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Resumo: Para o adequado diagnóstico e tratamento no pronto-socorro, muitas vezes é 

necessário saber se a condição de um paciente pode ser elucidada pela intoxicação com 

algum agente exógeno. Assim, a análise toxicológica é normalmente conduzida quando o 

paciente apresenta-se sintomático, com histórico de ingestão de determinada substância ou 

quando a equipe médica necessitar de diagnóstico diferencial.  Geralmente, o sangue 

representa a matriz de escolha para essas análises, pois os efeitos farmacológicos e tóxicos 

podem ser, na maioria das vezes, correlacionados com a concentração do analito no 

organismo. O objetivo deste estudo foi a determinação de etanol e metanol em amostras 

provenientes de pacientes atendidos pelo Centro de Controle de Intoxicações da cidade de 

São Paulo.  Do total de amostras analisadas (n = 151), 31 apresentaram resultados positivos 

para etanol, sendo 25 com concentração superior a 0,5 g.L-1. Conclui-se que a técnica de 

preparo de amostra utilizada é relativamente barata, fácil e rápida, o que reitera a 

aplicabilidade do método nas análises toxicológicas de emergência. 

Palavras-chave: Análises toxicológicas de emergência; Etanol; Sangue; GC-FID. 
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Abstract: For proper diagnosis and treatment in the emergency department, it is often 

necessary to know if the condition of the patient can be elucidated by intoxication with any 

exogenous agent. Thus, the toxicological analysis is conducted when the patient presents with 

a history of symptomatic, ingestion of substance or when medical staff need a differential 

diagnosis Generally, blood is the matrix of choice for these analyzes because of the 

pharmacological and toxic effects may be, in most cases, correlated with the analyte 

concentration in the body. The objective of this study was the determination of ethanol and 

methanol in samples from patients seen by the Poison Control Center of the city of São Paulo. 

Of the total samples analyzed (n = 151), 31 showed positive results for ethanol, 25 of these 

with alcohol level exceeding 0.5 g L-1. Concluded that the sample preparation technique used 

is relatively cheap, quick and easy, which confirms the applicability of the method in the 

toxicological analysis of emergency. 

Keywords: Emergency toxicological analysis; Ethanol; Blood; HS/GC-FID. 

 

1. Introdução  

Segundo o último relatório da Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2012, cerca 

de 3,3 milhões de mortes foram associadas ao consumo de etanol. Este número 

corresponde a 5,9% de todas as mortes ou uma em cada vinte mortes no mundo no 

respectivo ano. Esse valor é superior, por exemplo, à proporção de mortes por 

HIV/AIDS (2,8%), mortes por causas violentas (0,9%) ou tuberculose (1,7%). O 

consumo crônico de etanol também tem sido relacionado com o suicídio e a violência 

e é um fator causal identificado em mais de 200 formas distintas de patologias e 

injúrias, incluindo manifestações neuropsiquiátricas, doenças cardiovasculares, 

acidente vascular cerebral isquêmico, doença isquêmica do coração, doenças do 

aparelho digestivo e diabetes, além de ser considerado um fator de risco em certos 

tipos de câncer. Estima-se que no ano de 2012, 5% da carga global de doenças e 

lesões (139 milhões de anos de vida ajustados por incapacidade) são atribuíveis ao 

consumo de etanol1-4.  

 A intoxicação aguda por etanol promove diminuição da consciência, cognição, 

percepção do comportamento e coordenação motora, sendo a mais frequente 

ocorrência atendida em serviços de emergência. As manifestações clínicas e a 

intensidade dos sintomas apresentam forte correlação com a concentração de etanol 

no sangue; contudo, outros elementos como a condição genética do indivíduo e sua 

associação com outras substâncias podem influenciar a suscetibilidade do paciente 

intoxicado, sendo a contaminação com metanol (proveniente de bebidas adulteradas) 
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um bom exemplo. A intoxicação por metanol geralmente ocorre devido à ingestão de 

bebidas adulteradas contendo concentrações elevadas dessa susbtância5. Os 

principais sintomas decorrentes do consumo de metanol incluem cefaleia, vertigem, 

dor abdominal, diarreia, náuseas e vômitos até cegueira parcial ou total e morte6. 

 Assim, considera-se fundamental o diagnóstico laboratorial para a constatação 

da intoxicação por etanol e metanol, representando importante ferramenta para a 

equipe médica no que se refere ao tratamento do paciente bem como no 

acompanhamento da sua evolução clínica4,7,8.  

