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Resumo 

Embora o procedimento de ensaio para a quantificação do etanol seja um processo 

relativamente simples, segundo a literatura existem algumas dúvidas relativamente à 

origem do etanol determinado post mortem, uma vez que há a possibilidade de formação 

e eliminação post mortem desta substância, o que pode levar a uma incorreta interpretação 

dos resultados analíticos. Assim, como referido na literatura, é recomendado analisar para 

além do sangue outras matrizes biológicas. O uso de diferentes tipos de matrizes 

biológicas tem como intuito corroborar os resultados obtidos através da análise no sangue. 

O presente estudo propõe a análise simultânea do humor vítreo e da urina como matrizes 

biológicas complementares na determinação e quantificação de etanol em casos post 

mortem. 

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e a validação de uma metodologia 

analítica rápida e fiável para a deteção, identificação e quantificação de etanol 

simultaneamente em diferentes tipos de matrizes biológicas (humor vítreo, sangue e 

urina) em situações post mortem. 

O presente trabalho experimental englobou duas partes distintas. Numa primeira parte, 

procedeu-se à otimização de um método cromatográfico, já existente no Serviço de 

Química e Toxicologia Forenses da Delegação do Centro (SQTF-DC) do Instituto 

Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses (INMLCF, I.P.), para a determinação 

de etanol em amostras de sangue num cromatógrafo de gases Varian 450-GC com detetor 

de ionização de chama, acoplado a um injetor de headspace (HS-GC-FID). Para além da 

otimização das condições cromatográficas, houve a necessidade de alterar o padrão 

interno usualmente utilizado, o n-propanol, pelo acetonitrilo. A preparação dos vials foi 

realizada por meio da diluição de 100 µL da amostra de interesse em 1 mL de padrão 

interno (acetonitrilo a 0,1 g/L). Durante a análise cromatográfica foram utilizadas duas 

colunas capilares (VF-5ms e VF-624ms) com diferentes polaridades, de forma a garantir 

o cumprimento dos critérios de identificação recomendados para este tipo de análise, ou 

seja, que todas as substâncias em estudo fossem devidamente identificadas e distinguidas 

das restantes. Na segunda parte, efetuou-se a validação da metodologia analítica 

desenvolvida para a deteção, identificação e quantificação de etanol post mortem nas 

diferentes matrizes biológicas. 

O etanol foi estudado numa gama de trabalho de 0,10-5,00 g/L e foram avaliados os 

parâmetros da seletividade, interferentes, modelo de calibração e linearidade, limiares 

analíticos, precisão, exatidão, arrastamento e estabilidade segundo a norma do Scientific 

Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX). A metodologia desenvolvida 

apresentou como principal vantagem a redução do intervalo de tempo de análise, 

permitindo a eluição do analito de interesse e do padrão interno em apenas 3 minutos.  

Esta metodologia demonstrou ser seletiva e linear na gama de trabalho estudada, com 

coeficientes de determinação superiores a 0,99. Relativamente aos limiares analíticos, o 

limite de deteção foi de 0,01 g/L e o limite de quantificação de 0,04 g/L. A metodologia 

também apresentou baixos níveis de CV para a precisão intermédia e para a repetibilidade 

e taxas de recuperação próximas de 100% o que demonstra ser uma metodologia precisa 
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e exata. Todos os parâmetros de validação estudados apresentaram resultados 

considerados satisfatórios segundo a norma SWGTOX. 

 

Palavras-chave: Etanol, Acetonitrilo, Matrizes biológicas, Validação, HS-GC-FID 
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Abstract 

Although the analysis procedure for the quantification of ethanol is a relatively simple 

process, according to the literature there are some doubts regarding the origin of the 

ethanol determined post mortem, since there is the possibility of formation and post 

mortem elimination of this substance, which can lead to an incorrect interpretation of the 

analytical results. Thus, as mentioned in the literature, it is recommended to analyze other 

biological matrices in addition to blood. The use of different types of alternative 

biological matrices is intended to corroborate the results obtained through blood analysis. 

The present study proposes the simultaneous analysis of vitreous humor and urine as 

complementary biological matrices in the determination and quantification of ethanol in 

post mortem cases. 

The objective of this study was the development and validation of a fast and reliable 

analytical methodology for the detection, identification and quantification of ethanol 

simultaneously in different types of biological matrices (vitreous humor, blood and urine) 

in post mortem situations. 

The present experimental work comprised two distinct parts. In the first part, we 

proceeded to the optimization of a chromatographic method, already existing in the 

Forensic Chemistry and Toxicology Service of the Center Delegation (SQTF-DC) of the 

National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences (INMLCF, I.P.), for the 

determination of ethanol in blood samples in a Varian 450-GC gas chromatograph with 

flame ionization detector, coupled to a headspace injector (HS-GC-FID). In addition to 

the optimization of chromatographic conditions, there was a need to change the internal 

standard usually used, n-propanol, by acetonitrile. The preparation of vials was performed 

by diluting 100 µL of the sample of interest in 1 mL of internal standard (acetonitrile at 

0.1 g/L). During the chromatographic analysis, two capillary columns (VF-5ms and VF-

624ms) with different polarities were used, in order to ensure compliance with the 

recommended identification criteria for this type of analysis, that is, that all substances 

under study were properly identified and distinguished from the rest. In the second part, 

the analytical methodology developed for the detection, identification and quantification 

of post mortem ethanol in the different biological matrices was validated. 

Ethanol was studied in a working range of 0.10-5.00 g/L and the parameters of 

selectivity, interferents, calibration and linearity model, analytical thresholds, precision, 

accuracy, entrainment and stability were evaluated according to the Scientific Working 

Group for Forensic Toxicology (SWGTOX). The developed methodology presented as 

main advantage the reduction of the analysis time interval, allowing the elution of the 

analyte of interest and the internal standard in just 3 minutes. This methodology proved 

to be selective and linear in the studied work range, with determination coefficients 

greater than 0.99. Regarding the analytical thresholds, the detection limit was 0.01 g/L 

and the quantification limit was 0.04 g/L. The methodology also showed low levels of 

CV for intermediate precision and for repeatability and recovery rates close to 100%, 

which proves to be a precise and exact methodology. All validation parameters studied 

showed results considered satisfactory according to the SWGTOX standard. 
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1. Introdução 

1.1.    Justificação do tema 

Atualmente, o etanol é a substância psicoativa mais consumida em todo o mundo e 

tal facto deve-se à sua legalidade, ao baixo custo e à facilidade de acesso na aquisição. O 

consumo desta substância tanto pode desencadear acidentes de trabalho ou acidentes de 

viação, como crimes de violência doméstica, agressões sexuais e homicídios, sendo que 

da intoxicação alcoólica podem ainda resultar o coma ou a morte. Devido aos efeitos 

legais decorrentes, a quantificação de etanol é a análise mais requerida ao Serviço de 

Química e Toxicologia Forenses (SQTF) do Instituto Nacional de Medicina Legal e 

Ciências Forenses (INMLCF, I.P.). Por conseguinte, o etanol continua a ser a substância 

psicoativa mais comummente detetada, nomeadamente em análises post mortem. 

Geralmente, a análise do etanol é um processo relativamente simples, no entanto 

diversos estudos relatam que existem algumas dúvidas em relação à origem do etanol 

determinado post mortem. Isto deve-se ao facto de haver a possibilidade de produção ou 

eliminação post mortem desta substância, o que pode induzir a uma incorreta 

interpretação dos resultados analíticos. Existem diversos fatores que devem ser tomados 

em consideração para uma mais correta interpretação das concentrações de etanol post 

mortem, incluindo a história do caso, o intervalo entre a morte e a análise, o tipo e a 

localização das amostras recolhidas, a síntese e a redistribuição post mortem do etanol, 

os fatores ambientais em redor do cadáver – fauna e flora, a condição ou decomposição 

do cadáver e a existência de trauma ante mortem. Desta forma, é fundamental distinguir 

entre o consumo ante mortem e a produção de etanol post mortem. Para tal, é essencial 

analisar diversas matrizes de forma a corroborar os resultados obtidos. 

Relativamente às matrizes biológicas utilizadas no presente estudo, – humor vítreo, 

sangue e urina – estas foram selecionadas segundo a sua relevância em contexto forense, 

a sua representatividade num laboratório de toxicologia forense e a complementaridade 

relativamente à análise efetuada. De forma a interpretar inequivocamente a origem do 

etanol é recomendada a sua determinação em diferentes matrizes biológicas. Devido a 

determinadas caraterísticas específicas como as suas localizações anatómicas e a menor 

probabilidade de contaminação microbiana, o humor vítreo e a urina, são as matrizes 

comummente utilizadas para corroborar os valores obtidos no sangue. A importância da 

utilização de diferentes amostras biológicas na interpretação dos resultados é a 

determinação da origem do etanol detetado através da sua presença no sangue e 

simultaneamente presença ou ausência nas diferentes matrizes biológicas analisadas. 

O interesse pela otimização do método cromatográfico usualmente utilizado no SQTF 

da Delegação do Centro do INMLCF, I.P. deve-se ao elevado número de solicitações 

submetidas ao mesmo para a realização de análises toxicológicas para a quantificação de 

etanol em casos de amostras post mortem. Tendo em conta a responsabilidade de que se 

revestem os resultados destas análises, é fundamental o desenvolvimento de metodologias 

analíticas adaptadas a estes casos. 
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1.2.    Objetivos 

O objetivo geral do presente estudo foi a otimização e a validação de uma metodologia 

analítica que permitisse a deteção e a quantificação de etanol simultaneamente em 

diferentes matrizes biológicas (humor vítreo, sangue e urina) em situações post mortem. 

Para o desenvolvimento da respetiva metodologia utilizou-se um cromatógrafo de gases 

equipado com um detetor de ionização de chama acoplado a um injetor headspace (HS-

GC-FID). A escolha deste equipamento tem como justificação o facto de ser a tecnologia 

utilizada no laboratório do Serviço de Química e Toxicologia Forenses da Delegação do 

Centro (SQTF-DC) do INMLCF, I.P. para a realização de análises de alcoolemia, bem 

como por ser um equipamento comummente recomendado na literatura para a análise de 

substâncias voláteis. 

 

Para alcançar o objetivo principal, incidiu-se sobre os seguintes objetivos parciais: 

- Alteração do padrão interno usualmente utilizado no SQTF-DC para a quantificação de 

etanol em amostras de sangue; 

 

- Otimização de um método cromatográfico, já existente no SQTF-DC, para a 

determinação de etanol em amostras de sangue; 

 

- Validação da metodologia analítica para a determinação e quantificação post mortem de 

etanol nos diferentes tipos de matrizes biológicas por HS-GC-FID. 
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2. Revisão da literatura 

2.1.    Etanol 

O etanol também designado por álcool etílico ou simplesmente álcool é a substância 

psicoativa mais consumida em todo o mundo, estando presente no quotidiano do Homem 

e fazendo parte da História da Humanidade desde a antiguidade (1–8). Atualmente o 

elevado consumo de etanol deve-se à sua legalidade, ao seu baixo custo e à facilidade de 

acesso na sua aquisição. O consumo desta substância é favorecido por comemorações 

familiares e sociais, rituais, festividade, eventos culturais para além de ocasiões de 

refeição. O etanol é formado pela fermentação do açúcar (glicose) e é o principal 

composto de todas as bebidas alcoólicas (1,2,7,9–21). 

Relativamente ao etanol, a sua fórmula química é C2H5OH, sendo classificado como 

um álcool devido à presença do grupo hidroxilo (-OH). Existem para além do etanol 

outros álcoois com interesse forense como o metanol, o isopropanol, o n-propanol e o n-

butanol. Dentro da classe química dos álcoois, o etanol é a substância mais conhecida e 

mais frequentemente encontrada em contexto forense (1,2,7,9,18,21,22). 

As propriedades químicas do etanol são essencialmente determinadas pela existência 

de um grupo hidroxilo numa extremidade e pelo curto comprimento da cadeia alifática 

simples de dois carbonos, figura 1.  

 

 
Figura 1 - Estrutura química do etanol (adaptado de (20)) 

 

O etanol é um líquido límpido e incolor com um odor e sabor caraterísticos, que ebului 

à temperatura de aproximadamente 78ºC e funde a -115ºC. Esta substância é totalmente 

solúvel em água, álcoois, ésteres e hidrocarbonetos halogenados e apresenta elevada 

volatilidade. É uma molécula pequena e de baixo peso molecular (46,07 g/mol), 

ligeiramente polar pelo que atravessa facilmente as membranas biológicas por difusão 

passiva (1,3,6,7,9,18,21–28). 

Devido ao elevado número de solicitações para a realização de exames toxicológicos 

para o etanol, os laboratórios de toxicologia forense possuem um método relativamente 

rápido e fiável, no entanto a interpretação dos resultados é complexa devido à 

possibilidade da sua formação ou perda post mortem. Estas diminuições das 

concentrações de etanol são amplamente atribuídas à evaporação, à oxidação química ou 

à ação microbiana. Enquanto que os aumentos se devem em grande parte à conversão 

microbiana de substratos em etanol (1,25,27,29–42). 
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2.2.    Toxicocinética do etanol 

A toxicocinética de uma substância descreve a evolução da sua concentração 

sanguínea e tecidual ao longo do tempo, incluindo as fases de absorção, distribuição, 

metabolização e eliminação (1,3,22,43). 

 

2.2.1.    Absorção 

A absorção é o processo pelo qual a substância passa do local de administração para 

a corrente sanguínea. Dado que existem diversas vias de administração, como a inalação, 

a ingestão e a injeção, as taxas de absorção e as suas respetivas extensões são diferentes 

para uma mesma substância. Logo, a via de administração é um fator relevante na fase da 

absorção. No caso do etanol, este pode ser administrado por via de inalação respiratória 

visto estar presente em muitos produtos do dia-a-dia como produtos de limpeza, 

detergentes, produtos de higiene, cosméticos, desinfetantes, tintas, vernizes entre outros, 

pode também ser administrado via penetração dérmica através da colocação de perfumes, 

no entanto, a via mais comummente utilizada para a administração de etanol é a via oral 

(1,2,6,9,18,21–23,43). 

A absorção do etanol pode ocorrer desde as mucosas da cavidade oral até ao reto, 

contudo, o principal local de absorção do etanol é no intestino delgado. Efetivamente, a 

absorção do etanol ocorre no trato gastrointestinal, onde cerca de 20% da captação ocorre 

no estômago e a restante na porção proximal do intestino delgado, nomeadamente no 

duodeno e no jejuno proximal. A absorção no intestino delgado é realizada de forma mais 

rápida comparativamente à do estômago, devido ao seu elevado peristaltismo, à elevada 

área de superfície derivada das suas microvilosidades, ao elevado fluxo sanguíneo e ao 

seu pH ser ideal para a absorção deste tipo de substância (1–3,6–9,17,18,21–24,26,32,43–

46). 

Porém, existem diversos fatores que podem reduzir ou acelerar a velocidade de 

absorção do etanol. O consumo simultâneo de alimentos ou a presença destes no 

estômago pode afetar a taxa de absorção do etanol, uma vez que atrasa o esvaziamento 

gástrico e consequentemente diminui a taxa de absorção do etanol. Por outro lado, a 

ingestão de bebidas alcoólicas sem alimentos no estômago, o aumento da motilidade 

gastrointestinal e o elevado teor alcoólico da bebida acelerarão a taxa de absorção de 

etanol (1–4,6,8,9,18,22–24,26,44–46). 

 

2.2.2.    Distribuição 

Após ter entrado na circulação sanguínea durante a fase de absorção, o etanol é 

distribuído para todos os órgãos, fluidos e tecidos corporais. Devido ao facto de ser uma 

molécula pequena, com baixo peso molecular e elevada solubilidade em água, o etanol 

atravessa facilmente as membranas biológicas por difusão passiva (1,2,23–25,32,47). 

O etanol sofre metabolismo de primeira passagem, isto é, após ser absorvido no 

sangue venoso o etanol chega ao fígado através do sistema porta hepático, e só 

posteriormente entra na circulação sistémica. Este efeito de primeira passagem tem como 
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objetivo reduzir ou diminuir a concentração do etanol antes que este atinja a circulação 

sistémica, diminuindo consequentemente a biodisponibilidade deste e os efeitos adversos. 

Assim, após esta metabolização apenas uma pequena quantidade de etanol vai ser 

transportada a partir do fígado para o resto do corpo (1,2,4,9,21,23,24,43). 

Já na circulação sistémica, a distribuição do etanol é realizada de forma homogénea 

de acordo com o teor água que os diferentes órgãos e tecidos possuem. Assim, os órgãos 

e tecidos mais afetados são o fígado, o cérebro, os pulmões, os rins, o coração e os 

músculos (2,7,9,23–25,32,40,43,47,48). Após a sua distribuição, ocorre o equilíbrio entre 

a concentração de etanol no sangue e nos diferentes órgãos e tecidos. Este equilíbrio 

depende tanto de fatores fisiológicos como o género, a idade e o peso corporal, como das 

propriedades físico-químicas da substância, como o tamanho molecular da substância, a 

dose ingerida, o coeficiente de partição da substância entre o sangue e a outra matriz 

biológica e a extensão da ligação da substância às proteínas plasmáticas. Nos órgãos e 

tecidos com elevada taxa de fluxo sanguíneo como o fígado, o cérebro e os rins este 

equilíbrio ocorre rapidamente, ao contrário do músculo-esquelético onde o equilíbrio 

demora mais tempo (2–4,7,18,23,43,45,47). 

Apesar da maioria das substâncias tóxicas se ligarem a proteínas plasmáticas com 

afinidade suficiente para que haja a remoção da porção referente aos efeitos adversos, tal 

não se verifica com o etanol. A ausência de ligação entre o etanol e estas biomoléculas 

facilita a sua passagem através das membranas celulares e possibilita a manifestação total 

da sua atividade biológica com efeitos adversos. Exemplo disso é a difusão através da 

barreira hematoencefálica, onde o etanol atinge rapidamente o sistema nervoso central 

(SNC). Esta sua distribuição tecidual faz com que haja uma correlação entre os níveis 

plasmáticos do etanol e o estado comportamental do indivíduo (1,2,6,7,17,18,21,23–

25,43). 

 

2.2.3.    Metabolização 

A principal via de metabolização do etanol é oxidativa e ocorre principalmente no 

fígado através da ação de vários processos bioquímicos e atividade enzimática. Esta via 

leva à formação de acetaldeído, ácido acético, dióxido de carbono e água. Geralmente, o 

etanol é removido do organismo humano através do metabolismo oxidativo sendo o 

restante excretado inalterado no suor, urina e ar expirado. No entanto, existem outras vias 

menores de metabolização do etanol, também hepáticas, mas não oxidativas. O resultado 

dessas vias não oxidativas é essencialmente etilglicuronídeo (EtG), etilsulfato (EtS), 

fosfatidiletanol (PEth) e etil ésteres de ácidos gordos (EEAG) (1–3,6,7,9,17,18,21–

23,26,32,43–46,49), como apresentado na figura 2.  
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Figura 2 - Disposição do etanol no corpo, mostrando as quantidades relativas metabolizadas pela via oxidativa 

e não oxidativas e as excretadas na respiração, urina e suor (adaptado de (23)) 

 

O metabolismo oxidativo do etanol pode ser dividido em três etapas, (1) oxidação do 

etanol em acetaldeído; (2) oxidação do acetaldeído em ácido acético e (3) oxidação do 

ácido acético em dióxido de carbono e água, figura 3. 

A primeira etapa, que consiste na conversão do etanol em acetaldeído, é catalisada 

pela enzima álcool desidrogenase (AD). Esta enzima oxida diversos álcoois primários e 

secundários, provenientes da ingestão ou da produção endógena. O AD está localizado 

maioritariamente no citosol hepático, no entanto pode também ser encontrado noutros 

órgãos. Durante a oxidação do etanol pelo AD, a coenzima dinucleótido de nicotinamida 

e adenina (NAD+) é reduzida a NADH (1–4,6,7,17,18,21–24,32,44,46,49). 

Para além da principal via metabólica oxidativa mencionada, existem outras duas vias 

enzimáticas que geralmente ocorrem quando a atividade da AD se encontra saturada 

sendo elas o sistema de oxidação microssomal (SOM) pelo citocromo P450 e a catalase. 

Todas estas vias produzem acetaldeído a partir da oxidação do etanol. O SOM é a segunda 

via metabólica oxidativa mais relevante e ocorre no retículo endoplasmático. Este 

processo de oxidação do etanol em acetaldeído requer o envolvimento das isoformas do 

citocromo P450 e do fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido 

(NADPH) como cofator. A terceira via metabólica oxidativa ocorre por meio da enzima 

catalase, uma hemeproteína que se encontra nos corpos celulares designados 

peroxissomas. Para que a reação de oxidação do etanol prossiga através desta via, é 

necessária a presença de peróxido de hidrogénio (H2O2). No entanto, a capacidade dos 

hepatócitos produzirem H2O2 é reduzida, o que torna a atuação desta via limitada 

(1,2,4,7,18,21–24,32,44). 
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Na segunda etapa, após a formação do acetaldeído resultante da primeira etapa de 

oxidação por meio das três vias metabólicas descritas segue-se a conversão do acetaldeído 

em ácido acético. Dado que o acetaldeído é uma substância mais tóxica que o etanol, ele 

é rapidamente oxidado em ácido acético pela enzima aldeído desidrogenase (ALD). Tal 

como na primeira etapa, a oxidação do acetaldeído em ácido acético requer a presença do 

cofator coenzima dinucleótido de nicotinamida e adenina (NAD+) na forma oxidada que 

será convertida na sua forma reduzida (NADH). O ALD catalisa estas reações nas 

mitocôndrias das células do fígado, apesar de estar presente noutras células e tecidos 

(1,3,4,6,7,17,18,21–24,32,44,49). 

O ácido acético formado é transportado através da corrente sanguínea para os órgãos 

e tecidos periféricos onde será oxidado. Na mitocôndria desses órgãos e tecidos, o ácido 

acético vai-se combinar com a coenzima A (CoA) originando acetilcoenzima A (acetil-

CoA) que posteriormente entrará no ciclo de Krebs (CK) e será oxidado dando origem a 

dióxido de carbono (CO2) e água (H2O) (1,3,4,6,7,9,18,23,24,32,44). 

 

 
Figura 3 - Esquema da metabolização e eliminação do etanol no organismo humano (adaptado de (7)) 

 

2.2.4.    Eliminação 

Após o consumo de bebidas alcoólicas, cerca de 90-98% do etanol é eliminado 

segundo o metabolismo oxidativo hepático descrito anteriormente, uma pequena 

percentagem é excretada na forma inalterada essencialmente através da respiração, urina 

e suor enquanto o restante etanol ingerido sofre reações de fase II no fígado. Estas reações 

de fase II envolvem reações de conjugação e originam diversos metabolitos não 

oxidativos como o EtG, o EtS, o PEth e os EEAG (4,7,9,18,21,23,24,34,43,49). 
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Existe uma variabilidade de fatores genéticos e ambientais que alteram a taxa de 

eliminação do etanol como o sexo, a idade, a raça, o estado nutricional, a prática de 

exercício físico, a coadministração de droga ou fármacos, entre outros (4,24,45). 

 

2.3.    Efeitos fisiopatológicos e toxicodinâmicos do etanol 

A toxicodinâmica de uma substância refere-se à relação entre a dose administrada e a 

resposta toxicológica observada. No caso do etanol, este atua não só como um depressor 

do SNC como também noutros sistemas fisiológicos, sendo o grau de afetação nos 

diferentes sistemas dependente da dose administrada (1,3,4,6,9,10,17,21,34,43,46). 

O etanol produz diversos efeitos comportamentais nos seres humanos que variam 

entre o efeito sedativo (e.g. diminuição da atividade e indução do sono) e o efeito 

estimulante. Alguns dos possíveis efeitos fisiológicos consequentes das diferentes 

concentrações de álcool no sangue estão apresentados na tabela 1 (3,4,20,23,44).  

