME e HEPME. Adicionalmente, sao discutidos principais
materiais alternatidempregados nestas técnicas, tanto solveatas ILs, DESs e solventes
de hidrofilicidade comutavetomo sorbentemcluindo MIPs, NPs e biossorvent&3 artigo
estapublicadona revistaWIREs Forensic Scienc@SSN Eletrénico 25739468 fator de
impacb 2.6, 2024 no Volume 5, Fadculo 6,noano de 2023, e pode ser acessado pelo seguinte
link: https://doi.org/10.1002/wfs2.1497
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1 | INTRODUCTION

The worldwide focus on progress and achievements in industries, technology, and science several years ago has led to
concerns about their environmental and health implications, which in turn has resulted in the need for sustainable
alternatives. One such area where this is evident is in analytical chemistry, where the need for environmentally friendly
methods has led to the development of Green Analytical Chemistry (GAC) (Namiesnik, 2001). In 2013, Gatuszka et al.
defined the 12 principles of GAC represented by the mnemonic SIGNIFICANCE. These principles were related to four
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main components that include the use of a reduced volume and number of replicates in the sample, using miniaturized,
automated, or direct techniques and reducing derivatization processes in methods and instruments, replacing toxic
reagents with renewable sources for the safety of the operator, and properly treating chemical waste before returning it
to the environment (Gatuszka et al., 2013). More recently, Lopez-Lorente et al. (2022) discussed “Green sample prepara-
tion” which recommends a series of propositions to be followed when direct analysis cannot be achieved and a sample
preparation technique must be employed for a sensitive analysis (Lopez-Lorente et al., 2022).

Sample treatment is considered a bottleneck in the process of adopting GAC practices. Many samples have a great
complexity and/or the presence of minimum quantities of the analytes. Therefore, a sample preparation procedure
becomes unavoidable. In these cases, it is highly recommended the use of miniaturized and automated techniques
because the scale of reagents and samples is reduced, as well as the exposition of the operator and the generation of
waste (Armenta et al, 2019). Additionally, the replacement of reagents for greener alternatives, and recovery of
reagents in order to reutilization and decontamination of the generated waste is also encouraged by the GAC principles
(Armenta et al., 2008). In recent years, some metrics have been developed in order to quantify the green character of an
analytical methodology. These metrics are valuable when comparing the status of current methods with their green
replacement. Among all developed metrics, GAPI and AGREE are the most used ones because they can be applied to
most analytical procedures. Some advantages also include the possibility of evaluating the greenness of each individual
step of the technique. Therefore, they allow a comprehensive visualization of the steps that need further development
(Sajid & Plotka-Wasylka, 2022).

In a forensic toxicology scenario, the concept of the GAC involves using alternative sample preparation methods to
improve the clean-up of samples and the detectability of drugs and other toxic substances. This minimizes the use of
toxic solvents and reagents, reduces waste generation, and increases the efficiency of analytical procedures. Addition-
ally, GAC is also being used to develop new forensic markers that can be used to link suspects to crime scenes, identify
body fluids, and establish the time of death. Considering instrumental technologies, these proposed new methods must
be compatible with increasingly popular techniques such as mass spectrometry, allowing for high sensitivity and speci-
ficity and the ability to analyze a wide range of compounds, or bioanalytical methods, such as enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) and PCR, or non-destructive analytical methods and portable analytical instruments. Despite the
importance of these approaches, some researchers still focus only on classical sample techniques.

2 | MICROEXTRACTION SAMPLE PREPARATION TECHNIQUES

An important achievement for GAC in the toxicology field was the development of miniaturized methods to be an alter-
native to classic extraction procedures such as solid phase extraction (SPE) and liquid-liquid extraction (LLE). Micro-
extraction techniques such as solid-phase microextraction (SPME) and liquid-phase microextraction (LPME), have a
long history in forensic toxicology and are considered valuable tools for the detection of drugs and other toxic sub-
stances successfully applied in various matrices such as blood, urine, and hair (He & Concheiro-Guisan, 2019; Venson
et al.,, 2019). Table 1 presents published studies employing the main microextractions with application in the forensic
scenario. Additionally, new liquid and solid extraction phases have emerged reducing the use of toxic reagents and sol-
vents in forensic toxicology. These green solvents and sorbents include amphiphilic molecules, ionic liquids, deep eutec-
tic solvents, molecularly imprinted polymers, metal-organic frameworks, and covalent organic frameworks. These
green alternatives can be used in microextraction techniques to improve efficiency and reduce the environmental
impact of sample preparation. Another trend in sample preparation is the use of chip-based devices, which is a rela-
tively unexplored technique for the determination of drugs of abuse. These microfluidic devices use small amounts of
fluids, resulting in low consumption of reagents and solvents, as well as reduced extraction time (Birk et al., 2021).
These chip-based devices show great potential in forensic toxicology and are worth exploring further.

