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A Cannabis sativa é a droga de abuso mais consumidas no mundo. Devido a baixa concentragdo dos
metabdlitos em amostras complexas, novas técnicas de extra¢do estdo sendo estudadas. O objetivo desse
trabalho foi aplicar a Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva com Solidificagdo da Gota Orgéanica
Flutuante (DLLME-SFO) para determinar o 11-nor-9-carboxi-A°-tetraidrocanabinol (THC-COOH) em
urina humana. Além disso, estabelecer um procedimento on line para a derivagdo do metabdlito no injetor
cromatografico. O analito foi extraido da urina depois da hidrélise alcalina do glicuronideo, usando o
solvente de extracdo 1-dodecanol (30 pL) e o metanol (200 pL) como dispersor. NaCl 1% foi adicionado
e 0 tempo de extracdo foi de 5 min. A melhor proporc¢do entre BSTFA:extrato para derivagédo on line do
THC-COOH foi 2:2, injetor operado no modo split 1:20 e temperatura de 240 °C. O extrato foi analisado
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas no modo tandem (GC-MS/MS), depois da
definicdo dos ions pais (m/z), da energia de excitagdo (modo ressonante) e dos ions filhos para a
quantificacdo e confirmacdo (m/z) do canabindide e do padrdo interno deuterado. Os limites de deteccéo
(LD) e de quantificagdo (LQ) foram 1 e 10 ng mL?, respectivamente. O método analitico proposto
apresentou vantagens com relacdo a sensibilidade, especificidade, linearidade e custo com relacdo a
extracdo em fase solida, assim como é adequado a quimica verde e seus limites sdo apropriados para

analisar THC-COOH em urina humana.
Palavras-chave: THC-COOQOH, urina, DLLME-SFO.

Cannabis sativa is the most used drug in the world. Due to the low concentration of metabolites in
complex samples, new extraction techniques are being studied. The objective of this study was to develop
an analytical method by applying the technique of Dispersive Liquid-Liquid Microextraction -
Solidification of a Floating Organic Drop (DLLME-SFO) to determine 11-nor -9-carboxyl -A°-
tetrahydrocannabinol (THC-COOH) in human urine sample. In addition, it was established an online
procedure for derivatisation of the metabolite in the chromatographic injector. After of the glucuronide
alkaline hydrolysis, the analyte was extracted with 1-dodecanol (30 pL) and methanol (200 pL), as
extraction and dispersive solvents, respectively, addition of 1 % NaCl and 5 min to extraction time. The
best proportion between BSTFA:extract for on line derivatization of the THC-COOH was 2:2, the split
was 1:20 and 240 °C for temperature. The extract was analyzed by gas chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (GC-MS/MS), after definition of the parents ions (m/z), excitation energy
(resonant mode) and daughter ions for quantitation and confirmation (m/z) of the cannabinoid and
deuterated internal standard. The limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were 1 and 10
ng mL, respectively. The proposed analytical method presented advantages to sensitivity, specificity,
linearity and cost related to solid phase extraction, as well as being pro-ecological and appropriate limits

for analysis of the THC-COOH in human urine.
Keywords: THC-COOH, urine, DLLME-SFO.

1. INTRODUCAO

As drogas de abuso ilegais sdo consideradas um problema mundial ndo sé por envolver
criminalidade, mas por debilitar a satde fisica e psiquica do usuario, bem como comprometer
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seu desempenho social e profissional. Dentre as drogas de abuso, a maconha ou marijuana
(Cannabis sativa) é uma das mais populares e Jacobus et al. [1] afirmam que os adolescentes
merecem uma atencdo especial devido ao elevado consumo dessa droga (cerca de 50% na faixa
dos 17 anos), mostrando que s&o comuns os sintomas de perda de atencédo, aprendizagem,
memoria, qualidade do sono, riscos comportamentais, assim como mudanca na estrutura do
cérebro e aumento da probabilidade de problemas psiquicos futuros.