 

Tabela 1 - Efeitos fisiológicos consequentes das diferentes concentrações de álcool no sangue (adaptado de 

(44)) 

Concentração de álcool no sangue 

(g/L) 
Efeitos fisiopatológicos 

0,10 – 0,50 

Alterações na personalidade, como o 

aumento do sentido de humor, aumento da 

interação social e da capacidade de 

conversação. Alívio da ansiedade, um 

estado de euforia leve associado ao 

humor, aumento do nível de confiança, 

desinibições e maior capacidade de 

resposta em situações de conflito. 

0,80 – 1,00 

Com o aumento da concentração, os 

efeitos anteriormente mencionados 

tornam-se mais evidentes, 

comprometendo as funções cognitivas e 

motoras. 

1,50 – 2,00 

Arrastamento da fala, aumento do tempo 

de reação, incoordenação dos movimentos 

musculares e ataxia acentuada. Há um 

aumento do comprometimento das 

funções cognitivas, motoras e sensoriais, 

nomeadamente ao nível da visão, 

diminuição da sensação de dor, 

diminuição da concentração e da 

memória, podendo ocorrer “apagões” 

onde o indivíduo pós-intoxicação não tem 

qualquer memória dos episódios que 

ocorreram durante a intoxicação. 
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Tabela 1- Efeitos fisiológicos consequentes das diferentes concentrações de álcool no sangue (adaptado de 

(44)) (continuação) 

3,00 – 4,00 

É alcançado o nível anestésico e são 

verificados sintomas de intoxicação 

alcoólica, incontinência, depressão 

respiratória, hipotermia, diminuição na 

resposta a estímulos, mudanças rápidas de 

humor. É neste nível que pode surgir o 

vómito e o estado de coma. 

≥ 5,00 

Pode ser atingida a morte através da 

paralisia dos centros respiratórios no 

tronco cerebral ou pela asfixia por 

inalação do vómito. 

 

Apesar dos efeitos descritos, todos os indivíduos reagem de maneira diferente à 

mesma concentração de etanol devido às variações de fatores individuais, genéticos e 

ambientais (1–4,6,9,10,17,18,20,21,23,44). 

Para além dos efeitos referidos, a ingestão de etanol pode ainda manifestar-se em 

diversos órgãos e sistemas do indivíduo. Um dos órgãos mais afetado pelo consumo de 

etanol é o fígado, dado ser o local de metabolização desta substância. Relativamente aos 

sistemas, os mais afetados são o neurológico, o renal, o gastrointestinal, o dermatológico, 

o cardiovascular, o nutricional, o músculo-esquelético, o hematológico, o imunológico, o 

reprodutivo e o endócrino. A ingestão abusiva e por longos períodos de tempo leva a uma 

série de problemas de saúde em todos estes sistemas (1,2,4,7,24,44,45). O consumo de 

etanol também aumenta a probabilidade de um indivíduo desenvolver neoplasias, 

nomeadamente a neoplasia da boca, do esófago, do fígado, do pâncreas, do cólon, do reto, 

do estômago, da próstata, da mama e da tiroide (7,44,45). 

Em relação à gravidez, os efeitos toxicológicos do etanol e dos seus metabolitos não 

se manifestam somente no indivíduo que ingere a substância como também nos fetos. 

Dado que o etanol tem a capacidade de atravessar a barreira placentária, atinge o sistema 

nervoso fetal e promove a síndrome fetal alcoólica (SFA) em filhos de mães 

consumidoras desta substância (1,2,7,17,18). 

  

2.4.    Interpretação dos resultados do etanol post mortem 

A determinação da concentração de etanol no sangue é regularmente utilizada como 

evidência judicial fazendo parte de diversas investigações forenses. Assim, a 

concentração de etanol incluída na investigação deve ser devidamente determinada e 

interpretada, uma vez que esta pode ser um fator causal ou contributivo do crime. No 

entanto, a interpretação dos resultados obtidos apresenta-se como uma tarefa difícil 

principalmente quando a amostra é precedente de cadáveres. Dado que existem diferentes 

origens possíveis para a formação de etanol detetado post mortem, esta é uma variável 

relevante que deve ser considerada na interpretação dos resultados. O etanol detetado post 

mortem pode ser resultante do consumo ante mortem, ou seja, da ingestão de etanol após 
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o consumo de bebidas alcoólicas ou da produção post mortem no organismo ou in vitro 

por fermentação microbiana. Em raras situações, o etanol detetado post mortem pode ter 

origem na produção endógena de etanol ante mortem. Nestas situações o etanol é 

produzido endogenamente in vivo, sob determinadas condições, como por exemplo 

infeções ou devido à administração de uma solução intravenosa de glicose 

(25,27,30,32,34,39,40,50,51). 

De acordo com a literatura, existem várias formas de distinguir a origem do etanol 

como a análise microbiológica das amostras, a análise de outros compostos voláteis 

produzidos post mortem e a determinação de etanol em diferentes matrizes biológicas. 

Independentemente da análise realizada, tem sido proposto o estudo simultâneo de 

diversos critérios que auxiliam na determinação da origem do etanol post mortem 

determinado, principalmente nos cadáveres em decomposição. Isto porque as 

dificuldades na interpretação aumentam com o avançar do estado de decomposição do 

cadáver. Para distinguir entre a ingestão ante mortem de etanol ou a sua síntese endógena 

é necessário avaliar e correlacionar os seguintes critérios: história do caso, condição das 

amostras, tipos de micro-organismos presentes, redistribuição post mortem de etanol em 

diferentes matrizes biológicas e a presença de outros compostos voláteis (25,32,52,53). 

 

- História do caso 

Este critério inclui toda a informação credível da vítima, ou seja, informações 

pessoais, a rotina diária, se era consumidora ou não de bebidas alcoólicas, informações 

sobre as ações da vítima horas antes da sua morte, as circunstâncias da morte, os achados 

autópticos, o historial clínico (se aplicável), entre outros. Estes fatores fazem deste critério 

o mais importante na distinção da origem do etanol, no entanto nem sempre é possível 

obter estas informações (39,41,53–56). 

 

- Condição das amostras 

De forma a obter conclusões válidas acerca dos resultados obtidos na análise do etanol 

post mortem, é relevante ter em consideração a confiabilidade das amostras, assim como 

o estado do cadáver, por exemplo a indicação se estava queimado, imerso ou com 

alterações da decomposição cadavérica (9,50,55,57,58). A decomposição cadavérica é 

um processo que consiste na degradação de um cadáver nos seus respetivos constituintes 

básicos através da destruição dos tecidos moles pela ação de diversos seres vivos, 

essencialmente micro-organismos e animais. A complexidade inerente a este processo 

deve-se ao facto de não haver dois indivíduos iguais nem dois processos de decomposição 

iguais. Sendo por isso este processo um dos maiores inimigos dos peritos forenses, dado 

que dificulta a recolha e interpretação dos vestígios (1,27,33,35,39,41,50,51,57,59–67). 

Após a recolha das amostras, as condições em que estas se encontram e o seu 

armazenamento são fatores que devem ser tidos em consideração, uma vez que se não 

forem realizados os procedimentos essenciais à sua preservação, estas tendem a 

deteriorar-se. Para evitar ou pelo menos prevenir essa deterioração, as amostras devem 

ser refrigeradas e armazenadas em tubos com conservante, para impedir a síntese 

microbiana de etanol post mortem in vitro (9,25,32,35,40,41,48,50,56,67).  
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De forma a evitar a síntese endógena de etanol em amostras post mortem é 

aconselhável a adição de fluoreto de sódio (NaF) às mesmas. A concentração de NaF 

adicionada varia entre 1 a 5% do volume total da amostra, sendo extremamente essencial 

na preservação de amostras em casos suspeitos de pacientes diabéticos, de elevadas 

concentrações de glicose no sangue peri mortem, de elevadas concentrações de micro-

organismos, de administração de glicose ante mortem ou de infeções do tipo peritonite 

ou septicemia. Para além da adição deste conservante, as amostras post mortem devem 

ser armazenadas a baixas temperaturas, comummente entre os 4ºC-5ºC, a fim de diminuir 

a taxa de metabolização microbiana 

(7,16,28,29,36,39,40,42,44,47,48,50,54,56,57,67,68). 

 

- Tipos de micro-organismos presentes 

Existem diversas espécies de micro-organismos, nomeadamente bactérias, leveduras 

e fungos, capazes de sintetizar etanol endógeno, contudo as suas taxas de produção variam 

conforme as condições do meio. Alguns destes micro-organismos encontram-se presentes 

no organismo da vítima, existindo, no entanto, outros micro-organismos que habitam no 

ambiente circundante do cadáver que também são capazes de produzir etanol e outros 

compostos voláteis (1,7,9,16,32,36,38,40,41,47,48,56,69,70). 

In vivo, existem vários micro-organismos invasores com funções destrutivas, como 

vírus, bactérias e parasitas, que são eliminados pelos sistemas de defesa do corpo humano, 

nomeadamente o sistema imunitário. Logo após a morte, alguns desses sistemas de defesa 

ainda continuam em funcionamento, mas apenas por um curto período de tempo. A partir 

do momento em que a temperatura corporal atinge ± 5ºC, os micro-organismos 

sobreviventes aos sistemas de defesa começam a multiplicar-se e há a possibilidade de se 

dissiparem para os vários órgãos e tecidos do cadáver. Após estas invasões microbianas, 

os micro-organismos aeróbios esgotam o oxigénio presente nos tecidos originando uma 

redução do oxigénio disponível, criando-se consequentemente condições favoráveis ao 

desenvolvimento de micro-organismos anaeróbios. Assim sendo, a flora bacteriana varia 

de acordo com o intervalo post mortem, onde inicialmente estão presentes micro-

organismos aeróbios e após o consumo do oxigénio, predominam as populações de micro-

organismos anaeróbios (7,9,16,38,41,50,59,69–71). 

Uma vez que a maioria dos micro-organismos é heterotrófica, estes necessitam de 

vários substratos e fontes de energia para a sua subsistência. Existem diversas substâncias 

que podem servir como substrato para esses micro-organismos, como os hidratos de 

carbono, os aminoácidos e os lípidos. Também existem outras substâncias, presentes em 

menores quantidades, que podem igualmente ser utilizadas como substratos incluindo, 

entre outros, galactose, glicerol, glicogénio, glicóis, lactato, lactose, maltose, manitol, 

piruvato, ribose, sacarose. O etanol post mortem pode ser produzido a partir de diversos 

substratos disponíveis post mortem, ainda que com taxas e rendimentos diferentes 

(7,9,16,22,23,27,29,31,32,36,38–42,47,50,52,54,69,72). 

Relativamente à atividade microbiana esta tanto pode originar aumento da 

concentração de etanol, através da sua síntese endógena, como pode diminuir a 

concentração de etanol, uma vez que existem micro-organismos capazes de utilizar o 
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etanol como substrato. Geralmente, quando existem elevadas concentrações de etanol 

ante mortem, ocorre uma subsequente queda post mortem derivada do uso de etanol como 

substrato, posteriormente a esta diminuição dos níveis de etanol pode haver um novo 

aumento relativo à síntese endógena. Sobretudo nestes casos, a interpretação dos 

resultados torna-se um obstáculo extremamente desafiante para o toxicologista forense 

(16,27,32,33,38–40,47,50,56,69,70). 

 

- Redistribuição post mortem de etanol em diferentes matrizes biológicas 

Na toxicologia forense, a gravidade de uma intoxicação é determinada com base na 

concentração sanguínea da substância em estudo, podendo esta apresentar níveis 

terapêuticos, tóxicos ou letais. Apesar dessa determinação in vivo ser possível, isto é, as 

concentrações sanguíneas permitem a avaliação da concentração administrada, nos casos 

post mortem isso não se verifica. Embora a preferência da seleção do sangue para as 

análises toxicológicas, nem sempre as concentrações post mortem obtidas nesta matriz 

refletem as concentrações ante ou peri mortem, devido ao movimento da substância após 

a morte. Este fenómeno é designado de redistribuição post mortem (RPM) e dificulta 

imenso a interpretação dos resultados post mortem. Esse movimento poderá alterar as 

concentrações sanguíneas do analito, principal objetivo das análises quantitativas. Uma 

vez que os mecanismos envolvidos na RPM são complexos e pouco compreendidos, 

recomenda-se a análise de amostras com diferentes localizações anatómicas para que 

possa ser realizada uma comparação e, consequentemente, detetar uma possível RPM e 

evitar erros na interpretação dos resultados (5,29,32,39,43,47,50,52,58,68,70,73–75). 

A RPM de etanol é um motivo causador das variações nas concentrações de etanol 

nas diferentes amostras. Esta redistribuição pode ser favorecida pela difusão post mortem 

de etanol do estômago, presença de lesões traumáticas, episódios de aspiração do vómito, 

alterações posturais, transporte do cadáver ou movimento contínuo do sangue dentro dos 

vasos sanguíneos. Nestes casos o sangue recolhido pode originar resultados erróneos dada 

a elevada probabilidade de contaminação (25,29,32,37,41,47,52,58). 

O etanol sofre redistribuição principalmente a partir do trato gastrointestinal e do 

fígado. Nestes órgãos a RPM pode ocorrer através dois mecanismos distintos: a difusão 

através dos vasos sanguíneos ou a difusão para os órgãos vizinhos (47,52,58,75). 

A observação de uma distribuição atípica, isto é, diferenças significativas nas 

concentrações de etanol determinadas em dois ou mais órgãos ou tecidos pode ser 

sugestiva de síntese endógena de etanol. A aplicação deste critério requer a análise de 

diversas matrizes biológicas, sendo as preferenciais o sangue, o humor vítreo, a urina e a 

medula óssea. Diversos estudos diferenciam a origem do etanol segundo a sua presença 

no sangue e presença ou ausência nas diferentes matrizes alternativas. A síntese endógena 

de etanol foi identificada em casos que demonstraram concentrações positivas de etanol 

no sangue e negativas no humor vítreo e urina. Por outro lado, um resultado positivo para 

a concentração de etanol no humor vítreo e na urina foi assinalado como consumo ante 

mortem e não síntese endógena (9,25,33,36,39,41,50,53,76).  
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- Presença de outros compostos voláteis 

Quando o etanol é sintetizado post mortem, geralmente, outros compostos orgânicos 

voláteis (COVs) também são sintetizados. Conclui-se então que a presença simultânea de 

etanol e destes compostos possa ser sugestiva da ocorrência de síntese endógena de etanol 

por fermentação microbiana, uma vez que esses COVs geralmente não são constituintes 

de bebidas alcoólicas nem existem naturalmente no corpo humano 

(7,9,27,32,36,38,40,41,48,52,53,55,77,78). 

Os COVs mais abundantemente detetados durante as análises forenses para a 

determinação de etanol incluem: acetaldeído, acetona, ácido acético, formaldeído, 

isobutanol, isopropanol, isómeros do álcool amílico, metanol, n-butanol e n-propanol. 

Contudo, juntamente com a produção de etanol podem também ser produzidos ácidos, 

álcoois, aldeídos, cetonas, compostos de enxofre, compostos de nitrogénio, compostos 

homoaromáticos e ésteres 

(5,8,9,25,29,31,32,34,36,38,40,41,47,48,52,54,57,59,67,69,77–79). 

Diversos estudos referem que a análise de outros compostos voláteis produzidos 

durante o processo de putrefação permite evidenciar que o etanol determinado no sangue 

post mortem tem origem endógena. Alguns destes compostos voláteis, sobretudo o 

acetato, o isobutanol, o isopropanol, o n-butanol e o n-propanol podem ser utilizados 

como indicadores de síntese endógena de etanol (7,9,25,27,31,32,34,36–

40,47,48,51,52,56,58,77,78,80,81).  

 

- Outros 

Para além dos critérios descritos anteriormente, existem outros que permitem auxiliar 

a interpretação dos resultados de etanol post mortem, nomeadamente a pesquisa de 

parâmetros bioquímicos. Apesar da atual complexidade existente na interpretação destes 

biomarcadores, alguns foram estudados e desenvolvidos com o objetivo de auxiliarem na 

interpretação dos resultados post mortem. A análise do etilglicuronídeo (EtG) e do 

etilsulfato (EtS) contribui para a determinação da origem do etanol, dado que resultados 

positivos indicam o consumo ante mortem de etanol (4,7,9,18,21,23,32,36,37,39). 

 

Apesar da facilidade com que se determina a concentração de etanol numa amostra 

post mortem, a interpretação dos respetivos resultados pode ser complicada. No entanto, 

através de uma análise meticulosa de todas as informações disponíveis é possível elaborar 

uma interpretação válida da origem do etanol post mortem determinado (25,50,55). 
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2.5.    Cromatografia gasosa com detetor de ionização de chama e 

sistema de injeção de headspace (HS-GC-FID) 

A metodologia analítica utilizada para a determinação qualitativa e quantitativa do 

etanol em matrizes biológicas é, independentemente de amostras clínicas ou forenses, a 

cromatografia gasosa com detetor de ionização de chama utilizando a técnica de 

headspace (HS-GC-FID) (5,11,18,31,38,40,44,52,80,82–84). 

 

2.5.1.    Cromatografia gasosa (GC) 

Embora existam diversos tipos de sistemas cromatográficos, todos eles possuem 

fatores comuns como a existência de uma fase móvel e uma fase estacionária, onde ocorre 

a separação cromatográfica. Esta separação é devida ao facto de diferentes substâncias 

terem diferentes afinidades tanto para com a fase móvel como para com a fase 

estacionária. Assim, a cromatografia é definida como “um método físico de separação no 

qual os componentes a serem separados são distribuídos entre duas fases, uma das quais 

é estacionária enquanto a outra se move de forma definitiva (fase móvel)” (85–89). A 

distinção entre cromatografia gasosa e cromatografia líquida deve-se à diferença da fase 

móvel, sendo que na cromatografia gasosa a fase móvel é um gás enquanto na 

cromatografia líquida é um líquido (88). 

A cromatografia gasosa é uma técnica com capacidade para separar misturas 

extremamente complexas, segundo as diferenças nos pontos de ebulição e nas polaridades 

das diversas substâncias que compõem essas misturas. Desta forma, a cromatografia 

gasosa pode ser aplicada a misturas que contenham analitos voláteis, preferencialmente 

com pontos de ebulição até 300ºC e que sejam termicamente estáveis sendo que esses 

analitos devem dissolver-se, pelo menos parcialmente, no gás de arraste para que assim 

seja devidamente transportado durante a análise (32,82,85–88,90). 

Para separar os analitos de interesse, a amostra que os contém é introduzida no sistema 

cromatográfico através de um sistema de injeção e posteriormente será transportada por 

um gás de arraste (fase móvel) até à coluna onde ocorre a separação cromatográfica (fase 

estacionária). Este gás atua como fase móvel e deve ser quimicamente inerte, para que 

não reaja com os analitos presentes na amostra nem com a fase estacionária e puro, isto 

é, isento de impurezas que possam degradar a fase estacionária (82,85–89,91–94). No 

interior da coluna cromatográfica, os analitos são separados de acordo com as interações 

efetuadas entre as fases estacionária e móvel. Depois de separados, os analitos e o gás de 

arraste são eluídos juntamente da coluna para o detetor, que responde a determinadas 

propriedades físico-químicas caraterísticas do analito e será gerada uma resposta do 

detetor sob a forma de um sinal eletrónico. Este sinal será amplificado e enviado para o 

sistema de dados (e.g. computador, integrador eletrónico, gravador) onde o cromatograma 

será construído eletronicamente e será possível proceder à quantificação do analito 

(82,85–87,89,93). Na figura 4 é apresentado o esquema de um sistema de cromatografia 

gasosa. 
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Figura 4 - Esquema do sistema de cromatografia gasosa (adaptado de (95)) 

  

Após a conclusão da análise, é obtido um cromatograma onde são apresentados os 

sinais cromatográficos dos analitos presentes na amostra analisada. Sob determinadas 

condições cromatográficas, o tempo de retenção de um sinal cromatográfico é 

caraterístico de um dado analito, o qual fornece uma análise qualitativa, e a altura ou a 

área desse mesmo sinal cromatográfico é proporcional à quantidade do respetivo analito 

(84,85,87,93). No entanto, para a análise quantitativa do analito de interesse é necessário 

comparar a área ou a altura do sinal cromatográfico do respetivo analito com padrões de 

concentração conhecida, ou seja, com recurso a uma reta de calibração 

(84,85,87,93,96,97). 

Como mencionado anteriormente, a cromatografia gasosa separa as substâncias de 

acordo com as diferenças no tempo em que estas são eluídas, o que se traduz em tempo 

de retenção (tR). Essas diferenças na eluição são devidas às caraterísticas moleculares dos 

analitos, como o peso molecular e a afinidade destes com as fases estacionária e móvel. 

Devido a estes fatores haverá taxas de migração variáveis, isto é, alguns analitos movem-

se mais lentamente na coluna cromatográfica e permanecem durante mais tempo na fase 

estacionária originado assim um tempo de retenção superior aos analitos que passam 

rapidamente por essa mesma fase e chegam ao detetor num menor intervalo de tempo, 

produzindo um menor tempo de retenção (82,85,88,89). O tempo de retenção de uma 

determinada substância expressa o tempo desde a injeção da amostra no equipamento até 

ao momento em que ela sai da coluna e é detetada. Esta medida não é absolutamente 

específica para cada substância, uma vez que pode haver outras substâncias que possam 

ter o mesmo tempo de retenção. Neste caso é aconselhável o uso de duas colunas 

cromatográficas com polaridades diferentes de forma a garantir que todas as substâncias 

são devidamente identificadas (82,85). 

Dado que a cromatografia gasosa é uma técnica simples, multifacetada, de rápida 

aplicação na separação de analitos com baixo peso molecular e que se encontra bem 
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estabelecida na literatura, ela apresenta diversas vantagens, nomeadamente a rapidez das 

análises, a necessidade de baixo volume de amostra, alta precisão e resolução, e ainda 

fornece resultados confiáveis e robustos (93). Em relação às desvantagens, esta técnica é 

limitada à análise de amostras voláteis, não sendo adequada a amostras que se degradem 

a temperaturas elevada nem a analitos altamente polares. Neste último caso pode ser 

necessário derivatizar os analitos para que seja fornecido um grau de volatilidade, 

processo este que pode ser complexo e originar erros quantitativos (11,33,87,88,92,96). 

A cromatografia gasosa tem diversas aplicações, nomeadamente em laboratórios 

analíticos industriais, químicos, petroquímicos, ambientais, farmacêuticos e de 

biotecnologia (11,82,84,87,94,98). Em particular, nas ciências forenses, a cromatografia 

gasosa pode ser aplicada na análise de resíduos líquidos inflamáveis, explosivos, resíduos 

orgânicos de arma de fogo, substâncias medicamentosas, drogas ilícitas, controlo de 

doping, pesticidas, petróleo, produtos de decomposição cadavérica e estimativa do 

intervalo post mortem (98). 

  

2.5.2.    Detetor de ionização de chama (FID) 

O detetor é um dispositivo que se encontra localizado no final da coluna 

cromatográfica e tem como funções detetar o aparecimento de um analito, após este sair 

da coluna cromatográfica, e produzir um sinal eletrónico (85–87,89). 

O detetor de ionização de chama (FID) é considerado um detetor universal que 

responde a compostos que contenham principalmente carbono e hidrogénio, sendo que 

também responde a compostos que contenham somente carbono e não tenham hidrogénio. 