 Métodos para a identificação e correta quantificação de álcoois por 

cromatografia gasosa com detector de ionização em chama (GC-FID) já estão bem 

estabelecidos na literatura e devido à sua sensibilidade, precisão e relativa 

especificidade, esta metodologia foi selecionada para a realização das análises de 

álcoois descritas neste trabalho9-12. A implementação da técnica analítica e a sua 

utilização na rotina das análises de emergência exige um processo de validação para 

garantir a confiabilidade do método. Desta maneira, objetivou-se validar um método 

para a determinação de etanol e metanol em amostras de sangue empregando a 

técnica de extração por headspace e análise por GC-FID (HS/GC-FID). Após validado, 

o método foi aplicado com sucesso em amostras de pacientes atendidos pelo Centro 

de Controle de Intoxicações da cidade de São Paulo (CCI – SP). 

 

2. Material e métodos 

2.1 Reagentes e materiais 

Todas as substâncias empregadas neste trabalho foram de alta pureza. Etanol e 

metanol foram obtidos da empresa Merck (>99.9%; Darmstadt, Alemanha), padrão 

interno n-propanol da empresa Sigma-Aldrich (>99%; St. Louis, EUA). A água utilizada 

foi deionizada em um sistema Milli-Q da empresa Millipore (Bedford, EUA). 

 

2.2 Análise instrumental e aquisição de dados 

As análises foram realizadas em equipamento de cromatografia gasosa série 6890 

(Hewlett Packard, EUA), com detector de ionização em chama (GC-FID). A seguinte 

condição cromatográfica foi utilizada para as análises: coluna Poraplot-Q (10m x 0,32 

mm x 5µm); gás de arraste: hidrogênio, a um fluxo de 1,5 mL.min-1; temperatura do 

injetor: 250 ºC; temperatura do detector: 280 ºC; temperatura do forno: 120 ºC (modo 

de operação isotérmica). Tempo total de corrida: 15 minutos. As injeções foram 
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realizadas manualmente com uma seringa “gas-tight” de 500 µL (Hamilton, EUA). Os 

dados foram processados utilizando o software HPCHEM (Hewlett Packard, EUA). 

Para a obtenção dos cromatogramas, os dados brutos foram extraídos dos softwares 

de cada equipamento e plotados no programa Microsoft Excel® 2010.  

.  

2.3 Amostras 

Amostras de sangue negativas (branco) foram obtidas de voluntários que declararam 

a não ingestão de etanol e metanol. Para verificar a ausência desses compostos, uma 

alíquota de cada amostra foi analisada de acordo com o método proposto. Este 

trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Bioética em Medicina do Hospital 

participante (protocolo nº 018/CEM/HMARS-2014) e também pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – USP (protocolo nº 902.088). As 

amostras biológicas (sangue) foram coletadas de pacientes com suspeita de 

intoxicação, passíveis de análises toxicológicas, atendidos pelo CCI – SP, alocado no 

Hospital Municipal Dr. Arthur Ribeiro de Saboya. Durante o atendimento foi aplicado 

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, somente após a autorização 

do paciente, as amostras foram  incluídas no estudo. Pacientes com idade inferior a 

18 anos e/ou em estado inconsciente somente foram incluídos no estudo mediante a 

autorização de um responsável legal. Após a coleta, as amostras de sangue 

(aproximadamente 3 mL, em tubos Vacutainer® com EDTA) foram encaminhadas ao 

Laboratório de Análises Toxicológicas da Universidade de São Paulo e armazenadas 

em freezer à – 20 ºC. 

 

2.4 Preparo da amostra  

Uma alíquota de 500 µL da amostra de sangue total foi transferida para um frasco de 

“headspace” de 10 mL, onde foram adicionados 500 µL de água deionizada e 1000 

µL de n-propanol 0,6 g.L-1 como padrão interno. O frasco foi lacrado utilizando tampa 

de alumínio com septo de borracha e colocado na estufa a 70 ºC durante 30 minutos. 

Após esse período recolheu-se, com o auxílio de uma seringa gas-tight, 500 µL do 

vapor e injetou-se diretamente no equipamento GC-FID, descrito anteriormente. O 

método descrito para determinação de etanol e metanol em sangue está ilustrado na 

Figura 1. 
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Figura 1. Método de extração de etanol e metanol em sangue por headspace com análise por 

cromatografia gasosa com detector de ionização em chama (HS/GC-FID). PI, padrão interno (n-

propanol). 