2.1 | Solid-phase microextraction

SPME was the first developed miniaturized sample preparation method, introduced by Arthur and Pawliszyn in 1990
(Arthur & Pawliszyn, 1990). It is based on the exposure of a fused silica fiber coated with a polymer to the dispersed vol-
atile and semi-volatile compounds from a sample. The target substances will adhere to the fiber by adsorption and sub-
sequently, desorption is performed using solvent or heat. The most common use of SPME is in headspace analysis
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(HS-SPME), where the fiber is inserted into a sealed flask containing the sample and heated to release the volatile com-
pounds into the headspace above the sample. The compounds are then desorbed from the fiber and analyzed using a
variety of techniques, such as gas chromatograph (GC) associated with different detectors. For HS-SPME, the minimum
requirement for the analytes is volatility since they need to adsorb to the fiber in the gaseous phase. When molecules
are not volatile or thermally stable, approaches such as derivatization reactions can be employed (Agius et al., 2010;
Moller et al., 2010). However, the use of derivatization reagents may not align with the principles of GAC due to the
high risk these chemicals pose to both the environment and operators (Gatuszka et al., 2013).

In GC systems, a considerable advantage is the possibility to automate the extraction procedure using automatic
injectors, turning the process more efficient. On the other hand, HS-SPME or SPME fibers have a high associated acqui-
sition cost, which can lead to a more expensive analysis. However, fibers can be reused for several cycles, and it is rec-
ommended that reusability should be a parameter to be evaluated in the validation process (Bojko et al., 2012;
Kataoka & Saito, 2011). The types of fibers most commonly used are polydimethylsiloxane fibers, which may be mixed
with other phases, such as divinylbenzene or carboxen. More recently, new phases have been developed to improve
extraction efficiency, selectivity, and durability. An example is the employment of Molecularly Imprinted Polymers
(MIPs), which are discussed in Section 4.1 of this article (Spietelun et al., 2013).

SPME has a wide range of applicability in the field of forensics, as it can be used to analyze various types of sub-
stances and biological matrices. Saito et al. (2013) demonstrated a method for the quantification of
a-pyrrolidinovaleorophenone (a-PVP), a synthetic cathinone, in postmortem whole blood samples using HS-SPME and
GC coupled to mass spectrometry (GC-MS). Different types of fibers were tested, and the lowest limit of quantification
(LLOQ) obtained was 0.5 ng/mL. The method was successfully applied in a fatal case, with «-PVP concentrations of
486 ng/mL (Saito et al., 2013). In 2012, Mastrogianni et al. developed a method for analyzing venlafaxine in postmortem
whole blood samples using gas chromatography with a nitrogen phosphorous detector. They optimized various extrac-
tion variables, such as fiber type, salt amount, temperature, and extraction time, to achieve the highest response
(Mastrogianni et al., 2012).

Recently, the combination of SPME with liquid desorption has been applied to liquid chromatography (LC) due to
the availability of SPME tips made mostly of the octadecylsilane phase. Using SPME tips, Lizot et al. (2020) carried out
the simultaneous quantification of cocaine and its metabolites in plasma specimens, performing the analysis by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Only a 50 uL sample was necessary, which was diluted with
a buffer before being exposed to fibers. After that, the fiber was desorbed in the mobile phase (acidified methanol) and
subsequently injected into the analytical system. The limits of detection (LODs) and LLOQs found for the tested
analytes were 0.5 and 5 ng/mL. In addition, a key metric evaluated was the fiber's reusability, and it was determined
that using them is more than seven times as cost-effective and environmentally friendly (Lizot et al., 2020).

