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RESUMO

As catinonas sintéticas (CAT) sdo um grupo de novas substancias psicoativas
(NSP) que apresentam efeitos psicoativos similares a metanfetamina. Essas drogas
sdo, em sua maioria, adulteradas com cafeina (CAF) com o intuito de aumentar a
massa do produto e, dessa forma, gerar lucro. Nesse trabalho, um método extragéo
em fase solida molecularmente impressa (MISPE) com HMIP foi desenvolvido para
aplicagdo de um método de clean-up para extrair CAF de amostras de comprimidos
de CAT apreendidos pela Policia Civil do Distrito Federal. As condigcbes da MISPE
foram definidas por meio da aplicacao de um planejamento fatorial completo de dois
niveis e quatro fatores: (1) pH da amostra; (2) pH da solugao de condicionamento; (3)
solvente de condicionamento e (4) ordem de condicionamento. A partir dos resultados
do planejamento observou-se que os fatores (1) e (2) no nivel superior (pH 9) e os
fatores (3) e (4) nos niveis inferiores (agua pH 9 seguida de metanol) promoveram
valores de retencao de CAF de 89%. O procedimento final da MISPE foi aplicado em
trés amostras de CAT e foram observadas retencdo média de 74%. Para avaliar a
seletividade do método, realizou-se a NISPE que apresentou taxa de retencdo média
de 58%, indicando que o método desenvolvido é seletivo a CAF. A MISPE também foi
aplicada em uma amostra apreendida de comprimido CAF para avaliar outra matriz.
Foi possivel retirar 75%, em média, da CAF presente na amostra, o que indica que a
MISPE pode ser aplicada em diferentes matrizes e pode ser utilizada para o clean-up
de outras amostras de drogas que apresentem adulteragdo por CAF. O método
desenvolvido aponta aspectos inovadores ao utilizar MIP para extrair o adulterante

maijoritario de amostras de comprimidos de CAT.

Palavras-chave: Catinonas sintéticas, NSP, CAF, preparo de amostra, quimiometria,

planejamento de experimentos, MIP, MISPE.



ABSTRACT

Synthetic cathinones (CAT) are a group of new psychoactive substances that
exhibit methamphetamine-like psychoactive effects. These drugs are mostly
adulterated with caffeine (CAF) to increase the mass of the product and thus generate
profit. In this work, a molecularly imprinted solid phase extraction (MISPE) method was
developed to apply a clean-up method to extract CAF from samples of CAT tablets
seized by the Civil Police of the Federal District. The MISPE conditions were defined
by applying a full factorial design with two levels and four factors: (1) sample pH; (2)
pH of the conditioning solution; (3) conditioning solvent and (4) conditioning order.
Based on the results of the study, it was observed that factors (1) and (2) at the upper
level (pH 9) and factors (3) and (4) at the lower levels (water pH 9 followed by methanol)
promoted values of 89% CAF retention. The final MISPE procedure was applied to a
three different samples of seized CAT tablets resulting in a mean retention of 74% of
CAF. To assess the methods selectivity, the same procedure was conducted using NIP
as solid phase which resulted in a mean retention of 58%, indicating that the MISPE is
selective to CAF. The MISPE was also applied to a different drug sample containing
CAF. It was possible to remove 75%, on average, of the CAF present in the tablet,
which indicates that the MISPE can be applied in different matrices and can be used
for the clean-up of other drug samples that present adulteration by CAF. The developed
method points to innovative aspects when using MIP to extract the major adulterant

from samples of CAT tablets.

Keywords: Synthetic cathinones, NPS, CAF, sample preparation, chemometrics,

design of experiments, MIP, MISPE.
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Introducéo

1. INTRODUGAO

Catinonas sintéticas (CAT) fazem parte de uma classe de substancias
psicoativas que apresenta efeitos similares ao da cocaina, éxtase e anfetamina'. Séao
derivados sintéticos da catinona, um alcaloide anfetaminico presente nas folhas da
planta Catha edulis, e sao classificadas como drogas de designer ou Novas

Substancias Psicoativas (NSP)"2.

A falta de controle na sintese faz com que essas amostras nao sejam puras,
normalmente estdo presentes outras substdncias como celulose, no caso de
comprimidos, reagentes residuais e adulterantes. Dentre as substéncias utilizadas
como adulterantes a mais presente em amostras de CAT ¢é a cafeina (CAF). Por ser
um po branco inodoro estimulante, ela € comumente adicionada a substancias

anfetaminicas de modo a aumentar a massa e gerar lucro®#,

A presenga desses adulterantes faz com que seja necessario o emprego de
uma etapa de preparo de amostra de modo a deixar o analito mais disponivel para sua
determinacdo. Atualmente o preparo de amostra utilizado consiste na maceracéo do
comprimido e posterior extragao sélido-liquido utilizando metanol (MET), resultando na
extragdo de CAT e CAF para a fase liquida. Dessa forma, os métodos mais
empregados para a determinacdo dessas substincias sdo baseados em

cromatografias com detecgao por espectrometria de massas®2.

Porém, devido ao carater ilicito da sua produgdo, surgem constantemente
novos analogos de CAT cujos tempos de retencao e padrées de fragmentagao nao
sdo conhecidos, tornando a sua determinagcdo onerosa. Além disso, a grande
quantidade de CAF presente pode coeluir e atrapalhar a identificacdo de novas CAT.
Uma estratégia empregada atualmente € a extragdo de CAT das amostras por meio
de extracao liquido-liquido e purificagdo da amostra a partir de recristalizagao, porém,
devido ao rapido surgimento de novos analogos, essa estratégia nao é eficiente visto
que cada analogo necessitaria de um procedimento especifico, tornando o processo
de preparo de amostra demorado e resultando num grande gasto de solventes

organicos.

Nesse caso, o0 emprego de uma etapa de clean-up no preparo da amostra se
mostra uma estratégia vantajosa visto que promoveria a extragédo do interferente
majoritario da amostra, melhorando a relagao sinal-ruido do detector. Uma técnica

bastante utilizada para limpezas de amostra é a extragcdo em fase solida (SPE), que
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consiste na extracdo do interferente por meio da percolagdo da amostra por um

cartucho de extragao®1°.

Porém, as fases sodlidas comerciais apresentam baixa seletividade, o que
torna oneroso o desenvolvimento de um método de preparo de amostra. Além disso,
os cartuchos de extragcdo podem ser utilizados apenas uma vez, aumentando o custo
do procedimento. Dessa forma, o emprego de polimeros molecularmente impressos

(MIP) como fase solida é uma forma de contornar este problema'®",

MIP sao polimeros que possuem cavidades com sitios de interacao
especificos para extragao de uma molécula de interesse. Esses sitios sdo formados a
partir de um processo de polimerizagdo que ocorre em torno de um complexo formado
entre a molécula molde (MM) e um monémero funcional (MF) por meio de um agente
de ligagéo cruzada (ALC).">"3 Ao fim da sintese o material € lavado para a retirada da
MM deixando no material cavidades seletivas. Devido a sua alta seletividade e
possibilidade de reutilizagdo, o seu emprego como fase solida facilita o

desenvolvimento do método e diminui os custos do procedimento.

Mesmo com o emprego de MIP como fase soélida em SPE (MISPE - do inglés
Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction) ainda se faz necessario o estudo de
cada etapa envolvida no processo de extragdo para que esta seja o mais eficiente
possivel. Portanto é necessaria a otimizagao de todo processo que pode ser feita de
forma univariada ou multivariada. Devido a interdependéncia das etapas da SPE, a
melhor alternativa é a otimizagdo multivariada dos parametros para a determinacao do

ponto 6timo global, que pode ser realizado empregando ferramentas quimiométricas’-
16

Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo geral desenvolver um método de
clean-up baseado em MISPE para a extragdo de CAF em amostras apreendidas pela
Policia Civil do Distrito Federal (PCDF) de CAT.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CATINONAS SINTETICAS

O termo Nova substancia psicoativa (NSP) é utilizado para categorizar
analogos sintéticos de drogas ilicitas ja conhecidas'. Também conhecidas como
designer drugs (drogas de designer), estas substancias possuem estrutura quimica

similar a de drogas ja conhecidas: canabindides, opidides e anfetaminas,



Revisdo Bibliografica

proporcionando os mesmos efeitos e apresentando pequenas diferengas estruturais
suficientes para evadir medidas de controle aplicadas a substancias ja conhecidas e

controladas 1718,

Dentre esses compostos, as catinonas sintéticas (CAT) (Figura 1A) sdo o
grupo mais prevalente de NSP. Analogas a catinona, um alcaloide anfetaminico
encontrado naturalmente nas folhas de Khat (Catha edulis), tem o efeito
psicoestimulante, similar ao da metanfetamina e metileno-dioximetanfetamina (MDMA)
121719 A principio foram sintetizadas com o intuito de uso terapéutico, sendo as
primeiras a metcatinona e a mefedrona, descritas em 1929, e se popularizaram no

inicio dos anos 2000 com a proibigdo das metanfetaminas™®.