A Cannabis sativa tem sido utilizada por suas propriedades psicoativas hd milhares de anos,
tendo como principal componente psicoativo o A%-tetraidrocanabinol (4°-tetrahydrocannabinol,
THC). Os canabindides mais abundantes sdo o THC, seu precursor canabidiol e o canabinol, um
produto de decomposicdo formado espontaneamente a partir do THC [2]

As principais matrizes para a analise de canabindides em usuarios sdo: cabelo [3], sangue [4]
e urina [5]. Esta ultima € a amostra bioldgica mais utilizada para identificacdo do uso recente da
maconha, por ser mais facil de coletar, ndo invasiva e as concentragBes e seus produtos de
biotransformagdo sdo relativamente altas quando comparadas com as demais amostras
bioldgicas [5]. Nessa matriz, o principal metabdlito do A°- tetraidrocanabinol é o composto néo
psicoativo 11-nor-9-carboxi-A%-tetraidrocanabinol (11-nor-9-carboxy-A°-tetrahydrocannabinol,
THC-COOH), que é excretado em urina e constitui evidéncia de uso recente da Cannabis [6].

Para a determinacdo do metabélito THC-COOH em urina, é necessaria uma etapa anterior a
analise cromatogréafica para isolar o composto alvo dos compostos interferentes e fazer uma pré-
concentracdo para que o analito possa ser detectado com seletividade e confiabilidade [5].

Na etapa de preparacdo da amostra, novas técnicas tém sido desenvolvidas nas Gltimas duas
décadas para melhorar a performance do método analitico, tornando a analise mais rapida, com
menor ou nenhum consumo de solvente organico, sem perda do analito(s) durante o processo,
facilidade de manipulacéo, resultados de precisdo e exatiddo de acordo com o exigido pelos
orgdos de controle e diminuicdo na quantidade da amostra coletada. Essa tendéncia para que o
método analitico atenda as exigéncias de eficiéncia, seguranca para o analista e os requisitos da
quimica verde, tem se tornado um dos topicos de pesquisa mais importantes na quimica
analitica [7].

As técnicas de microextragdo, portanto, sdo as mais estudadas atualmente, com destaque para
a microextracdo em fase solida (Solid Phase Microextraction, SPME)[3] e a microextracdo em
fase liquida (Liquid Phase Microextraction, LPME) [7] com as suas variagcdes; como a
microextracdo em fase liquida com fibra oca (Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction, HF-
LPME) [8], a microextracdo em fase liquida com gota suspensa (Single Drop Microextraction,
SDME) [9], microextracdo com solidificacdo da gota orgénica flutuante (Solidified Fluoating
Organic Drop Microextraction, SFODME) [10] e a microextracdo liquido-liquido dispersiva
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME) [11,12]. Esta ultima abriu novas
possibilidades de combinacdo com outras técnicas [7], dentre elas a microextracdo liquido-
liquido dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction - Solidification of a Floating Organic Drop, DLLME-SFO) [13]. A eficiéncia
das técnicas de microextracdo em fase liquida tém sido comprovadas para a determinagdo de
diferentes analitos e amostras, tais como agrotoxicos [14] e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos [15] em agua, pesticidas em vinhos [9], antibiéticos em urina [16] e antidepressivos
em plasma humano [17].

A microextracdo liquido-liquido dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante
(DLLME-SFO) foi desenvolvida por Rezaee et al. [11] e € uma combinacdo das vantagens de
DLLME e SFODME [18]. Tem como principio a dispersdo de um solvente entre duas fases
liquidas imisciveis, uma aquosa (amostra) e outra organica (fase extratora). Com uma leve
agitacdo da solugdo contendo os trés solventes, o analito € extraido para as microgotas que sdo
formadas. Apos a centrifugacdo a gota formada com a fase orgéanica extratora contendo o analito
é congelada em um banho de gelo, retirada com o auxilio de uma espatula e, ap6s o retorno a
fase liquida, é analisada por cromatografia em fase liquida [19] ou em fase gasosa [20].
Diagrama do processo de extracdo por DLLME-SFO e comparacdo de suas caracteristicas com
outras técnicas similares sdo apresentados por Leong et al. [21].
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Alguns parametros sdo fundamentais para otimizar a capacidade de extracdo e pré-
concentracdo da técnica DLLME-SFO para um determinado analito. Quanto maior a diferenca
entre os volumes da amostra e do solvente extrator, maior sera o fator de enriquecimento do
método. A escolha do solvente extrator é importante porque deve ser escolhido em funcdo das
propriedades fisico-quimicas do analito, ter ponto de fusdo préximo a temperatura ambiente e
possuir um bom comportamento cromatogréfico, isto é, ser volatil e ndo interagir com a fase
estacionaria. Enquanto que o solvente dispersor possui a funcdo de substituir os agitadores
magnéticos na solucdo, proporcionando a dispersdo do solvente extrator. Logo, este deve
apresentar miscibilidade entre o solvente extrator e a amostra. A forca iénica influencia na
solubilidade do analito e melhora a extragdo. O pH estd em fun¢do da acidez ou basicidade do
analito, com o intuito de manter sua forma molecular neutra e facilitar a miscibilidade no
solvente extrator. O tempo de extracdo é outro parametro importante para a completa extracéo
do analito. O estado de equilibrio entre o analito na fase aquosa e na fase organica extratora é
atingido em segundos, devido as microgotas apresentarem uma grande &rea superficial,
propiciando a transferéncia de massa. No entanto, o extrato ainda ndo esta pronto para a andlise
e € fundamental a etapa de solidificacdo e centrifugacdo do solvente extrator [11,18].