Este detetor responde linearmente à massa de carbono que flui por ele em tempo unitário, 

independentemente da estrutura do composto (82,85,87,90,92,97,99). O funcionamento 

deste detetor depende exclusivamente da conversão das substâncias eluídas em corrente, 

gerando assim uma resposta única para cada uma delas. Isto deve-se ao facto de que 

quando as substâncias são eluídas da coluna e entram no FID, estas são queimadas numa 

chama alimentada a hidrogénio/ar, e após essa combustão, são formados iões que entram 

num coletor, figura 5. Este coletor consiste em duas placas às quais é aplicada uma 

diferença de potencial que é alterada à medida que os iões penetram o espaço entre essas 

duas placas, gerando uma corrente. Como na ausência de amostra não existem 

praticamente iões a linha de base é estável, observando-se facilmente a conversão da 

corrente após a eluição dos analitos, o que culminará num cromatograma (82,85–

87,90,92,97,99). 
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Figura 5 - Seção transversal de um detetor de ionização de chama (adaptado de (95)) 

 

Dada a sua vasta aplicabilidade e facilidade de operação, o FID é um dos detetores 

mais comummente utilizado na cromatografia gasosa. É um detetor sensível, que não 

necessita de grande quantidade de amostra, o seu custo de fabricação é baixo, é fácil de 

limpar e não requer praticamente manutenção quando opera com colunas capilares, possui 

um baixo nível de ruído e produz uma resposta rápida que não varia significativamente 

com fatores como a temperatura do detetor e o fluxo dos gases (82,86,90,92,97,99). 

No entanto, o FID, por ser um detetor ionizante, requer o uso de gases inflamáveis 

como o hidrogénio para alimentar a chama que irá destruir a amostra no final da análise 

impossibilitando a recuperação desta (86,97). 

  

2.5.3.    Sistema de headspace (HS) 

Dado que a maioria das amostras não está preparada para uma introdução direta nos 

equipamentos, são necessários procedimentos de preparação de amostras como a 

extração, limpeza ou derivatização para que a amostra esteja pronta a ser analisada. Este 

método de preparação é uma etapa crucial no desenvolvimento de uma metodologia 

analítica que tem como objetivo converter uma matriz numa amostra com configuração 

adequada para a análise por separação ou por outra técnica analítica 

(87,91,94,96,100,101). 

O método de preparação de amostras mais habitualmente utilizado é a extração onde 

o analito de interesse é separado da matriz da amostra com uma seletividade satisfatória. 

Durante este processo o analito é distribuído entre duas fases através de fenómenos de 

difusão (52,94,101–103). O facto de os analitos voláteis poderem ser injetados 

diretamente na coluna do cromatógrafo gasoso faz com que a análise de compostos 

voláteis seja simples, no entanto pode ser difícil extrair os analitos das matrizes, 
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nomeadamente amostras biológicas, solo, alimentos, cosméticos, polímeros, entre outras. 

Esta questão pode ser solucionada com recurso à técnica de headspace (91,94,101). 

Relativamente ao procedimento de extração desta técnica, este inicia-se com a 

colocação do padrão interno e de uma amostra sólida ou líquida num frasco de headspace. 

O volume desta mistura deve ser baixo comparativamente à capacidade total do frasco de 

headspace, de modo a que haja espaço livre acima da amostra. Após isto, o frasco será 

fechado hermeticamente e colocado num forno onde será termostatizado, ou seja, estará 

sob condições de temperatura e pressão constantes durante um intervalo de tempo pré-

definido. De seguida, os analitos de interesse presentes na amostra são difundidos para a 

fase gasosa acima da amostra (espaço de cabeça). Quando a concentração dos analitos na 

fase gasosa atingir um nível de equilíbrio termodinâmico com a concentração presente na 

amostra, é retirada uma alíquota do espaço de cabeça com o auxílio de uma seringa, após 

penetração do septo pela agulha da seringa. Posteriormente essa alíquota é introduzida no 

injetor aquecido do cromatógrafo gasoso e a partir daí a amostra é transportada pelo gás 

de arraste até à coluna cromatográfica onde os analitos serão separados e analisados de 

acordo com as interações efetuadas entre as fases estacionária e móvel 

(84,85,91,93,94,96,101–104). 

Para o desenvolvimento de uma metodologia que inclua um sistema de extração por 

headspace devem ser otimizados parâmetros como a temperatura da seringa, a 

temperatura e o tempo de incubação e a agitação do frasco (84). 

Esta técnica é relativamente barata e simples, apresentando como principais 

vantagens a ausência de contaminação do injetor e da coluna mesmo após um grande 

número de injeções, uma vez que a matriz da amostra não é injetada, o que 

consequentemente também é vantajoso a nível do gasto de consumíveis no equipamento 

(5,18,25,84,91,93,96,101,103,105). Além disto, há baixa possibilidade de formação de 

artefactos durante a análise o que se traduz num cromatograma limpo, ou seja, contendo 

apenas sinais cromatográficos para os analitos de interesse (84,96). A principal 

desvantagem que esta técnica apresenta é uma menor sensibilidade quando comparada 

com outras técnicas de extração. Apesar desta desvantagem, a sua aplicação na 

toxicologia forense não é comprometida (99). 

 

2.6.    Matrizes biológicas 

Qualquer matriz biológica que tenha estado em contacto com uma substância tóxica 

é uma potencial amostra a ser submetida a exames toxicológicos, no mínimo para a 

realização de análises qualitativas de forma a corroborar a interpretação dos resultados 

(47,104,106). A seleção das matrizes depende de diversos fatores como o objetivo da 

análise, o tipo de investigação (ante mortem ou post mortem), a disponibilidade, a 

integridade da amostra, a facilidade de recolha, as condições de conservação da matriz, 

as caraterísticas físico-químicas das substâncias de interesse e os aspetos analíticos como 

a técnica utilizada (1,29,46,52,58,67,104). 

Para a realização de análises toxicológicas post mortem, o sangue e a urina são as 

matrizes convencionais mais relevantes. Contudo, existem outras matrizes biológicas que 
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têm demonstrado vantagens como a sua disponibilidade, a estabilidade dos analitos e uma 

maior janela de deteção quando comparadas com as matrizes convencionais 

(1,35,52,57,67,74,104). 

Nos casos in vivo geralmente são recolhidas amostras de sangue, urina, vómito, 

aspirado gástrico, ar expirado, fluido oral, unhas e cabelo (46,57,66–68,72,104). 

Enquanto nos casos post mortem, o sangue (periférico e central), a urina, o humor vítreo, 

o conteúdo gástrico e órgãos como o pulmão e o fígado são as amostras usualmente 

recolhidas durante a autópsia (1,11,29,33,36,52,66–68,72,74,104). No entanto, outras 

matrizes como baço, bílis, cabelos, cérebro, coágulos sanguíneos, coração, líquido 

cefalorraquidiano, líquido sinovial, medula óssea, músculo-esquelético, ossos, rim e 

unhas podem ser recolhidas com o objetivo de complementar a análise toxicológica 

(1,5,11,25,27,29,32,33,39,47,52,58,66–68,72,74). 

De acordo com a literatura, a indicação da causa de morte pode auxiliar nas escolhas 

das matrizes biológicas a analisar. Em situações específicas, como o afogamento as 

matrizes mais adequadas à análise de etanol são o sangue, a urina, o cérebro e o líquido 

do seio paranasal. Nos casos em que há uma hemorragia subdural aguda derivada de um 

traumatismo craniano, e a vítima sobreviveu por algumas horas, o sangue pode não ser a 

matriz mais apropriada devido à continuação das funções vitais, nomeadamente a 

metabolização do etanol. Logo, os tecidos cerebrais localizados nas proximidades do 

local da hemorragia e os coágulos sanguíneos são a melhor escolha, porque refletirão a 

concentração do etanol no momento da lesão. Por sua vez, em corpos exumados, a matriz 

mais adequada para a análise de etanol é o músculo-esquelético. Para interpretar 

inequivocamente a origem e concentração de etanol, principalmente em situações de 

putrefação, é recomendado que diferentes amostras sejam recolhidas e analisadas, sendo 

as mais comummente requisitadas são o sangue, o humor vítreo, a urina, a bílis, o cérebro, 

o líquido cefalorraquidiano e a medula óssea (5,8,25,27,29,36,39,66,75). 

Dado que a glicose é o principal substrato para a produção de etanol endógeno, e uma 

vez que o corpo humano não armazena esta substância de forma uniforme, é espectável 

que os órgãos e tecidos que possuam elevada capacidade de armazenamento desta 

substância sejam mais suscetíveis à produção de etanol endógeno (1,5,9,16,25,38,40–

42,47,53,56). Deste modo, a escolha das matrizes biológicas a utilizar nas análises para a 

determinação da origem do etanol post mortem é crucial. Apesar de o sangue ser a amostra 

preferencial para as análises toxicológicas, nos casos de determinação da origem do etanol 

post mortem, a análise desta matriz deve ser corroborada com a análise de outros órgãos 

e tecidos para uma correta interpretação dos resultados, evitando assim resultados falso 

positivos (5,27). 

Sendo o coração, o fígado, o músculo-esquelético e os pulmões os órgãos com maior 

capacidade de armazenamento de glicose, constituem matrizes inapropriadas para a 

determinação de etanol post mortem (16,25,41,47). Desta forma, as matrizes biológicas 

selecionadas para o presente estudo foram o sangue, a urina e o humor vítreo, no entanto 

existem outras potenciais matrizes como o cérebro e o líquido cefalorraquidiano. A 

seleção destas matrizes deve-se ao facto de estas, em indivíduos saudáveis, apresentarem 

baixa concentração de glicose bem como localizações anatómicas isoladas de possíveis 
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contaminações microbianas. Tais caraterísticas são fundamentais na distinção entre a 

ingestão ante mortem e a produção endógena de etanol (25,41,53).  

Neste caso, as diversas matrizes não devem ser utilizadas como substitutas do sangue, 

mas sim como matrizes complementares que corroborem os seus resultados e forneçam 

informações adicionais para a investigação. 

 

2.6.1.    Sangue 

Apesar da sua complexidade, o sangue é a amostra de eleição para detetar, quantificar 

e interpretar as concentrações de substâncias tóxicas em toxicologia. Isto porque os dados 

disponíveis na literatura relativos às concentrações de substâncias tóxicas encontradas 

durante o monitoramento ante mortem e as concentrações potencialmente fatais e não 

fatais encontradas em amostras post mortem são reportadas no sangue 

(5,10,11,16,18,21,27,29,40,57,66,68,72,74,77,79,104). 

Se o objetivo da análise for a quantificação de substâncias tóxicas, o recomendado é 

utilizar uma amostra de sangue total, uma vez que no recurso a amostras de plasma ou 

soro as substâncias de interesse podem ser perdidas (1,44,47,68,104). Dependendo do 

local de recolha da amostra de sangue pode obter-se sangue periférico ou sangue central, 

e consequentemente concentrações sanguíneas post mortem diferentes. A recolha das 

amostras de sangue periférico deve ser efetuada nos vasos periféricos como a veia 

femoral, subclávia ou ilíaca, no entanto em casos de indisponibilidade destas, o sangue 

central pode ser recolhido nas cavidades cardíaca ou abdominal 

(1,9,11,29,33,36,47,50,52,57,67,68,75,77,104). 

O sangue é um fluido complexo, constituído maioritariamente por água 

(aproximadamente 80%), proteínas solúveis, gorduras, sais e células suspensas 

(29,32,67,74,75,104). Esta é a matriz mais adequada para a realização de análises 

quantitativas, sendo por isso aplicada como amostra de rotina nos laboratórios de 

toxicologia (57,72). No entanto, a interpretação dos resultados obtidos a partir da análise 

do sangue torna-se complicada nos casos em que as substâncias sofrem redistribuição 

post mortem, o que requer a consideração destes fenómenos aquando da recolha de 

sangue. Nestes casos, é crucial a análise de uma amostra de sangue periférico uma vez 

que as concentrações das substâncias tóxicas nesta matriz se mantêm constantes 

comparativamente ao sangue central onde as concentrações normalmente são superiores 

devido a RPM. Desta forma, as concentrações sanguíneas post mortem de muitas 

substâncias variam mediante o local da recolha, essencialmente as substâncias suscetíveis 

a RPM, sendo de extrema importância avaliar o local de onde o sangue foi recolhido 

(52,68,80,104). 

A maior vantagem da utilização do sangue como matriz biológica relaciona-se com a 

capacidade de correlação entre a concentração da substância tóxica presente no sangue e 

a condição clínica do indivíduo. Outra vantagem é a possibilidade de detetar substâncias 

imediatamente após a sua administração, sem que estas tenham sido metabolizadas, 

fornecendo uma boa correlação entre a dose ingerida ante mortem e a concentração 

determinada (104). Comparativamente a outras matrizes, o sangue apresenta uma maior 
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aplicabilidade em diversas metodologias analíticas existentes e uma enorme quantidade 

de estudos realizados e publicados (29,57,67). 

Relativamente ao sangue periférico, este é menos suscetível a fenómenos de RPM, o 

que se traduz numa menor probabilidade de contaminação devido ao seu isolamento em 

relação aos órgãos internos do tórax e do abdómen (9,33,36,47,52,70,72,74,104). Dada a 

sua localização, a recolha de sangue central pode apresentar maior contaminação interna 

da amostra em consequência do desconhecimento da rutura de órgãos, penetração da 

agulha no trato gastrointestinal ou por infiltrações de fluidos gástricos ou viscerais 

(9,33,47,57,66,67,80,104,107). 

O sangue deve ser a amostra selecionada para as análises quantitativas, à exceção de 

solicitações legais ordenadas pelo tribunal que recorram a outras matrizes biológicas com 

justificação de estas terem disponibilidade exclusiva (57,66). 

 

2.6.2.    Urina 

A urina é, para além do sangue, uma matriz convencionalmente utilizada em análises 

toxicológicas forenses, e resulta de uma ultrafiltração do sangue pelos rins. Esta matriz é 

constituída essencialmente por água, aproximadamente 98%, sendo que a restante 

percentagem são substâncias orgânicas (ureia, ácido úrico e creatinina) e inorgânicas (iões 

de cloreto e sódio). A urina, ao contrário do sangue, é livre de proteínas e lípidos, salvo 

em casos patológicos onde podem ser detetados níveis significativos destes 

macronutrientes. A quantidade média diária de urina formada por um indivíduo saudável 

é de aproximadamente 1200 mL. Como principal via de eliminação de substâncias, a urina 

é comummente utilizada para a análise de metabolitos. Dada a sua constituição, a urina 

pode ser facilmente utilizada como amostra de rastreio para a maioria dos testes de 

triagem, nomeadamente imunoensaios, de modo a fornecer informação qualitativa sobre 

a exposição a uma determinada substância. A identificação de uma substância na urina 

confirma o seu consumo, mas não fornece informação sobre a quantidade ingerida nem o 

intervalo de ingestão. A ausência da substância na urina pode indicar que a morte ocorreu 

imediatamente após o consumo, não chegando a haver a metabolização da substância 

(9,10,29,33,43,46,52,57,67,68,72,74,75,79,104,106). 

A presença de substâncias tóxicas e dos seus respetivos metabolitos nesta matriz é 

indicativa de um consumo prolongado. No entanto, há substâncias que são rapidamente 

metabolizadas, logo a substância original não será detetada na urina ou caso seja detetada 

será em concentrações baixas. Posto isto, a urina tem um elevado potencial para fornecer 

informações sobre a exposição ante mortem. Existem diversos fatores que afetam a 

concentração das substâncias tóxicas na urina, principalmente o volume de urina 

disponível, a depuração glomerular, a taxa de metabolismo e o pH da urina 

(16,29,33,67,68,106). 

Esta matriz apresenta diversos aspetos positivos como a facilidade de recolha, a 

disponibilidade de grandes volumes, uma janela de deteção superior a outras matrizes, 

nomeadamente o sangue e o reduzido número de interferentes endógenos quando 

comparada com outras matrizes biológicas. Para além destas vantagens, a urina 

normalmente apresenta alta estabilidade sob congelamento, o que permite um 
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armazenamento a longo prazo de amostras positivas. Porém, é uma matriz que nem 

sempre está disponível nas autópsias, sendo que por vezes a bexiga encontra-se 

aparentemente vazia durante a autópsia. Outras desvantagens incluem a facilidade de 

adulteração e de contaminação por parte de algumas bactérias ou leveduras que 

fermentam hidratos de carbono, nomeadamente a glicose e produzem etanol endógeno. 

No caso de indivíduos diabéticos ou com infeções do trato urinário é necessário a adição 

de um conservante para prevenir a produção deste tipo de etanol. Esta matriz deve ser 

utilizada para análises qualitativas dada a baixa correlação entre a concentração da 

substância na urina e no sangue, isto porque a urina é recolhida a partir de um reservatório, 

a bexiga, e não é um fluido circulante como o sangue, logo não está em equilíbrio com os 

tecidos (5,7,9,10,16,29,33,36,39,41,44,46–48,50,52–54,57,67,72,75,104,106). 

 

2.6.3.    Humor vítreo 

O humor vítreo é um fluido viscoso, incolor e não vascularizado que se encontra 

localizado no interior do olho protegido pela estrutura óssea do globo ocular. Este fluido 

é constituído principalmente por água, cerca de 99%, proteínas, essencialmente colagénio 

e ácido hialurónico, e outras substâncias como sódio, potássio, cálcio, cloreto, ureia, 

creatinina, glicose e lactato. O volume disponível desta matriz num recém-nascido é de 

aproximadamente 1 mL enquanto num adulto varia entre 2-3 mL em cada globo ocular. 

Devido ao seu volume limitado, o fluido de ambos os olhos pode ser combinado no 

mesmo recipiente (9,21,29,30,33,52,57,67,68,72,75,104,106,108–111). 

Esta matriz tem particular interesse nas análises toxicológicas post mortem, uma vez 

que exibe grande estabilidade e resistência perante fenómenos de putrefação e de RPM. 

Isto deve-se ao facto de se encontrar no interior da câmara ocular, sob um meio estéril, 

protegido da contaminação externa e invasão de micro-organismos, juntamente com o 

distanciamento dos principais órgãos das cavidades torácica e abdominal. Assim, a sua 

utilização é indicada essencialmente em casos de cadáveres carbonizados, em processo 

de decomposição ou politraumatizados, ou em que não haja outra matriz disponível, 

nomeadamente sangue 

(1,7,21,27,29,30,32,33,41,47,50,52,57,67,68,72,104,106,109,112). 

Dada a sua localização anatómica, o humor vítreo torna-se menos suscetível a 

contaminações bacterianas e fúngicas, sendo por isso utilizado para distinguir entre a 

ingestão ante mortem de etanol e a sua formação post mortem 

(1,5,9,10,27,29,32,39,41,47,52,53,57,67,68,79,106,113). Apesar da presença de glicose 

no interior do olho, a fermentação não ocorre dado o seu ambiente estéril mesmo em 

estágios avançados de decomposição (10,33,67,104). 

As substâncias tóxicas e os seus metabolitos chegam ao humor vítreo através da 

passagem pela barreira hemato-retiniana, por difusão passiva. A ausência de esterases, 

enzimas responsáveis pela hidrólise de determinadas substâncias, faz com que a presença 

da substância original seja predominante relativamente aos metabolitos 

(7,9,33,68,72,104,106,112). 

Nos casos de análise para a determinação de etanol post mortem, esta matriz é útil 

quando o sangue não se encontra disponível, se encontra disponível mas contaminado ou 
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simplesmente para corroborar os resultados obtidos no sangue (1,5,7,27,47,72). Se a 

análise realizada com humor vítreo for positiva, pode-se presumir que houve consumo 

ante mortem, descartando-se assim a possibilidade de produção de etanol post mortem. 

Caso a análise ao humor vítreo dê um resultado negativo para o etanol, mas as amostras 

de sangue forem positivas, deve-se suspeitar de produção endógena de etanol devido a 

fenómenos post mortem (8,27,32,47,48,72,74). 

A principal vantagem do humor vítreo para a análise de etanol comparativamente a 

outras matrizes biológicas é a estabilidade desta matriz perante fenómenos de putrefação, 

dada a baixa probabilidade que ocorra a síntese post mortem de etanol resultante do seu 

isolamento anatómico (5,7,21,29,30,32,33,57,67,68,72,75,104,109). Para além desta 

vantagem, esta matriz permanece limpa e estéril após a recolha, tem a possibilidade de 

ser utilizada em diversas metodologias analíticas, é útil na determinação de diversas 

substâncias de interesse toxicológico e tem elevada proteção contra modificações post 

mortem como a contaminação, a putrefação e a redistribuição post mortem 

(27,32,33,57,72,74,75,80,109). As principais desvantagens da utilização do humor vítreo 

são o volume limitado de amostra, que limita consequentemente o número de ensaios e a 

dificuldade de interpretação dos resultados obtidos através da análise com humor vítreo 

dada a reduzida informação científica presente na literatura (33,104,109). 

 

2.7.    Processamento das amostras 

A toxicologia forense é uma área da toxicologia que tem como objetivo realizar 

análises químicas para detetar e quantificar a presença de substâncias tóxicas e relacionar 

a sua concentração com a toxicidade da substância. Pretende assim investigar casos que 

possam estar relacionados com intoxicações e com as suas respetivas consequências, 

fatais ou não, auxiliando no esclarecimento de questões judiciárias e judiciais em diversos 

domínios do direito, essencialmente penal, civil e do trabalho 

(25,35,36,50,66,74,106,114). 

As análises toxicológicas post mortem requerem a junção de conhecimentos no 

âmbito da química analítica, toxicologia fundamental e da medicina legal devido às 

caraterísticas das matrizes biológicas, da aplicação de tecnologias analíticas e a 

dificuldade de interpretação dos resultados (52,66,106). 

Devido às repercussões legais, é necessário um registo da cadeia de custódia que 

demonstre que as evidências associadas a um determinado caso permaneceram intactas 

numa área segura descartando possíveis episódios de adulteração, manipulação e 

extraviamento. A cadeia de custódia é a documentação existente no laboratório onde se 

registam todas as operações realizadas com cada amostra, desde a sua recolha até à sua 

destruição. A quebra da cadeia de custódia para além de comprometer a credibilidade da 

instituição que a manipula pode também comprometer a integridade da amostra e 

consequentemente invalidar os resultados analíticos. Todos os registos devem especificar 

ao máximo a sequência dos factos pelos quais a amostra passou sobretudo as datas e a 

identificação dos profissionais que contactaram com a amostra, principalmente na sua 

recolha, transporte e receção, análises realizadas e destruição para garantir a sua 

segurança e integridade. Este documento deve responder a questões como quem coletou 



Determinação post mortem de etanol em diferentes tipos de amostras biológicas:  

Desenvolvimento e validação de uma metodologia analítica por HS-GC-FID em contexto forense 

28 

a amostra, de que amostra se trata, quando é que foi recolhida, onde esteve armazenada e 

a que condições, entre outras. De forma a garantir a cadeia de custódia, a solicitação 

toxicológica deve acompanhar as amostras dentro de um invólucro selado de modo a que 

qualquer violação seja evidente (1,33,46,52,67,68,106). 

O processamento das amostras inicia-se com a receção destas, documentando o 

registo de entrada e a abertura do invólucro que as contém. Posteriormente as amostras 

de tecidos devem ser pesadas e as amostras de fluidos medidas, registando todas as 

irregularidades caso existam, como o mau acondicionamento, volume inadequado, entre 

outras. Após este procedimento, o toxicologista forense realizará um teste de triagem para 

determinar se existem substâncias tóxicas na amostra. Após o resultado confirmatório, é 

determinada a quantidade de substância presente na amostra. A quantificação da 

substância é necessária para indicar se a quantidade específica é compatível com a 

intoxicação (29,33,52,68). Geralmente os métodos de triagem são efetuados com recurso 

a imunoensaios e os métodos de confirmação utilizam técnicas de cromatografia 

(33,52,74). 

O perito deve assegurar que a seleção e recolha são efetuadas de modo adequado 

tendo em consideração a análise pretendida. O ideal seria recolher as amostras no menor 

tempo após a morte. Caso não seja possível, deve-se proceder à refrigeração do cadáver 

de modo a minimizar as alterações nas concentrações das substâncias devido a alterações 

post mortem. Independentemente do tipo de amostra, o tempo decorrido entre a morte e 

a recolha da mesma é um fator importante tendo em conta as diferentes janelas de deteção 

(25,32,34,50,68,72). 