2.2 | Microextraction by packed sorbent

Microextraction by packed sorbent (MEPS) is a sample preparation technique introduced in 2004 as a miniaturized
alternative to SPE and is generally used for the extraction and concentration of trace amounts of compounds from lig-
uid samples. In MEPS, a sample is injected through a micro syringe into the packed column, and the target compounds
are adsorbed onto the sorbent material. The compounds can then be eluted from the column and analyzed using vari-
ous techniques. Like SPE, cartridges with different sorbent materials are commercially available, allowing the evalua-
tion of diverse analytes and the remodeling of classic SPE methods (Silva et al., 2014). The amount of sorbent is
minimal (<10 mg) when compared to a conventional SPE cartridge, making it a greener extraction method. In addition,
the cartridges are reusable and can support up to 50-100 extractions (Ferndndez et al., 2017). However, it is extremely
important to evaluate the efficiency of decontamination cycles of sorbent material during the analytical development
process to ensure that they are effective. Another major benefit of MEPS is the possibility to automate the entire process
by using semi-automatic syringes or autosamplers, this allows for the direct injection of the extracted compounds
directly into the analytical system. Variables such as the number of cycles in each extraction stage and the elution speed
in the syringe can significantly influence the analytical response, therefore the evaluation of these parameters is rec-
ommended (Da Cunha et al., 2020; Rosendo et al., 2022).

Due to the diversity of synthesized or commercial phases, MEPS has applicability in several areas of forensic toxicol-
ogy, enabling the analysis of different biological matrices. Depending on the matrix, sample pre-treatment may be
required such as when working with whole blood (Prata et al., 2019). Excellent sensitivity results have been reported
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using MEPS, having LODs or LLOQs lower than 1 ng/mL. This characteristic is essential in several analyses, for exam-
ple, of cannabinoids in plasma or blood, antidepressants in oral fluid, and synthetic opioids in different matrices
(Da Cunbha et al., 2020; Rosado et al., 2017; Said et al., 2011; Wozniakiewicz et al., 2014).

2.3 | Dispersive liquid-liquid microextraction

Dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) is a relatively new and efficient method for sample preparation,
which is based on the addition of a small volume of an extraction solvent to a larger volume of a disperser solvent,
followed by the rapid mixing of the two solvents in the sample. This results in the formation of small droplets of the
extraction solvent within the disperser solvent, which are then used to extract the target analytes. Generally, the dis-
perser solvent is most often consisting of acetonitrile or methanol the extraction solvent should have a high solubility
for the target analytes and low solubility for the matrix components. Commonly used extraction solvents include chlo-
roform, dichloromethane, and diethyl ether solvents (Zgota-Grzeskowiak & Grzeskowiak, 2011). However, more sus-
tainable, and less toxic options have been applied, as demonstrated in Section 3 of this article (Spietelun et al., 2014). It
is also important to note that the selection of the disperser solvent and the extraction solvent will depend on the nature
of the sample and the target analytes. The solubility of the analytes in the solvents, the polarity, and the stability of the
analytes are some of the factors that need to be considered when choosing the solvents.

The DLLME extracted analytes can then be easily transferred to a chromatographic or spectrophotometric instru-
ment for analysis. When analyzed by GC, the organic extract can be injected directly into the system, eliminating an
extra drying step (Cunha et al., 2016; Gardner et al., 2015). DLLME has wide versatility, with good results for illicit
drugs, pharmaceuticals, and other xenobiotics analysis in different biological matrices, being a great alternative to clas-
sical LLE (Fernandez et al., 2015; Fisichella et al., 2015; Gardner et al., 2015). Despite the vast number of substances
and/or classes of substances that can be analyzed employing this microextraction, DLLME is a pH-dependent extrac-
tion. This means that the selectivity of the technique can be modulated in order to be more suitable for one specific ana-
lyte or group of analytes. This feature can be assessed both as an advantage or a disadvantage, depending on the need
for a broad or specific analysis. Therefore pH is a commonly optimized parameter in published studies (Jain &
Singh, 2016). In some protocols, the use of DLLME in blood samples may require the separate addition of the disperser
solvent to promote protein precipitation. This was described by Odoardi et al. (2015) for the analysis of synthetic canna-
binoids, synthetic cathinone, and other stimulants in blood samples by LC-MS/MS (Odoardi et al., 2015).

Despite the green characteristics of DLLME, in some cases, high sample amounts are needed to achieve the required
sensitivity levels (Cunha et al., 2016; Mercieca et al., 2020). On the other hand, the use of sensitive analytical methodol-
ogies allows the employment of small amounts of samples, as performed by Kahl et al. (2021) for the quantification of
amphetamine-type stimulants in oral fluid (Kahl et al., 2021).