A técnica DLLME-SFO tem sido usada com frequéncia para preparar amostras ambientais e
raramente em amostras complexas de fluidos bioldgicos [19]. O presente trabalho tem como
objetivo a aplicagdo da técnica de microextracdo liquido-liquido dispersiva com solidificagdo da
gota organica flutuante e analise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas no modo tandem (GC-MS/MS] para a determinacdo de THC-COOH em urina. Bem
como desenvolver um procedimento de derivagdo on line no sistema de injecdo cromatografico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram acetona grau p.a. (Alphatec), diclorometano grau HPLC
(Panreac, U.S.A.), n-hexano grau HPLC 95% (Tedia, U.S.A.), acetona grau HPLC (Tedia,
USA), metanol grau HPLC (J.T.Baker, USA), acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, USA).
Acido fosférico p.a. adquirido da Merk (RJ, Brasil). O reagente N,O-bis
(trimetilsililtrifluoracetamida, BSTFA (98,7 %) foi obtido da Supelco (Bellofonte, USA) e os
padrdes de 11-nor-9-Carboxi-AS-tetraidrocannabinol (0,1 mg mL? em metanol) e 11-nor-9-
Carboxi-A%-tetraidrocannabinol deuterado (0,1 mg mL* em metanol) foram adquiridas da Tedia
(Celliriant®, Fairfield, USA). Agua ultra-pura purificada pelo sistema Milli-Q® (Millipore) foi
usada nos experimentos.

2.2 Solugbes padrédo e amostra

As solucdes padrdo de trabalho de 11-nor-9-carboxi-A%-tetraidrocanabinol e 11-nor-9-
Carboxi-A%-tetraidrocannabinol deuterado foram preparadas nas concentragdes de 1 pug mL™?
pela diluicdo das solugBes padrdo estoques, levadas a secura em fluxo de nitrogénio e
completadas com acetona grau HPLC. As solugdes foram armazenadas a 4 °C e utilizadas no
maximo por dois dias.

Para o desenvolvimento do método e a curva de calibracdo, brancos de amostras de urina
(obtidas de voluntarios que ndo fizeram uso de canabindides) foram coletadas desprezando o
jato inicial e armazenadas a - 20 °C em coletores universais de polipropileno. Para cada amostra
teste de 2 mL de urina foram adicionados 20 ng mL* do padréo de canabinéide e seu deuterado.
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2.3 Procedimento de hidrolise do glicuronideo e extracéo por ultrassom

Na urina humana, o THC-COOH encontra-se preferencialmente na forma conjugada com o
acido glicurénico. Por esse motivo foi necessaria a inclusdo da etapa prévia de hidrolise alcalina
das amostras de urina. Portanto, foram adicionados 200 pL de NaOH (10 mol L) em tubos de
ensaio contendo 2 mL da amostra, 20 uL do THC-COOH (20 ng mL™) e 20 pyL do THC-
COOH-d; (20 ng mL™?). A reacdo foi conduzida em banho-maria a 60 °C por 20 min [22].