A B 1

NH,

CH
3 / 4
Figura 1. Estrutura quimica da (A) CAT e seus (B) sitios de substituigéo.

O consumo de CAT cresceu ainda mais em 2006 com o advento da internet,
onde eram vendidas como “bath salts” (do inglés sais de banho), “fertilizante” e com o
aviso “not for human consumption” de modo a driblar a legislagao'®. Sdo vendidas em
formato de pd, cristais, pilulas, comprimidos e selos, e normalmente, compostos de

uma mistura de diferentes espécies analogas’°.

Devido ao numero de sitios possiveis de substituicao na sua estrutura quimica
(Figura 1B), o numero de novos compostos cresce rapidamente. Além disso, com o
maior controle dos reagentes usados na sintese faz com que os laboratérios
clandestinos busquem outras rotas sintéticas utilizando reagentes alternativos,

resultando no surgimento de novos analogos'?'22,

Nesse contexto, & essencial uma fiscalizacdo e classificagdo constante
dessas drogas. Porém, as amostras apreendidas possuem matrizes complexas,
muitas vezes contendo celulose, restos de sintese e adulterantes. O que torna o

processo de caracterizacdo de novas CATs extremamente trabalhoso. Dentre os
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adulterantes citados na literatura, o mais prevalecente nas amostras de CAT ¢é a
cafeina (CAF)34.

2.2. CAFEINA

A CAF (Figura 2) é um alcaloide pertencente ao grupo das metilxantinas
presente em diversas espécies de plantas que apresenta um efeito estimulante quando
ingerido. E uma substancia de facil aquisicdo vastamente utilizada para melhorar
atengao e performance fisica, sendo encontrada em farmacos, bebidas como café,

refrigerantes, chas e suplementos*11:23.24,

CH,

|
Ox N N
N
H )
O CHj

Figura 2. Estrutura molecular da CAF.

Por ser um composto legal, barato e de facil aquisigdo com caracteristicas
fisicas similares a drogas ilicitas (pé branco inodoro e insipido), € muito utilizado como
adulterante, sendo adicionado as drogas para adicionar massa e gerar lucro. Além
disso, em casos como a heroina, a adicao da CAF facilita a administragdo, visto que a
mistura diminui a temperatura de vaporizagéo®. Ela é quase sempre adicionada a
substancias anfetaminicas, sendo constantemente encontrada em amostras de CAT,

ja que potencializa o seu efeito psicoativo 34.

Isso torna o processo de determinagdo e caracterizacdo dessas amostras
oneroso, devido a alta solubilidade da CAF em metanol (MET), solvente muito utilizado
no preparo de amostras de CAT?-?7, Durante esse procedimento, a CAF é extraida da
matriz juntamente com o analito de interesse, isso devido a alta polaridade do MET e
a sua capacidade de realizar interagdes do tipo ligagcao de hidrogénio com a CAF por
ser um solvente polar prético''. Dessa forma é necessaria a utilizagdo de métodos de
separagdo como cromatografia liquida (LC — do inglés Liquid Chromatography) e
gasosa (GC - do inglés Gas Chromatography) acopladas a espectrémetros de massa

(MS — do inglés Mass Spectrometry).

Essa abordagem é muito utilizada para a determinagdo de NSPs e a

identificacdo das estruturas presentes é realizada analisando os padrboes de
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fragmentacdo obtidos junto aos tempos de retengado®®®. Porém essa estratégia
depende da comparacido com espectros das bibliotecas ou da existéncia de um padrao

analitico, o que € inviavel no caso de substancias ainda ndo catalogadas?’°.

Outras estratégias aplicadas quando uma nova substancia € identificada é a
purificagdo da amostra por meio de recristalizacdo e posterior analise por
espectroscopia no infravermelho (IV) e no ultravioleta (UV)®. Ou a separagdo dos
compostos psicoativos por meio de extracdes liquido-liquido consecutivas utilizando
diferentes solventes organicos?®. Ambas as estratégias sdo trabalhosas, necessitando

de muitas etapas e grande volume de solventes organicos.

Nesse contexto, o emprego de uma etapa de clean-up para retirar a CAF
auxiliaria na analise e caracterizagao dessas amostras ja que esta presente em grande
quantidade. A técnica de extracao em fase sélida (SPE) é uma boa opc¢éo devido a

sua seletividade, simplicidade e menor gasto de solventes organicos.

2.3. EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Na SPE, a extragdo ocorre por meio das interagdes quimicas entre o analito
presente na solugdo da amostra e uma fase solida de elevada area superficial. A
extragao se da pela migragédo do composto de interesse contido na fase liquida para a
fase solida por meio de um processo de adsorgao promovido pela interagdo quimica
entre tal composto e sitios presentes na fase solida®. A natureza dessas interagdes
depende da fase solida utilizada e podem ser de carater idnico, covalente, ligagéo de
hidrogénio, entre outras. Elas garantem que o composto de interesse fique retido na

fase solida sendo, assim, extraidos da matriz.

Devido as suas vantagens sobre a extragdo liquido-liquido, tais como: menor
consumo de solvente organico, facilidade de automacgao, altas porcentagens de
recuperagao, volumes reduzidos de residuos toxicos e melhoria em seletividade®, a
SPE é uma boa alternativa para o preparo de amostras que apresentam matrizes
complexas, como é o caso de comprimidos de CAT. Além disso, 0 seu emprego antes
da analise cromatografica impede que os interferentes coeluam com os analitos e
reduzem a necessidade de limpezas constantes nas colunas, garantindo a estas uma

maior durabilidade.

A SPE pode ser conduzida de maneira on-line, em que a SPE é acoplada a
um método de analise, e off-line, em que o preparo da amostra e a analise sao
realizados separadamente, podendo ser aplicados diversos tipos de dispositivos de

extracdo. O modo off-line é o mais utilizado devido a sua maior praticidade, ja que a
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SPE é uma técnica rapida e o modo on-line implica na construgcdo do sistema. O

dispositivo mais empregado na SPE ¢é o cartucho de extragdo em forma de seringa.

Esses cartuchos (Figura 3) sdo formados por um tubo de polipropileno ou
vidro preenchidos com uma fase sdlida contida entre dois filtros de polietileno, ago ou
politetrafluoretileno (PTFE). As fases sdlidas convencionais s&o, geralmente, divididas
em trés grupos: silica quimicamente ligada, materiais de carbono e materiais
poliméricos. O tipo de sorvente e sua quantidade no cartucho dependem da matriz da

amostra e da natureza quimica do composto de interesse a ser extraido®3".

Material

Filtros
adsorvente

Figura 3. Esquema de um cartucho de extracdo em fase solida.

O procedimento de SPE consiste em quatro etapas: condicionamento,
carregamento, limpeza e eluigdo, representadas esquematicamente na Figura 4. No
condicionamento, percola-se um solvente pela fase soélida, de modo que a area
superficial disponivel desta aumente e ative os sitios de interagdo, melhorando a sua
performance como material adsorvente. Apds o condicionamento, a amostra €&
percolada pela fase sdlida de modo que as espécies presentes em solugdo que
apresentarem maior afinidade com a fase solida fiquem retidas nesta, sendo extraidas
da matriz. Durante a lavagem, sdo removidas da fase sélida quaisquer compostos néo
desejados, para isso utiliza-se um solvente que interaja bem com essas espécies de
modo que nao ocorra a coeluicdo do analito. Por fim, promove-se a extragdo das

espécies adsorvidas na fase solida deixando-o disponivel para posterior detecgdo 3.

Quando a SPE é utilizada para o clean-up de amostras, as etapas de
condicionamento e carregamento s&o particularmente decisivas para que apenas 0s
interferentes matriciais fiquem retidos na fase sodlida. Muitas vezes a etapa de
condicionamento é composta por duas fases: ativacdo e equilibrio, em que,

primeiramente sdo ativados os sitios de interacdo da fase sélida e em seguida é
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realizada a preparagao da fase sélida garantindo a migragao e ancoragem efetiva das

espécies de interesse.

-~ 09

Solugéo
condicionante

Analito

A

@
Solugao
lyls i - de lavagem

Interferentes

>t

Solugéo
de eluigéo

O O

Figura 4. Esquema das principais etapas de SPE off-line. Em que 1=condicionamento,

2=carregamento, 3= lavagem e 4=eluigdo®.

