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APRESENTAÇÃO 

A obra “Ciências farmacêuticas integrada ao processo de cuidado em saúde 3 e 4” 
que tem como foco principal a apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe 
seus 30 capítulos, relacionados às Ciências Farmacêuticas e Ciências da Saúde. A obra 
abordará de forma interdisciplinar trabalhos originais, relatos de caso ou de experiência e 
revisões com temáticas nas diversas áreas de atuação do profissional Farmacêutico nos 
diferentes níveis de atenção à saúde.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos 
desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos esses 
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à atenção e assistência farmacêutica, 
produtos naturais e fitoterápicos, automedicação, saúde pública, entre outras áreas. 
Estudos com este perfil podem nortear novas pesquisas na grande área das Ciências 
Farmacêuticas. 

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de alguma 
forma se interessam pelas Ciências Farmacêuticas, apresentando artigos que apresentam 
estratégias, abordagens e experiências com dados de regiões específicas do país, o que 
é muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Ciências farmacêuticas integrada ao processo de cuidado em 
saúde 3 e 4” apresenta resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma qualificada 
desenvolveram seus trabalhos que aqui serão apresentados de maneira concisa e didática. 
Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos também a 
estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para 
estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados. Boa leitura! 

 
Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: O Escritório das Nações Unidas para 
Drogas e Crimes, informou que em torno de 500 
mil pessoas foram a óbito em decorrência ao 
uso de drogas, em 2019. O THC é o principal 
componente da Cannabis sativa e pode causar 
dependência. A técnica miniaturizada DXP é uma 
alternativa frente à SPE tradicional. O fluído oral 
é uma solução complexa, que contém saliva e 
outros componentes, como restos de alimentos, 
bactérias, restos celulares. O objetivo deste 
estudo foi desenvolver e validar um método 
quantitativo, simples e rápido e de menor custo 
para detectar canabinoides em fluido oral. O tipo de 
estudo foi a otimização analítica dos parâmetros 
da DPX, realizada de forma univariada. Na 
otimização da fase extratora, no momento 
de preparo das ponteiras, foram adicionados 
aminopropil ligados quimicamente à sílica e 
pesados com massas de 20mg, 40mg e 60mg. 
Após, a extração ocorreu com posterior injeção 
no CG-EM. A otimização do pH da amostra foi 
feita em triplicata, realizando o condicionamento 
da ponteira com as respectivas soluções tampão, 
modificando o pH da amostra para ácido (pH 
5,0), básico (pH 8,0) ou sem modificação do pH 
e a extração seguiu. No processo de otimização 
da ponteira DPX, foi avaliado a quantidade 
de fase extratora utilizada. No ajuste do pH da 
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amostra e do solvente de condicionamento, foram estudados o pH 5,0, neutro e pH 8,0, com 
suas respectivas soluções tampão. A medida que a quantia de sorvente foi aumentada, a 
extração se mostrou mais eficiente. Já na otimização do pH foi favorável ao pH neutro para a 
maioria dos analitos pesquisados.  Portanto, a otimização dos parâmetros da DPX auxilia na 
extração e identificação das drogas de abuso e seus analitos, para obter resultados efetivos 
e satisfatórios. 
PALAVRAS-CHAVE: Canabinoides; Saliva; Cromatografia gasosa-espectrometria de 
massas.
 

VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY FOR THE DETERMINATION OF 
CANNABINOIDS IN ORAL FLUID BY SOLID-PHASE MICROEXTRACTION AND 

GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY 
ABSTRACT: The United Nations Office on Drugs and Crime reported that around 500,000 
people died from drug use in 2019. THC is the main component of Cannabis sativa and 
can be addictive. The miniaturized DXP technique is an alternative to the traditional SPE. 
Oral fluid is a complex solution, which contains saliva and other components, such as food 
debris, bacteria, cellular debris. The objective of this study was to develop and validate a 
quantitative, simple, rapid and lower cost method to detect cannabinoids in oral fluid. The type 
of study was an analytical optimization of the DPX parameters, performed in a univariate way. 
In the optimization of the extractor phase, at the time of preparation of the tips, aminopropyl, 
chemically bonded to silica, was added at 20mg, 40mg and 60mg. Afterwards, the extraction 
took place with subsequent injection into the GC-MS. The pH of the sample was optimized 
in triplicate, conditioning the DPX tip with the respective buffer solutions, changing the pH 
of the sample to acidic (pH 5.0), basic (pH 8.0) or without pH modification. In the process 
of optimizing the DPX tip, the amount of extractor phase used was evaluated. In adjusting 
the pH of the sample and the conditioning solvent, pH 5.0, neutral and pH 8.0 were studied, 
with their respective buffer solutions. As the amount of sorbent was increased, the extraction 
became more efficient. Already in the optimization of the pH, it was favorable to the neutral pH 
for most of the analyzed analytes. Therefore, the optimization of DPX parameters helps in the 
extraction and identification of drugs of abuse and their analytes, in order to obtain effective 
and satisfactory results.
KEYWORDS: Cannabinoids; Spittle; Gas chromatography-mass spectrometry.