Para a posterior formag&o da gota solidificada, um pré-tratamento é necessario para amostras
muito complexas. O procedimento utilizado neste trabalho é comum em amostras de urina [10,
23] Antes de qualquer experimento, as amostras de urina hidrolisada tiveram o pH ajustado para
1 com a adigdo de 330 uL de H3PO4 (10 mol L) e, em seguida, foram misturadas com 4 mL de
acetonitrila. A solucdo foi agitada manualmente por 1 min, levada a ultrassom por 10 min e,
posteriormente, centrifugada por 5 min a 3500 rpm. O sobrenadante (fase organica) da solucédo
foi transferido para um tubo de ensaio e levado a volume de 10 mL com &gua ultrapura.

2.4 Procedimento usando DLLME-SFO

Um volume de 10 mL da solugdo hidrolisada e pré-tratada teve a forca idnica ajustada a 1%
(m/v) com NaCl. Em seguida, com auxilio de uma seringa, uma mistura apropriada do solvente
extrator (30 pL de 1-dodecanol) e solvente dispersor (200 puL de metanol) foi injetada
rapidamente na solucdo, formando uma solucdo turva. O tubo foi selado. Apds 5 min a solugdo
foi centrifugada por 10 min a 3500 rpm. Durante a centrifugagdo, as goticulas do solvente
organico (menos denso que a amostra) emergiram a superficie da solu¢do aquosa. O tubo foi
transferido para um banho de gelo e a solidificacdo da gota ocorreu em 5 min, devido a sua alta
temperatura de congelamento (24 °C). A gota foi coletada e transferida para um vial cénico (300
ML) com o auxilio de uma algca microbiologica, em temperatura ambiente. Em segundos o
solvente organico extrator contendo o0 THC-COOH descongelou. O volume de 2 pL do extrato
foi injetado no GC-MS/MS para o procedimento de derivacdo on line e andlise.

2.5 Derivagdo online com BSTFA

Amostras bioldgicas tém sido analisadas com frequéncia por GC-MS, no entanto esta técnica
necessita que o analito seja derivatizado previamente [19,24]. A derivacdo do THC-COOH foi
realizada on line, dentro do injetor do cromatografo, no modo split (1:20) e a 260 °C. Para as
injecOes foram utilizadas duas seringas, uma com 2 pL do reagente derivatizante N,O-
bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida, BSTFA, e em seguida foram injetados 2 pL do extrato
proveniente da extracao.

2.6 Condigdes cromatograficas

As analises foram realizadas em cromatégrafo a gas modelo CP-3800 associado ao
espectrometro de massa modelo 4000MS, ambos da Varian, GC-iontrap-MS/MS (WalnutCreek,
CA, USA) equipado com amostrador automatico (autosampler) modelo CP-8400 (Varian,
Middelburg, The Netherlands), injetor SPI (septum-equipped programmable inject); injetor
split/splitless a 260 °C com split 1:20, tempo de 1 min para abertura da valvula, coluna capilar
NSTS5 (5% difenil 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura do
filme), com programacéo de temperatura de 100 °C (1 min), 35 °C min™ até 300 °C (6 min),
Hélio ultra puro (99.999 %) como gas de arraste e vazdo de 1,2 mL min, temperatura da linha
de transferéncia de 300 °C. O solvente delay foi de 7,5 min com tempo total de analise de 12,71
min. O modo de operagdo do espectrometro de massas foi estudado anteriormente [6], tendo
sido obtido os seguintes parametros: SCAN (varredura: 40-500m/z) e MS/MS. fons precursores
(m/z), energia de excitacdo (modo ressonante) e ions de quantificacdo e confirmacdo (m/z) do
canabindide e padrdo interno foram, respectivamente: (THC-COOH — 371; 1,46 volts; 305 e
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289) e (THC-COOH-d; — padrao interno; 374; 1,52 volts; 308 e 268). Modo de ionizacdo por
elétrons (70 eV). Sistema de aquisicdo de dados Workstation Star 5.0 (Varian, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada um dos pardmetros e suas variaveis estudadas e que sdo apresentadas a seguir foram
analisados em triplicata, observando a area do pico cromatografico obtido no GC-MS/MS a
partir de amostras de urina (2 mL) com adicdo de 20 ng mL? do metabdlito do canabinéide
THC e seu composto deuterado. O estudo foi analisado de forma univariada, selecionando um
pardmetro enquanto que os demais permaneciam fixos.