A aplicacido da SPE para o preparo de amostras de CAT apreendidas nao é
muito comum, mas ja foram estudadas a utilizacdo de fases solidas de troca ibnica
para extragdo de alguns andlogos ja conhecidos®’. Porém, devido ao rapido

surgimento de novas espécies de CAT, essa abordagem néao esta sendo eficiente.

Devido a baixa seletividade das fases comerciais disponiveis, o
desenvolvimento do método baseado em SPE é, muitas vezes, oneroso e de alto
custo. De modo a solucionar isso, SPE baseadas em fases sélidas como os MIP tém
chamado a atencado dos pesquisadores devido a maior seletividade na separagao do
analito de interesse e possibilidade de reutilizagdo '33*, Assim, os MIP substituem as
fases solidas comuns tornando mais eficiente o desenvolvimento de métodos e

diminuindo os custos'3%.

2.4. POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS (MIP)

Os MIPs sdo materiais poliméricos que apresentam em sua matriz cavidades
especificas com locais de alta afinidade e complementares em tamanho, dimensao e
funcionalidade a um composto de interesse. O conceito de impressdo molecular foi
baseado no processo de formagdo de anticorpos in vitro proposto por Pauling *. Em

seus estudos, Pauling percebeu que o anticorpo era modelado ao redor do antigeno
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mediante ligagdes seletivas. Nesse contexto, surgiu a ideia da sintese de um material
sintético similar a esse processo antigeno-anticorpo, com o objetivo de formar

cavidades especificas para uma molécula molde (MM) 111337,

MIPs apresentam sitios de interacdo seletivos a MM, que sido formados
durante a sintese por meio de um processo de impressao (Figura 5). Esse processo
ocorre por meio da interagao entre grupos funcionais presentes na MM com os grupos
funcionais do mondémero funcional (MF), seguida da polimerizagéo feita por meio de
um agente de ligagéo cruzada (ALC) '2. Ao fim, a MM é retirada da matriz polimérica,
resultando em um material resistente e poroso com sitios de ligagao especificos para
a MM.

Complexacdo

1
>[+¢—~:=—b»-—
$ .

\_T_)

Polimerizagdo
J +
>
[y
(@]

MIP

Extracdo da
MM

Figura 5. Esquema da Sintese do MIP em que MM = molécula molde, MFs = mondmeros

funcionais e ALC = agente de ligagao cruzada.

Visto que materiais poliméricos, no geral, sdo porosos e possuem alta
capacidade adsortiva, deve-se sintetizar um polimero controle NIP (do inglés Non
Imprinted Polymer). Essa sintese é idéntica a do MIP, utilizando-se os mesmos MF e
ALC, mas sem adicdo de MM, dessa maneira nao ocorre 0 processo de impressao. A
capacidade de reconhecimento molecular do MIP é avaliada em relagdo ao NIP e a
razao entre a capacidade adsortiva do MIP e do NIP caracteriza o fator de impressao
(FI). Dessa forma, quanto maior o Fl mais seletivo o MIP em relagao ao seu polimero

controle.

Os sitios de interagao especificos presentes no MIP garantem ao material

uma alta seletividade a MM. A natureza quimica dessas interacdes — covalentes ou
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nao covalentes — sdo determinadas durante a sintese do MIP e dependem do MF
utilizado. Para a sua aplicagao em SPE é preferivel que essas interagdes sejam feitas
por meio de ligagdo de hidrogénio, que séo fortes o suficiente para que ocorra o
processo de adsorcdo, mas permitem a sua posterior dessorgcédo durante a etapa de
eluigdo. A natureza da matriz polimérica do MIP também influencia na sua aplicagéo,
visto que o material deve apresentar compatibilidade com a matriz da amostra para
que haja a interagéo e possibilite a migragéo do analito da fase liquida para a fase

solida®®,

Os MIPs podem ser sintetizados por diferentes processos, dentre eles, se
destacam os radicalares e sol-gel. Cada um desses processos envolve parametros
fisico-quimicos diferenciados produzindo polimeros com propriedades distintas
conforme sua aplicacdo. Nos processos radicalares, normalmente sintetiza-se MIPs
organicos para matrizes onde o analito esta diluido em um solvente organico. Esses
polimeros apresentam uma distribuicdo de locais de interagdo mais homogénea e com

pontos de ligagdo em grande parte idénticos''-37:38,

Ja o processo sol-gel resulta em polimeros inorganicos utilizados para
extragdo em matrizes aquosas. Em contraste com os polimeros organicos, os MIPs
inorganicos apresentam uma distribuicdo de locais de ligagdo mais heterogénea
resultando em uma menor quantidade de sitios de interagdo. Isso faz com que ocorra
uma saturagao rapida desses MIPs diminuindo significativamente a sua capacidade

adsortiva e, consequentemente, seu fator de impressao'*’.

De modo a contornar a limitagado de aplicagao baseada na natureza da matriz,
uma abordagem inovadora é o desenvolvimento de uma fase sdélida hibrida, organica-
inorganica. Este processo tem vantagens, pois geram fases sélidas adsorventes com

alta afinidade com matrizes organicas e aquosas®®4°,

Para a sintese de polimeros hibridos molecularmente impresso (HMIP — do
inglés Hybrid Molecularly Imprinted Polymer) é realizada uma etapa adicional que
consiste na sintese do MF hibrido, dessa forma adiciona-se esqueletos de silica a
matriz do polimero garantindo a ele uma afinidade a matrizes organicas e aquosas®®°.
O resto da sintese ocorre como os MIPs inorganicos e organicos, formando-se o

complexo entre MF e MM seguido pela polimerizagao a partir do ALC.

Essa sintese pode ocorrer por diferentes métodos entre eles o0 método de
bulk, precipitacédo e suspensao. A principal diferenga entre esses trés métodos é o grau
de homogeneidade morfologica entre as particulas do MIP e o tamanho dessas

particulas. Dentre elas, a sintese por suspencao resulta em particulas menores, o que

11
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garante ao MIP uma maior area superficial, e um alto grau de homogeneidade,

garantindo maior reprodutibilidade quando utilizado como fase solida®.

Existem estudos utilizando MIPs para extracdo de CAT em diferentes
amostras, porém a sintese dos polimeros necessita da utilizagao de padrbes analiticos
puros de CAT como MM*'. Além do alto custo e baixa disponibilidade desses padrdes,
seria necessario sempre desenvolver novos MIPs para cada analogo ou grupo de CAT
que surgisse, 0 que torna esta opgao pouco eficiente para preparo de amostras de

comprimidos de CAT em um laboratério de analise forense.

Tendo em vista essa limitagao e a necessidade de se determinar CAT, pode-
se explorar o MIP como uma fase seletiva para a extragdo do adulterante CAF a fim
de minimizar sua interferéncia na determinacao de novas CAT. Assim, pode ser
aplicado um procedimento de clean-up em SPE utilizando MIP sintetizado para CAF
no preparo de amostra de comprimidos. O uso de MIP como fase sélida caracteriza a
extragdo em fase sélida molecularmente impressa (MISPE — do inglés Molecularly

Imprinted Solid Phase Extraction)*?43,

A presenca de sitios especificos de interagcido presentes no MIP e
possibilidade de dessorgcdo da MM garante a MISPE uma maior seletividade e
possibilidade de reutilizagdo, ambas vantagens sobre SPE com fases soélidas
comerciais. No entanto, para que MISPE seja o mais eficaz possivel, € necessario
que as suas etapas sejam estudas e o seu resultado otimizado. Esta otimizagdo pode
ser feita de modo univariado, em que cada parametro é otimizado individualmente, ou
multivariado, em que se estuda mais de um fator em diferentes niveis ao mesmo

tempo.

2.5. OTIMIZAGAO MULTIVARIADA

No caso de estratégias como MISPE, cuja eficacia depende de varios
parametros, a otimizagao multivariada € uma excelente opcao, visto que desta forma
pode-se obter uma grande quantidade de informagéo sobre o sistema realizando um

numero reduzido de experimentos.

Diversos trabalhos utilizam planejamento de experimentos para estudar a
influéncia dos parametros da SPE de modo a desenvolver um procedimento que
resulte nos maiores niveis de recuperagdo e de retengdo possiveis' 46 Essa
estratégia € empregada devido ao grande numero de fatores que influenciam essa
técnica e a interdependéncia desses fatores. Desse modo, a aplicagcdo dessa
ferramenta quimiométrica permite que sejam determinadas as melhores condigcbes a

serem aplicadas no sistema de uma maneira eficiente. Isso é possivel pois os

12
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experimentos sédo planejados de forma que diferentes combinagdes de niveis para

cada parametro, ou fator, estudado sejam avaliadas™®.