1 |  INTRODUÇÃO
O Escritório das Nações Unidas para Drogas e Crimes (UNODC), informou em seu 

último Relatório Mundial sobre Drogas que aproximadamente 500 mil pessoas foram a 
óbito em decorrência ao uso de drogas, em 2019. Nesse mesmo ano, por volta de 200 
milhões de pessoas usaram somente maconha. Por ser uma das drogas de abuso mais 
utilizada no mundo, o número de adolescentes que não a consideram prejudicial à saúde 
está diminuindo constantemente, podendo resultar em um impacto negativo para gerações 
futuras. O Δ9-Tetrahidrocanabinol (THC), principal componente da Cannabis sativa, pode 
causar dependência e é responsável pelo desenvolvimento de transtornos mentais, em 
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usuários a longo prazo. Projetos demonstram que em 2030 o número de usuários poderá 
aumentar 11% em todo o mundo (UNODC, 2021).

Métodos analíticos para quantificação de canabinoides em amostras biológicas são 
necessários para programas de teste de drogas (DORTA, et al., 2018). Para a análise 
dessas amostras métodos de extração dos analitos de interesse são necessários. A técnica 
miniaturizada DXP (Disposable Pipette Extraction) é uma alternativa frente à Solid Phase 
Extraction (SPE) tradicional, que utiliza cartuchos para fazer a extração. Desenvolvida 
no ano de 2003, a DPX vem sendo empregada por utilizar menor volume de amostra e 
solvente orgânico, corroborando com a química verde (PINTO; QUEIROZ, 2015).

Amostras como: urina, suor e cabelo vem sendo estudas e utilizadas para essa 
finalidade (DORTA, et al., 2018). O fluído oral vem sendo analisado por ser uma amostra 
obtida facilmente, não invasiva e de difícil adulteração, além de conter uma concentração 
maior das drogas originais do que seus metabólitos, quando comparado com o sangue. 
Porém, há desvantagens como o pequeno volume de amostra, baixa concentração dos 
analitos, mudança do pH da cavidade oral e a contaminação por outras drogas ilícitas de 
uso oral ou intranasal (UNODC, 2014).

Considerando o tempo de detecção dos analitos e seus metabólitos em amostras 
biológicas, a ordem de identificação é sangue, fluído oral, urina, suor e mechas de cabelo. 
Porém, é importante salientar que essa disposição das amostras é preciso levar em 
consideração as propriedades farmacocinéticas e físico-químicas dos analitos (BOMBANA, 
2016).

O fluído oral é uma solução complexa, que corresponde à saliva e outras secreções 
obtidas na cavidade bucal, como restos de alimentos, bactérias, restos celulares. Já a 
saliva é excretada por glândulas salivares presentes na boca, e é composta basicamente 
por proteínas e água, podendo ser liberado até 1,5L por dia (BOMBANA, 2016).

Δ9-Tetrahidrocanabinol (THC) é o principal analito incluído na maioria das publicações 
para detecção de canabinoides em fluído oral (WILLE, et al., 2013; MOLNAR, et al., 2012). 
O THC presente na fumaça emitida durante o ato de fumar Cannabis penetra a cavidade 
oral resultando em altas concentrações de THC no fluido oral (NEWMEYER, et al., 2014; 
MOORE, et al., 2011). Outros compostos canabinoides, considerados como canabinoides 
menores, como canabidiol (CBD) e canabinol (CBN), podem ser utilizados para verificar o 
consumo recente de Cannabis (NEWMEYER, et al., 2014; ANZIAN, et al., 2013; LEE, et al., 
2012; MOORE, et al., 2011). Dessa forma, a inclusão de um ou mais desses analitos em 
métodos de detecção para o uso de maconha pode auxiliar a interpretação dos resultados. 
Neste contexto o objetivo deste estudo foi desenvolver e validar um método quantitativo, 
simples e rápido e de menor custo para detectar canabinoides em fluido oral utilizando um 
método de extração até o momento não descrito em outras publicações. 
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2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Reagentes e padrões
Metanol (grau HPLC) (Sigma- Aldrich), ácido clorídrico, hidróxido de sódio, 