Apesar das alterações post mortem que ocorrem no cadáver serem praticamente 

incontornáveis, existem erros na preservação, acondicionamento e armazenamento das 

amostras que podem influenciar as concentrações obtidas, interferindo cumulativamente 

na análise e na interpretação dos resultados obtidos (72). Para minimizar estes erros, a 

nível da recolha das amostras, devem ser utilizados recipientes apropriados ao volume da 

respetiva amostra para que o espaço livre seja o menor possível de forma a diminuir a 

perda oxidativa e a volatilização do analito, assim como a introdução de substâncias 

contaminantes (35,67,68,83). 

Para evitar que haja a deterioração do analito e/ou da matriz biológica antes da análise, 

a preservação das amostras deve ser complementada com o uso de um conservante. Dado 

que o sangue é a matriz convencional para a quantificação de substâncias tóxicas, a sua 

preservação deve ser efetuada com fluoreto de sódio a 1%, enquanto para as restantes 

amostras esta preservação é facultativa (7,18,25,29,33,35,36,42,46,50,57,66–68,72). O 

uso de um conservante tem por objetivo a redução ou inibição da decomposição das 

amostras, impedindo a perda de qualquer componente. O fluoreto de sódio 

especificamente atua como inibidor da glicólise. No entanto, é de extrema importância 

que o analista tenha conhecimento se houve a adição de algum conservante à matriz em 

estudo e qual, uma vez que pode ser necessário alterar o procedimento analítico 

(7,29,35,49,57,68). 

O uso de conservantes pode ser combinado com medidas físicas apropriadas como o 

armazenamento das amostras em recipientes hermeticamente fechados e mantidos a 
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baixas temperaturas garantindo que não haja alterações significativas no teor do analito 

de interesse na amostra. Esse armazenamento deve ser a 4ºC se as amostras forem 

analisadas num curto espaço de tempo ou a -20ºC caso sejam analisadas num maior 

espaço de tempo e a repetição dos ciclos de congelação/descongelação deve ser evitada. 

O armazenamento deve ter lugar num ambiente seguro e adequado, somente acessível a 

pessoal autorizado de forma a garantir a segurança e integridade das amostras 

(7,9,11,25,32–36,40,46,48,50,52,57,66,67,72). 

 

2.8.    Validação da metodologia analítica 

2.8.1.    Introdução 

Na prática, a metodologia analítica é um processo que envolve a realização de um 

conjunto de experiências e procedimentos estatísticos que estimam a eficácia dessa 

mesma metodologia, no entanto este processo é suscetível a erros, aleatórios e/ou 

sistemáticos, que podem alterar de forma significativa o valor do resultado final da 

análise. Logo, é de elevada importância que num laboratório de toxicologia forense todos 

os métodos sejam devidamente validados. Sendo fundamental que estes laboratórios 

disponham de normas e critérios objetivos e que sejam capazes de demonstrar através da 

validação que os métodos internos que executam originam resultados credíveis. Uma vez 

que pode ser necessário ir justificar esses resultados em tribunal, a validação nesses casos 

é um suporte de extrema confiança que os corrobora, sendo por isso uma garantia da 

qualidade analítica. Com o objetivo de garantir que a nova metodologia analítica fornece 

resultados interpretáveis e fiáveis, a mesma deve ser submetida a um processo de 

avaliação designado de validação (50,100,115).  

A validação de uma metodologia analítica é efetuada após a seleção e a otimização 

da mesma e pretende comprovar, através de evidências objetivas, que as características 

de desempenho do procedimento satisfazem os requisitos para as aplicações analíticas 

pretendidas. Assim sendo, o principal objetivo da validação de uma metodologia analítica 

é demonstrar a sua credibilidade nos resultados analíticos obtidos para a determinação de 

uma concentração do analito numa matriz específica, satisfazendo os requisitos de 

qualidade impostos por entidades reguladoras. A validação também permite avaliar a 

qualidade do desempenho da metodologia analítica, uma vez que possibilita a 

identificação e a quantificação de erros e incertezas inerentes ao procedimento analítico. 

Assim sendo, os resultados obtidos através da validação são fundamentais para os 

laboratórios efetuarem o controlo de qualidade interno das análises de rotina. A validação 

não deve ser somente realizada quando um laboratório cria ou desenvolve uma nova 

metodologia, mas sempre que seja necessário verificar se os parâmetros são adequados 

para a utilização numa determinada análise (29,33,50,77,100,115). 

Os parâmetros de validação a estudar dependem das caraterísticas do ensaio, do tipo 

e da complexidade da amostra e do tipo de metodologia em questão, isto é, análises 

qualitativas ou quantitativas. Na maioria dos casos, em toxicologia forense, a análise 

qualitativa não é suficientemente adequada para a interpretação dos resultados, pelo que 

é indispensável a realização de ensaios quantitativos. As realizações destes ensaios 

quantitativos têm como objetivo distinguir entre concentrações terapêuticas e tóxicas para 
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posteriormente formular conclusões médico-legais apropriadas. No entanto, cabe a cada 

laboratório analisar quais são os parâmetros que deve incluir no seu plano de validação 

(100). 

Dado que o objetivo do presente estudo é o desenvolvimento e a validação de uma 

metodologia analítica para análises qualitativas e quantitativas, os parâmetros de 

validação avaliados foram selecionados com base no procedimento operacional em vigor 

no SQTF-DC e na norma SWGTOX e, estão apresentados na tabela 2. 

 
Tabela 2 - Parâmetros de validação 

Parâmetro Qualitativo Quantitativo 

Seletividade/Especificidade ✓  ✓  

Análise de interferentes ✓  ✓  

Gama de trabalho  ✓  

Linearidade e modelo de 

calibração 
 ✓  

Limite de deteção ✓  ✓  

Limite de quantificação  ✓  

Repetibilidade  ✓  

Precisão intermédia  ✓  

Exatidão  ✓  

Arrastamento (carryover) ✓  ✓  

Estabilidade ✓  ✓  

  

2.8.2.    Definição dos parâmetros de validação  

2.8.2.1. Seletividade/Especificidade 

A especificidade e a seletividade são parâmetros que indicam a confiabilidade da 

análise. Estes dois termos estão estritamente relacionados entre si, uma vez que refletem 

a mesma caraterística, sendo por isso frequentemente utilizados com conceitos 

sobreponíveis, o que pode causar alguma confusão. Estes parâmetros definem a 

capacidade que uma metodologia analítica tem para medir inequivocamente e diferenciar 

o(s) analito(s) de interesse na presença de interferências específicas que possam estar 

presentes na amostra. Exemplos destas interferências são os componentes da matriz, 

impurezas, produtos de degradação, metabolitos ou outras substâncias de comportamento 

similar ao do analito de interesse. Em particular, a especificidade refere-se a metodologias 

analíticas que produzem apenas uma resposta para um único analito. Por outro lado, a 

seletividade refere-se à capacidade que as metodologias têm para separar fisicamente as 

substâncias de uma mistura, produzindo uma resposta para diversas substâncias em 

simultâneo, sendo possível a sua distinção (100,115–119). 

No âmbito do presente estudo, o termo mais adequado será a seletividade. Neste caso, 

se for gerado um sinal analítico, diferenciado de todos os outros sinais, em resposta 

exclusivamente à presença do analito de interesse, considera-se uma metodologia 

seletiva. Se a seletividade de uma metodologia analítica não estiver assegurada, outros 
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parâmetros como a linearidade, a precisão e a exatidão ficarão comprometidos (120–123). 

Deste modo, a seletividade deve ser um dos primeiros parâmetros a avaliar no decorrer 

do desenvolvimento de uma metodologia analítica. No entanto, este parâmetro deve ser 

reavaliado ao longo do processo de validação, visto que podem ocorrer eventos como a 

degradação das amostras e consequente formação de novas substâncias que não foram 

observadas numa fase inicial e que podem ser capazes de gerar problemas ao nível da 

identificação e quantificação do analito de interesse (120,124,125). 

Existem diferentes formas de avaliar a seletividade de uma metodologia analítica. 

Uma delas consiste na demonstração da falta de resposta em amostras brancas, ou seja, 

na comparação dos resultados obtidos para amostras fortificadas com o analito em estudo 

(controlo positivo) e na ausência deste (controlo negativo). Em cromatografia, analisa-se 

o cromatograma das amostras fortificadas comparando os sinais cromatográficos 

adquiridos para o analito de interesse e para o padrão interno com os de referência. Nesta 

análise, os tempos de retenção do analito e do padrão interno devem coincidir com os 

tempos de retenção das referências e ao mesmo tempo estes devem ser distinguíveis dos 

restantes componentes. O estudo deste parâmetro deve incluir não só o analito como o 

padrão interno de forma a verificar também a ausência de interferência entre ambos 

(124,125). 

 

2.8.2.2. Identificação de interferentes 

Dá-se o nome de interferente a qualquer substância, que não fazendo parte do estudo, 

pode, caso esteja presente, comprometer a identificação, análise e quantificação dos 

compostos relevantes. Podem ser distinguidas interferências de matriz e interferências de 

analitos comuns. Na análise das interferências de analitos comuns, e de acordo com o tipo 

de estudo efetuado, são selecionadas substâncias, que possam interferir com os compostos 

em estudo. Assim, as substâncias a analisar terão de ser idênticas àquelas que realmente 

participam no estudo (126). 

No caso de uma análise de voláteis, outros voláteis comuns deverão ser avaliados 

através do estudo de amostras provenientes de casos anteriormente analisados ou pela 

fortificação de amostras brancas. No contexto deste trabalho, os tempos de retenção dos 

possíveis interferentes serão comparados com os tempos de retenção das substâncias em 

estudo nas duas colunas cromatográficas utilizadas na presente metodologia. No caso de 

algum interferente comprometer, de alguma forma, a correta interpretação dos resultados 

obtidos, encontramo-nos perante uma inconformidade, o que leva à impossibilidade, 

dependendo de diversos fatores (e.g. relevância da impureza interferente, nível de 

interferência), de quantificar o analito de interesse (126). 

 

2.8.2.3. Gama de trabalho 

A gama de trabalho de uma metodologia analítica corresponde ao intervalo entre a 

concentração mais baixa e a concentração mais alta para a quantificação dos analitos em 

estudo, tendo sido selecionada com base na gama de concentrações esperada segundo um 

determinado estudo. Durante o desenvolvimento da metodologia, a gama de trabalho 
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selecionada deve fornecer resultados com uma incerteza aceitável, isto é, com valores de 

precisão, exatidão e linearidade adequados (117,119). 

Relativamente à quantificação das sustâncias, devem ser evitadas extrapolações, e caso 

não se consiga quantificar com exatidão uma determinada concentração por estar num 

nível demasiado baixo, o resultado deve ser expresso como sendo inferior à concentração 

do calibrador mais baixo ou indicar a expressão “concentração vestigial”. É fundamental 

confirmar regularmente este parâmetro no decorrer da validação, e para tal é necessário 

considerar a linearidade da metodologia e o procedimento de calibração desenvolvido 

(127). Deste modo, entre a concentração do calibrador mais baixo e a concentração do 

calibrador mais alto a resposta do método deve obedecer a uma tendência linear. Assim, 

durante a validação deste parâmetro é necessário confirmar esta relação linear, 

demostrando que a gama de trabalho do equipamento é compatível com a gama de 

trabalho escolhida para a metodologia em estudo e verificar se o procedimento de 

calibração proposto é adequado (117). A gama de trabalho selecionada não tem de 

coincidir obrigatoriamente com o intervalo de concentrações dos calibradores utilizados 

para a elaboração da reta de calibração. 

 

2.8.2.4. Modelo de calibração e linearidade 

A seleção do modelo de calibração a usar é de extrema relevância para a obtenção de 

resultados quantitativos confiáveis, sendo que este deve descrever a relação entre as 

razões das áreas dos sinais cromatográficos do analito e do padrão interno (y) e a 

concentração do analito na amostra (x). O analista deve selecionar o modelo de calibração 

mais simples que descreva adequadamente a relação concentração-resposta, o fator de 

ponderação assim como a equação da reta (y = a + bx, onde “a” é a ordenada na origem 

e “b” é o declive da reta). Quando uma metodologia analítica é capaz de fornecer 

resultados diretamente proporcionais à concentração do analito de interesse dentro da 

gama de trabalho designa-se de linearidade (33,100,115,118,119). 

Para o estudo da linearidade de uma metodologia analítica devem ser avaliados os 

cálculos de regressão linear, nomeadamente o coeficiente de correlação (r), o coeficiente 

de determinação (r2), a interceção da reta na origem e o estudo dos resíduos de y, ou seja, 

a soma dos valores residuais e a sua distribuição gráfica (100). 

Após a elaboração de um gráfico que estabeleça a linearidade de forma reprodutível 

entre a razão das áreas do analito e do padrão interno em função da concentração do 

analito de interesse, podem ser calculados os coeficientes de regressão (a e b) e o 

coeficiente de correlação (r) em que -1 ≤ r ≤ +1. Quando r = -1 indica a presença de uma 

correlação negativa, ou seja, todos os pontos do gráfico estarão em linha reta de declive 

negativo; se r = 0 indica total ausência de correlação linear entre x e y; e se r = 1, todos 

os pontos estarão em linha reta de declive positivo, representando uma correlação 

positiva, que é o pretendido (117). 

Relativamente ao coeficiente de determinação, o valor aceite para este parâmetro 

depende dos critérios internos do laboratório e da metodologia analítica utilizada, no 

entanto as retas de calibração devem assumir valores de coeficientes de determinação 
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superiores a 0,995. Isto porque quanto mais próximo de 1 menor é a incerteza associada 

e a dispersão do conjunto de pontos experimentais, o que consequentemente evidencia 

um ajuste ideal (33). 

Quanto aos valores residuais, estes representam as diferenças entre o valor de y real 

e o valor de y previsto com base na reta de regressão, para cada valor de x. Se estes 

valores, calculados através de regressão linear simples, se apresentarem distribuídos 

aleatoriamente em torno de zero confirma-se a linearidade do método. Por outro lado, se 

os valores residuais apresentarem tendências sistemáticas indicam não linearidade 

(100,115). 

Efetivamente o modelo de calibração mais utilizado é o linear onde é obtida uma 

relação linear entre a razão dos sinais e a concentração do analito, que é calculado através 

de uma linha de regressão segundo o método dos mínimos quadrados, simples ou 

ponderados, dependendo da homocedasticidade da resposta. A homocedasticidade deve 

ser verificada através de um procedimento estatístico apropriado, como o teste de F: duas 

amostras para variância entre as variações nos níveis de concentração mais baixo e mais 

alto (100,115). 

A avaliação do comportamento da variância é de extrema relevância para a seleção 

do modelo de regressão a utilizar. No modelo de regressão de mínimos quadrados simples 

geralmente assume-se que a variância das diferenças entre os valores teóricos e os valores 

experimentais obtidos é constante em toda a gama de trabalho, verificando-se 

homocedasticidade. Assim, neste método os diferentes calibradores utilizados na 

elaboração da reta de calibração têm igual contributo para o estudo da regressão. Contudo, 

quando se observa heterocedasticidade, isto é, oscilações na variância ao longo da gama 

de trabalho, significa que há uma maior contribuição por parte dos calibradores mais 

concentrados do que os calibradores de menor concentração. Nestes casos, pode haver 

problemas na exatidão das quantificações efetuadas na gama baixa da reta de calibração, 

sendo por isso necessária a inclusão de um fator de ponderação que minimize a 

contribuição dos calibradores mais concentrados. Normalmente, os fatores de ponderação 

que são utilizados para compensar adequadamente a heterocedasticidade são o 1/x e o 

1/x2, isto é, o inverso da concentração ou o inverso da concentração ao quadrado, 

respetivamente. A conveniência do modelo de calibração selecionado deve ser 

confirmada através de testes estatísticos para ajuste do modelo, uma vez que a avaliação 

do modelo de calibração através do seu coeficiente de correlação não é suficiente. Depois 

de definido o modelo de calibração, as retas de calibração utilizadas para o estudo de 

outros parâmetros podem ser preparadas com um menor número de calibradores e com 

menos réplicas, eventualmente sem necessidade de qualquer replicação (100,115,118). 

 

2.8.2.5. Limiares analíticos 

Os limiares analíticos de uma metodologia analítica correspondem ao limite de deteção 

(LD) e ao limite de quantificação (LQ). O LD e o LQ estabelecem a concentração a partir 

da qual é possível detetar e quantificar, respetivamente, o analito em estudo. 
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2.8.2.5.1. Limite de deteção 

O limite de deteção (LD) de uma metodologia analítica corresponde ao ponto em que 

um determinado valor medido é maior que a incerteza a ele associada, ou seja, é a menor 

concentração de analito presente numa amostra que pode ser detetada, mas não 

necessariamente quantificada com um valor exato e preciso (115,117,119). Geralmente o 

LD é expresso em concentração e deriva do menor sinal detetado com razoável segurança 

e certeza estatística para um determinado procedimento analítico. O LD corresponde à 

menor concentração que é possível distinguir do branco, isto é, de uma amostra que não 

contém o analito mas contém a mesma matriz (121). 

Em cromatografia, é recomendado que este menor sinal detetado resulte de um sinal 

cromatográfico com uma altura pelo menos 3 vezes maior que o nível de ruído da linha 

de base (115). Este método apenas é aplicável a procedimentos analíticos que apresentem 

ruído na linha de base, tendo esta relação sinal/ruído de ser igual ou superior a 3:1. Para 

além deste método de sinal/ruído, existe outro método pelo qual o LD e o limite de 

quantificação (LQ) podem ser determinados (117): o desvio padrão da resposta com base 

no declive da reta de calibração. Neste método é estudada uma reta de calibração usando 

amostras que contêm o analito de interesse numa gama próxima à do LD esperado. 

 

2.8.2.5.2. Limite de quantificação 

Por outro lado, o limite de quantificação (LQ) representa a concentração mínima 

injetada capaz de produzir resultados quantitativos com precisão e exatidão aceitável no 

âmbito da aplicação da respetiva metodologia. Em cromatografia, a fórmula de cálculo é 

muito similar à do LD, exceto que para o LQ é exigida uma altura de sinal cromatográfico 

pelo menos 10 vezes superior à do ruído da linha de base, o que corresponde a uma relação 

sinal/ruído de 10:1 (100,115,117,119). Assim sendo, o LQ define aquela concentração de 

analito que é quantificável com um coeficiente de variação não superior a 10% (115,117). 

O valor do LQ é sempre superior ao valor do LD (121,127,128). 

 

2.8.2.6. Precisão 

A precisão é um parâmetro com elevada importância na validação de uma 

metodologia analítica, dado que considera todas as variações que podem ocorrer em 

condições operacionais durante o uso rotineiro da metodologia. O objetivo deste 

parâmetro é determinar a variabilidade típica da aplicabilidade da metodologia e não a 

variabilidade mínima. Como a precisão de uma metodologia analítica depende da 

concentração do analito, este parâmetro deve ser avaliado em toda a gama de trabalho. 

Este parâmetro avalia até que ponto os resultados individuais obtidos pela metodologia 

desenvolvida concordam entre uma série de medições obtidas (e.g. média) a partir de uma 

amostra homogénea, sob condições específicas. Estas condições específicas são um 

aspeto importante na avaliação da precisão, uma vez que elas determinam o tipo de 

estimativa de precisão obtida, desta forma devem ser especificadas em cada caso (115–

118). 
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A precisão de uma metodologia pode ser avaliada através de três estimativas 

diferentes: repetibilidade, precisão intermédia e reprodutibilidade. A precisão é 

geralmente expressa por parâmetros estatísticos que descrevem a dispersão dos resultados 

em relação ao valor médio, como o desvio padrão (DP) e o coeficiente de variação (CV) 

(100,115–118). 

 

2.8.2.6.1. Repetibilidade 

Das três estimativas existentes para avaliar a precisão, a repetibilidade é a que requer 

menor variação nas condições operacionais. A repetibilidade, também designada por 

precisão intra-ensaio, corresponde à precisão obtida sob as mesmas condições 

experimentais (e. g. mesmo laboratório, condições ambientais, analista, procedimento de 

medição, instrumentação de medição, o lote de reagentes, equipamentos e as suas 

calibrações) durante um curto intervalo de tempo (100,115,116,118,119). 

 

2.8.2.6.2. Precisão intermédia 

A precisão intermédia expressa as variações que podem ocorrer no mesmo laboratório, 

ou seja, traduz os resultados observados quando um ou mais fatores são alterados. As 

fontes de variação podem incluir diferentes dias, analistas, instrumentação, 

equipamentos, reagentes, colunas, entre outros. O estudo da precisão intermédia deve ser 

alargado por um intervalo de tempo superior à repetibilidade, a fim de fornecer uma 

variabilidade analítica representativa da rotina laboratorial a longo prazo. Deste modo, a 

precisão intermédia é o parâmetro mais representativo da variação dos resultados dentro 

do mesmo laboratório (100,115,116,118,119). 

 

2.8.2.6.3. Reprodutibilidade 

A reprodutibilidade estuda e compara o grau de concordância dos resultados obtidos 

em diferentes laboratórios para a análise da mesma amostra, como estudos colaborativos, 

normalmente aplicados à padronização de metodologias. As condições que podem variar 

neste parâmetro são os laboratórios, os analistas e a instrumentação de medição 

(100,115,116,118,119). Segundo a IUPAC, só devem ser retiradas conclusões sobre os 

resultados obtidos em ensaios interlaboratoriais que tenham a participação mínima de oito 

laboratórios (128). Nestes ensaios interlaboratoriais, os resultados só devem ser 

comparados caso a metodologia analítica e o equipamento utilizado sejam similares. Se 

entre os diferentes laboratórios, o objetivo da análise for o mesmo, no entanto haja recurso 

a diferentes metodologias, as diferenças nas condições utilizadas devem ser especificadas 

para que os resultados possam ser comparados. Os resultados obtidos neste parâmetro 

devem ser expressos através do desvio padrão, do desvio padrão relativo (DPR) e do 

intervalo de confiança (115). 
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2.8.2.7. Exatidão 

A exatidão de uma metodologia analítica descreve o grau de concordância entre os 

resultados da concentração medida pelo método e um valor aceite como referência 

convencional, ou seja, é a capacidade que a metodologia analítica possui em proporcionar 

resultados o mais próximos possíveis do valor aceite como verdadeiro. Este valor de 

referência pode ser obtido de várias formas, nomeadamente através do uso de material de 

referência certificado, participação em ensaios interlaboratoriais ou realização de ensaios 

de recuperação. Outra alternativa de demonstrar a exatidão de uma metodologia é através 

da comparação dos resultados obtidos por essa metodologia com os resultados de um 

método de referência pré-estabelecido cujo erro sistemático seja conhecido e não 

significativo. Uma vez que nem sempre existem métodos pré-estabelecidos nem material 

de referência certificado, e comparação entre laboratórios requer a aprovação por parte 

dos mesmos para utilizarem a metodologia proposta, a avaliação da exatidão é 

normalmente realizada segundo um ensaio de recuperação. Este ensaio consiste na 

fortificação de amostras brancas através da adição de uma concentração conhecida do 

analito de interesse. Posteriormente as amostras são analisadas conforme o procedimento 

selecionado e as respetivas concentrações são calculadas através da reta de calibração 

(117–119). 

Durante o desenvolvimento da metodologia é essencial que este parâmetro seja 

avaliado em toda a gama de trabalho, uma vez que é afetado pelos componentes do erro 

sistemático (bias) e do erro aleatório (precisão) (100,115,116,118). No entanto, a exatidão 

é frequentemente utilizada para avaliar somente o erro sistemático, isto é, o bias (115). 

 

2.8.2.8. Arrastamento (Carryover) 

O carryover é um parâmetro essencial na validação de metodologias que incluam 

sistemas de autosampler, uma vez que os efeitos deste parâmetro podem estar diretamente 

relacionados com a utilização de um amostrador automático. Neste caso, os resíduos 

podem resultar de amostras previamente injetadas, retenções na agulha do amostrador 

automático ou na porta do injetor. O carryover também pode ter origem na coluna, caso 

se depositem resíduos de uma amostra previamente injetada. Este parâmetro traduz-se 

assim no facto de aparecerem vestígios de analitos numa amostra, provenientes de uma 

amostra anteriormente analisada, originando deste modo falso positivos (126,129,130). 