Para a realizagdo de um planejamento de experimentos, € necessario definir
quais parametros do sistema seréo estudados e qual a resposta que sera avaliada. No
caso da SPE, as etapas envolvidas sdo condicionamento, carregamento, lavagem e
eluicdo que devem ser estudadas com o objetivo de obter um alto fator de retengéo.
Esses fatores sdo aplicados em diferentes niveis de modo a determinar qual a sua

influéncia nesse resultado'*"®.

Tendo em vista aplicagdo da MISPE para o clean-up de amostras, os fatores
de maior interesse sdo aqueles envolvidos nas etapas de condicionamento e
carregamento, visto que o objetivo principal é a retirada do adulterante majoritario.
Dessa forma, € possivel realizar um planejamento fatorial, de modo a determinar quais
os parametros aplicados nessas etapas que mais influenciam na retencao de CAF. A
partir dessa informacao pode-se realizar mais estudos e construir uma superficie de

resposta, possibilitando o encontro do ponto 6timo global de um sistema™-"647,

No contexto deste trabalho, o estudo envolve apenas quatro fatores e, dessa
forma, um planejamento completo de dois niveis pode ser aplicado''. Nesse caso
séo escolhidos n fatores a serem avaliados em cada um dos dois niveis e sao
realizados, no minimo, 2" experimentos, de modo a avaliar todas as possiveis
combinacdes entre os fatores estudados. Apds a realizagdo dos experimentos, por
meio dos resultados, é possivel avaliar se ha, de fato, uma interagao entre os fatores

estudados e quais os fatores apresentam maior influéncia na resposta’® 6.

A partir desses estudos, tém-se como objetivo analisar quais os fatores e
combinagédo de fatores que mais influenciam na retengcdo de CAF em amostras
preparadas em MET. Desenvolvendo, dessa forma, um procedimento de MISPE para
clean-up de amostras de comprimidos de CAT e que possa ser inserida na rotina de

analises forenses da PCDF.
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3. OBJETIVOS

Considerando o contexto apresentado, esse trabalho propde a utilizagdo de
um HMIP de CAF como fase sdlida para retirar CAF presente em amostras de CAT,
tendo como objetivo geral o desenvolvimento de uma MISPE para clean-up de
amostras de comprimidos de CAT apreendidos pela PCDF e como objetivos

especificos:

- Determinar os fatores de maior influéncia e presentes nas etapas da MISPE por meio

da aplicagdo de um planejamento fatorial completo de dois niveis;
- Otimizar o procedimento da MISPE para retirar CAF de solugbes metandlicas;

- Aplicar o procedimento otimizado em amostras de comprimidos de CAT fornecidas
pela PCDF.

14
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4. MATERIAIS E METODOS

41. REAGENTES

CAF e hidroxido de sédio foram adquiridos da Sigma-Aldrich, grau P. A. Os
solventes acetonitrila (ACN) e metanol (MET) foram adquiridos, respectivamente, da
Merck e Supelco, ambos grau HPLC. Ja o acido cloridrico foi adquirido da Biograde. A
agua utilizada foi deionizada utilizando um sistema Milli-Q (Millipore, resistividade = 18

cm™) de purificagao.

4.2. UV-VIS

Foi utilizado um espectrofotémetro UV-VIS Agilent, modelo 8454, para a
determinagédo de CAF durante as lavagens do HMIP e testes de adsorgéo. Para isso
foi construida uma curva de calibragdo em metanol numa faixa de 0,5 — 2 mg-L"’

analisando o valor de absorbancia no comprimento de onda de 272 nm.

4.3. METODOS CROMATOGRAFICOS

4.3.1. HPLC-UV

Durante os estudos de otimizagdo de MISPE, foi utilizado um cromatografo
liquido de alta presséo (HPLC — Shimadzu, LC-20AD Prominence) com detecg¢ao de
arranjo de diodos (DAD) em 272 nm. As separagdes foram realizadas numa coluna de
fase reversa C-18 (dimensbes: 250 x 4,6 mm, didmetro de particula de 5 ym, Zorbax
Eclipse Plus, Agilent). Este equipamento encontra-se no Laboratério de
Desenvolvimento de Processos Quimicos (LDPQ) do Instituto de Quimica da

Universidade de Brasilia.

O método cromatografico utilizado foi adaptado de Casarin (2020)'", com
alteracdo do controle de temperatura em 35°C, e volume de injecao de 100,0 pL
empregando um gradiente binario com uma vaz&o de 0,8 mL-min™' de acordo com a
seguinte programacgao: de 0 a 1 min 10% de MET e 90% de agua, aumentando
linearmente até 2 min para 40% de MET e 60% de agua, propor¢ao mantida até 10
min, nos dois uUltimos minutos as condi¢des iniciais foram retomadas resultando num
tempo total de 12 min. A curva de calibracao foi feita em triplicata numa faixa de 0,05
— 6 mg-L" CAF e os sinais analiticos obtidos a partir das areas dos picos referentes a

CAF no tempo de retengao de 8,6 min.
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4.3.2. CG-MS

Durante os estudos de aplicagdo em amostra foi utilizado um cromatégrafo
gasoso Agilent 7890A acoplado a um espectrometro de massas 5975C (CG-MS)
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A aquisi¢ao e analise dos dados foram
realizados com o auxilio do software Agilent MSD Chem-Station Data Analysis (versao
E.02.02.1431) e a deconvolugao e aprimorag¢ao dos cromatogramas foi feito utilizando
o Automated Mass Spectral Deconvolution and Identi- fication System (AMDIS) (versao
2.73 Build 149.31). Este equipamento encontra-se no Laboratdrio de Analises

Forenses do Instituto de Criminalistica da PCDF.

Foi utilizado o método de rotina para screening de amostras do laboratério de
analises forenses que consiste no uso de uma coluna cromatografica (J&W DB-1 ms
Ultra Inert analytical column; 0.25 mm |.D., 0.25 ym, Agilent, 122-0132Ul) de 30 m. A
injecao foi feita numa temperatura de 280 °C, volume de injegéo 1,0 pL, com split de
20:1 e fluxo de 1,0 mL-min”', hélio como gas carreador. No inicio da corrida a
temperatura do forno era 200 °C e foi aumentando no gradiente de 15 °C por minuto
durante 1 min até ser atingida a temperatura de 300 °C, que foi mantida até o fim da
corrida. A detecgao foi feita utilizando um espectrometro de massas, a temperatura de
fonte foi de 28 °C, energia de ionizagédo de 70 eV e quadupolo a temperatura de 150
°C. O tempo de cada corrida foi de 7,7 min e os tempos de retengao para CAF e CAT
foram de 2,75 min e 3 min, respectivamente. Foram tiradas as medidas do branco

antes de cada medida por meio da injecao de 1,0 uL de MET.

4.4. SINTESE DO HMIP DE CAF

O HMIP de CAF utilizado como fase solida da MISPE foi sintetizado por meio
do processo de suspensdo descrito por Casarin (2020)". Primeiramente, foi feita a
sintese do monémero funcional hibrido (APTES-MAA) por meio da mistura de 6,4
mmol de APTES com 8,1 mmol de MAA em um frasco vedado de 250 mL de
borossilicato. Essa mistura foi levada a aquecimento em 60 °C sob agitagdo constante,
em banho Dubnoff, por 24 h. Para a sintese do HMIP, foi solubilizado 1 mmol de CAF
em 10 mL de cloroférmio e a essa solugao foram adicionados 4 mmol de APTES-MAA.
Essa mistura foi deixada em banho ultrassénico por 10 min e, posteriormente, deixada
no escuro a uma temperatura de 4 °C por 2 horas para a formagao do complexo MF-
MM. Depois, foram adicionados a mistura 4,48 mmol de TEOS e 25 mmol de EDGMA,

que agiram como agentes de ligagdo cruzada, e 0,3 mmol de iniciador radicalar AIBN.
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Em seguida foram adicionados 66 mL de uma solugao aquosa de PVA 0,1% e essa
solucao foi submetida a purga de N2 por 5 minutos. Essa mistura foi entao colocada
em um reator de 500 mL sob agitacao constante de 1000 rom a uma temperatura de
60 °C por 24 h. Concomitantemente, o NIP foi sintetizado da mesma maneira. Ao fim
do processo de polimerizagao, o polimero foi filtrado e colocado em um frasco de 250
mL de borossilicato com 200 mL de agua deionizada, sob agitacao constante e a 80
°C por 2 h para retirada total do PVA. Por fim, o MIP foi submetido a um processo
exaustivo de remocao da CAF em que foram realizados em torno de 10 ciclos de
lavagem com uma mistura de metanol/acido acético (90:10) com aquecimento por
volta de 40 °C por 1 h. Para remocgao do excesso do acido acético foram realizados
mais alguns ciclos utilizando apenas metanol, durante estes ultimos ciclos uma
aliquota da solugao de lavagem foi analisada no espectrofotdmetro UV-VIS para

garantir que toda a CAF tivesse sido removida.
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Figura 6. Esquema da sintese do HMIP pelo processo radicalar proposto por Casarin (2020).
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4.5. ESTUDO DE ADSORGAO