3.1 Otimizacao da derivacdo online

A derivacdo é uma etapa importante na analise do metabdlito THC-COOH por cromatografia
em fase gasosa devido a propriedade termolébil desse canabindide [6]. O analito deve possuir
propriedades adequadas para a interacdo fisico-quimica com a fase estacionaria da coluna
cromatografica. Os procedimentos de derivacdo sdo realizados para converter compostos em
uma forma apropriada para serem analisados por cromatografia em fase gasosa, aumentando a
estabilidade térmica e a volatilidade, melhorando a simetria dos picos, a seletividade e a
sensibilidade da analise [6]. As amidas trimetilsilil sdo as mais usadas como reagentes de
sililagdo, como a N-metil-N-trimetil-silil-trifluoroacetamida (MSTFA) e a N, O-bis-trimetil-
silil-trifluoroacetamida (BSTFA). A maioria dos procedimentos é off-line e em fase liquida,
podendo usar ultrassom [6]. Dessa forma, € necessaria uma etapa adicional no procedimento
analitico, podendo ser mais uma fonte de contaminacdo e aumento no tempo de analise da
amostra. A derivacdo online evita esses problemas, reduz a quantidade de reagente utilizado e
aumenta a velocidade e eficiéncia da analise [6].

O reagente utilizado para derivacdo do THC-COOH foi o BSTFA e alguns parametros foram
estudados para determinar a influéncia no processo de sililagdo. Foram testados os diferentes
modos de injecdo (split, splitless e splitless pulsado), os volumes do reagente derivatizante e do
extrato e a proporcao entre eles, a temperatura e o tempo de purga do injetor.

Diferentes temperaturas do injetor foram avaliadas variando de 220 a 300 °C (com
incrementos de 20 °C), como mostra a Figura la. Os testes foram realizados com tempo de
purga de 0,5 min e proporcdo 1:1 de BSTFA:extrato (1 uL de cada).

Os resultados mostram um aumento de rendimento entre 220-240 °C, sugerindo a alta
temperatura de ebuli¢do do dodecanol (cerca de 259 °C) como fator principal para 0 aumento da
resposta. A diminuicéo ap6s 240 °C indica uma reacdo de descarboxilagdo, com parte do analito
se degradando antes da reacdo com 0 BSTFA. A temperatura de 240 °C foi selecionada.

Os modos de injecdo split, splitless e splitless pulsado foram testados. Os experimentos
foram realizados com razdes de split diferentes (1:10, 1:20 e 1:50) e tempo de abertura da janela
do splitless (0,5 e 1,0 min). Observou-se que o modo pulsado foi o mais desfavoravel para a
reacédo de derivacao.

Os melhores resultados foram com razdes de 1:20 e 1:50, como mostra a Figura 1b. Como
em razdes maiores ha um maior consumo de gas de arraste, foi adotada a razdo de 1:20. Com
relacdo ao pardmetro tempo de abertura da janela do injetor, o tempo de 0,5 min forneceu
resultados com picos menores, que pode ser atribuido a reacdo de derivacdo incompleta.

O volume do reagente derivatizante tem efeito significativo na derivacdo de drogas &cidas
[25]. Foram avaliados os volumes de 1 e 2 pL, tanto para o reagente derivatizante BSTFA
guanto para o extrato. Os resultados demonstraram que o aumento no volume de BSTFA
contribui para que a reagdo se processe quantitativamente. Foi definido o volume de 2 pL para
cada injecdo do extrato e do BSTFA.
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Figura 1 (a) efeito da temperatura (b) efeito do modo de injecé&o.

3.2 Pardmetros para a extragdo por DLLME-SFO

Os experimentos foram baseados nos principais parametros para a técnica DLLME-SFO.
Foram avaliados neste estudo a escolha do solvente de extracdo (hexadecano, dodecanol e
undecanol), do solvente de dispersdo (acetona, acetonitrila e metanol), os volumes dos solventes
de extracdo (10, 20, 30 e 50 uL) e de dispersao (100, 200, 400 e 600 uL), o efeito salting out (0,
1, 2 e 3% de sal) e o tempo de extragdo (1, 2,5, 5 e 10 min).