O objetivo da avaliação deste parâmetro é demonstrar a ausência de arrastamento de 

analitos antes da aquisição da amostra seguinte. Se se observar arrastamento durante o 

desenvolvimento da metodologia, este deve ser eliminado ou pelo menos monitorizado 

de modo a avaliar o seu impacto durante a validação da metodologia, principalmente na 

quantificação das amostras em estudo. Uma possível medida de monitorização é a injeção 

de amostras brancas entre as amostras em estudo e após a análise dos calibradores e 

controlos de altas concentrações (126,129,130). 
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2.8.2.9. Estabilidade 

Dado que os laboratórios de toxicologia são obrigados por lei a armazenar as amostras 

por um longo período de tempo de modo a permitir a reanálise, se solicitada, o 

conhecimento deste parâmetro é fundamental. Assim, a estabilidade pretende demonstrar 

que a concentração de um analito de interesse presente numa amostra não sofre alterações 

quando sujeito a condições específicas por um determinado intervalo de tempo. No 

entanto, este parâmetro pode ser influenciado por muitos fatores como as propriedades 

físico-químicas da substância, as caraterísticas da amostra, o procedimento de recolha, o 

recipiente selecionado e o uso de conservantes ou aditivos (29,50,115,119). 

O estudo da estabilidade constitui assim um pré-requisito para a obtenção de resultados 

válidos e reprodutíveis, garantindo que as análises são realizadas antes de uma possível 

degradação das amostras. Deste modo, o principal objetivo da estabilidade é estimar o 

intervalo de tempo permitido entre a recolha e a análise das amostras sem que haja 

alteração na concentração do analito de interesse (115). A estabilidade pode ser avaliada 

segundo a influência da temperatura de conservação (e.g. ciclos de 

congelação/descongelação), a duração da conservação, a resistência às temperaturas a que 

as substâncias ficam sujeitas durante a análise cromatográfica, entre outras. No decurso 

do estudo deste parâmetro deve estar assegurado que as amostras estão sujeitas a 

condições equivalentes às da rotina do laboratório (126,129,131,132). 
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Capítulo III – Trabalho experimental 
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3.    Trabalho experimental 

3.1.    Introdução 

Para que seja possível analisar qualitativa e quantitativamente o etanol em diferentes 

amostras biológicas, é essencial selecionar uma metodologia analítica que forneça 

resultados fiáveis e reprodutíveis. Caso contrário, os resultados podem levar a uma 

incorreta interpretação dos mesmos e a consequências legais injustificadas que podem ser 

posteriormente contestadas em tribunal. Neste processo contínuo de garantia da 

qualidade, a validação da metodologia é o passo fulcral entre o desenvolvimento da 

mesma e o controlo de qualidade interno durante a aplicação da metodologia na rotina de 

um laboratório. 

 

3.2.    Material e métodos  

3.2.1.    Amostras biológicas 

Todas as amostras biológicas post mortem (humor vítreo, sangue e urina) necessárias 

para a realização deste projeto foram obtidas a partir de recolhas efetuadas em autópsias 

realizadas na Unidade Funcional de Patologia Forense do Serviço de Clínica e Patologia 

Forenses da Delegação do Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências 

Forenses ou em Gabinetes Médico-Legais e Forenses dependentes da Delegação do 

Centro. No total utilizaram-se 53 amostras biológicas, recolhidas em 2016, distribuídas 

da seguinte forma: 23 de humor vítreo, 10 de sangue e 20 de urina. 

No entanto também foram utilizadas 10 amostras de sangue in vivo que foram 

recolhidas no âmbito da legislação aplicável à condução rodoviária durante o ano de 2016. 

Estas amostras foram obtidas a partir de recolhas em estabelecimentos oficiais de saúde 

de acordo com a Portaria n.º 902-B/2007, de 13 de agosto, posteriormente enviadas para 

análise no INMLCF, I.P. (133). 

Evidencia-se que todas as amostras de humor vítreo, sangue e urina utilizadas no 

presente estudo se encontravam fora do prazo legal estipulado para a sua conservação no 

INMLCF, I.P.. Relativamente à conservação das amostras biológicas no INMLCF, I.P., 

estas devem ser preservadas até que o tribunal dê ordem de destruição ou findo o tempo 

legal das mesmas. As amostras biológicas recolhidas no âmbito das perícias médico-

legais, depois de serem analisadas permanecem armazenadas no SQTF do INMLCF, I.P. 

durante o período de dois anos, após o qual o serviço pode proceder à sua destruição, 

salvo se o tribunal tiver comunicado ordem em contrário. Quanto às amostras biológicas 

recolhidas no âmbito da legislação aplicável à condução rodoviária, o INMLCF, I.P. 

garante o armazenamento das mesmas até: à comprovação de testes negativos; ou até ao 

final do prazo para interposição de impugnação contenciosa; ou até ao trânsito em julgado 

da sentença no caso de ação judicial. Terminado este período, o INMLCF, I.P. pode 

proceder à destruição das amostras, salvo se existir ordem judicial em contrário (134,135).  
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Inicialmente, todas estas amostras biológicas foram seriadas, através do procedimento 

de ensaio para a determinação de etanol no sangue, em vigor à data no SQTF-DC, de 

modo a verificar a presença ou ausência de etanol. Esta seriação foi realizada no mais 

curto prazo após a receção das amostras e, posteriormente, o resultado foi inserido no 

software Laboratory Information Management System (STARLIMS) disponível no 

SQTF-DC do INMLCF, I.P.. Após uma pesquisa no STARLIMS foram selecionados os 

processos cujo o resultado obtido da análise toxicológica no sangue tenha sido negativo. 

Depois de selecionadas as amostras de sangue com resultado negativo, procedeu-se à 

consulta do respetivo processo, a fim de verificar a existência de outras matrizes 

biológicas (humor vítreo e urina) para posterior utilização destas. Até serem analisadas, 

todas estas amostras foram armazenadas numa câmara frigorífica a uma temperatura de 

cerca de -8ºC. 

 

3.2.2.    Padrões, reagentes e material 

3.2.2.1. Padrões 

▪ Acetaldeído (Merck, Alemanha) 

▪ Acetato de etilo (Merck, Alemanha) 

▪ Acetona (Merck, Alemanha) 

▪ Acetonitrilo (Merck, Aleamnha) 

▪ Etanol (Merck, Alemanha) 

▪ Éter dietílico (Merck, Alemanha) 

▪ Isopropanol (Merck, Alemanha) 

▪ Metanol (Riedel-de-Haën, Alemanha) 

▪ n-Butanol (VWR Chemicals, EUA) 

▪ n-Propanol (Merck, Alemanha) 

 

3.2.2.2. Reagentes 

Água ultrapura Milli-Q obtida através de um sistema de purificação de água (com 

lâmpada UV) da Millipore o qual apresentava uma resistividade de 18,2 MΩcm-1 à 

temperatura ambiente. 

 

3.2.2.3. Material 

▪ Balões volumétricos de 5, 50, 1000 mL 

▪ Cápsulas de alumínio para vials (VWR Chemicals) 

▪ Frasco de vidro de 1000 mL 

▪ Gobelés 

▪ Suporte de tubos 

▪ Suporte de vials 

▪ Tubos de plásticos de 10 mL com tampa de rosca 

▪ Vials de 10 mL (VWR Chemicals) 
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3.2.3.    Equipamentos 

3.2.3.1. Aparelhos de uso comum 

▪ Câmaras frigoríficas (Liebherr) 

▪ Congelador (Balay) 

▪ Homogeneizador de amostras (GFL) 

▪ Hotte Kottermann AP 800 

▪ Vórtex Sotel 

 

3.2.3.2. Pipetas e doseadores 

▪ Doseador de mão Eppendorf Multipette Plus com combitips de 10 mL 

▪ Micropipeta monocanal de volume fixo de 100 µL (Eppendorf Research) 

▪ Micropipeta monocanal de volume variável de 100, 200, 1000 µL (Eppendorf 

Research e Gilson) 

▪ Pipetas graduadas de 5 e 10 mL 

 

3.2.3.3. Instrumentos analíticos 

Como instrumento analítico foi utilizado um sistema cromatográfico HS-CG-FID da 

marca Varian® modelo 450-GC, dotado de um detetor de ionização de chama, acoplado 

a um injetor de headspace CTC Combi PAL. Na tabela 3 são apresentadas as principais 

caraterísticas do sistema HS-GC-FID utilizado. 

 
Tabela 3 - Principais caraterísticas do sistema HS-GC-FID utilizado 

Componente Principais caraterísticas 

Injetor automático Injeção de headspace 

Cromatógrafo gasoso 

Coluna analítica 1: VF-624ms 30m x 0,25mm x 1,40µm 

(Varian CP 910215, ou equivalente) 

Coluna analítica 2: VF-5ms 30m x 0,25mm x 0,50µm 

(Varian CP 8945, ou equivalente) 

Detetor Ionização de chama (FID) 

 

O processamento dos dados analíticos foi efetuado com recurso a um software 

específico (Galaxie Chromatography Data System). 
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3.2.4.    Procedimento analítico 

3.2.4.1. Preparação das soluções 

3.2.4.1.1. Soluções precursoras de padrões de referência 

3.2.4.1.1.1. Solução contendo 2,5 g/L de etanol 

Dilui-se 158 µL de etanol em água ultrapura até perfazer um volume de 50 mL. Este 

procedimento foi repetido duas vezes, de forma a obter duas soluções de 2,5 g/L – a) e 

b), visto que as soluções percursoras dos calibradores e dos controlos devem ser 

independentes. 

 

3.2.4.1.1.2. Solução contendo 10 g/L de etanol 

Dilui-se 633 µL de etanol em água ultrapura até perfazer um volume de 50 mL. 

 

3.2.4.1.2. Solução de trabalho de padrão interno 

3.2.4.1.2.1. Solução contendo 0,10 g/L de acetonitrilo 

Dilui-se 127 µL de acetonitrilo em água ultrapura até perfazer um volume de 1000 

mL. 

 

3.2.4.1.3. Soluções de trabalho de padrões de referência 

(calibradores para a elaboração da reta de calibração) 

 

3.2.4.1.3.1. Solução contendo 0,10 g/L 

Dilui-se 200 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.3.2. Solução contendo 0,25 g/L 

Dilui-se 500 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.3.3. Solução contendo 0,50 g/L 

Dilui-se 1 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.3.4. Solução contendo 1,00 g/L 

Dilui-se 2 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 
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3.2.4.1.3.5. Solução contendo 2,00 g/L 

Dilui-se 4 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.3.6. Solução contendo 4,00 g/L 

Dilui-se 2 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.2. em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.3.7. Solução contendo 5,00 g/L 

Dilui-se 2,5 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.2. em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

3.2.4.1.4. Soluções de trabalho de padrões de referência 

(calibradores para o estudo da linearidade) 

Para o estudo da linearidade foram utilizados 10 calibradores, 7 dos quais eram 

coincidentes com os utilizados no estudo da gama de trabalho (3.2.4.1.3.). Desta forma, 

apenas foram preparadas as 3 soluções seguintes para completar os calibradores utilizados 

no estudo da linearidade. 

 

3.2.4.1.4.1. Solução contendo 0,75 g/L 

Dilui-se 1,5 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.4.2. Solução contendo 3,00 g/L 

Dilui-se 1,5 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.2. em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.4.3. Solução contendo 4,50 g/L 

Dilui-se 2,250 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.2. em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.5. Solução de trabalho de padrões de referência 

(calibradores para o estudo dos limiares analíticos) 

 

3.2.4.1.5.1. Solução contendo 0,025 g/L 

Dilui-se 50 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 
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3.2.4.1.5.2. Solução contendo 0,05 g/L 

Dilui-se 100 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.5.3. Solução contendo 0,15 g/L 

Dilui-se 300 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.5.4. Solução contendo 0,20 g/L 

Dilui-se 400 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

 

3.2.4.1.5.5. Solução contendo 0,30 g/L 

Dilui-se 600 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. a) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6. Soluções de trabalho de padrões de referência 

(calibradores para a identificação de interferentes) 

 

3.2.4.1.6.1. Solução contendo 5 g/L de acetaldeído 

Dilui-se 32 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.2. Solução contendo 5 g/L de acetato de etilo 

Dilui-se 28 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.3. Solução contendo 5 g/L de acetona 

Dilui-se 32 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.4. Solução contendo 5 g/L de éter dietílico 

Dilui-se 35 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.5. Solução contendo 1 g/L de éter dietílico 

Dilui-se 32 µL da solução descrita em 3.2.4.1.6.4 em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 
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3.2.4.1.6.6. Solução contendo 5 g/L de isopropanol 

Dilui-se 31 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.7. Solução contendo 5 g/L de metanol 

Dilui-se 32 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.8. Solução contendo 5 g/L de n-butanol 

Dilui-se 31 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.6.9. Solução contendo 5 g/L de n-propanol 

Dilui-se 31 µL da solução de armazenamento em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.7. Soluções de trabalho de referência (Controlos de 

Qualidade Internos) 

 

3.2.4.1.7.1. Solução contendo 0,10 g/L 

Dilui-se 200 µL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. b) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.7.2. Solução contendo 0,50 g/L 

Dilui-se 1 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. b) em água ultrapura até perfazer um 

volume de 5 mL. 

 

3.2.4.1.7.3. Solução contendo 1,20 g/L 

Dilui-se 2,400 mL da solução descrita em 3.2.4.1.1.1. b) em água ultrapura até perfazer 

um volume de 5 mL. 

 

3.2.4.2. Preparação das amostras de ensaio 

No presente estudo, as amostras primárias (AP) funcionaram como amostras de ensaio 

(AE) e, segundo o procedimento em vigor no Serviço de Química e Toxicologia Forenses, 

a preparação das amostras de ensaio inicia-se com a homogeneização das mesmas através 

da sua colocação num homogeneizador sob agitação suave durante pelo menos 10 

minutos até atingirem uma temperatura próxima da temperatura ambiente. 

Posteriormente, identificam-se todas as tomas de ensaio (TE) de forma legível, para evitar 

a ocorrência de erros. 
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De seguida, realiza-se a diluição das AE através da adição do padrão interno, em vials 

de 10 mL pela seguinte ordem: 1 mL da solução de padrão interno e 100 µL de solução 

de trabalho de padrões de referência ou amostra. Tendo em conta as caraterísticas das 

substâncias estudadas, nomeadamente as suas volatilidades, cada um dos vials foi 

imediatamente fechado após a preparação do calibrador ou controlo a analisar, de modo 

a evitar a perda das substâncias. 

 

3.2.4.3. Preparação das retas de calibração 

O recomendado seria preparar os calibradores nas diferentes matrizes biológicas 

utilizadas no estudo, no entanto, sempre que tal facto não se verifique, o analista deve 

justificar devidamente o motivo que levou à substituição das matrizes biológicas (136). 

No presente estudo, as diferentes matrizes biológicas foram substituídas por água 

ultrapura, de forma a garantir a realização do mesmo em tempo útil e a validação 

simultânea de uma metodologia analítica que permitisse a análise de etanol em diferentes 

tipos de matrizes biológicas. Esta substituição foi possível, uma vez que as matrizes 

biológicas utilizadas são maioritariamente constituídas por água e que os seus 

coeficientes de partição mantêm igual tendência em água e nas diferentes matrizes. 

Segundo o estudo do Alan Jones (137), no qual foi utilizada a técnica analítica HS-

GC, verificou-se que o coeficiente de partição líquido/ar do etanol no sangue, água e urina 

não apresentou variações significativas. 

Uma vez que a ligação entre o etanol e os diversos constituintes do sangue é 

insignificante, este apresenta-se em equilíbrio entre a fase aquosa dos fluidos biológicos 

e a fase gasosa sobrejacente, como se pode observar na figura 6 (138,139). 

 

 

Figura 6 - A) Coeficientes de partição líquido/ar do etanol em água, sangue total e plasma em temperaturas de 

equilíbrio de 20-40ºC e B) o logaritmo do coeficiente de partição e temperatura (adaptado de (138)) 
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Tendo em consideração o supracitado, tanto os calibradores como os controlos de 

qualidade internos utilizados para o estudo dos parâmetros de validação foram preparados 

em água ultrapura, à exceção dos utilizados no estudo da seletividade e da estabilidade, 

os quais foram preparados nas matrizes biológicas em estudo, nomeadamente sangue, 

humor vítreo e urina. 

As retas de calibração foram construídas com sete pontos distribuídos ao longo da 

gama de trabalho, e os calibradores foram preparados como descrito no ponto 3.2.4.2., 

sendo a fortificação apresentada na tabela 4. 

 
Tabela 4 - Preparação dos calibradores para a reta de calibração 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,1 g/L 

(mL) 

Calibrador 1 (0,10 g/L) 100 3.2.4.1.3.1. 1 

Calibrador 2 (0,25 g/L) 100 3.2.4.1.3.2. 1 

Calibrador 3 (0,50 g/L) 100 3.2.4.1.3.3. 1 

Calibrador 4 (1,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.4. 1 

Calibrador 5 (2,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.5. 1 

Calibrador 6 (4,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.6. 1 

Calibrador 7 (5,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.7. 1 

 

3.2.4.4. Preparação dos Controlos de Qualidade Internos 

(CQI) 

Para o controlo de qualidade interno foram selecionados três controlos positivos 

(0,10; 0,50 e 1,20 g/L), que foram preparados em água ultrapura, pela mesma razão que 

os calibradores, e um controlo negativo constituído por branco de reagentes. A análise 

dos controlos positivos permite avaliar o desempenho da metodologia analítica. E, por 

sua vez, o controlo negativo permite detetar a presença de substâncias interferentes e a 

ocorrência de contaminações e arrastamentos. Deste modo, a preparação das amostras de 

controlo positivas foi efetuada como apresentado na tabela 5, através da adição de 1 mL 

da solução de padrão interno a 100 µL da solução de trabalho de padrões de referência. 

Na amostra de controlo negativa o volume da solução de trabalho foi substituído por um 

volume equivalente de água ultrapura. 
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Tabela 5 - Preparação dos controlos de qualidade internos (CQI) 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,10 g/L 

(mL) 

Controlo positivo (0,10 g/L) 100 3.2.4.1.7.1. 1 

Controlo positivo (0,50 g/L) 100 3.2.4.1.7.2. 1 

Controlo positivo (1,20 g/L) 100 3.2.4.1.7.3. 1 

Branco de reagentes 100 
Água 

ultrapura 
1 
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Capítulo IV – Resultados e discussão 
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4. Resultados e discussão 

4.1.    Introdução  

Este estudo baseou-se no desenvolvimento/otimização do método (analítico e 

cromatográfico) usado para a determinação de etanol em amostras de sangue no SQTF-

DC. Todo o seu desenvolvimento foi efetuado no equipamento analítico utilizado no 

SQTF-DC (HS-GC-FID) para a determinação desta substância. 

Relativamente à metodologia utilizada na rotina do SQTF-DC (anexo 7.1.), 

considerou-se indispensável a seleção de um outro padrão interno, assim como a 

otimização da metodologia cromatográfica. Neste capítulo serão apresentados os 

resultados obtidos da validação dos parâmetros após estas alterações. 

 

4.2.    Alteração da metodologia analítica 

Por se tratar de um procedimento analítico cromatográfico para a quantificação de 

uma substância, é recomendado o desenvolvimento de um método de calibração, sendo o 

comummente utilizado neste caso, o método de padrão interno. De modo a garantir a 

confiabilidade da metodologia, isto é, a precisão e linearidade da análise quantitativa, 

deve ser incluído um padrão interno em todo o processo de validação. Neste tipo de 

calibração, uma substância (padrão interno) é adicionada, na mesma concentração, a todas 

as amostras, pontos da reta de calibração e controlos de qualidade internos 

(25,33,84,85,90–92). 

A adição do padrão interno tem como objetivo normalizar pequenas variações do 

efeito de matriz. O padrão interno deve ter a mesma natureza química do analito de 

interesse para que os seus comportamentos sejam semelhantes quando sujeitos às mesmas 

condições, deve ser detetado simultaneamente com o analito de interesse, no entanto com 

sinais distintos e não deve estar presente na amostra (84,85,90,92). 

Para a seleção do padrão interno é necessário ter em consideração para além da 

semelhança química com o analito, a técnica utlizada, o equipamento e as colunas 

cromatográficas. Entre os compostos que já foram descritos como padrão interno na 

análise de etanol em laboratórios forenses estão incluídos o acetonitrilo, a butanona, o n-

butanol, o n-propanol e o t-butanol. No entanto, o n-propanol e o n-butanol não devem 

ser utilizados como padrão interno, em amostras forenses, uma vez que podem ser 

produzidos post mortem simultaneamente com o etanol. Assim, o acetonitrilo foi o padrão 

interno selecionado, dado que não é de alguma forma um produto da atividade microbiana 

nem é um ingrediente de qualquer bebida alcoólica. Além disso, o acetonitrilo preenche 

todos os critérios que um padrão interno deve ter para a análise de etanol 

(7,38,41,84,92,105).  

O procedimento analítico utilizado para o presente estudo é o que se encontra descrito 

no Procedimento de Ensaio utilizado para a determinação de etanol na rotina do SQTF-

DC (140), contudo, houve alteração do padrão interno. Para a quantificação de etanol no 

SQTF-DC, utiliza-se o n-propanol como padrão interno, porém, na presente metodologia, 
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para a quantificação de etanol em situações post mortem, selecionou-se o acetonitrilo em 

substituição do n-propanol, pelas razões supracitadas. 

  

4.3.    Desenvolvimento/otimização da metodologia cromatográfica 

O presente estudo consiste na otimização do método cromatográfico utilizado no 

SQTF-DC, para a análise de etanol em sangue. Um dos parâmetros a otimizar é o tempo 

de incubação das amostras no headspace, porque nos permite obter um método mais 

rápido, no entanto, existem outros fatores que condicionam este parâmetro como a 

temperatura da seringa e a temperatura de incubação. Inicialmente foram otimizados os 

parâmetros do headspace onde os controlos (0,10; 0,50 e 1,20 g/L) foram injetados 

variando-se a temperatura da seringa (60, 70 e 80ºC), a temperatura de incubação (50, 60 

e 70ºC) e o tempo de incubação (8,10 e 12 minutos). Efetuaram-se diversas combinações 

entre a temperatura da seringa, a temperatura de incubação e o respetivo tempo. 

Inicialmente foi fixada a temperatura da seringa em 60ºC bem como a temperatura de 

incubação em 50ºC, realizando análises com variação nos tempos de incubação, ou seja, 

8, 10 e 12 minutos. Posteriormente, a temperatura da seringa manteve-se fixa em 60ºC, a 

temperatura de incubação foi aumentada para os 60ºC, e realizaram-se novamente três 

análises distintas com variações no tempo de incubação. Este procedimento foi realizado 

até que todas as combinações possíveis tivessem sido analisadas. 

Na tabela 6 estão representadas, a título de exemplo, algumas das combinações 

analisadas. 

 
Tabela 6 - Programas das condições do headspace utilizadas no desenvolvimento da presente metodologia 

analítica 

Programa 
Temperatura da 

seringa (ºC) 

Temperatura de 

incubação (ºC) 

Tempo de 

incubação (min) 

1º 80 50 

8 2º 60 60 

3º 70 70 

 

Por observação da figura 7, é possível verificar a existência de muito ruído na linha 

de base, dada a elevada diferença entre a temperatura da seringa (80ºC) e a temperatura 

do forno do headspace (50ºC). Através da análise das diferentes combinações constatou-

se que o ruído na linha de base atenuaria com a diminuição na diferença entre as 

temperaturas da seringa e de incubação, como é apresentado nas figuras 8 e 9. 