 

2.5 Validação do método 

O método foi validado, estabelecendo-se os parâmetros de limite de detecção (LOD), 

limite de quantificação (LOQ), linearidade, exatidão e precisão intra e inter-dia de 

acordo com guias nacionais e internacionais13-17. Foi calculada ainda a incerteza de 

medição do método proposto. 

 

3. Resultados e discussão 

3.1 Validação do método 

Os valores de LOD e LOQ encontrados no método para determinação de etanol em 

sangue foram de 0,005 g.L-1 e 0,1 g.L-1 respectivamente.  Para o metanol, o LOD e 

LOQ encontrados foram 0,01 e 0,1 g.L-1. Os limites foram determinados pelo método 

empírico, que consiste em analisar uma série de amostras fortificadas com 

concentrações decrescentes dos analitos estudados e os resultados avaliados em 

relação ao coeficiente de variação entre as replicatas. A linearidade foi determinada 

utilizando amostras de sangue negativo (isento dos analitos de interesse) adicionadas 

de padrões analíticos em seis diferentes concentrações, dentro da faixa de trabalho 

de 0,1 a 5 g.L-1 para os dois analitos estudados. A análise foi realizada em seis 

replicatas para cada concentração. Foi obtido um valor de coeficiente de determinação 

(r2) maior que 0,99, para os dois analitos estudados.  

 Na faixa de concentração estipulada para a curva de calibração do etanol e do 

metanol, o método foi considerado linear e os parâmetros avaliados estavam de 
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acordo com os critérios de aceitação da ANVISA14, que estipula desvio menor ou igual 

a 20% em relação à concentração para o LOQ, desvio menor ou igual a 15% em 

relação às outras concentrações da curva de calibração e o coeficiente de correlação 

linear igual ou superior a 0,98. 

 Na faixa de concentração da curva de calibração (0,1 a 5 g.L-1), foi apresentado 

o fenômeno de heteroscedasticidade. Usando os mínimos quadrados ponderados de 

regressão linear, a soma do percentual de erro relativo ao longo de todo o intervalo 

indicado de "melhor ajuste", na avaliação da eficácia do fator de ponderação utilizada 

foi 1/y2 para o etanol e 1/y para o metanol; assim as equações da regressão linear 

encontradas para os dois analitos, etanol e metanol, foram respectivamente: y = 

0,3914x - 0,0013, r2 = 0,9938 e y = 0,1684x - 0,0008, r2 = 9979. A precisão do método 

foi avaliada por meio da determinação do coeficiente de variação (CV%) das áreas 

relativas (razão entre área absoluta do analito e a área absoluta do padrão interno) 

exibido entre as replicatas (n = 6) preparadas em três diferentes concentrações e em 

três dias consecutivos para cada analito estudado. A precisão intradia e a precisão 

inter-dia foram calculadas pela análise de variância (ANOVA) usando “dia” como 

variável agrupadora.  

 O ensaio de exatidão foi realizado utilizando três diferentes concentrações, com 

seis replicatas por concentração. Os valores encontrados estão de acordo com as 

normas adotadas para validação de métodos onde a exatidão do método deve estar 

entre ± 20% para a concentração baixa e ± 15% para as concentrações média e alta. 

Os resultados dos parâmetros avaliados estão descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Precisão e exatidão do método para determinação de etanol e metanol em 

amostras de sangue. 

Parâmetros 
 Resultados 

 Etanol Metanol 

Precisão intra-dia 

(CV%) 

C1 2,3 6,5 

C2 7,3 10,7 

C3 6,6 3,2 

Precisão inter-dia 

(CV%) 

C1 5,6 12,8 

C2 13,5 12,9 

C3 11,9 7,4 

Exatidão (%) 

C1 110,0 80,6 

C2 93,0 88,6 

C3 99,0 95,6 

CV% coeficiente de variação, C1 0,1 g.L-1, C2 2 g.L-1, C3 4 g.L-1. 
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 A estimativa da incerteza de medição foi realizada de acordo com o Guia 

EURACHEM/CITAC18 e o ''Guia para a expressão da incerteza de medição''19. 