Para a escolha do solvente de extracdo para DLLME-SFO deve ser levado em consideragdo
que tenha densidade menor do que a da agua, alta afinidade pelos analitos, baixa temperatura de
congelamento (na faixa de 10-30 °C) e bom comportamento cromatografico [13, 26]. Baseando-
se nestas consideragdes, undecanol, 1-dodecanol e hexadecano foram os solventes selecionados
para os testes. Foram fixados o volume de 30 uL para o solvente de extracdo em teste, 200 pL
de acetonitrila, tempo de extracdo de 1 min e centrifugacdo por 10 min a 3500 rpm. A Figura 2
apresenta os resultados obtidos.
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Figura 2. Efeito do solvente extrator na determinacédo do THC-COOH em urina por DLLME-SFO e GC-
MS/MS (as condigdes cromatograficas estdo apresentadas na parte experimental).

Observa-se que tanto o 1-dodecanol quanto o undecanol apresentaram resultados
semelhantes, enquanto que o hexadecano, devido a sua hidrofobicidade, apresentou baixa
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resposta pela ndo solubilizacdo no solvente dispersor (acetonitrila). No momento que a mistura
de solventes (extrator e dispersor) foi adicionada a amostra, as goticulas do solvente emergiram
imediatamente a superficie da solucdo, ndo sendo alcangado o estado de turvacdo (dispersdo).
Portanto, ndo houve a transferéncia do analito contido na amostra para a fase organica. Sendo a
molécula do THC-COOH lipofilica, o resultado do 1-dodecanol foi ligeiramente melhor por
possuir caracteristica mais apolar quando comparado ao undecanol. Portanto, o 1-dodecanol foi
escolhido como solvente de extracdo.

Para avaliar o efeito do volume do 1-dodecanol na eficiéncia da extracdo do THC-COOH,
foram testados diferentes os volumes de 10, 20, 30 e 50 pL. Os demais pardmetros
permaneceram os mesmos. Os resultados sdo apresentados na Figura 3a.

Os resultados mostram que nos volumes menores houve maior flutuagdo do sinal,
diminuindo a precisdo da resposta. Isso pode ter sido ocasionado pela dificuldade na formacéo
da gota do solvente organico e sua posterior coleta. Houve uma variagdo no volume da gota do
solvente extrator. Com 30 e 50 pL a gota foi uniforme e o volume foi reprodutivo. No entanto,
houve uma diluicdo do analito para o volume maior, ocasionando em perda de massa quando
injetado no cromatégrafo. Com base nisso, o volume de 30 pL de 1-dodecanol foi selecionado.

O solvente de dispersdo deve ser miscivel em ambas as fases, tanto na fase aquosa (em nosso
estudo foi a amostra de urina) quanto na orgénica (solvente de extracdo 1-dodecanol), para
dispersar o solvente extrator na amostra. As goticulas formadas aumentam a area superficial de
contato entre as fases, fazendo a transferéncia de massa do THC-COOH e promovendo uma
extracdo réapida e eficiente [15, 22].

Os solventes acetona, acetonitrila e metanol foram selecionados devido a solubilidade deles
em agua. Os resultados obtidos (Figura 3b) mostram que a melhor eficiéncia para a extracdo do
THC-COOH em urina foi com o metanol, por apresentar maior poder de solvatacdo com o 1-
dodecanol do que com a acetona ou a acetonitrila [27], evidenciado ndo s6 pela maior eficiéncia
na extracdo, como pela melhor repetitividade.
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Figura 3. (a) Efeito do volume do solvente extrator na determinagdo do THC-COOH em urina por
DLLME-SFO e GC-MS/MS. (b) Efeito do solvente dispersor (as condi¢des cromatogréaficas estao
apresentadas na parte experimental).

O volume do solvente dispersor (metanol) influencia na disperséo do solvente extrator, mas,
por outro lado, pode favorecer a dissolucdo do analito na fase aquosa [11]. Por isso, esse
parametro foi investigado na faixa de 100 a 600 pL para buscar o melhor compromisso entre
dispersdo do solvente extrator e ndo dissolugdo do analito na fase aquosa. Portanto, observa-se
pelos resultados na Figura 4a que 100 pL foram insuficientes para realizar uma boa disperséo e
acima de 200 pL dois processos competitivos podem ter ocorrido. Um é o aumento do
coeficiente de particdo pelo aumento do volume, o que levaria a uma melhora na eficiéncia de
extracdo. O outro € o aumento na solubilidade do analito na fase aquosa. O que provavelmente
deve ter ocorrido. O mesmo comportamento foi relatado anteriormente [19, 25, 28, 29].