De modo a avaliar a variação resultante da diferença entre as temperaturas da seringa 

e de incubação, analisaram-se os controlos em corridas onde estas duas temperaturas eram 

iguais. Todos os cromatogramas apresentados são referentes a controlos à concentração 

de 0,50 g/L que estiveram a incubar durante 8 minutos, não sendo este um fator variável 

entre eles. 
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos usando o primeiro programa de condições do headspace apresentado na 

tabela 6. Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 

 

Assumindo que as condições cromatográficas são iguais, nas figuras 8 e 9 são 

apresentados dois cromatogramas obtidos na análise de um controlo a 0,50 g/L sob o 2º 

e 3º programa de condições, respetivamente. Foram realizadas análises sob as mesmas 

condições referidas, apenas com variação no tempo de incubação, sendo que não foram 

observadas diferenças significativas, optando-se assim pelo menor tempo de incubação 

testado, isto é, 8 minutos. 

Através da análise dos cromatogramas das restantes concentrações concluiu-se que os 

parâmetros do headspace que forneciam melhores resultados eram: Temperatura de 

seringa = 70ºC, temperatura do forno do headspace = 70ºC e tempo de incubação = 8 

minutos (3º programa de condições do headspace, apresentado na tabela 6). 

 

 
Figura 8 - Cromatogramas obtidos usando o segundo programa de condições do headspace apresentado na 

tabela 6. Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos usando o terceiro programa de condições do headspace apresentado na 

tabela 6. Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 

 

Depois de otimizados os parâmetros do headspace procedeu-se à otimização das 

condições cromatográficas, onde controlos com as mesmas concentrações foram 

analisados sob variações da temperatura do injetor (150, 200 e 250ºC), da temperatura do 

forno (35 e 40ºC), do fluxo das colunas pneumáticas (2,5 e 3 mL/min), da temperatura 

dos detetores (150, 200, 250 e 300ºC), do fluxo do gás de arraste – hélio (5, 15, 25, 50 

mL/min) e dos fluxos dos gases combustores – hidrogénio (30, 35 e 40 mL/min) e ar (300, 

350 e 400 mL/min). 

A otimização das condições cromatográficas iniciou-se com o ajuste da temperatura 

do injetor. O injetor é o dispositivo necessário para a introdução da amostra no 

cromatógrafo gasoso, e este localiza-se na extremidade inicial da coluna cromatográfica. 

O injetor deve estar aquecido a uma temperatura elevada, no mínimo cerca de 50ºC acima 

do ponto de ebulição do analito menos volátil presente na amostra. Esta temperatura deve 

ser suficientemente alta para permitir que a amostra seja instantaneamente transportada, 

contudo salvaguardando a sua resistência ao calor para que a mesma não se decomponha 

(86,89,94). 

Neste caso, como o acetonitrilo é menos volátil que o etanol, e o seu ponto de ebulição 

é de aproximadamente 82ºC, o injetor deveria operar no mínimo a 130ºC. 

Nas figuras 10, 11 e 12, são apresentados os cromatogramas obtidos da análise de um 

controlo médio à temperatura de 150, 200 e 250ºC, respetivamente. Evidencia-se que 

estas análises foram realizadas já com as condições do headspace otimizadas. 

Tendo em consideração as três diferentes concentrações analisadas no processo de 

otimização das condições cromatográficas, os cromatogramas obtidos apresentavam 

similaridades, pelo que a discussão será baseada somente numa concentração (0,50 g/L). 

Apesar de não serem observadas diferenças significativas entre os três cromatogramas 

apresentados, na figura 12 é visível um ligeiro ruído na linha de base, que poderia ter um 

impacto relevante no decorrer da otimização dos restantes parâmetros. E, uma vez que a 

resposta analítica é semelhante entre a figura 10 e 11, optou-se por manter a temperatura 

do injetor a 200ºC dada a definição dos sinais cromatográficos. 
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 150ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 

 

 

 
Figura 11 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 200ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 
 

 

 
Figura 12 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do injetor a 250ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 
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O forno termostatizado tem como função controlar a temperatura da(s) coluna(s) 

durante a realização da análise. Este pode ser operado por dois métodos distintos: 

programação de temperatura ou programação isotérmica. No método da programação da 

temperatura, a temperatura da coluna é aumentada segundo um gradiente à medida que a 

análise decorre. Nestes casos, a análise inicia com uma temperatura baixa, para que os 

analitos com menor ponto de ebulição eluam, e aumenta para que os analitos menos 

voláteis, ou seja, com pontos de ebulição maiores também eluam. Este método é adequado 

para separar misturas complexas que tenham uma extensa faixa de pontos de ebulição. 

Tendo em consideração que a metodologia analítica desenvolvida pretende analisar 

somente duas substâncias, o analito de interesse – etanol e o padrão interno – acetonitrilo, 

não foi necessário introduzir um gradiente térmico, operando-se assim numa temperatura 

isotérmica, isto é, a temperatura da coluna foi mantida constante durante toda a análise 

(85,86). 

Dado que um dos objetivos do presente estudo é a redução do tempo de análise, o 

tempo de corrida é um dos parâmetros cromatográficos a otimizar. Diretamente 

relacionado a este parâmetro está a temperatura do forno e o fluxo das colunas 

pneumáticas.  

Na tabela 7 são apresentados os tempos de retenção obtidos para as diferentes 

substâncias após realizadas alterações na temperatura do forno (35 e 40ºC) 

simultaneamente com variações no fluxo das colunas pneumáticas (2,5 e 3 mL/min). 

Através da análise da tabela 7 verifica-se que, quanto menor for a temperatura do 

forno, neste caso uma temperatura de 35ºC, maior serão os tempos de retenção das 

substâncias em relação à temperatura de 40ºC. O mesmo se verifica relativamente ao 

fluxo das colunas pneumáticas, isto é, quanto menor for o fluxo utilizado, como um fluxo 

de 2,5 mL/min, mais tempo demoram os analitos a eluir e consequentemente apresentam 

tempos de retenção superiores em comparação às análises realizadas com um fluxo 

superior, ou seja, de 3 mL/min. 

Desta forma, e com o objetivo de diminuir o tempo de corrida, constata-se que com a 

temperatura do forno fixa em 40ºC e um fluxo das colunas pneumáticas de 3 mL/min é 

evidente uma diminuição dos tempos de retenção comparativamente a todas as restantes 

análises realizadas. No entanto é necessário verificar se os cromatogramas obtidos nestas 

condições apresentam estabilidade na linha de base, boa separação cromatográfica e uma 

boa definição dos sinais cromatográficos. 
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Tabela 7 - Resumo dos tR obtidos nas diferentes variações da temperatura do forno e do fluxo 

das colunas pneumáticas 

Temperatura do forno (ºC) 35 40 

Fluxo das colunas (mL/min) 2,5 3 2,5 3 

  Front – Tempo de retenção (min) 

Etanol 1,37 1,24 1,34 1,19 

Acetonitrilo 1,50 1,37 1,43 1,30 

n-propanol 1,97 1,88 1,88 1,65 

  Middle -Tempo de retenção (min) 

Etanol 2,42 2,19 2,18 1,98 

Acetonitrilo 3,23 2,44 2,90 2,60 

n-propanol 4,90 4,37 4,20 3,75 

 

Nas figuras 13 e 14 são apresentados dois cromatogramas obtidos durante a 

otimização simultânea da temperatura do forno e do fluxo das colunas pneumáticas. 

Através da análise dos cromatogramas verifica-se que com uma temperatura do forno de 

40ºC e um fluxo de 2,5 mL/min a linha de base apresenta mais ruído e como espectável 

os compostos demoram mais tempo a eluir. Em contrapartida, com a mesma temperatura 

do forno e um fluxo de 3 mL/min a linha de base mostra-se estável e os compostos eluem 

mais rapidamente, apresentando assim tempos de retenção mais baixos. Para além destas 

observações, a seleção de um fluxo de 3 mL/min demonstra uma boa separação 

cromatográfica, sinais cromatográficos bem definidos e consequentemente é possível 

diminuir o tempo de corrida comparativamente ao outro fluxo analisado. As variações 

selecionadas foram a temperatura do forno isotérmica a 40ºC simultaneamente com um 

fluxo nas colunas pneumáticas de 3 mL/min. 
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do forno a 40ºC e com um fluxo das colunas 

pneumáticas a 2,5 mL/min. Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 

 

 
Figura 14 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura do forno a 40ºC e com um fluxo das colunas 

pneumáticas a 3 mL/min. Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-Propanol 

 

Por último otimizou-se a temperatura dos detetores (150, 200, 250 e 300ºC) e os 

fluxos dos gases utilizados pelo equipamento: hélio (5, 15, 25, 50 mL/min); hidrogénio 

(30, 35 e 40 mL/min) e ar (300, 350 e 400 mL/min). Nas figuras 15, 16, 17 e 18 são 

apresentados os cromatogramas obtidos da análise de um controlo médio para as 

diferentes temperaturas dos detetores. Por comparação, as figuras 16 e 17 apresentaram 

maior ruído na linha de base, pelo que foram descartadas. Entre as figuras 15 e 18, as que 

apresentaram maior estabilidade na linha de base, optou-se por definir a temperatura dos 

detetores a 300ºC (figura 18), uma vez que, segundo a literatura, a altura do pico cresce 

em proporção ao aumento da temperatura do FID (85,141). 

Relativamente aos gases utilizados durante a análise, o hélio foi o gás de arraste, 

desempenhando assim um papel importante dado que é ele que transporta a amostra desde 

o injetor até à coluna cromatográfica e consequentemente até ao detetor, atuando como 

fase móvel. O fluxo selecionado para este gás foi de 15 mL/min. Quanto aos gases 

combustores, o hidrogénio e o ar, estes operaram a 30 e 300 mL/min, respetivamente. 

Com estes fluxos de gases os cromatogramas apresentaram uma linha de base estável e 

foram suficientes para destruir totalmente a amostra no final da análise não havendo 

contaminações nas subsequentes. 
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 150ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-propanol 

 

 
Figura 16 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 200ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-propanol 

 

 
Figura 17 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 250ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-propanol 
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Figura 18 - Cromatogramas obtidos usando a temperatura dos detetores a 300ºC.  

Sinal cromatográfico: (1) – Etanol; (2) – Acetonitrilo; (3) – n-propanol 
 

Depois de estarem otimizadas todas as condições essenciais à análise em estudo fixou-

se o tempo de corrida em 3 minutos, por ser suficiente para a eluição das duas substâncias 

de interesse, apresentando uma separação cromatográfica entre a substância de interesse 

e o padrão interno suficiente para a sua determinação.  

 

4.4.    Análise instrumental (HS-GC-FID) 

Antes das amostras serem injetadas, os vials foram incubados durante 8 minutos, no 

forno do injetor automático de headspace que se manteve a 70ºC. Outras condições 

analíticas do headspace foram: temperatura da seringa a 70ºC, agitação 250 rotações por 

minuto (rpm) com agitação ON durante 5 segundos e OFF por 2 segundos. O volume de 

injeção foi de 500 µL. 

As condições cromatográficas utilizadas foram as seguintes: A temperatura do injetor 

foi mantida a 200ºC. A temperatura do forno foi de 40ºC mantendo-se isotérmica durante 

3 minutos, tempo total de cada ciclo analítico. O hélio foi utilizado como gás de arraste e 

o fluxo da coluna pneumática foi mantido constante a 3 mL/min. Os detetores foram 

mantidos a 300ºC. Os fluxos para os gases utilizados foram os seguintes: hélio (make-up) 

– 15 mL/min, hidrogénio – 30 mL/min e ar – 300 mL/min. Na tabela 8 é possível observar 

a comparação entre os principais parâmetros analíticos da metodologia utilizada na rotina 

do SQTF-DC, para a determinação de etanol em amostras de sangue, e os otimizados no 

presente estudo.  
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Tabela 8 - Tabela comparativa entre os principais parâmetros analíticos da metodologia de rotina do SQTF-

DC e os da metodologia otimizada 

Componente Metodologia de rotina Metodologia otimizada 

Padrão interno n-Propanol Acetonitrilo 

   

Condições do headspace 

Incubação 12 min a 55ºC 8 min a 70ºC 

Agitação 5 sec ON (250 rpm) e 2 sec OFF 

Seringa 70ºC 

  

Condições cromatográficas 

Injetor 200ºC 

Forno 6 min a 35ºC 3 min a 40ºC 

Fluxo das colunas 

pneumáticas 
2,5 mL/min 3 mL/min 

Detetores 290ºC 300ºC 

He (make-up) 25 mL/min 15 mL/min 

H2 30 mL/min 

Ar 300 mL/min 

 

4.5.    Identificação das substâncias 

Para a determinação por HS-GC-FID do etanol presente nas amostras em estudo foi 

utilizado um critério de identificação de substâncias: o tempo de retenção relativo (tRR). 

O tRR pode ser calculado através da razão entre o tempo de retenção do analito e o tempo 

de retenção do padrão interno (equação 1), visto que o padrão interno está sujeito às 

mesmas condições analíticas que o analito de interesse. 

Para que o resultado seja considerado positivo é necessário que ambos os critérios 

sejam cumpridos, ou seja, é essencial que o cromatograma revele a presença de um sinal 

cromatográfico cujo tRR seja idêntico ao da substância de referência analisada nas mesmas 

condições (aceitando-se uma variação de ± 0,7%) e que esse mesmo sinal apresente uma 

concentração igual ou superior a 0,10 g/L (142–146). 

 

𝑡𝑅𝑅 =
𝑡𝑅𝐴𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝑡𝑅𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜

         Equação 1 

 

Onde: 

tR Analito é o tempo de retenção do analito;  

tR Padrão Interno é o tempo de retenção do padrão interno. 

 

Com o objetivo de garantir que todas as substâncias em estudo fossem devidamente 

identificadas e distinguidas entre si, foram utilizadas duas colunas cromatográficas com 

polaridades diferentes. 
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Para a referida análise, todas as amostras foram preparadas à concentração de 5 g/L e 

analisadas juntamente com o padrão interno. Deste modo foi possível conhecer o tempo 

de retenção associado a cada uma das substâncias. 

Na figura 19 encontram-se dois cromatogramas obtidos após a análise de um 

calibrador de etanol a 5,00 g/L, à direita a coluna Middle (VF-624ms) que foi a coluna 

utilizada para a identificação e quantificação de todas as substâncias em estudo e à 

esquerda a coluna Front (VF-5ms) que foi utilizada como coluna de confirmação. 

 

 
Figura 19 - Cromatogramas representativos de um calibrador a 5,00 g/L 

 

Com recurso ao software do equipamento cromatográfico foi possível determinar os 

tempos de retenção do analito de interesse e do padrão interno em cada uma das colunas, 

os quais se encontram na tabela 9. 

 
Tabela 9 - Tempos de retenção das substâncias em estudo 

Substância 
VF-624ms VF-5ms 

Middle Front 

Etanol Analito de interesse 1,97 1,18 

Acetonitrilo Padrão interno 2,58 1,28 

 

4.6.    Validação da metodologia analítica desenvolvida 

Apesar de ser um processo moroso, a validação é indispensável para conferir 

credibilidade à metodologia analítica desenvolvida (100). Para garantir a fiabilidade, 

utilidade e reprodutibilidade da metodologia analítica desenvolvida, efetuou-se a 

validação da mesma de acordo com as normas do SWGTOX (126). Em geral, foram 

avaliados os parâmetros considerados mais significativos e que devem ser estudados num 

processo de validação de uma metodologia analítica para determinações qualitativas e 

quantitativas de um ou mais analitos numa determinada matriz biológica. 

De seguida, são apresentados os procedimentos e os resultados obtidos para cada um 

dos parâmetros. 
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4.6.1. Seletividade/Especificidade 

Para avaliar este parâmetro utilizou-se um total 63 amostras de matrizes biológicas 

distribuídas da seguinte maneira: 23 – humor vítreo (tabela 10), 20 – sangue (tabela 11) 

e 20 – urina (tabela 12), todas elas negativas para o etanol após efetuada a análise de 

rotina por HS-GC-FID. Para cada matriz biológica, as amostras foram agrupadas de forma 

aleatória, em grupos de quatro (500 µL de cada amostra). Após a formação de 10 misturas 

(pools) com 2 mL cada, estas foram homogeneizadas, e posteriormente foram preparadas 

2 alíquotas de 100 µL de cada uma das pools, criando-se assim dois grupos com 10 

alíquotas cada. As amostras do primeiro grupo foram preparadas através da adição de 1 

mL de padrão interno à matriz biológica. As restantes amostras, referentes ao segundo 

grupo, foram fortificadas com a substância em estudo numa concentração de 0,20 g/L e 

1 mL de padrão interno. A positividade/negatividade das amostras foi avaliada com base 

na presença/ausência de sinais cromatográficos e no critério de identificação de 

substâncias, isto é, o tempo de retenção relativo. 

 

Tabela 10 - Informação sobre as amostras de humor vítreo utilizadas para constituir as pools 

Amostra Idade Sexo Informação disponível Análises solicitadas 

1 80 M Acidente de viação A, M 

2 51 F Acidente de viação A, D, M, P 

3 47 F - A, D, M, P 

4 77 F - A, MC 

5 33 M Acidente de viação A, D, M 

6 49 F Morte natural A, D, M, P 

7 80 M Morte natural A, M, P 

8 55 M Acidente de viação A, DA, MD 

9 78 F Morte natural A, MD, P, MC 

10 68 M - A, MD 

11 87 F Suicídio A, MD, P 

12 37 F - A, DA, MD, P 

13 61 F - A, DA, MD, P 

14 62 M Acidente de viação A, DA 

15 45 M - A, DA, MD, P 

16 69 M Morte natural A 

17 83 M Suicídio A, MD, P 

18 49 M Suicídio A, DA, MD 

19 62 M - A, DA, MD, P 
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Tabela 10 - Informação sobre as amostras de humor vítreo utilizadas para constituir as pools 

(continuação) 

20 67 M Morte natural A, P, MC 

21 53 M Morte natural A, DA, MD, P, MC 

22 22 M Acidente de viação A, DA 

23 33 M - A, DA, MD 

Abreviaturas utilizadas nesta tabela: F (Feminino); M (Masculino); A (Alcoolemia); DA (Drogas de 

Abuso); MD (Medicamentos); P (Pesticidas); MC (Monóxido de Carbono) - (Informação não disponível). 

 

 

Tabela 11 - Informação sobre as amostras de sangue utilizadas para constituir as pools 

Amostra Idade Sexo Informação disponível Análises solicitadas 

1 82 M Acidente de viação A, DA 

2 37 F Acidente de viação A, DA 

3 71 M Acidente de viação A, DA 

4 81 M Acidente de viação A, DA 

5 18 M Acidente de viação A, DA 

6 37 M Acidente de viação A, DA 

7 45 F Acidente de viação A, DA 

8 20 M Acidente de viação A, DA 

9 32 M Acidente de viação A, DA 

10 65 M Acidente de viação A, DA 

11 35 M - A, DA, MD, P 

12 67 M - A, DA, P 

13 71 F - A, DA, MD, P 

14 80 M Acidente doméstico A, MD 

15 72 F - A, MD 

16 83 M Suicídio A, DA, MD, P 

17 77 M Suicídio A, DA, MD, P 

18 75 M Morte natural A, MD 

19 50 F - A, DA, MD, P 

20 93 F Morte natural A, MD 

Abreviaturas utilizadas nesta tabela: F (Feminino); M (Masculino); A (Alcoolemia); DA (Drogas de 

Abuso); MD (Medicamentos); P (Pesticidas); - (Informação não disponível). 
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Tabela 12 - Informação sobre as amostras de urina utilizadas para constituir as pools 

Amostra Idade Sexo Informação disponível Análises solicitadas 

1 42 F - A 

2 14 F 
Suspeita de 

intoxicação 
A, DA, MD 

3 52 M - A 

4 35 M - A, DA, MD, P 

5 67 M - A, MD, P 

6 71 F - A, DA, MD, P 

7 50 F - A, DA, MD, P 

8 81 F - A, MD, P 

9 75 F - A, DA, MD, P 

10 90 M - A 

11 51 F Suicídio A, DA, MD, P 

12 44 M - A, DA, MD, P 

13 41 M Acidente de trabalho A, DA 

14 74 M Suicídio A, DA, MD, P 

15 75 M - A, MD 

16 83 M - A, MD, P 

17 76 M - A, MD, P 

18 47 M - A, DA, MD, P 

19 78 M Suicídio A, DA, MD, P 

20 67 M - A, DA, MD, P, MC 

Abreviaturas utilizadas nesta tabela: F (Feminino); M (Masculino); A (Alcoolemia); DA (Drogas de 

Abuso); MD (Medicamentos); P (Pesticidas); MC (Monóxido de Carbono); - (Informação não disponível). 

 

Por observação dos cromatogramas obtidos da análise de amostras não fortificadas 

foi possível verificar a inexistência de quaisquer sinais cromatográficos capazes de 

interferir na correta determinação e quantificação das substâncias de interesse. A título de 

exemplo são apresentados na figura 20 os cromatogramas obtidos da análise de uma 

amostra aleatória de sangue não fortificada. A análise dos resultados confirmou que em 

todas as amostras das diferentes matrizes biológicas, às quais não foi adicionado etanol, 

apresentaram resultados negativos, tabela 13. 
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Figura 20 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de sangue não fortificada - Colunas VF-5ms (à 

esquerda) e VF-624ms (à direita) 

 

Tabela 13 - Resultados obtidos na análise das amostras não fortificadas para o estudo da seletividade 

Análise das amostras não fortificadas 

Amostra 
Humor 

vítreo 
Sangue Urina 

Pool 1 Negativo Negativo Negativo 

Pool 2 Negativo Negativo Negativo 

Pool 3 Negativo Negativo Negativo 

Pool 4 Negativo Negativo Negativo 

Pool 5 Negativo Negativo Negativo 

Pool 6 Negativo Negativo Negativo 

Pool 7 Negativo Negativo Negativo 

Pool 8 Negativo Negativo Negativo 

Pool 9 Negativo Negativo Negativo 

Pool 10 Negativo Negativo Negativo 

Percentagem de falso positivos: 0% 

 

Por outro lado, a análise dos cromatogramas obtidos da análise de uma amostra de 

sangue fortificada apresentam somente o sinal analítico do analito de interesse e do padrão 

interno, verificando-se também a ausência de outros sinais interferentes, figura 21. 
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Os cromatogramas obtidos para as restantes matrizes biológicas (fortificadas e não 

fortificadas) encontram-se no anexo 7.2.1.. Nas amostras às quais foi adicionado o analito 

de interesse (etanol a 0,20 g/L), todas foram consideradas positivas, tabela 14. Esta 

positividade foi confirmada através da análise dos tempos de retenção relativos. 

A percentagem de falso positivos e de falso negativos foi de 0%, obedecendo-se assim 

aos critérios de aceitação em vigor no SQTF-DC, onde para os respetivos parâmetros a 

percentagem de falso positivos deve ser de 0% e inferior a 10% para os falso negativos. 