Para avaliar a capacidade adsortiva do HMIP sintetizado, foram colocandos
30 mg do polimero em um tubo Falcon de 15 mL, contendo 15 mL de uma solugao
aquosa de CAF 10 mg-L'. Essa mistura foi deixada sob agitagdo em um
homogeneizador hematoldgico (modelo SP 260H, SP Labor) durante 1 h. Os tubos
entdo foram centrifugados a 40000 por 5 min utilizando uma centrifuga de bancada
(modelo KC5, Kinddley), esse procedimento foi feito em triplicata. O sobrenadante foi
filtrado com o auxilio de um sistema de filtragao Holder com membrana de filtracao de
22um e analisado no UV-VIS, a partir do resultado foi calculado a capacidade adsortiva

do material por meio da Equacao 1.
(ci—cov
%= [T

Equacao 1. Capacidade adsortiva do HMIP. Em que Ci=concentragao inicial, Cf=concentragao
final, v=volume de solugdo e m=massa de HMIP

Este procedimento foi realizado para o NIP e o fator de impressao foi calculado

utilizando a Equacgao 2.

_ Quip

QNIP

FI

Equacéo 2. Calculo do fator de impresséo. Em que QMIP = capacidade adsortiva do MIP e
QNIP=capacidade adsortiva do NIP

4.6. DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DA MISPE

4.6.1. MONTAGEM DOS CARTUCHOS

Para a confecgao dos cartuchos foram utilizadas seringas de polipropileno de
3,0 mL. Na parte inferior da seringa foi colocado um fritz de polipropileno (0,22 pm)
seguido por uma membrana de filtragdo de PTFE (0,22 ym, Merck). Foram, entéo,
adicionados 200 mg de HMIP, pesado diretamente no cartucho. Por fim, foi colocado

um fritz em cima do HMIP de modo a comprimir o material (Figura 7).
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Seringa Cartucho
MISPE

Membrana
de filtragdo

Figura 7.Esquema de montagem do cartucho de extracdo da MISPE. (1) Colocagéo do Fritz
inferior seguido da (2) membrana de filtragao; (3) adicdo do HMIP de CAF e por fim (4) insergéo

do Fritz superior.

4.6.2. MONTAGEM DO SISTEMA DA MISPE

No sistema MISPE, os cartuchos foram alocados em uma bomba peristaltica
(modelo CP 78001-12, ISMATEC) com o auxilio de tubos de Vitton diametro interno
(d.i.) 2,06 mm da Cole-Palmer Co. (Figura 8). Os cartuchos foram apoiados por meio

de um suporte universal com auxilio de garras metalicas.

A vazdo empregada para cada etapa foram: 1,0 mL-min?' para o
condicionamento e 0,7 mL-min™' para o carregamento do cartucho. Essas vazdes

foram calculadas e definidas com base em estudos preliminares.

19



Materiais e métodos

A e

Figura 8. Sistema da MISPE. A) cartucho, B) tubo de Vitton e C) bomba peristaltica.

4.6.3. PLANEJAMENTO FATORIAL

Para verificar as condi¢cdes ideais para a extragcdo de CAF foi utilizada a
ferramenta de planejamento fatorial completo 2* para indicar os principais fatores e

niveis que influenciam sua adsorg¢éo no HMIP durante a SPE.

Visto que o objetivo é a retencao da CAF na fase sodlida, as etapas estudadas
foram as de condicionamento e carregamento da amostra, em que os sitios do HMIP
sao ativados e as condicdes se tornam favoraveis para a migragao do analito da fase

liquida para a fase adsorvente, respectivamente.

Dessa forma, os fatores avaliados foram (1) pH da solugcado de carregamento
(CAF 1,0 mg-L"" em MET) (2) pH da solugdo de condicionamento (dgua deionizada)
(3) tipo de solvente de condicionamento e (4) ordem de condicionamento. As
respostas, quantidade de CAF presente no percolado, foram determinadas por HPLC-
DAD utilizando o método descrito no topico 4.3.1. Na Tabela 1 estdo demonstrados os

fatores e niveis experimentais considerados.

Tabela 1. Fatores estudados no planejamento fatorial completo 2* e seus niveis.

Niveis
Fatores
-1 1
1 pHdasolugdo de carregamento 4 9
2 pH de condicionamento 4 9
3 Solvente de condicionamento MET ACN
4 Ordem de condicionamento H,O + Solvente Solvente + H,0
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A solugao de carregamento foi feita diluindo uma solugao concentrada de CAF
(500 mg-L™") em MET com auxilio de um bal&o volumétrico até a concentragdo de 1,0
mg-L". O ajuste de pH foi realizado com gotas de solugéo 1,0 mol-L"' de HCI ou NaOH
ao MET. Devido ao uso de um solvente orgéanico para esta solugao, decidiu-se utilizar
fitas de pH em vez do pHmetro para aferir o pH. A concentragédo de 1,0 mg-L™" para a
solucado de carregamento foi escolhida para os estudos de otimizacido levando em
consideracgao a capacidade adsortiva (Q) do HMIP utilizado de modo a n&o saturar os

cartuchos.

Para a etapa de condicionamento, que foi composta de uma etapa de
equilibrio e uma etapa de ativagao, foram utilizadas solugbes aquosas de HCI (pH 4)

e NaOH (pH 9), também feitas a partir de solugdes concentradas.

Apos escolhidos os fatores e os niveis, foi montada a tabela codificada de
experimentos (Tabela 2) a partir dos valores atribuidos na Tabela 1. Visto que se trata
de um planejamento fatorial 24, foram necessérios 16 experimentos para avaliar as

influéncias de cada fator no sistema.

Tabela 2. Matriz codificada de experimentos.

Experimento Fatores
1 -1 r x 5
2 +1 -1 A A
3 -1 +1 -1 1
4 +1 +1 -1 1
J -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 A 1
1 -1 +1 -1 +1
12 ull +1 -1 +1
13 al -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 1
15 al +1 +1 +1

16 ull +1 +1 +1

Esses experimentos foram realizados em duplicata e de maneira aleatéria, de
modo a diminuir a ocorréncia de erros sistematicos, com o seguinte procedimento: (i)
adicionou-se 3,0 mL de solvente para equilibrio da fase seguido de 3,0 mL de solvente

para a ativacao da fase (etapa de condicionamento); (ii) percolou-se 3,0 mL de solugao
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1,0 mg L' de CAF com o pH ajustado (Tabela 1) que foi coletado em um tubo de ensaio
e colocado em um pré concentrador para que o MET fosse completamente evaporado.
Apods a evaporacao, foi adicionado 1,0 mL de agua Milli-Q e a solugao foi transferida
para um vial ambar para analise no HPLC. O condicionamento e carregamento do
cartucho foram feitos utilizando vazdes de 1,0 mL-min' e 0,7 mL-min™,
respectivamente. Apds cada experimento, para a reutilizagdo do cartucho, este foi
lavado com 5,0 mL de MET a uma vazao de 0,3 mL min”', em seguida centrifugado a
uma velocidade de 4000 rpm por 10 minutos e, por fim, levado a estufa por 20 minutos

a 80 °C para garantir a secagem total.

A concentracao de CAF na fase liquida foi calculada a partir da area do seu
respectivo pico no tempo de retencao de 8,6 min e esse valor foi aplicado na equagao

1 para de obter a porcentagem de CAF extraida em cada experimento.

C—C
u><1oo%
C;

Equacao 3. Calculo de porcentagem de retencdo de CAF. Em que Ci=concentragéo antes da
MISPE e Cf=concentragéo depois da MISPE.

Para os estudos estatisticos, optou-se por utilizar a porcentagem extraida
como resposta para que a interpretacao dos resultados fosse mais intuitiva, sendo que
quanto maior o valor da reposta, melhor o resultado. O tratamento estatistico dos

resultados foi realizado a partir da utilizacdo do software Statistica versao 7.0.