2.4 | Hollow fiber liquid-phase microextraction

Hollow fiber liquid-phase microextraction (HF-LPME) is a microextraction technique it involves using a hollow fiber
made of polypropylene, which has a porous surface. The fiber is filled with a solvent, which serves as the acceptor
phase. The sample, which contains the analytes, is then brought into contact with the porous surface of the hollow
fiber. The pores on the fiber surface allow the analytes to pass through and into the solvent inside the fiber. This process
of extraction is facilitated by the difference in the chemical properties of the analytes and the solvent. Once the extrac-
tion is complete, the solvent containing the extracted analytes can be removed from the fiber and analyzed. The
extracted solvent can then be directly injected into a GC or dried and resuspended for LC analysis, depending on the
volatility of the solvent used (Venson et al., 2019).

HF-LPME can be configured in different ways, and these configurations can be classified into two main categories:
two-phase and three-phase. In a two-phase configuration, the sample (donor) and the solvent (acceptor) are in separate
phases, and the hollow fiber serves as the physical interface between them. The analytes are extracted from the sample
into the solvent through the porous surface of the hollow fiber. In a three-phase configuration, an acid or base is added
to the lumen of the fiber, so that the analyte remains ionized in the solvent being unable to return to the donor phase,
creating an ionic trap. The three-phase configuration tends to generate a better enrichment and clean-up of the extract
(De Souza Eller et al., 2016; Venson et al., 2019).
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A considerable disadvantage of LPME is the lack of automation and the need for well-trained operators to perform
the technique. Furthermore, low analyte recovery rates are associated with HF-LPME, sometimes requiring larger vol-
umes of samples (De Bairros et al., 2015). To increase the sensitivity and efficiency of the extraction, parameters such as
pH, type, and volume of the acceptor solvent, agitation time, and salting out effect can be optimized (Emidio
et al., 2010).

In the forensic context, HF-LPME has been used heavily for the analysis of drugs of abuse such as cocaine,
cannabinoids, and amphetamine-type stimulants in hair samples (Emidio et al., 2010; Madia et al., 2022; Pego
et al., 2017). Other matrices have already been studied for the analysis of recreational drugs and medications, including
urine, whole blood, and even human breast milk (De Bairros et al., 2015; De Oliveira Silveira et al., 2016; De Souza
Eller et al., 2016).

3 | GREEN SOLVENTS

The use of liquid-phase microextraction techniques represents a significant advancement in reducing the volume of
organic solvents used in sample preparation. However, some of these methods are still based on the use of volatile sol-
vents, which can be harmful to the operator. In recent years, new methods that utilize green options such as ionic lig-
uids, deep eutectic solvents, switchable hydrophilicity solvents, and supramolecular solvents have emerged. These
solvents offer the possibility of modification for specific applications, making them a more versatile and safer alternative
(Carasek et al., 2021). A compilation of techniques using green solvents in the forensic scenario is presented in Table 2.

3.1 | Ionicliquids

Ionic liquids (ILs) are a salt formed by the mixture of an organic cation and an organic or inorganic anion. Some
desired features of ILs when compared to classical organic solvents are low vapor pressure and non-flammability. Addi-
tionally, there is the possibility of functionalizing diverse groups in order to modulate ILs selectivity (Clark et al., 2018).
Among different ILs already described in the literature, magnetic ILs represent a hot topic in microextraction tech-
niques due to their easy recovery, which facilitates automation (Gonzalez-Martin et al., 2022). Besides all these great
features, ILs are poorly biodegradable and several studies are being made to determine their potential toxicity to micro-
organisms, plants, and animals (Gongcalves et al., 2021).

ILs are mainly applied for forensic sciences applications as the extraction solvent in DLLME. In two papers publi-
shed by De Boeck et al., IL-DLLME was employed for the determination of antidepressants and benzodiazepines in
whole blood samples, followed by LC-MS/MS analysis. LOQs for most antidepressants were 10 ng/mL, while benzodi-
azepines presented LOQs varying between 2 and 50 ng/mL. For both classes of pharmaceuticals, good recoveries were
encountered with values over 50%-130%, which is higher than most microextraction and protein precipitation methods
(De Boeck et al., 2017; De Boeck et al., 2018).