Portanto, o volume de 200 pL de metanol foi selecionado.
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Figura 4. (a) Efeito do volume do solvente de dispersdo na determinac¢édo do THC-COOH em urina por
DLLME-SFO e GC-MS/MS. (b) Efeito da concentracao de sal (NaCl). (c) Efeito do tempo de extracéo
(as condic¢Bes cromatogréficas estdo apresentadas na parte experimental).

O aumento da forca idnica causa mudancga na solubilidade de um analito em uma amostra
liquida, a fim de contribuir na eficiéncia da extra¢do. Portanto, a influéncia da concentracéo de
NaCl na eficiéncia da extracdo do THC-COOH em urina foi estudada na faixa de 1 a 3 % (m/v).
Os resultado obtidos sdo mostrados na Figura 4b.

Os dados mostram que a eficiéncia de extracdo melhorou com o aumento da forga ibnica,
contribuindo para a diminuigdo da solubilidade do THC-COOH na matriz. No entanto,
concentragcdes mais altas de NaCl (2 e 3 %) reduzem a capacidade de difusdo dos analitos na
fase aquosa em direcdo as goticulas do solvente extrator, haja vista que o cloreto de sodio é um
agente espessante e, por isso, aumenta a viscosidade do meio [10]. Com base nos resultados
obtidos, foi definida a adi¢do de 1% de NaCl.

Em DLLME-SFO o tempo de extracdo é definido a partir do momento da injecdo dos
solventes extrator e dispersor. No presente estudo, o tempo de extragéo variou de 1 a 10 min. Os
resultados séo exibidos na Figura 4c.

Devido a rapida transferéncia de massa, decorrente da formacao de grande area superficial
do solvente de extragdo (turvacdo da solucdo gerada pelo solvente dispersor), o estado de
equilibrio € atingido rapidamente [11]. Os resultados mostraram que a extracdo ocorre a partir
de 1 minuto. O tempo de extragdo de 5 min foi selecionado para garantir maior eficiéncia do
método.

A Tabela 1 apresenta os pardmetros que foram obtidos para extragdo do THC-COOH em
amostras de urina por DLLME-SFO, com a escolha dos solventes 1-dodecanol e metanol,
redugdo do volume em mais de 67 vezes (15,5 mL para 0,23 mL) comparando com extragdo em
fase solida [22] nas etapas de condicionamento, eluicdo e purga, e um fator de pré-concentracdo
para a técnica de 400 (10 mL da fase aquosa e cerca de 0,025 mL da fase organica,
considerando a perda por miscibilidade). Comparando com a extracdo liquido-liquido
convencional (liquid-liquid extraction, LLE), esta apresenta a desvantagem no uso de cerca 300
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mL de solvente organico, reduzindo o fator de pré-concentracdo, além de ser um problema para
0 descarte e impactar o meio ambiente. O custo por analise torna-se elevado e uma grande
quantidade de amostra é necesséria [30].

O tempo de equilibro é uma das principais vantagens da técnica DLLME-SFO, haja vista que
é alcangado muito rapidamente. Em nosso estudo foi alcancado com menos de 1 minuto. Essa
vantagem ja foi observada com relacéo a tecnica SFODME [10].

Tabela 1. Condicdes obtidas para a extracdo de THC-COOH em urina por DLLME-SFO.

Parametro Método proposto
Solvente extrator 1-dodecanol
Volume do solvente extrator 30 pL
Solvente dispersor Metanol
Volume do solvente dispersor 200 pL
Concentracdo de sal 1 % NaCl
Tempo de extracao 5 min

3.3 Figuras de mérito

Definidos os pardmetros da técnica DLLME-SFO e as condig¢des cromatograficas com
derivacdo on line no sistema de injecdo, o método analitico proposto foi estudado para
apresentar parametros de confiabilidade. Para tanto, testes de seletividade, linearidade,
sensibilidade, limite de quantificacéo e limite de detec¢do foram determinados em amostras de 2
mL de urina (branco).