4.7. APLICAGAO EM AMOSTRAS DE CATINONAS APREENDIDAS

Esse estudo foi realizado no laboratério do Instituto de Criminalistica do PCDF
com comprimidos apreendidos que apresentavam um perfil de fragmentagao
condizente com diferentes catinonas. Foram disponibilizadas 3 amostras de diferentes
aspectos e provenientes de diferentes apreensdes realizadas no periodo de 2018 e
2020. Para o preparo dessas amostras foram pesados 100 mg de comprimido
macerado em microtubos Eppendorf de 1,5 mL e, por fim, adicionado 1,0 mL de MET.
A mistura foi agitada por 3 min a 3000 rpm no Vortex e colocado no banho ultrassdnico
por 10 min e, entéo, centrifugada por 3 min. Uma aliquota de 200,0 uL do sobrenadante
foi adicionada a um baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com MET
pH 9, alcalinizado com uma solugéo 1 mol-L™" de hidréxido de sddio. Essas solugdes

foram percoladas pelo cartucho de MISPE previamente condicionado e foram
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analisadas, antes e apés a MISPE, no HPLC-UV e no CG-MS utilizando os métodos

descritos no item 4.4.

De modo a avaliar a seletividade do método desenvolvido, o mesmo

procedimento de SPE foi feito utilizando o NIP como fase sdlida.

4.8. APLICAGAO EM MATRIZ DISTINTA

Para avaliar a aplicacdo da MISPE em diferentes matrizes foi feito um estudo
aplicando a MISPE em uma amostra de comprimidos apreendidos pela PCDF em que
havia sido identificada a presenca de CAF. O preparo de amostra foi feito da mesma
maneira que os comprimidos de catinonas indicado no item 4.6. Foi realizada, entao,
a extracdo da CAF aplicando o método da MISPE otimizado anteriormente e o
percolado foi analisado no HPLC-UV de acordo com o método descrito no item 1.4.
Esse procedimento foi realizado em triplicata e a recuperacéo foi calculada a partir da

area do pico referente a CAF.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDOS UV-VIS

5.1.1. ESTUDOS DE ADSORCAO

De modo a determinar se o processo de impressdo molecular foi efetivo
durante a sintese realizada, foram feitos estudos de adsor¢cdo com HMIP e o NIP
deixando-os com contato com uma solugdo de CAF 10 mg-L™" por 1h sob agitagéo
constante. Apds os testes o sobrenadante foi analisado no UV-VIS e com a
concentracao final foi calculada a capacidade adsortiva do HMIP e NIP e o fator de

impressao, esses valores se encontram na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrido da capacidade adsotiva do HMIP (Quwmip), do NIP

(Qnip) e fator de impressao (FI).

Qumip Qnip Fi
2,87 £0,06 1,33+£0,15 2,17 £0,24

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o processo de foi efetivo,
visto que o HMIP adsorve aproximadamente 2,2 vezes mais que o NIP. Os valores de
capacidade adsortiva e fator de impressdo sao menores que os indicados no trabalho
de Casarin (2020), porém isso é devido ao tempo em que o HMIP ficou em contato
com a solugdo de CAF visto que o tempo necessario para o sistema entrar em

equilibrio é de 3h.
5.1.2. ESTUDOS DE OTIMIZACAO

A principio, de modo a tornar as analises mais simples para realizar o
planejamento fatorial, decidiu-se utilizar o UV-VIS para obter as respostas para os
experimentos realizados no planejamento fatorial. Dessa forma, a solugao de
carregamento foi analisada no UV-VIS apds a passagem pelo cartucho condicionado

e a concentracao foi calculada utilizando a curva analitica descrita no item 4.2.

Porém, apods a realizagdo de todos os experimentos, foi observado que os
taxas de retengéo ficaram muito baixos e, em um dos casos, apresentou um valor

negativo (Tabela 4).
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Tabela 4. Tabela de experimentos codificada com resultados do planejamento fatorial realizado

no UV-VIS.
Fatores Taxa de
Experimento pH de _p_H de Solvente |  Ordem reteongéo

carregamento | condicionamento (%)
1 -1 -1 -1 -1 25,3
2 +1 -1 -1 -1 19,4
3 -1 +1 -1 -1 30,4
4 +1 +1 -1 -1 30,6
5 -1 -1 +1 -1 -3,7
6 +1 -1 +1 -1 9,0
7 -1 +1 +1 -1 16,2
8 +1 +1 +1 -1 4,3
9 -1 -1 -1 +1 18,8
10 +1 -1 -1 +1 24,6
11 -1 +1 -1 +1 22,9
12 +1 +1 -1 +1 20,2
13 -1 -1 +1 +1 12,6
14 +1 -1 +1 +1 19,7
15 -1 +1 +1 +1 21,2
16 +1 +1 +1 +1 22,2

Visto que o HMIP é naturalmente adsorvente e é especifico para a CAF,

decidiu-se investigar a possibilidade de lixiviagao do cartucho. Assim, foi percolado 3,0

mL de metanol pelo cartucho limpo e analisado no UV-VIS. O resultado obtido indicou

a presengca de um composto que que possui comprimento de onda de maxima

absor¢cdo em 210 nm, com uma largura de banda que compreende um pouco o

comprimento de onda da CAF em 272 nm (Figura 9). Isso pode ocasionar em um

célculo de concentracao de CAF maior que o real, ja que ela ndo € o unico composto

presente na amostra que absorve no comprimento de onda 272 nm.
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Figura 9. Espectro obtido na anélise do metanol percolado pelo cartucho limpo com o valor de
absorbancia obtido no comprimento de onda de 272 nm, que é utilizado para quantificar a CAF.

O percolado foi também analisado no HPLC-UV utiizando o método descrito
no item 4.3.1. A partir do cromatograma (Figura 10) foi possivel confirmar que algum
composto do MIP estava sendo extraido do cartucho durante a percolacéo da solugao
de carregamento. A presenca desse composto resulta em um valor de concentragao
calculado de CAF maior que o real, visto que o valor de absorbancia ndo seria referente
apenas a CAF. Consequentemente, nao seria possivel calcular a taxa de retencéo real
do experimento, o0 que comprometeria o resultado do planejamento fatorial e quaisquer
otimizagdes posteriores. Dessa forma, decidiu-se repetir os experimentos de
planejamento fatorial utilizando o HPLC-UV para obter as respostas dos experimentos

do planejamento fatorial.
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Figura 10. Cromatograma do metanol percolado pelo cartucho limpo.

5.2. PLANEJAMENTO FATORIAL

Os resultados da triagem (Figura 11) mostram que os fatores: (4) ordem do
condicionamento e (1) pH de carregamento influenciaram significativamente a
retencdo de CAF no cartucho. A interagdo entre (1) e (4) também foi significativa,
confirmando a necessidade da realizacdo de uma otimizagdo multivariada para o
estudo da SPE, ja que uma otimizagao univariada nao seria capaz de considerar a

interdependéncia dos fatores.

Pode-se observar também que, apesar de nao ter sido considerado
significativo, o fator (3), solvente de condicionamento, apresentou um valor de p
préximo a 0,05, o que demonstra uma influéncia na resposta que deve ser investigada.
Dessa forma, decidiu-se repetir os experimentos para conhecer melhor a relagéo entre

os fatores significativos e a porcentagem de CAF extraida.
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Grafico de Pareto da Triagem
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Figura 11. Grafico de Pareto da triagem dos fatores: (1) pH de carregamento; (2) pH de
condicionamento; (3) solvente de condicionamento; (4) ordem de condicionamento; e (x*y)

interacdo entre fatores.

A matriz de experimentos codificada desse planejamento fatorial 2 completo
junto com a média das respostas obtidas para cada um encontra-se na Tabela 5.
Analisando os resultados obtidos, pode-se perceber o efeito causado pelas diferentes

combinagbes dos fatores na resposta, com valores variando de 40 até 89%.
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Tabela 5. Matriz codificada do planejamento fatorial com o valor médio das respostas.