Resumidamente, para calcular a incerteza expandida, possíveis fontes de incerteza 

(volume de amostra, concentração do analito na amostra, precisão do método e 

incerteza do equipamento) foram identificadas utilizando o diagrama de Ishikawa, 

também conhecido como diagrama causa e efeito. A incerteza padrão (uc) de cada 

estimativa de entrada foi determinada e, em seguida, calculou-se a incerteza 

combinada, que consiste na soma quadrática das diversas incertezas padrão 

apresentadas. Finalmente, a incerteza expandida foi determinada pela multiplicação 

da incerteza combinada por um fator de abrangência apropriado obtido a partir da 

tabela de distribuição t-Student. Em ordem de importância, os fatores mais cruciais 

para o cálculo de incerteza do método foram: concentração de analito, precisão do 

método, incerteza do equipamento e volume da amostra (Figura 2). Valores médios 

para a incerteza combinada das amostras analisadas mantiveram-se em cerca de 

6,0%. Este valor de incerteza de medição está de acordo com as normas e referências 

internacionais o que confirma que o método é aplicável e os resultados gerados 

possuem confiabilidade e qualidade.  
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Figura 2. Contribuição de diferentes fontes de entrada no cálculo da incerteza padrão 

combinada para o método de detecção de etanol em sangue. Co, concentração. 

 

 Na Figura 3 é apresentado o cromatograma obtido com a análise por HS/GC-

FID de uma amostra de sangue negativo adicionada com metanol e etanol na 

concentração de 2 g.L-1. 
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Figura 3. Cromatograma obtido com a análise por headspace e GC-FID de sangue 

adicionado de metanol (1,59 min) e etanol (2,36 min) na concentração de 2 g.L-1. IS, padrão 

interno n-propanol (6,20 min). 

 

 Após a validação do método, o mesmo foi aplicado em amostras (n = 151) 

provenientes do CCI – SP. Do total de amostras analisadas, 31 apresentaram 

resultados positivos para etanol, sendo que 25 dessas apresentaram concentrações 

superiores a 0,5 g.L-1, concentração sanguínea onde são observadas alterações 

iniciais da intoxicação por etanol20. Em 13 amostras a intoxicação foi considerada leve, 

8 amostras com intoxicação moderada e 4 com intoxicação grave, sendo a maior 

concentração de etanol encontrada de 4,8 g.L-1 21. Não foram encontrados resultados 

positivos para metanol, considerando o LOD de 0,01 g.L-1.  Os resultados podem ser 

visualizados na Tabela 2. 

 Avaliando os dados obtidos a partir da ficha de atendimento hospitalar e 

correlacionando-os com as amostras positivas, é possível traçar um perfil preliminar 

das intoxicações por etanol registradas durante o período estudado nos pacientes do 

CCI – SP. As intoxicações foram predominantes nas faixas etárias de 20 – 29 anos 

(46,6%) e 30 – 39 anos (33,3%). Do total de casos avaliados, foi observada uma 

diferença significativa entre os gêneros (homens 86% e mulheres 14%). Considerando 

a circunstância da exposição, foi verificado que 58% dos casos ocorreram por abuso 

de etanol e 14% em tentativa de suicídio. Através de procedimentos de triagem e 

empregando métodos imunoenzimáticos realizados pelo laboratório do CCI – SP, foi 

constatado que 86% dos casos positivos de intoxicação por etanol apresentaram 

associação com outras drogas de abuso, sendo a cocaína a de maior prevalência 

(40% das amostras). 
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Tabela 2. Concentrações das amostras positivas e grau de intoxicação. 

 

 

4. Conclusão 

Nesse estudo foi aplicado um método para determinação de etanol e metanol em 

amostras de sangue e o método foi validado considerando parâmetros de linearidade, 

precisão, exatidão e incerteza de medição. Todos os valores obtidos estão de acordo 

com os critérios de aceitação predefinidos pelos guias nacionais e internacionais de 

validação de métodos. Assim, conclui-se que a técnica de preparo de amostras 

Grau de intoxicação 
Concentração de etanol 

detectada (g.L-1) 

Leve 

0,5 

0,5 

0,5 

0,6 

0,6 

0,6 

0,7 

0,9 

1,0 

1,1 

1,2 

1,3 

Moderada 

1,5 

1,6 

2,0 

2,0 

2,1 

2,3 

2,6 

2,9 

Grave 

3,3 

3,4 

3,9 

4,8 
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utilizada é relativamente barata, fácil e rápida, o que confirma a aplicabilidade do 

método nas análises toxicológicas de emergência.  
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