 

 
Figura 21 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de sangue fortificada com etanol a 0,20 g/L - Colunas 

VF-5ms (à esquerda) e VF-624ms (à direita) 

  

Tabela 14 - Resultados obtidos na análise das amostras fortificadas para o estudo da seletividade 

Análise das amostras fortificadas 

Amostra 
Humor 

vítreo 
Sangue Urina 

Pool 1 Positivo Positivo Positivo 

Pool 2 Positivo Positivo Positivo 

Pool 3 Positivo Positivo Positivo 

Pool 4 Positivo Positivo Positivo 

Pool 5 Positivo Positivo Positivo 

Pool 6 Positivo Positivo Positivo 

Pool 7 Positivo Positivo Positivo 

Pool 8 Positivo Positivo Positivo 

Pool 9 Positivo Positivo Positivo 

Pool 10 Positivo Positivo Positivo 

Percentagem de falso negativos: 0% 

  

Os resultados referentes aos tempos de retenção relativos (tRR) encontram-se na tabela 

15. O critério tRR foi cumprido em todas as pools, para as diferentes matrizes biológicas, 

verificando-se uma variação inferior a ± 0,7%. 
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Tabela 15 - Tempos de retenção relativos (tRR), em minutos, do etanol em cada uma das amostras nas 

diferentes matrizes biológicas 

Amostra 

Matriz biológica 

Humor 

vítreo 
Sangue Urina 

Pool 1 0,764 0,764 0,764 

Pool 2 0,764 0,764 0,764 

Pool 3 0,763 0,764 0,764 

Pool 4 0,767 0,764 0,764 

Pool 5 0,763 0,764 0,764 

Pool 6 0,763 0,764 0,764 

Pool 7 0,760 0,764 0,764 

Pool 8 0,764 0,764 0,764 

Pool 9 0,763 0,764 0,764 

Pool 10 0,763 0,764 0,764 

 

4.6.2. Identificação de interferentes 

De forma a estudar a possível existência de interferentes que possam condicionar a 

correta interpretação dos resultados analíticos obtidos, selecionaram-se e analisaram-se, 

individualmente, as substâncias: acetaldeído, acetato de etilo, acetona, éter dietílico, 

isopropanol, metanol, n-butanol e n-propanol. A seleção destas substâncias teve por base 

o facto de estas estarem referenciadas na literatura como sendo as mais amplamente 

detetadas nas análises forenses para a determinação de etanol post mortem. Para além 

deste critério de seleção, estas substâncias também são detetadas num procedimento 

validado no SQTF-DC para a determinação de voláteis. 

Segundo a norma SWGTOX, as amostras devem ser fortificadas com soluções 

interferentes a altas concentrações, desta forma foram preparadas soluções individuais a 

5 g/L, exceto o éter dietílico que demonstrou uma elevada resposta em comparação aos 

sinais cromatográficos do etanol e do padrão interno, sendo por isso analisado numa 

concentração de 1 g/L. Para a preparação de todos os vials foi pipetado 1 mL de padrão 

interno, 100 µL de etanol a 5 g/L e 100 µL da solução interferente. 

A coluna utilizada para a análise das diferentes substâncias foi a VF-624ms (middle) 

e a coluna VF-5ms (front) foi utilizada com o objetivo de confirmar os resultados obtidos, 

devendo esta ser sempre tomada em consideração. 

Através da análise dos cromatogramas foi possível verificar que só apenas 4 das 

substâncias analisadas é que eluíram, na coluna VF-624ms, dentro do intervalo de corrida 

de 3 minutos, sendo elas o acetaldeído, a acetona, o éter dietílico e o metanol. Todas estas 

substâncias exibiram tempos de retenção diferentes e distantes das substâncias de 

interesse (analito e padrão interno). Como as restantes substâncias, o acetato de etilo, o 

isopropanol, o n-butanol e o n-propanol não eluíram durante este intervalo de corrida na 

coluna VF-624ms, não interferem com os resultados obtidos. 
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Dos 8 interferentes analisados, à exceção da acetona, todos eluíram na coluna VF-

5ms (coluna de confirmação), sendo que duas substâncias, o acetaldeído e metanol, 

exibiram o mesmo tempo de retenção de 1,05 minutos. Apesar de nenhuma substância se 

sobrepor aos sinais do etanol e do acetonitrilo, o sinal cromatográfico do éter dietílico é 

o que mais se aproxima do sinal do padrão interno, mantendo, no entanto, uma boa 

separação cromatográfica deste. 

Por observação da tabela 16, conclui-se que todos os interferentes analisados eluem 

pelo menos numa das colunas utilizadas, excetuando o acetaldeído, o éter dietílico e o 

metanol, que eluem em ambas. Os respetivos cromatogramas são apresentados no anexo 

7.2.2.. 

 
Tabela 16 - Tempos de retenção das substâncias interferentes 

Interferente VF-624ms VF-5ms 

Acetaldeído 1,43 1,05 

Acetato de etilo - 2,10 

Acetona 2,33 - 

Éter dietílico 2,10 1,35 

Isopropanol - 1,60 

Metanol 1,45 1,05 

n-Butanol - 2,80 

n-Propanol - 1,60 

 

4.6.3. Gama de trabalho 

Para o estudo da gama de trabalho utilizaram-se 7 concentrações uniformemente 

distribuídas ao longo da gama pretendida. A gama de trabalho foi avaliada segundo a 

relação entre a concentração analisada e a resposta analítica (razão entre as áreas do 

analito e do padrão interno), através de cálculos estatísticos de regressão. Com base no 

gráfico e na respetiva linha de tendência pode-se avaliar se o procedimento de calibração 

desenvolvido é ou não apropriado para a análise em estudo. 

Com o estudo da gama de trabalho procurou-se avaliar se, num determinado intervalo 

de concentrações, as áreas dos sinais cromatográficos eram diretamente proporcionais às 

concentrações utilizadas. O analito de interesse, neste caso o etanol, foi estudado numa 

gama de concentrações entre 0,10-5,00 g/L. Para além das gamas de trabalho descritas na 

literatura com evidências de possível produção de etanol post mortem, a seleção do 

intervalo de concentrações utilizado no presente estudo teve também em consideração a 

gama de trabalho utilizada na rotina laboratorial do SQTF-DC para a quantificação de 

etanol no sangue. A compilação de toda esta informação, juntamente com o facto de a 

concentração de etanol ser considerada positiva a partir dos 0,10 g/L, originou a gama de 

trabalho definida. 

É importante fazer uma análise visual antes de qualquer avaliação estatística de forma 

a observar se os pontos, quando dispostos num gráfico, apresentam uma relação linear 

aparente. Pela análise das figuras 22 e 23, que apresentam as retas de calibração obtidas 
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para as colunas VF-5ms e VF-624ms, respetivamente, verifica-se através do valor do 

coeficiente de determinação, r2, que as áreas dos sinais cromatográficos são diretamente 

proporcionais às concentrações analisadas, dado que as duas retas de calibração 

apresentam valores de r2 superiores a 0,99.  

 

 
Figura 22 - Reta de calibração para a coluna VF-5ms (front) 

 

 
Figura 23 - Reta de calibração para a coluna VF-624ms (middle) 

 

4.6.4. Linearidade e modelo de calibração 

Segundo a norma SWGTOX, o número de calibradores utilizados na construção da 

reta deve ser suficiente para definir, adequadamente, a relação concentração-resposta. A 

linearidade foi avaliada através da análise de 10 calibradores de concentrações conhecidas 

e uniformemente distribuídas em função do intervalo de concentrações da gama de 

trabalho pré-definido. Foi preparada uma reta de calibração, como descrito na tabela 17, 

com soluções de trabalho distribuídas entre 0,10 e 5,00 g/L. 
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Dada a associação entre o modelo de calibração e a homocedasticidade do método, 

este último parâmetro foi estudado juntamente com a linearidade. Foram analisados os 

calibradores de concentração baixa (0,10 g/L) e alta (5,00 g/L) em quintuplicado, de 

forma a demonstrar se a variância dos erros se mantém contante ou não. Caso a variância 

se mantenha constante, o método demonstra homocedasticidade, caso contrário, isto é, se 

se verificar diferenças nos valores das variâncias, o método apresenta 

heterocedasticidade. 

 

Tabela 17 - Preparação dos calibradores para o estudo da linearidade 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,1 g/L 

(mL) 

Calibrador 0,10 g/L 100 3.2.4.1.3.1. 1 

Calibrador 0,25 g/L 100 3.2.4.1.3.2. 1 

Calibrador 0,50 g/L 100 3.2.4.1.3.3. 1 

Calibrador 0,75 g/L 100 3.2.4.1.4.1. 1 

Calibrador 1,00 g/L 100 3.2.4.1.3.4. 1 

Calibrador 2,00 g/L 100 3.2.4.1.3.5. 1 

Calibrador 3,00 g/L 100 3.2.4.1.4.2. 1 

Calibrador 4,00 g/L 100 3.2.4.1.3.6. 1 

Calibrador 4,50 g/L 100 3.2.4.1.4.3. 1 

Calibrador 5,00 g/L 100 3.2.4.1.3.7. 1 

 

Previamente ao estudo da linearidade, deve-se avaliar a homocedasticidade das 

variâncias para definir qual o modelo de calibração a utilizar. Para tal, recorreu-se a um 

teste de Fisher (F), no qual o valor de F experimental (Fexp) é calculado através da equação 

2. 

𝐹𝑒𝑥𝑝 =
𝑆2

2

𝑆1
2             Equação 2 

 

Onde:  

S1
2 é a variância da razão entre as áreas do analito e do padrão interno das alíquotas 

fortificadas com concentração igual ao calibrador de menor concentração; 

S2
2 é a variância da razão entre as áreas do analito e do padrão interno das alíquotas 

fortificadas com concentração igual ao calibrador de maior concentração. 
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O valor obtido a partir desta equação deve ser comparado com o valor teórico de F 

(Fcrit), dado pela equação 3. Se Fexp ≤ Fcrit a hipótese nula é verdadeira, ou seja, existe 

homocedasticidade e pode-se utilizar o modelo de regressão linear simples. Por outro 

lado, se Fexp > Fcrit a função de calibração apresenta heterocedasticidade e deve-se recorrer 

a um modelo de regressão linear ponderada. 

𝐹𝑐𝑟𝑖𝑡 = (𝑓1; 𝑓2; 0,95)    Equação 3 

 

Onde: 

f1 são os graus de liberdade (n-1) correspondentes ao primeiro conjunto de alíquotas 

(calibrador de maior concentração);  

f2 são os graus de liberdade (n-1) correspondentes ao segundo conjunto de alíquotas 

(calibrador de menor concentração); 

0,95 corresponde a um nível de confiança de 95%. 

 

Na tabela 18 apresentam-se o valor de Fexp obtido para o etanol, assim como o valor 

tabelado da distribuição de Fisher (Fcrit) para n-1 graus de liberdade a um nível de 

confiança de 95%. Através da sua observação conclui-se que há heterocedasticidade, 

dado que se verifica que o Fexp > Fcrit. Os resultados obtidos no estudo da 

homocedasticidade das variâncias podem ser consultados sob forma mais detalhada no 

anexo 7.2.3.. Dado que a função de calibração evidencia heterocedasticidade e como não 

se pretende diminuir a gama de trabalho, é fundamental introduzir um fator de ponderação 

(w) que reduza os efeitos da contribuição dos calibradores mais concentrados. Os fatores 

de ponderação estudados foram w = : 1/x; 1/x2; 1/x1/2; 1/y; 1/y2; 1/y1/2. 

 

Tabela 18 - Resultados obtidos para a homocedasticidade das variâncias: Teste de Fisher 

Substância 
Homocedasticidade 

Fcrítico Fexperimental 

Etanol 6,39 492,69 

 

Considerando um modelo de regressão linear ponderada (y = bx + a), o declive da 

reta (b) e a ordenada na origem (a) são calculados através das equações 4 e 5, 

respetivamente. 

 

b =
∑ 𝑤𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖𝑦𝑖−∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑦𝑖

∑ 𝑤𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖2−(∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖)2     Equação 4 

 

 

a =
∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖2×∑ 𝑤𝑖𝑦𝑖−∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖𝑦𝑖

∑ 𝑤𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖2−(∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖)2     Equação 5 
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Para a seleção do fator de ponderação, deve-se analisar simultaneamente o somatório 

dos resíduos (Σ res) em percentagem, que é calculado através da soma dos erros relativos 

associados a cada calibrador (equação 6) e o coeficiente de determinação (r2), segundo a 

equação 7. Sendo assim, o fator de ponderação mais adequado é aquele que apresentar o 

menor valor do Σ res e um r2 próximo da unidade, isto porque quanto menor for o valor 

do Σ res melhor será o ajuste dos valores experimentais relativamente aos teóricos e 

quanto maior for o valor de r2 mais forte é a correlação entre as duas variáveis e mais 

linear é o modelo de regressão proposto. 

 

 

ER (%) =
𝐶𝐸𝑥𝑝−𝐶𝑇𝑒𝑜𝑟

𝐶𝑇𝑒𝑜𝑟
× 100    Equação 6 

 

Onde: 

ER é o erro relativo, em percentagem; 

Cexp é a concentração experimental; 

CTeor é a concentração teórica. 

 

𝑟2 = (
∑ 𝑤𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖𝑦𝑖−∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑦𝑖

√∑ 𝑤𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖2−(∑ 𝑤𝑖𝑥𝑖)2×√∑ 𝑤𝑖×∑ 𝑤𝑖𝑦𝑖2−(∑ 𝑤𝑖𝑦𝑖)2
)

2

   Equação 7 

 

 

O fator de ponderação foi determinado através da análise das retas de calibração 

obtidas no estudo da precisão intermédia, isto é, cinco retas de calibração com sete pontos 

preparadas em cinco dias diferentes. Após a injeção das amostras, efetuou-se a análise 

das retas de calibração com aplicação dos diferentes fatores de ponderação, a partir dos 

quais se calcularam o somatório dos resíduos e o coeficiente de determinação para cada 

reta. Os resultados obtidos deste estudo encontram-se no anexo 7.2.3.. 

Com base no estudo efetuado selecionou-se o fator de ponderação w = 1/x2, uma vez 

que se verificou ser o que minimizava os efeitos da contribuição dos calibradores mais 

concentrados. Este fator de ponderação apresentou o menor valor do Σ res e um valor de 

r2 satisfatório. 

Após terem sido avaliados a homocedasticidade e o fator de ponderação, procedeu-se 

à avaliação da linearidade. Os critérios de aceitação referentes à linearidade foram os 

seguintes: r2 superior a 0,99, a inclusão do valor zero na interseção da reta com o eixo das 

ordenadas tendo em consideração um intervalo de confiança de 95% e a análise do gráfico 

dos valores residuais. 

Na tabela 19 estão resumidos os resultados obtidos para o estudo da linearidade e no 

anexo 7.2.3. são apresentados, sob a forma de gráficos e tabelas os restantes dados, 

nomeadamente o tratamento estatístico dos resultados. 
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Tabela 19 - Resultados obtidos no estudo da linearidade 

Equação r2 Erro padrão (Sy/x) 

Intervalo da interseção 

da ordenada na origem 

95 % inf. 95 % sup. 

y = 0,6411 x - 0,0039 0,9987 0,0445 0,6651 2,4441 

 

Considerando os resultados obtidos no estudo da linearidade pôde-se concluir que a 

quantificação do etanol, considerando um fator de ponderação de 1/x2, é linear na gama 

de trabalho estudada (0,10-5,00 g/L). 

  

4.6.5. Limiares analíticos: limite de deteção e limite de 

quantificação 

A determinação dos limiares analíticos foi efetuada através do 

estudo de uma reta de calibração. Para estabelecer o limite de deteção e o limite de 

quantificação do etanol, foi preparada uma reta de calibração com 7 pontos, distribuídos 

o mais uniformemente possível e próximos do limite de deteção esperado. A reta de 

calibração foi construída através da preparação de calibradores com concentrações 

crescentes das soluções de trabalho e o respetivo padrão interno, como apresentado na 

tabela 20. 

 

Tabela 20 - Preparação dos calibradores para o estudo dos limiares analíticos 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,1 g/L 

(mL) 

Calibrador 0,025 g/L 100 3.2.4.1.5.1. 1 

Calibrador 0,05 g/L 100 3.2.1.5.2. 1 

Calibrador 0,10 g/L 100 3.2.4.1.3.1. 1 

Calibrador 0,15 g/L 100 3.2.4.1.5.3. 1 

Calibrador 0,20 g/L 100 3.2.4.1.5.4. 1 

Calibrador 0,25 g/L 100 3.2.4.1.3.2. 1 

Calibrador 0,30 g/L 100 3.2.4.1.5.5. 1 

  

Depois de construída a reta de calibração foram determinadas a equação da mesma, o 

seu coeficiente de determinação e o erro padrão associado. Tais valores demonstraram-se 

satisfatórios, dado que se encontravam dentro dos critérios de aceitação pretendidos. A 

determinação do LD e do LQ foi baseada nos parâmetros da reta de calibração, utilizando 



Determinação post mortem de etanol em diferentes tipos de amostras biológicas:  

Desenvolvimento e validação de uma metodologia analítica por HS-GC-FID em contexto forense 

77 

o desvio padrão da resposta analítica obtida e o declive da reta de calibração. Estes 

cálculos foram efetuados através das equações 8 e 9. 

  

𝐿𝐷 =
3,3 × 𝑆𝑦

𝑥

𝑏
     Equação 8 

 

 

𝐿𝑄 =
10 × 𝑆𝑦

𝑥

𝑏
     Equação 9 

 

Onde:  

Sy/x é o desvio padrão residual da reta de calibração; 

b é o declive da reta de calibração.  

 

Após a construção da reta de calibração, utilizando o fator de ponderação 1/x2, foram 

calculados os LD e LQ através das equações referidas anteriormente e os resultados 

obtidos estão resumidos na tabela 21. No anexo 7.2.4. encontram-se os resultados 

complementares. 

 

Tabela 21 - Resultados obtidos no estudo dos limiares analíticos 

Equação r2 Erro padrão (Sy/x) LD (g/L) LQ (g/L) 

     

y = 0,6254 x – 0,0026 0,9976 0,0024 0,013 0,038 

 

Tendo em consideração a gama de trabalho definida para a presente metodologia 

(0,10-5,00 g/L) os limiares analíticos calculados são adequados, denotando-se ainda um 

intervalo relativamente ao calibrador menos concentrado cuja concentração é de 0,10 g/L. 

 

4.6.6. Precisão 

4.6.6.1. Repetibilidade 

A repetibilidade da metodologia foi estudada através da análise de 5 replicados 

independentes dos controlos de qualidade internos nos 3 níveis de concentração distintos: 

baixo (0,10 g/L), médio (0,50 g/L) e alto (1,20 g/L) no mesmo dia. Na tabela 22 estão 

apresentadas as concentrações dos CQI, bem como os respetivos volumes utilizados. 
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Tabela 22 - Controlos para o estudo da repetibilidade 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,10 g/L 

(mL) 

Controlo positivo (0,10 g/L) 100 3.2.4.1.7.1. 1 

Controlo positivo (0,50 g/L) 100 3.2.4.1.7.2. 1 

Controlo positivo (1,20 g/L) 100 3.2.4.1.7.3. 1 

 

Uma vez aplicado o procedimento de ensaio, foram obtidos os tempos de retenção e 

as áreas dos sinais cromatográficos para o analito e o padrão interno, em cada replicado. 

Para a avaliação deste parâmetro calculou-se a média dos tempos de retenção relativos e 

das razões das áreas entre o analito e o padrão interno, os respetivos desvios padrão e 

coeficientes de variação. 

A tabela 23 resume os resultados obtidos para os três níveis de concentração 

estudados. No anexo 7.2.5.1. encontram-se os restantes dados e cálculos efetuados. 

 

Tabela 23 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade 

Concentração 

(g/L) 

tRR Áreas relativas 

Média 
Desvio 

padrão 
CV (%) Média 

Desvio 

padrão 
CV (%) 

0,10 0,762 0,002 0,2 0,057 0,002 2,7 

0,50 0,764 0,000 0,0 0,293 0,004 1,5 

1,20 0,762 0,002 0,2 0,729 0,027 3,7 

 

Através dos cálculos efetuados verificou-se que as percentagens dos CV referentes ao 

tRR foram inferiores a 0,7% e os CV das áreas relativas foram inferiores a 10% para todos 

os CQI analisados cumprindo-se assim os critérios de aceitação da norma SWGTOX. 

 

4.6.6.2. Precisão intermédia 

A precisão intermédia foi estudada ao longo de 5 dias consecutivos através da análise 

de diferentes retas de calibração. Adicionalmente foram preparadas amostras controlo nas 

concentrações baixa, média e alta da gama de trabalho (0,10 g/L, 0,50 g/L e 1,20 g/L) que 

foram analisadas em triplicado com as retas de calibração. A preparação dos calibradores 

e controlos encontra-se nas tabelas 24 e 25. 
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Tabela 24 - Reta de calibração para o estudo da precisão intermédia e exatidão 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,1 g/L 

(mL) 

Calibrador 1 (0,10 g/L) 100 3.2.4.1.3.1. 1 

Calibrador 2 (0,25 g/L) 100 3.2.4.1.3.2. 1 

Calibrador 3 (0,50 g/L) 100 3.2.4.1.3.3. 1 

Calibrador 4 (1,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.4. 1 

Calibrador 5 (2,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.5. 1 

Calibrador 6 (4,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.6. 1 

Calibrador 7 (5,00 g/L) 100 3.2.4.1.3.7. 1 

  

Tabela 25 - Controlos para o estudo da precisão intermédia e exatidão 

 
Solução de trabalho de 

padrões de referência (µL) 

Solução de PI a 0,10 g/L 

(mL) 

Controlo positivo (0,10 g/L) 100 3.2.4.1.7.1. 1 

Controlo positivo (0,50 g/L) 100 3.2.4.1.7.2. 1 

Controlo positivo (1,20 g/L) 100 3.2.4.1.7.3. 1 

 

Os resultados obtidos para o estudo da precisão intermédia foram tratados com 

recurso à ferramenta estatística ANOVA (fator único), utilizando as equações abaixo 

apresentadas nas tabelas 26 e 27. Segundo a norma SWGTOX é recomendado que as 

determinações do coeficiente de variação sejam determinadas de duas formas distintas, 

entre execuções analíticas e dentro das execuções analíticas. 
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Tabela 26 - Tabela ANOVA (fator único) 

Fonte Média Quadrática (MQ) Graus de liberdade 

Entre grupos 

 

𝑴𝑺𝒓𝒖𝒏 =
𝒏 ∑ (�̅�𝒊 − �̿�)𝟐𝒑

𝒊=𝟏

𝒑 − 𝟏
 

 

p - 1 

Dentro do 

grupo 

 

𝑴𝑺𝒓 =
∑ ∑ (𝒙𝒊𝒋 − 𝒙�̅�)

𝟐𝒏
𝒋=𝟏

𝒑
𝒊=𝟏

𝒑 (𝒏 − 𝟏)
 

 

p (n-1) 

Total  pn - 1 

 

Onde:  

p é o número de sequências de análises para cada nível de concentração (uma 

sequência por cada dia);  

n é o número de replicados em cada sequência; 

𝒙𝒊𝒋 representa a concentração de um replicado individual (replicado j) obtido na 

sequência i; 

�̅�𝒊 representa a média da concentração de n replicados obtidos na sequência i; 

�̿� é a média das médias de p sequências. 

 

Tabela 27 - Cálculo das estimativas da precisão intermédia 

Precisão Expressão 

Repetibilidade (Sr) 𝑺𝒓 = √𝑴𝑺𝒓 

Between-run precision (Srun) 𝑺𝒓𝒖𝒏 = √
𝑴𝑺𝒓𝒖𝒏 − 𝑴𝑺𝒓

𝒏
 

Precisão intermédia (S1) 𝑺𝟏 = √(𝑺𝒓
𝟐) + (𝑺𝒓𝒖𝒏

𝟐 ) 

  

Na tabela 28 encontram-se resumidos os resultados obtidos no estudo da precisão 

intermédia para as três concentrações estudadas (0,10; 0,50 e 1,20 g/L). No anexo 7.2.5.2. 

encontram-se os resultados obtidos, de forma mais detalhada. 
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Tabela 28 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisão intermédia 

Concentração (g/L) 
Sr Srun 

Precisão 

intermédia 
% CV 

Desvio 

padrão Esperada Obtida 

0,10 0,09 0,004 0,007 0,008 3,0 0,003 

0,50 0,49 0,013 0,009 0,016 2,5 0,012 

1,20 1,17 0,028 0,025 0,038 2,2 0,025 

  

4.6.7. Exatidão 

Para avaliar a exatidão foi estudada a recuperação da metodologia, isto é, a razão entre 

o valor observado e o valor esperado, com o objetivo de detetar a existência de erros 

sistemáticos, definir fatores de correlação e, se relevante, estimar a incerteza associada à 

recuperação da metodologia (𝑈�̅�). 