acetato de etila P.A. (Sigma- Aldrich), acetonitrila (Sigma- Aldrich), agente derivatizante 
N, O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida com 1% trimetilclorosilano (BSTFA-1% TMCS – 
Supelco) foram utilizados nas análises. Os padrões de THC, CBD e THC-COOH foram 
adquiridos da Cerilliant a Sigma Aldrich Company, Round Rock, Texas, EUA. 

2.2 Condições cromatográficas
As análises foram realizadas utilizando-se um cromatógrafo a gás TRACE 1300 GC 

System acoplado ao detector seletivo de massa quadrupolo (MSD) Thermo Scientific® ISQ 
Series (Thermo Fisher Scientific, Milão, Itália), com o auxílio do analisador automático AI 
1310. A separação dos analitos foi realizada utilizando uma coluna capilar (30m x 0,25μm x 
0,25μm) com 5% de fenilpolisilfenilenosiloxano (TR-5MS), fornecido pela Thermo Scientific 
(Milão, Itália).

Modo de injeção: splitless
Gás de arraste: Hélio a um fluxo constante de 0,7 mL/min. 
Temperatura do injetor: 280°C.
Temperatura do detector: 300°C.
Programação da temperatura do forno: 120°C (1 min), 30°C/min até 300°C (3 min). 
Tempo total de corrida: 14 minutos. 
O espectrômetro de massas foi operado nas seguintes condições: 
Modo de ionização: ionização eletrônica (EI).
Modo de operação: SIM.
Temperatura da fonte de ionização: 230°C

2.3 Amostra biológica
Amostras de fluído oral isentas das drogas em estudo foram fornecidas por voluntários. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos 
da Universidade Estadual de Maringá (COPEP/UEM), CAAE nº 56482016.1.0000.0104, 
sob o parecer nº 3.466.244. As amostras foram coletadas em frascos de polipropileno e 
armazenadas em freezer (-20˚C) até o momento da análise. 

2.4 Otimização da extração por DPX
A extração em ponteira descartável – Disposable Pipette Extraction (DPX), técnica 

recente, refere-se a uma ponteira de pipeta, modificada. A extração acontece em fase 
sólida dispersiva, em que a amostra líquida entra em contato com o sorvente por meio de 
aspiração de ar, misturando as fases de forma apropriada (DORTA, et al., 2018). 
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Figura 1. Representação esquemática da extração9 por ponteira DPX, adaptado de GERSTEL, 
disponível em: http://www.gerstel.com/en/dpx-scheme.htm. Acesso em 02 de ago 2021.

A DPX compreende diversas fases para extrair o analito pretendido, como 
condicionamento, aspiração da amostra, lavagem e eluição. Uma ponteira modificada, 
contendo sorvente entre dois filtros em seu interior é acoplada a uma seringa comum de 
polipropileno, sendo esta o instrumento para extração (DORTA, et al., 2018). 

Inicialmente é feito o condicionamento da fase extratora, com um solvente específico, 
para ativar os sítios das ligações. Para a extração de algumas drogas ou fármacos, essa 
etapa não se faz necessária. Posteriormente, a amostra adicionada dos padrões é aspirada 
para o interior da ponteira e misturada ao sorvente por meio da entrada de ar e, após 1 
minuto, a amostra já pode ser dispensada. Em seguida é realizada a lavagem da fase 
extratora, utilizando um solvente baseado no tipo ou natureza química do sorvente, dos 
analitos de interesse e dos interferentes, descartando a amostra logo após. Após essa etapa, 
finalmente é realizada a eluição do sorvente com um solvente adequado para que seja feita 
a completa dessorção dos analitos adsorvidos. O eluato pode ser injetado diretamente 
em um cromatógrafo ou evaporado e reconstituído para maior e melhor detectabilidade 
analítica (DORTA, et al., 2018).   