Fatores Retencéo
Experimento pH de _p_H de Solvente |  Ordem m?dia
carregamento | condicionamento (%)
1 -1 -1 -1 -1 53,5
2 +1 -1 -1 -1 82,0
3 -1 +1 -1 -1 52,2
4 +1 +1 -1 -1 88,8
5 -1 -1 +1 -1 49,6
6 +1 -1 +1 -1 54,4
7 -1 +1 +1 -1 51,9
8 +1 +1 +1 -1 76,1
9 -1 -1 -1 +1 41,1
10 +1 -1 -1 +1 45,8
11 -1 +1 -1 +1 49,1
12 +1 +1 -1 +1 51,5
13 -1 -1 +1 +1 47,9
14 +1 -1 +1 +1 40,9
15 -1 +1 +1 +1 44,6
16 +1 +1 +1 +1 449

Apos a realizagado dos experimentos, foram calculados os efeitos de cada
fator para um nivel de 95% de confianca. A partir dessa analise, pode-se verificar que
todos os fatores estudados apresentaram influéncia significativa na resposta assim
como algumas interagdes secundarias. Com o grafico de Pareto representado na
Figura 12, é possivel visualizar a influéncia de cada fator com relagédo aos outros

fatores estudados.
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Figura 12. Gréfico de Pareto do planejamento fatorial 24 com replicata (n=2) dos fatores: (1) pH
de carregamento; (2) pH de condicionamento; (3) solvente de condicionamento; (4) ordem de

condicionamento; e (x*y) interagao entre fatores.

Novamente os fatores que apresentaram maior efeito na resposta foram o (4),
no nivel baixo (-), e (1), no nivel alto (+). Ou seja, utilizagdo de MET na etapa de
equilibrio para o condicionamento do cartucho e pH 9 na solugao de carregamento. A
partir deste estudo também foi possivel identificar a influéncia do fator (3), solvente, na
resposta em seu nivel baixo (-) e a sua interacdo binaria com a ordem de
condicionamento (34) no nivel superior (+). Ainda se verificou que o fator (2), pH de
condicionamento, apresentou uma influéncia no aumento da retengdo de CAF no seu
nivel superior (+). Assim, analisando os dados, pode-se determinar que o
procedimento que garante uma maior retencdo de CAF no HMIP durante a SPE
consiste no condicionamento do cartucho com 3,0 mL de agua deionizada pH 9
seguido de 3,0 mL de MET e o carregamento com a solugédo de CAF em MET em pH
9.

A influéncia do pH de condicionamento e da natureza do solvente utilizado na
retencdo de CAF durante o procedimento da SPE se da pelo fato de que o
condicionamento ativa os sitios de interacéo, deslocando o equilibrio para a adsorgao

da CAF pela fase solida.
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O pH da solugédo de carregamento esta diretamente relacionado com a
estrutura molecular de CAF e, consequentemente, com sua interagdo com as fases*.
Estudos de extragao realizados por Vandeponseele et. al. (2021) demonstraram que o
pH influencia diretamente na quantidade e seletividade da extracdo da CAF,
concluindo que o meio alcalino torna a CAF mais propicia para interagdes do tipo
ligagao hidrogénio*®. Essa conclusao é corroborada por um estudo computacional feito
por Wang et. al. (2022) que verifica que, em solugéo, a CAF existe como uma mistura

de duas formas moleculares, protonada (HCAF*) e desprotonada (CAF)*.

De acordo com Wang e colaboradores (2022)*%, essas duas formas se
encontram em solugéo, em pH < 5 sendo predominante a forma HCAF* e em pH > 5,
a forma CAF. Porém, a partir do pH 8, observa-se em solugao apenas a forma CAF, o
que explica sua maior retengcdo no HMIP em pH 9. O meio alcalino na solugao de
carregamento faz com que toda a CAF presente esteja na sua forma desprotonada, o
que a torna mais propicia para realizar ligagdes do tipo hidrogénio, tipo de interacéo
esperada entre CAF e o HMIP. Isso condiz com o valor de pKa da CAF que é de 8,3,

0 que demonstra que em solugdes de pH<8 ela se encontra na sua forma neutra®®°’,

Diante dos resultados obtidos com a analise no planejamento fatorial 24, os
fatores quantitativos, (3) e (4), foram definidos e, para melhor entendimento de suas
influéncias na resposta, decidiu-se realizar uma analise apenas desses fatores. Isso
foi feito fixando o nivel inferior nos fatores (3) solvente e (4) ordem de condicionamento
e excluindo suas respectivas colunas na matriz codificada. Com isso, foram excluidos
os experimentos em que esses fatores teriam sido analisados em seus niveis
superiores. Esse procedimento resultou em uma nova matriz codificada consistindo
apenas dos 4 primeiros experimentos presentes na Tabela 2 que representa uma

matriz referente a um planejamento fatorial completo 22 (Tabela 6).

Tabela 6. Matriz codificada planejamento 22.

Fatores
Retencao
Experimento pH de pH de
média (%)
carregamento| condicionamento
1 -1 -1 53,5
2 +1 -1 82,0
3 -1 +1 52,2
4 +1 +1 88,8
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Foram analisados, entao, apenas este conjunto de dados para verificar de
forma mais aprofundada o efeito do pH nas etapas de condicionamento e
carregamento na retencdo de CAF. Novamente, foram calculados os efeitos de cada

fator assim como a sua interagao binaria (12) (tabela 7).

Tabela 7. Valores dos efeitos dos fatores estudados no planejamento fatorial 22.

Fatores Efeito Desvio padrao Nivel p R?
Média/Interacdo 69,13 0,5199 0,000000 0,99602
(1) pH de carregamento 32,54 1,040 0,000006
(2) pH de condicionamento 2,694 1,040 0,060593
Interagao 1 com 2 4,053 1,040 0,017564

A partir dessa nova anadlise € possivel constatar que o fator (1) pH de
condicionamento no nivel superior apresenta grande influéncia, confirmando o
resultado da analise realizada no primeiro conjunto de dados. Esse resultado também
era esperado visto que o pH alcalino influencia o deslocamento da CAF para a fase
sélida como discutido anteriormente. Porém, contrario a analise anterior, a variavel 2
nao apresentou efeito significativo para um nivel de 95% na retengédo. Em
contrapartida, a sua relagdo com o fator 1 foi significativa, mostrando que os dois
fatores combinados em seus niveis superiores (ambas as solugdes em pH 9)
contribuiram para o aumento da retencdo de CAF. Além disso, o seu valor de p,

enquanto maior que 0,05, se apresenta muito préximo, a 0,06.

Por meio do grafico de Pareto representado na figura 13, fica nitida a
influéncia do pH de carregamento na retencao de CAF durante o procedimento da
MISPE e a sua interacdo com o pH de condicionamento no nivel positivo. Esses
resultados indicam que o ajuste para o pH 9 na solugdo de condicionamento e de
carregamento propiciam a retencao de CAF no cartucho. Isso pode ser devido a
influéncia do pH alcalino no deslocamento do equilibrio para a interagdo da CAF com

o HMIP discutida na analise anterior.
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Figura 13. Gréfico de Pareto do estudo fatorial 22 com replicata (n=2) dos fatores: (1) pH de

carregamento; (2) pH de condicionamento; e (x*y) interagado entre fatores.

Visto que nesta analise todos os fatores estudados foram quantitativos, foi
construido uma superficie de resposta (Figura 14), onde foi possivel verificar que a
resposta aumenta com o aumento dos niveis, tanto do fator 1 quanto do fator 2. Ou
seja, quanto maior o pH das solu¢des de carregamento e condicionamento, maior a
porcentagem de CAF retida no cartucho, corroborando os resultados da analise
anterior. Observando a superficie, percebe-se que o ponto 6timo nao foi atingido e este

se encontra, provavelmente, em uma regido de pH mais elevado.

Poderiam ser realizados outros estudos, como um planejamento
evolucionario (EVOP) para refino dos resultados e otimizagdo da MISPE, porém
aumentar mais o pH das solu¢des poderia prejudicar a integridade do HMIP, visto que
este apresenta diéxido de silicio na sua matriz. Tendo essa limitagao pratica em vista
e levando em consideracdo que foram alcangadas porcentagens de retencao
satisfatorias para o objetivo do trabalho, foi decidido encerrar os estudos e definir como
procedimento de MISPE: condicionamento do cartucho com agua deionizada pH 9

seguida de MET e carregamento com solu¢ao de CAF em MET pH 9.
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Superficie de Resposta 22 (n=2)
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Figura 14. Superficie de resposta para os fatores estudados.

5.3. APLICAGAO EM AMOSTRAS APREENDIDAS DE CATINONAS

As amostras foram primeiramente analisadas no CG-MS utilizando o método
descrito no item 4.3.2 para que fosse determinada a sua composigao e tivesse uma

ideia da quantidade de CAF presente. Os cromatogramas obtidos para cada amostra
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e espectros de massa referentes aos picos encontram-se nas Figuras 13 e 14 e

composic¢ao de cada amostra encontra-se na Tabela 8.
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Figura 15. Cromatogramas do CG-MS das amostras A, B e C com os tempos referentes a cada

pico.
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Figura 16. Espectros de massas referentes aos picos indicados na Figura 13.