3.2 | Deep eutectic solvents

In comparison with ILs, deep eutectic solvents (DESs) have a simpler and cheaper synthesis exhibiting great potential
for application in forensic toxicology analyses. DESs are a eutectic mixture of a hydrogen bond acceptor (HBA) and a
hydrogen bond donor (HBD) obtained by hydrogen bonding. The properties of DESs are similar to ILs, also including
their liquid form at ambient temperature and great versatility due to the countless compounds that can act as HBA and
HBD. On the other hand, some drawbacks can be cited such as the possibility of thermal degradation when DESs are
heated for long periods and the high consumption of energy in their synthesis, depending on the utilized approach
(Abbott et al., 2003; Farooq et al., 2020).

Compounds of forensic interest such as antidepressants were previously determined with the use of DESs. DES was
applied as the extraction solvent in DLLME coupled to GC-MS detection for the analysis of four antidepressants in
urine. LLOQs varied between 24 and 41 pg/mL, while enrichment factors were between 122 and 147. The method was
fully validated and proved its application by the analysis of four real urine samples (Mohebbi et al., 2019). Furthermore,
DES was also employed as an elution solvent for dispersive solid phase extraction (DSPE) in the determination of
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antidepressants in urine and plasma samples by GC-MS. LLOQs were also low, varying from 27 to 49 pg/mL for urine
and 108 to 191 pg/mL for plasma (Mohebbi et al., 2018). Despite those good results, one limitation of both studies is the
use of great volumes of samples (1 mL for plasma and 2.5-5 mL for urine).

Another method of utilizing DES involves its application as a liquid membrane for the purpose of electromembrane
extraction. This approach was done by Abbasi et al. (2022) in order to completely eliminate the use of organic solvents
in sample preparation. Extraction was done in urine samples for several compounds including some of the forensic
interests such as ephedrine, amitriptyline, and fluoxetine. DES-based electromembrane extraction presented higher
recovery rates than other configurations of electromembranes. LOQs were satisfactorily ranging from 19 to 29 ng/mL
and enrichment factors varied between 114 and 139 (Abbasi et al., 2022).

3.3 | Switchable hydrophilicity solvents

Switchable hydrophilicity solvents (SHSs) were introduced by Jessop et al. in 2010, with the description of the use of
N,N,N'-tributylpentanamidine. An SHS is a solvent with the capacity of switching between a hydrophilic and hydropho-
bic state. This modulation is achieved by the addition and withdrawal of some triggers such as CO, or acid and base.
Therefore, the solvent in the hydrophilic form is mixed with the aqueous sample for the extraction of analytes and
switched to its hydrophobic form to be recovered and analyzed (Alshana et al., 2020; Jessop et al., 2010). A representa-
tive scheme of these characteristics of SHS is illustrated in Figure 1. Due to these reversibility capabilities, SHSs are con-
sidered “smart” solvents and their main advantage is the exclusion of several steps of addition and removal of organic
solvents as performed in classic techniques. This way, several steps of the extraction procedure can be done with a min-
imal solvent amount. These solvents are considered less toxic for the operator when compared to organic solvents, but
some were predicted to have ecotoxicity. Additionally, the extraction of acidic and basic compounds cannot be per-
formed by the same SHSs, therefore, in some cases, the same sample must be analyzed twice (Alshana et al., 2020;
Vanderveen et al., 2018).

Some SHS were already employed for forensic toxicology purposes such as in a technique that combines electro-
membrane extraction and SHS-homogeneous liquid-liquid microextraction (HLLME) for the determination of antide-
pressants in serum, breast milk, and wastewater. Extraction conditions were evaluated using water spiked with the
analytes (citalopram, desipramine, clozapine, and trimipramine) and dipropylamine was employed as the SHS. After
optimization, samples of serum, breast milk, and wastewater were spiked with three concentrations (25, 50, and
250 ng/mL) and analyzed by gas chromatography-flame ionization detection. Recoveries ranged between 65.6% and
93.7%, proving that it can be potentially applied to real samples (Behpour et al., 2020).