A otimização dos parâmetros da DPX visa avaliar a eficácia, a sensibilidade e a 
seletividade da extração, verificando o que pode ou não influenciar o método e a identificação 
dos analitos, com o objetivo final de obter melhores resultados. Foram manipuladas 
ponteiras de 1mL, conectadas a uma seringa de polipropileno de 10 mL da BD Plastipak®, 
empregada como dispositivo para a extração.

Para a metodologia, foram utilizados 200µL de água ultrapura para o condicionamento 
do sorvente aminopropil ligado quimicamente à sílica, pipetagem seguida de descarte; 
posteriormente foi aspirado 40µL de amostra negativa, acrescido de 40µL de cada padrão 
(THC, CBD e THC-COOH) na concentração de 200ng mL-1 cada, aspirando ar e mantendo 
dentro da DPX por 1 minuto, dando leves batidas para completa mistura dos analitos com 
o sorvente para melhor aderência, desprezando logo após; em seguida aspirou o solvente 
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de lavagem 90:10 v/v (água ultrapura:acetonitrila), aspira/dispensa; e, por último, foi feita a 
eluição da amostra com 200µL de acetonitrila, sendo dispensada em um vial e evaporada 
em banho-maria (Evlab – Londrina-PR) a 40˚C na capela coberta com papel Kraft®, pois o 
THC é foto e termo lábil, sendo necessário cuidados para reduzir a perda desse analito por 
degradação. Após seco, o eluato foi reconstituído com 50µL de agente derivatizante BSTFA 
+ 1% de TMCS, agitado no vórtex por 1 minuto e colocado em estufa a 90˚C por 30 minutos 
para derivatizar e posterior injeção no Cromatógrafo Gasoso acoplado a Espectrometria 
de Massas (CG-EM) no modo SIM para identificação, sendo a corrida feita em 14 minutos. 
Para o THC foram observadas as massas de 303, 371 e 386; do CBD massas de 301, 337 
e 390; e do THC-COOH massas de 371, 473 e 488.

O tipo de estudo foi a otimização analítica dos parâmetros da DPX, realizada de 
forma univariada, ou seja, avaliando um processo de cada vez. A análise estatística dos 
dados foi efetuada no software Microsoft Office Excel 2013®, observando a média, o desvio 
padrão e o coeficiente de variação das áreas dos analitos pretendidos, no cromatograma.

2.4.1 Otimização da massa de sorvente

Com a finalidade de verificar com qual massa de sorvente os analitos seriam 
melhores aderidos, as quantidades empregadas foram de 20mg, 40mg e 60mg e analisadas 
em triplicata. 

No momento de preparo das ponteiras, foram adicionadas a fase extratora 
aminopropil ligados quimicamente à sílica e pesadas três com massa de 20mg, três com 
massa de 40mg e três com massa de 60mg. Após essa pesagem, a extração ocorreu 
conforme detalhado e posterior injeção no CG-EM para a identificação dos analitos.

2.4.2 Otimização do pH da amostra

Considerando que os analitos de interesse possuem características ácidas ou 
básicas, foi necessário avaliar a influência do pH. Para o preparo das amostras, foram 
utilizados HCl (6 mol.L-1) para acidificar a amostra em pH 5,0, NaOH (8 mol.L-1) para 
basificar a amostra em pH 8,0 e para o pH neutro foi usada a amostra de fluído oral sem 
alterações. No processo de extração, a DPX foi condicionada com solução tampão acetato 
com pH 5,0, solução tampão fosfato com pH 8,0 e água ultrapura para o pH neutro. As 
soluções tampão são utilizadas por resistirem a modificações de pH, tanto ácidas quanto 
básicas, e, por esse motivo, foram empregadas na metodologia a fim de não alterar a forma 
molecular dos analitos e o pH da amostra, e o resultado ser fidedigno.

A otimização do pH da amostra foi feita em triplicata, realizando o condicionamento 
da ponteira com as respectivas soluções tampão, modificando o pH da amostra para ácido 
(pH 5,0) ou básico (pH 8,0), além da amostra sem adição de solução tampão, e a extração 
seguiu de acordo com o que foi explicado.
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3 |  RESULTADOS
No processo de otimização da ponteira DPX, foi avaliado a quantidade de fase 

extratora utilizada. Nessa etapa, os analitos ionizados, devido ao condicionamento 
realizado, interagem fortemente com os sítios iônicos do sorvente, em que ficam ligados, 
possibilitando fazer uma limpeza adequada, eficiente e sem grandes perdas.