Tabela 8. Componentes majoritarios de cada amostra por ordem de aparecimento no

cromatograma.
Amostras Componentes majoritarios
A 4-cloropentadrona, paracetamol, CAF, n-etilpentilona
B CAF, eutilona, orfenadrina, aminopirina
C CAF, eutilona

Por meio dos cromatogramas e espectros de massas, pode-se observar que

as amostras apresentam diferentes composi¢des tendo em comum a presenca de

CAF. A amostra A contém duas catinonas sintéticas distintas: a 4-cloro pentadrona
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(3,36 min) e a n-etilpentilona (4,59 min), ja as amostras B e C contém eutilona (4,2
min).

Para determinar a quantidade de CAF que foi retirada das amostras apds a
aplicacdo da MISPE e da NISPE, estas foram analisadas utilizando o método de
HPLC-UV indicado no item 4.3.1. A partir dos cromatogramas contidos na Figura 15,
foi calculada a taxa de retengdo de CAF por meio da area do pico com tempo de

retencao de 8,6 min, esses valores médios de retencao encontram-se na Tabela 9.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos no HPLC-UV das amostras A, B e C antes da extragao

(preto), apés a MISPE (vermelho) e apds a NISPE (azul) e os tempos de retengéo de cada pico.
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Tabela 9. Taxas de retengdo médias + desvio padrao obtidas na MISPE e na NISPE para as

amostras apreendidas.

Taxa de retengdo média (%)
Amostra
MISPE NISPE
1 65,01 £ 0,03 56,95 + 2,23
74,21 +0,25 53,17 + 1,31
83,54 + 0,35 65,14 + 5,04

Com relagao aos cromatogramas da Figura 15 pode-se observar que, para
todas as amostras, a MISPE apresentou uma diminuicdo maior do pico em 8,6 min em
comparagao com a NISPE, o que era esperado devido aos sitios de interagao
especificos a CAF presentes no HMIP. A partir dos resultados quantitativos
apresentados na Tabela 6, observa-se que a MISPE apresentou valores altos de
retencéo, sendo capaz de reduzir em até 84% a quantidade de CAF na amostra 3.
Pode-se aferir também que a taxa de retengdo diminuiu com o aumento da

complexidade da amostra.

Essa alta porcentagem de retencdo pode ser devida a presenca dos sitios
interagbes especificas presentes na matriz do HMIP. Analisando o esquema de
adsorgao proposto por Casarin (2020)" contido na figura 16, pode-se observar que a
CAF se liga ao HMIP por meio de interagdes quimicas do tipo ligagdo de hidrogénio.
O fato de essas interagdes serem dessa natureza também € o que permite a
reutilizacdo dos cartuchos, isso porque tais interagbes sao fortes o suficiente para
retirar a CAF do meio liquido, mas nao fortes o suficiente para que possam ser

quebradas e a CAF possa ser retirada da matriz.

H;C
H:,(S o
o) \Sro H CH3
5i-0 H  CH, e 0 b T N\
o) \/\/N 3 \\
H,C 0— : cH o o
-‘ 3
CH3 ‘.' o (o} o\ o CH3
° o CH; . CHj H.C~ N\ -Si” o
. i B o 3 07\
H.C~ N\ -Si [o) N N ~ o lo)
3 0™\ Y o Dessorgao
o N | D —_— g
e N‘CH S ° o cH Q
o Q 3 (o) Adsorgéo o N
o/\s\i'ovCH3: 0 o/s\'o o
/[ o H H C/'
H,C . 3
. N Yo
N Yo H

Figura 18. Interacdes entre CAF e o HMIP adaptado de Casarin, 2020 .
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No entanto, a NISPE também foi capaz de adsorver CAF, o que é esperado
por se tratar de um material adsorvente, e o fator de impressao médio obtidos para
essas amostras foi de 1,3. Esse valor de fator de impresséao foi menor que o observado
nos estudos de adsorgao provavelmente devido ao menor tempo de interagcéo entre a
amostra e a fase sdlida. Outra razdo pode ser as condi¢des aplicadas no cartucho que
podem estar favorecendo mais a adsor¢dao por meio de interagdes com sitios ndo
especificos, o que pode ser confirmado pela diminuigao do pico da CAT, que aparece
logo apds do pico da CAF, em todas as amostras que ocorreu aproximadamente na

mesma propor¢ao para a MISPE e para a NISPE.

Por meio desses resultados pode-se afirmar que o método proposto foi eficaz
para o clean-up das amostras permitindo a reducdo da interferéncia de CAF na
identificacdo de novas CAT. Além disso, ele apresentou um baixo coeficiente de
variagao, o que demonstra que os cartuchos utilizados s&o reprodutiveis e podem ser
reutilizados sem grande perda de capacidade adsortiva. Isso permite que a MISPE
possa ser realizada mais de uma vez, dependendo da complexidade da matriz, para

que uma quantidade maior de CAF seja retirada.

Esses sitios de interagdo especificas do material em conjunto com as
condicoes da MISPE resultaram em um procedimento capaz de retirar CAF em
amostras com matriz extremamente complexa. Isso indica que a aplicagdo do
planejamento fatorial no estudo desse sistema foi eficaz para o desenvolvimento de
um procedimento de clean-up, visto que foi possivel determinar as condi¢cdes de
condicionamento e carregamento do cartucho em que o processo de adsorgdo de CAF

é favorecido.

5.4. APLICAGAO EM MATRIZ DIFERENTE

Visto que a CAF esta presente como adulterante em outras drogas do tipo
estimulante, decidiu-se estudar a sua aplicagdo em uma matriz diferente para
investigar se 0 método poderia ser utilizado para o preparo de diferentes amostras.
Para isso foi utilizado uma amostra de comprimido apreendido que apresentava CAF
em sua composi¢ao. A taxa de retencgao foi calculada assim como nas amostras de

CAT, a partir dos cromatogramas obtidos no HPLC-UV (Figura 17)
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Figura 19.Cromatogramas da amostra e comprimido no HPLC-UV antes (preto) e apds a
aplicagdo da MISPE (vermelho) e NISPE (cinza).

A porcentagem de retengao obtida ap6s aplicagdo da MISPE foi de 67% e da
NISPE foi de 43%. Esses resultados confirmam o que foi discutido no item 5.3,
indicando que o procedimento pode ser aplicado em diferentes tipos de matriz.
Novamente a MISPE retirou mais CAF que NISPE, porém numa proporg¢ao que indica
que o procedimento pode estar favorecendo mais as interagdes nao especificas do
que os sitios de ligagao especificos. Entretanto, o resultado demonstra que a MISPE
€ mais seletiva a CAF devido aos pontos de ligagao especificos presentes no HMIP
utilizado. E, novamente, foi possivel aplicar o procedimento mais de uma vez sem
ocasionar na perda de amostra e sem grande perda da capacidade adsortiva do

cartucho.

Os resultados obtidos mostram que o procedimento de clean-up pode ser
aplicado em diferentes amostras. Indicando que a aplicagdo da MISPE néo é restrita
a amostras de CAT e, dessa forma, pode ser utilizado para o preparo de outras drogas

que apresentem adulteracao por CAF.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi desenvolvido um método de extracdo em fase sdlida
utilizando um HMIP de CAF por meio de planejamento de experimentos com o objetivo
de extrair CAF de amostras de comprimidos de CAT apreendidos pela PCDF. Foi
possivel, por meio da realizagdo de um planejamento fatorial completo, identificar
quais fatores tiveram mais influéncia na extragdo da CAF. A otimizagdo multivariada
foi eficaz tendo em vista a existéncia de interdependéncia dos fatores estudados e,
dessa forma, foi possivel delimitar quais as melhores condi¢des para a realizagdo do
método MISPE.

Dessa forma, a MISPE desenvolvida foi capaz de realizar um clean-up das
amostras de CAT apreendidas utilizando um pequeno volume de solvente, o que é
uma vantagem em comparacdo a extracao liquido-liquido geralmente utilizada. Foi
possivel também realizar o procedimento mais de uma vez sem perda de material e
reutilizar os cartuchos, diminuindo o custo do procedimento e conferindo uma

vantagem a utilizagdo de cartuchos comerciais.

O procedimento desenvolvido apresenta o potencial de ser inserido na rotina
do Laboratério de Analises da PCDF visto que foi possivel observar a diminuigdo da
concentracdo de CAF no método utilizado para a identificacdo de novas drogas

apreendidas.

Como perspectiva futura, pode-se realizar outros estudos de otimizagao
utilizando como resposta também a taxa de retencao de CAT, de modo que melhore a

seletividade do método favorecendo as interagdes especificas com a CAF.
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