Matrizes complexas podem apresentar interferentes que ocasionam efeito da matriz positivo
ou negativo no sinal do analito. Compostos enddgenos podem ser extraidos juntos com o
analito, ocasionando um resultado superestimado. Por outro lado, uma forte interacéo do analito
com a matriz pode levar a um resultado subestimado [31].

Para certificar a seletividade do método, foram realizados testes aplicando o procedimento
analitico desenvolvido. As éareas dos picos cromatograficos foram comparadas para amostras de
urina, em agua ultra pura e em injecdes diretas de padrdo de THC-COOH na mesma
concentragao.

A Figura 5 mostra o cromatograma de ions totais (Total lon Chomatogram, TIC) para 500 ng
mL? de THC-COOH em urina, em 4gua pura e por injecdo direta, respectivamente. A
reprodutibilidade entre as trés apresentou coeficiente de variagdo de 0,9%. Portanto, ndo foi
observado o efeito de matriz.

kCounts] TIC EXTRATO 0,5PPM_SMS
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1253
0.0
7. =
505
253 L =
0.0 =
kCounts] TIC EXTRATO AQ 0.5PPM._SMS
1503
1253 E
5 =
5.0
254 L
0.0 =
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5 03
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0.04 I—f
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Figura 5. Teste de seletividade. Cromatogramas de ions totais do THC-COOH em urina (1),agua pura
(2) e por injecdo direta (3).
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A capacidade do método analitico proposto nesse trabalho com relacdo a linearidade entre o
sinal analitico e a concentracdo do analito em urina foi estudada no intervalo de 10 a 1000 ng
mL?, a fim de aumentar a faixa de concentragdo com relacdo ao estudo anterior [6]. O
coeficiente de determinagéo (r?) foi 0,9915. Estudo com LC-MS-MS mostrou limite maximo do
intervalo de linearidade até 250 ng mL[4]. Com essa mesma técnica de analise, outro trabalho
obteve o valor maximo de 500 ng mL*[22]. Para eletroforese capilar com espectrometria de
massas (CE-MS) a faixa de linearidade foi estabelecida em concentra¢Ges mais elevadas (0,1 a
10 pg mi)[32].

A sensibilidade foi determinada pela inclinacdo da curva analitica com 5 pontos (injetados
em triplicata) em urina (branco), dentro do intervalo de linearidade.

O limite de deteccdo foi definido como 3 vezes o ruido da linha de base (S/N) [31]. Logo, o
valor de LD foi 1 ng mL™. Determinacdo de THC-COOH por UPLC-MS-MS o limites de
deteccéo foi de 3 ng mL™ e valores similares ao desse estudo foi encontrado por GC-MS (0,86
ng mL1)[5]. Com a técnica de extracdo por SPE e analise por LC-MS-MS, o LD foi de 2 ng mL-
1[22].

Em outras drogas de abuso, como a amfetamina, o LD foi de 8 pg L™ para extragdo em urina
por DLLME-SFO e analise por HPLC-UV [19].

O limite de quantificacdo do método proposto para 0 THC-COOH em urina foi definido
como o primeiro ponto da curva analitica [31]. Portanto, o valor de LQ foi 10 ng mL™.

4, CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo usar a microextragdo liquido-liquido dispersiva com
solidificacdo da gota orgénica flutuante para a determinagdo de THC-COOH em urina e analise
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas ho modo tandem.

Pode-se destacar que a derivagdo do analito ocorreu on line, eliminando contaminagdes ou
perdas. A derivacdo foi no sistema de injecdo do cromatografo, com o extrato organico
contendo 0 THC-COOH e o reagente derivatizante BSTFA.

A aplicagdo de uma técnica de microextracdo como a DLLME-SFO nédo s resultou na
grande reducdo no consumo de solventes organicos toxicos, como também proporcionou
seletividade, linearidade, sensibilidade, bom fator de pré-concentracdo e baixos limites de
quantificagdo e de deteccdo. Aliado a essas vantagens, este método contribui para diminuir o
custo da andlise, a exposi¢do dos analistas a vapores toxicos e ao impacto ambiental que as
analises quimicas trazem ao laboratério. Enfim, essa técnica mostrou possuir grande potencial
para determinar canabinGides, em matrizes complexas como a urina.
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