Antidepressants were also evaluated in urine samples by SHS-HLLME in association with GC-MS. In this method,
the SHS used was N,N-dimethylcyclohexylamine, and LOQs ranged between 0.05 and 2.92 ng/mL for fluoxetine, nor-
triptyline, amitriptyline, imipramine, desipramine, and sertraline. Five real urine samples were analyzed in order to
prove the method's applicability, being positive for amitriptyline (207-4828 ng/mL) and nortriptyline (326-3333 ng/
mL) (Oenning et al., 2020). A method for the determination of methamphetamine in urine samples was developed by

sample

[] sample
[J sHs
& analyte

FIGURE 1 Schematic representation of the switchable hydrophilicity solvent-homogeneous liquid-liquid extraction.
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SHS-HLLME with the use of dipropylamine. The LOD was 1.5 ng/mL using GC-MS analyses and the method was
applied to three real samples with concentrations ranging from <LOD to 244.70 ng/mL (Shahvandi et al., 2018). SHS-
HLLME was further employed for the determination of MDMA, MDA, and NBOMes in postmortem blood samples
with detection by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. LOD and LOQs were between 0.1 and 1 ng/mL
and four real samples were analyzed, being positive for MDA and MDMA with concentrations ranging from 31.76 to
61.60 ng/mL and 6.91 to 68.20 ng/mL, respectively (Scheid et al., 2022).

3.4 | Supramolecular solvents

Supramolecular solvents (SUPRAS) are liquids formed by the phenomena of coacervation. This process is induced by
physicochemical modifications such as pH or temperature alterations to a suspension of the amphiphile, which con-
tains supramolecular aggregates. These aggregates began to grow, forming droplets, which will separate as a liquid
phase (SUPRAS). As happens to other described green solvents, SUPRAS properties are tunable depending on the prop-
erties of the amphiphile. This characteristic represents a great advantage in the development of new analytical method-
ologies because of the capability of extracting a great diversity of compounds. However, the green features of these
solvents are prejudiced by the need of toxic organic solvents for their synthesis (Armenta et al., 2021; Rubio, 2020).

SUPRAS were recently employed for the determination of phenethylamines in oral fluid samples. The procedure
was simple and able to achieve LODs ranging between 1.32 and 2.94 ng/mL by using LC-MS/MS as separation and
detection technique. Nevertheless, good recoveries were found with values around 100%, while matrix effects were neg-
ligible (Accioni et al., 2020). Also, hexanol based-SUPRAS were applied for the extraction of 11 benzodiazepines in
urine samples, followed by detection by LC-MS/MS. LOQs were considered satisfactory, ranging between 0.5 and
2.01 ng/mL, which were sufficient to quantify the selected benzodiazepines in 13 real samples, being one sample posi-
tive for alprazolam (5.2 ng/mL) and four positives for lorazepam (32-74 ng/mL) (Caballero-Casero, Mihretu, &
Rubio, 2022).

Caballero-Casero et al. in 2022 demonstrated the application of the SUPRAS in solid matrices, with the analysis of
several compounds in hair samples. Drugs of abuse were evaluated including cocaine related compounds, amphet-
amines, and opioids. The quantification was performed by LC-MS/MS and LOQs were between 0.5 and 1.1 pg/mg,
values that are below the recommended cut-offs for these substances. Additionally, recoveries were found to be close to
100%. The application of the method was evaluated through the analysis of a hair control material, having satisfactory
results (Caballero-Casero, Beza, & Rubio, 2022).

4 | GREEN SORBENTS

Sorbent-based extraction techniques became one viable sustainable alternative for sample analysis. Manufactured sor-
bents that can be synthesized by means of green chemistry techniques, for example, molecularly imprinted polymers
(MIPs), nanoparticles, and metal-organic frameworks are some of the interests of this research field, as well as natural
sorbents such as biopolymers. The use of most of these sorbents is not very employed in human samples analysis yet,
but it can be a useful alternative in further method development. Compiled data regarding the application of green sor-
bents in forensic analysis is presented in Table 3.

4.1 | Molecularly imprinted polymers

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are selective synthetic materials inspired by molecular recognition of some bio-
logical processes such as drug-receptor. They have been developed for several uses, one of them being as sorbents in
extraction methods such as SPME and SPE (Madikizela & Chimuka, 2016). The aim of the employment of MIPs is the
high selectivity for target molecules due to the molecular sites produced in the synthesis. Usually, the polymers are pre-
pared by precipitation polymerization, using the target or a similar molecule as a template for the site. In toxicology, a
highly selective MIP was used to extract tramadol in urine and plasma samples using SPE and further analysis by
HPLC-UV. The extraction procedure consisted of conditioning MIPs with 1 mL methanol and 1 mL deionized water at
a neutral pH. After loading 2 mL of the tramadol spiked sample, the cartridge was washed with acetone followed by
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