Através dos resultados obtidos para a precisão intermédia, calculou-se, para cada 

nível de concentração, a recuperação para cada dia (Ri) (equação 10) e a recuperação 

média (�̅�) (equação 11). Posteriormente, para avaliar se a recuperação média era 

significativamente diferente de 100%, aplicou-se, em cada concentração, um teste t de 

student, no qual o valor experimental (tExp) é calculado através das equações 12 e 13 e o 

valor crítico (tCrit) é dado pela distribuição bi-caudal para p-1 graus de liberdade num 

intervalo de confiança a 95%. Considerando um intervalo de confiança a 95%, o valor de 

t de student bilateral tabelado para 4 graus de liberdade é de 2,78. 

Foi aplicado o teste estatístico – t de student, para cada nível de concentração, de 

forma a verificar se a recuperação média era ou não significativamente diferente de 100%: 

se tExp < tCrit então 𝑅 ̅ não é significativamente diferente de 100% e 𝑈𝑅 ̅ é calculado com 

base na equação 14; caso contrário, se tExp > tCrit 𝑅 ̅ é significativamente diferente 100% e 

𝑈�̅� é calculado através da equação 15, de modo a contemplar este fator adicional de 

incerteza. 

 

𝑅𝑖 =
𝐶𝑂𝑏𝑠𝑖

𝐶𝐹𝑜𝑟𝑡𝑓
 R̅ =

∑ 𝑅𝑖
𝑝
𝑖=1

𝑝
 𝑡𝐸𝑥𝑝 =

|1 − R̅|

𝑈%�̅�
 

Equação 10 Equação 11 Equação 12 

 

𝑈%�̅� =
𝑆𝑂𝑏𝑠

√𝑝
 𝑈�̅� =

𝑈%�̅�

R̅
 

𝑈R̅ =

√(𝑈%�̅�)2 + (
1 − R̅

𝐾
)

2

R̅
 

Equação 13 Equação 14 Equação 15 

 

Onde: 

SObs é o desvio padrão de p valores de Ri obtidos em condições de precisão intermédia;  

Ri é a recuperação média de n replicados obtidos em condições de repetibilidade; 

K é o fator de expansão da incerteza expandida. 
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Na tabela 29 encontram-se resumidos os resultados obtidos no estudo da exatidão. 

Em anexo (7.2.6.) encontram-se os resultados obtidos, de forma mais detalhada. 

 

Tabela 29 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da exatidão 

Concentração 

(g/L) 

Recuperação 

(%) 
tExp tCrit 

Incerteza 

de R (%) 

0,10 94,43 1,73 

2,78 

3,4 

0,50 98,53 1,41 1,1 

1,20 97,75 2,03 1,1 

  

É possível verificar através da análise da tabela 29 que o valor de tCrit é superior ao tExp 

calculado para todos os CQI (gama baixa, média e alta). Portanto, o etanol apresenta 

recuperações médias não significativamente diferentes de 100% para as três 

concentrações analisadas, não evidenciando a existência de erros sistemáticos na 

metodologia. 

 

4.6.8. Arrastamento (Carryover) 

O estudo de eventuais fenómenos de arrastamento pode ser efetuado simultaneamente 

com alguns dos parâmetros de validação estudados, nomeadamente gama de trabalho, 

linearidade ou precisão intermédia. Contudo, no presente estudo, a avaliação deste 

parâmetro foi analisada, simultaneamente, com o estudo da precisão intermédia. Deste 

modo, preparou-se uma sequência analítica onde uma alíquota de branco de reagentes foi 

injetada imediatamente a seguir à análise dos calibradores mais concentrados da gama de 

trabalho selecionada (2,00; 4,00 e 5,00 g/L). Este procedimento foi realizado com o 

objetivo de averiguar a presença de fenómenos de arrastamento. 

Segundo a norma SWGTOX, para que se conclua sobre a ausência de fenómenos de 

arrastamento é necessário que os cromatogramas obtidos na análise das amostras branco 

de reagentes, injetadas entre os calibradores mais concentrados, não apresentem nenhum 

sinal cromatográfico correspondente ao analito de interesse. 

A análise dos cromatogramas dos brancos de reagentes não evidenciou a presença de 

nenhum sinal cromatográfico suscetível de contaminação, pelo que se conclui que não há 

evidências de fenómenos de arrastamento na gama de trabalho utilizada. 

A título de exemplo, no anexo 7.2.7., são apresentados três cromatogramas de brancos 

de reagentes analisados imediatamente após a análise dos calibradores mais concentrados 

(2,00; 4,00 e 5,00 g/L, respetivamente). 

 

4.6.9. Estabilidade 

Inicialmente foram criadas duas pools para cada uma das matrizes a analisar (humor 

vítreo, urina e sangue) e estas foram posteriormente fortificadas com o analito de interesse 

em dois níveis de concentrações 0,10 e 1,20 g/L, CQI baixo e alto respetivamente. Após 
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a fortificação das pools, foram preparadas 3 amostras (como descrito no ponto 3.2.4.2.) 

que foram analisadas no próprio dia, sendo as pools imediatamente congeladas. Passadas 

24 horas, todas as pools foram deixadas a descongelar à temperatura ambiente, e foram 

preparadas e analisadas novamente 3 amostras de ambas as concentrações para cada 

matriz, completando-se assim o primeiro ciclo de congelação/descongelação. O ciclo de 

congelação/descongelação e a respetiva análise foi repetido mais uma vez, após 182 dias. 

A média dos resultados obtidos (razão entre a área do analito e a área do padrão 

interno) foi comparada com a média das razões iniciais para ambas as concentrações de 

cada matriz e considerou-se que a amostra era estável quando a variação da concentração 

se encontrava dentro do erro aceitável (bias) para a metodologia em estudo, ou seja, ± 

10% da média das razões iniciais. Os resultados obtidos neste estudo encontram-se na 

tabela 30. 

 
Tabela 30 - Resultados obtidos no estudo da estabilidade 

Humor vítreo 

 [0,10] g/L [1,20] g/L 

Dia 1 0,067 0,731 

     

Dia 2 0,066 0,744 

     

Dia 3 0,064 0,719 

 

Sangue 

 [0,10] g/L [1,20] g/L 

Dia 1 0,059 0,803 

     

Dia 2 0,058 0,760 

     

Dia 3 0,056 0,799 

 

Urina 

 [0,10] g/L [1,20] g/L 

Dia 1 0,062 0,727 

     

Dia 2 0,061 0,717 

     

Dia 3 0,061 0,707 

 

De acordo com a tabela 30, o etanol manteve-se estável ao fim de 6 meses em ambas 

as concentrações nas diferentes matrizes biológicas. 
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Capítulo V – Conclusões 
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5. Conclusões 

A determinação da origem do etanol post mortem apresenta-se como uma etapa 

crucial durante a interpretação dos resultados obtidos. Isto deve-se ao facto de existirem 

diferentes origens possíveis para a formação de etanol detetado post mortem. A 

metodologia analítica desenvolvida no presente estudo para a deteção, identificação e 

quantificação de etanol teve como objetivo considerar esta variável relevante durante a 

interpretação dos resultados. Desta forma, o presente estudo pretendeu auxiliar na 

distinção da origem do etanol post mortem através da análise em diferentes tipos de 

matrizes biológicas (humor vítreo, sangue e urina). Para alcançar esse objetivo, 

desenvolveu-se uma metodologia analítica onde se selecionou um padrão interno 

adequado à análise, otimizou-se uma metodologia cromatográfica com o propósito de 

diminuir o tempo de cada análise e validou-se essa mesma metodologia. Os resultados 

obtidos no desenvolvimento e validação da metodologia permitem concluir que: 

 

✓ O acetonitrilo, como padrão interno, cumpriu todos os requisitos exigidos para o 

uso de um padrão interno na análise de etanol post mortem por HS-GC-FID. A 

utilização deste permitiu obter uma boa resposta analítica na metodologia 

desenvolvida e corrigir o problema na análise de amostras em situações já 

descritas anteriormente. 

 

✓ A metodologia analítica desenvolvida demonstrou ser capaz de analisar o etanol 

simultaneamente com o padrão interno selecionado (acetonitrilo), num intervalo 

de corrida de 3 minutos, com apenas 8 minutos de incubação no forno do 

headspace o que traduz numa redução de 7 minutos por análise. 

 

✓ A metodologia analítica desenvolvida e validada apresentou resultados de 

seletividade, precisão e exatidão satisfatórios. 

 

✓ Para além destes parâmetros, a metodologia também mostrou uma resposta 

analítica linear para a gama de trabalho estudada, assim como limiares analíticos 

apropriados. 

 

 

Em suma, a presente metodologia foi validada para a determinação de etanol post 

mortem em três matrizes biológicas diferentes (humor vítreo, sangue e urina) e permitiu 

reduzir o tempo de análise comparativamente ao método utilizado na rotina do SQTF-DC 

para a determinação de etanol em amostras de sangue. 
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7. Anexos 

7.1.    Alteração da metodologia cromatográfica 

 
Tabela 31 - Principais parâmetros cromatográficos do método utilizado na rotina do SQTF-DC no 

equipamento GCFI002 (adaptado de (140)) 

CTC CombiPAL 

Método headspace 

Modo de injeção Seringa 

Temperatura da seringa 70ºC 

Tempo de descarga da seringa 15 s 

Incubação 

Temperatura do forno 55ºC 

Tempo de incubação 12 min 

rpm na incubação 250 rpm 

Agitação ON 5 s 

Agitação OFF 2 s  

Injeção 

Volume de injeção 500 µL 

 

Injetor – Front (Split/Splitless) 

Split state ON 

Razão split 1.20 

Temperatura 200ºC 

Injetor – Middle (Split/Splitless) 

Split state ON 

Razão split 1:30 

 

Coluna – VARIAN Front (VF5MS) 

Comprimento 30 m 

Diâmetro interno 0,25 mm 

Espessura da fase 0,50 µm 

Pressão 1 bar 

Fluxo Gás de arraste 2,5 mL/min 

Coluna – VARIAN Middle (VF624MS) 

Comprimento 30 m 

Diâmetro interno 0,25 mm 

Espessura da fase 1,40 µm 

Pressão 1 bar 

Fluxo Gás de arraste 1,0 mL/min 

 

Forno 

Temperatura 35ºC 

Tempo 6 min 
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Detetor – Front 

Temperatura 290ºC 

Detetor – Middle 

Temperatura 290ºC 

 

Fluxo de gases 

Make-up (Hélio) 25 mL/min 

H2 30 mL/min 

Ar 300 mL/min 

 

 

 

Figura 24 - Cromatogramas obtidos de um controlo a 0,49 g/L através do método utilizado na rotina do SQTF-

DC para a determinação de etanol no sangue 
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7.2.    Validação da metodologia analítica 

7.2.1. Seletividade/Especificidade 

 

 
Figura 25 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de humor vítreo não fortificada - Colunas VF-5ms (à 

esquerda) e VF-624ms (à direita) 

 

 
Figura 26 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de humor vítreo fortificada - Colunas VF-5ms (à 

esquerda) e VF-624ms (à direita) 

 

 
Figura 27 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de urina não fortificada - Colunas VF-5ms (à 

esquerda) e VF-624ms (à direita) 
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Figura 28 - Cromatogramas obtidos para uma amostra de urina fortificada - Colunas VF-5ms (à esquerda) e 

VF-624ms (à direita) 

 

7.2.2. Identificação de interferentes 

 

 
Figura 29 - Cromatogramas da análise do Acetaldeído a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Acetaldeído 

 

 
Figura 30 - Cromatogramas da análise do Acetato de etilo a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Acetato de etilo 
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Figura 31 - Cromatogramas da análise da Acetona a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Acetona 

 

 
Figura 32 - Cromatogramas da análise do Éter dietílico a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Éter dietílico 

 

 
Figura 33 - Cromatogramas da análise do Éter dietílico a 1 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Éter dietílico 
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Figura 34 - Cromatogramas da análise do Isopropanol a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Isopropanol 

 

 
Figura 35 - Cromatogramas da análise do Metanol a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – Metanol 

 

 
Figura 36 - Cromatogramas da análise do n-Butanol a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – n-Butanol 
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Figura 37 - Cromatogramas da análise do n-Propanol a 5 g/L. Sinal cromatográfico: (1) – n-Propanol 

 

7.2.3. Linearidade e modelo de calibração 

 

Tabela 32 - Avaliação da homocedasticidade das variâncias 

0,10 g/L 5,00 g/L 

FExp (S2
2/S1

2) Concentração 

(g/L) 

Variância 

(S1
2) 

Concentração 

(g/L) 

Variância 

(S2
2) 

0,11 

0,000027 

4,93 

0,013343 492,69 

0,11 4,93 

0,10 5,00 

0,10 5,15 

0,11 5,15 

 

Tabela 33 - Avaliação da homocedasticidade das variâncias: Teste de Fisher 

 0,10 g/L 5,00 g/L  Teste F: duas amostras para variâncias 

Replicados AAnalito/API   Variável 1 Variável 2 

1 0,066 3,133  Média 0,1039 5,0340 

2 0,065 3,133  Variância 2,7E-05 0,0133 

3 0,058 3,176  Observações 5 5 

4 0,061 3,276  Graus de liberdade 4 4 

5 0,064 3,279  P(F<=f) uni-caudal 1,23E-05 

      

F experimental  492,69 

F crítico uni-caudal  6,39 
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Tabela 34 - Estudo dos fatores de ponderação 

 
Fator de 

ponderação 
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média 

∑ 

resíduos 

(%) 

1/x 11,06 16,36 8,76 20,74 16,70 14,72 

1/x2 10,27 13,19 8,08 16,53 15,44 12,70 

1/x1/2 10,22 22,01 9,06 22,04 20,25 16,72 

1/y 11,15 16,29 8,84 21,19 16,69 14,83 

1/y2 10,36 13,29 8,20 16,69 15,53 12,81 

1/y1/2 10,28 21,98 9,14 22,41 20,21 16,80 

        

r2 

1/x 0,9998 0,9997 0,9999 0,9993 0,9994 0,9996 

1/x2 0,9994 0,9993 0,9996 0,9982 0,9991 0,9991 

1/x1/2 0,9999 0,9998 0,9999 0,9995 0,9995 0,9997 

1/y 0,9998 0,9997 0,9999 0,9993 0,9994 0,9996 

1/y2 0,9994 0,9992 0,9996 0,9980 0,9991 0,9991 

1/y1/2 0,9999 0,9998 0,9999 0,9995 0,9995 0,9997 

  

Considerando um modelo de regressão linear ponderada w = 1/x2 

 

Concentração 

(g/L) 
AAnalito API AAnalito/API 

0,10 9,6 162,4 0,0591 

0,25 26,1 164,8 0,1584 

0,50 57,3 170,8 0,3355 

0,75 81,8 166,0 0,4928 

1,00 100,8 161,4 0,6245 

2,00 198,0 160,5 1,2336 

3,00 335,1 181,2 1,8493 

4,00 438,0 166,4 2,6322 

4,50 459,2 162,1 2,8328 

5,00 501,0 157,8 3,1749 

 

Estatística de regressão 

R 0,9993 

Quadrado de R 0,9987 

Erro padrão 0,0445 

Observações 10 

 

 Coeficientes Erro padrão 95 % inferior 95 % superior 

Ordenada na origem - 0,0039 0,3857 0,6651 2,4441 

Declive 0,6411 0,0120 - 0,0452 0,0103 
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Observação Y previsto Residuais 

1 0,0607 -0,0016 

2 0,1552 0,0032 

3 0,3061 0,0294 

4 0,4680 0,0248 

5 0,6442 -0,0197 

6 1,3032 -0,0696 

7 1,9586 -0,1093 

8 2,5204 0,1118 

9 2,9081 -0,0753 

10 3,2166 -0,0417 

 

 
 

7.2.4. Limiares analíticos: limite de deteção e limite de 

quantificação 

 

Considerando um modelo de regressão linear ponderada w = 1/x2 

 

Concentração 

(g/L) 
AAnalito API AAnalito/API 

0,025 2,2 166,6 0,013 

0,05 4,4 163,7 0,027 

0,10 10,4 162,0 0,064 

0,15 15,1 165,5 0,091 

0,20 20,1 165,1 0,122 

0,25 25,8 169,7 0,152 

0,30 29,4 160,6 0,183 

 

-0,150

0,000

0,150

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

R
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id
u

a
is

Concentração (g/L)
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Estatística de regressão 

R 0,9988 

Quadrado de R 0,9976 

Erro padrão 0,0024 

Observações 7 

 

 

 Coeficientes Erro padrão 95 % inferior 95 % superior 

Ordenada na origem - 0,0026 0,0217 0,0611 0,1727 

Declive 0,6254 3,5E-5 1,6E-4 1,4E-5 

 

Observação Y previsto Residuais 

1 0,0129 0,0003 

2 0,0297 -0,0028 

3 0,0573 0,0069 

4 0,0911 0,0001 

5 0,1228 -0,0011 

6 0,1547 -0,0027 

7 0,1862 -0,0031 
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7.2.5. Precisão 

7.2.5.1. Repetibilidade 

Considerando um modelo de regressão linear ponderada w = 1/x2 

Tabela 35 - Resultados obtidos para o controlo baixo (0,10 g/L) na repetibilidade 

Gama baixa – 0,10 g/L 

Replicados TRAnalito TRPI TRR AAnalito API AAnalito/API 

1 1,97 2,59 0,761 8,7 158,8 0,055 

2 1,97 2,59 0,761 9,4 160,4 0,059 

3 1,97 2,58 0,764 9,2 158,8 0,058 

4 1,97 2,59 0,761 9,1 158,1 0,058 

5 1,97 2,58 0,764 9,2 157,0 0,059 

       

Média   0,762   0,057 

Desvio 

Padrão 
  0,002   0,002 

% CV   0,2   2,7 

 

 

Tabela 36 - Resultados obtidos para o controlo médio (0,50 g/L) na repetibilidade 

Gama média – 0,50 g/L 

Replicados TRAnalito TRPI TRR AAnalito API AAnalito/API 

1 1,97 2,58 0,764 45,2 157,2 0,288 

2 1,97 2,58 0,764 50,2 168,4 0,298 

3 1,97 2,58 0,764 45,8 155,9 0,294 

4 1,97 2,58 0,764 45,5 157,6 0,289 

5 1,97 2,58 0,764 47,5 161,3 0,294 

       

Média   0,764   0,293 

Desvio 

Padrão 
  0,000   0,004 

% CV   0,0   1,5 
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Tabela 37 - Resultados obtidos para o controlo alto (1,20 g/L) na repetibilidade 

Gama alta – 1,20 g/L 

Replicados TRAnalito TRPI TRR AAnalito API AAnalito/API 

1 1,97 2,59 0,761 111,6 159,8 0,698 

2 1,97 2,59 0,761 119,2 158,6 0,752 

3 1,97 2,58 0,764 120,1 158,8 0,756 

4 1,97 2,59 0,761 107,7 153,2 0,703 

5 1,97 2,58 0,764 116,5 158,2 0,736 

       

Média   0,762   0,729 

Desvio 

Padrão 
  0,002   0,027 

% CV   0,2   3,7 

 

7.2.5.2. Precisão intermédia 

Considerando um modelo de regressão linear ponderada w = 1/x2 

Tabela 38 - Resultados obtidos referentes à precisão intermédia 

Data 1º Dia 2º Dia 3º Dia 4º Dia 5º Dia 

r2 0,9994 0,9993 0,9996 0,9996 0,9974 

Declive 0,6444 0,6375 0,6235 0,6421 0,6243 

a 0,0023 - 0,0020 - 0,0032 - 0,0020 - 0,0012 

 

Tabela 39 - Resultados obtidos referentes à precisão intermédia para o controlo de gama baixa (0,10 g/L) 

Gama baixa – 0,10 g/L 

Replicado 1 0,09 0,10 0,10 0,09 0,10 

Replicado 2 0,08 0,09 0,10 0,09 0,10 

Replicado 3 0,08 0,10 0,10 0,09 0,10 

Média 0,08 0,10 0,10 0,09 0,10 

Recuperação 82,41 98,41 100,18 93,09 98,07 

Concentração 

média 
0,09 

Recuperação 

média 
94,43 

Repetibilidade 

(Sr) 
0,004 

Between-run 

precision (Srun) 
0,007 

Precisão 

intermédia 
0,008 

CV (%) 3,0 
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Tabela 40 - Resultados obtidos referentes à precisão intermédia para o controlo de gama média (0,50 g/L) 

Gama média – 0,50 g/L 

Replicado 1 0,49 0,50 0,51 0,49 0,51 

Replicado 2 0,46 0,49 0,49 0,49 0,49 

Replicado 3 0,48 0,51 0,48 0,48 0,52 

Média 0,48 0,50 0,49 0,49 0,51 

Recuperação 95,33 100,00 98,67 97,33 101,33 

Concentração 

média 
0,49 

Recuperação 

média 
98,53 

Repetibilidade 

(Sr) 
0,013 

Between-run 

precision (Srun) 
0,009 

Precisão 

intermédia 
0,016 

CV (%) 2,5 

  

 

Tabela 41 - Resultados obtidos referentes à precisão intermédia para o controlo de gama alta (1,20 g/L) 

Gama Alta – 1,20 g/L 

Replicado 1 1,09 1,23 1,19 1,17 1,21 

Replicado 2 1,17 1,21 1,14 1,15 1,15 

Replicado 3 1,14 1,21 1,21 1,15 1,17 

Média 1,14 1,21 1,18 1,16 1,18 

Recuperação 94,60 101,27 98,18 96,40 98,31 

Concentração 

média 
1,17 

Recuperação 

média 
97,75 

Repetibilidade 

(Sr) 
0,028 

Between-run 

precision (Srun) 
0,025 

Precisão 

intermédia 
0,038 

CV (%) 2,2 
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7.2.6. Exatidão 

Considerando um modelo de regressão linear ponderada w = 1/x2 

Tabela 42 - Resultados obtidos referentes à exatidão para o controlo de gama baixa (0,10 g/L) 

Gama baixa – 0,10 g/L 

Data 1º Dia  2º Dia 3º Dia 4º Dia 5º Dia 

Média 0,08 0,10 0,10 0,09 0,10 

Recuperação 

(%) 
82,41 98,41 100,18 93,09 98,07 

Recuperação 

média 
94,43 

Desvio 

padrão 
7,22 

CV (%) 7,6 

N 5 

Texp 1,7251 

Tcrit 2,7764 

Incerteza de 

R%  
3,4 

Incerteza 

padrão 

relativo 

0,034 

 

Tabela 43 - Resultados obtidos referentes à exatidão para o controlo de gama média (0,50 g/L) 

Gama média – 0,50 g/L 

Data 1º Dia 2º Dia 3º Dia 4º Dia 5º Dia 

Média 0,48 0,50 0,49 0,49 0,51 

Recuperação 

(%) 
95,33 100,00 98,67 97,33 101,33 

Recuperação 

média 
98,53 

Desvio 

padrão 
2,33 

CV (%) 2,4 

N 5 

Texp 1,4084 

Tcrit 2,7764 

Incerteza de 

R% 
1,1 

Incerteza 

padrão 

relativo 

0,011 
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Tabela 44 - Resultados obtidos referentes à exatidão para o controlo de gama alta (1,20 g/L) 

Gama alta – 1,20 g/L 

Data 1º Dia 2º Dia 3º Dia 4º Dia 5º Dia 

Média 1,14 1,22 1,18 1,16 1,18 

Recuperação 

(%) 
94,60 101,27 98,18 96,40 98,31 

Recuperação 

média 
97,75 

Desvio 

padrão 
2,48 

CV (%) 2,5 

N 5 

Texp 2,025 

Tcrit 2,7764 

Incerteza de 

R% 
1,1 

Incerteza 

padrão 

relativo 

0,011 
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7.2.7. Arrastamento (Carryover) 

 

 
Figura 38 - Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada após um calibrador de 2,00 g/L 

 

 
Figura 39 - Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada após um calibrador de 4,00 g/L 

 

 
Figura 40 - Cromatogramas de uma amostra branco de reagentes injetada após um calibrador de 5,00 g/L 

 

 

 

 



 

 

 