Na figura 2 podem-se verificar as áreas médias dos picos do cromatógrafo dos 
respectivos analitos de interesse e as massas do sorvente aminopropil sílica empregadas, 
ou seja, de 20mg, 40mg e 60mg visando aumentar a eficácia da extração.

O ajuste do pH da amostra e do solvente de condicionamento da fase extratora 
é importante, com o propósito de garantir interações compatíveis entre os analitos e o 
sorvente. Foram estudados o pH 5,0, neutro e pH 8,0, com suas respectivas soluções 
tampão. A figura 3 mostra com detalhes a influência do pH da amostra na extração.
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Na figura 4 pode-se observar o cromatograma obtido a partir da extração por 
DPX, comprovando a presença dos analitos de interesse da pesquisa. Na parte superior 
encontram-se os picos obtidos pela cromatografia gasosa com os seus respectivos tempos 
de retenção, e abaixo o espectrômetro de massas com todos os valores dos analitos 
estudados, injetados no modo SIM.
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4 |  DISCUSSÃO
A extração por DPX é uma variável da extração em fase sólida tradicional, que 

utiliza pouca quantidade de solvente orgânico, além de ser um método simples. Por ser 
uma metodologia de extração miniaturizada, a DPX possui vantagens de promover rápida 
sorção entre a amostra e o sorvente, em que os sítios ativos ficam ligados, tornando-
se rápida, baixo uso de solventes e amostra, gerando alta recuperação e eficiência da 
extração (BORDIN, 2013). 

4.1 Otimização da massa de sorvente
Sorventes ligados a reagentes organossilanos, utilizando a sílica como base, 

possuem cadeia carbônica hidrofóbica longa e maior seletividade e eficiência, pois retém 
analitos não polares (NOVAIS, et al., 2015). Compostos de polímero hidrofílicos, como 
é o caso do aminopropil, são adicionados a esses sorventes para reter grupos polares 
por possíveis interações secundárias, considerando a composição química dos analitos de 
interesse e dos solventes utilizados (LI, et al., 2011). 

A quantidade de fase extratora utilizada na extração por DPX pode ser observada 
na figura 3, a medida que a quantia de sorvente foi aumentada, a extração se mostrou mais 
eficiente, para a maioria dos analitos. Portanto, ficou definido a massa de 60mg de fase 
sorvente para prosseguir a extração.

4.2 Otimização do pH da amostra
A análise do pH da amostra em uma extração em fase sólida é essencial, visto 

que os compostos possuem características físicas e químicas variadas, como por exemplo 
valores de pKa, podendo estar fracamente ionizados quando ligados a fase extratora, 
denotando menor retenção (AGUIAR JÚNIOR, et al., 2018). 

Estudando a figura 3, verificou-se que a otimização do pH foi favorável ao pH 
neutro para a maioria dos analitos pesquisados, no qual houve sorção satisfatória para a 
maioria dos metabólitos. Nesse pH encontra-se menor quantidade de espécies ionizadas, 
favorecendo a interação com a fase apolar. Assim sendo, ficou definido o uso da amostra 
“in natura”, ou seja, sem adição de ácido ou base, e a utilização da água ultrapura para o 
condicionamento do sorvente.

A literatura científica sobre o uso da DPX na bioanálise de drogas é limitada; 
quando comparada a SPE tradicional, que utiliza maior quantidade de sorvente e, 
consequentemente, de solvente orgânico; a eficiência da extração por DPX depende do 
tempo de equilíbrio de sorção entre a fase extratora e a amostra. Além disso, por ser uma 
técnica miniaturizada, uma das vantagens é a utilização de menor volume de solventes, 
podendo ser adaptada durante o processamento da amostra paralelo ao alto rendimento, 
flexibilizando sorventes e solventes (KOLE, et al., 2011; CHAVES, et al., 2015). 
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5 |  CONCLUSÃO
A utilização da DPX para extração de canabinoides em fluído oral é uma excelente 

alternativa de custo reduzido, fácil coleta e identificação, que permite a rápida detecção 
para uso recente dessa droga.

A otimização dos parâmetros da DPX auxilia em melhor extração e identificação das 
drogas de abuso e seus analitos, para obter resultados efetivos e satisfatórios. É importante 
realizar essa etapa para definir os procedimentos adequados e auxiliar em uma validação 
de metodologias de extração e identificação, para futura análise de amostras reais.
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