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RESUMO

O senso comum da populac¢do tem o crack como um “subproduto” impuro da cocaina.
No Brasil, a analise do teor de cocafna em amostras de crack ou a pesquisa de adulterantes
adicionados nao constitui rotina nos laboratérios oficiais das pericias forenses. O estado da
Paraiba apresentou um crescente nimero de analises em amostras de crack apreendidas pelas
forgas policiais entre os anos de 2007 e 2010, passando de 250 para 575 exames. Por outro lado,
nao existem na literatura dados sobre o teor de cocaina nestas amostras. O presente trabalho teve
como objetivo desenvolver uma metodologia baseada no uso da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear quantitativa de hidrogénio (RMNg-'H) para avaliar o grau de pureza de
amostras de crack apreendidas no estado da Paraiba. A RMNg-'H é um método analitico
primario e pode tornar-se exata e precisa quando satisfeitos parametros de aquisi¢io e
processamento dos dados. O método de RMNg-'H foi comparado a metodologia desenvolvida
e validada baseada em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD). Os resultados das duas metodologias permitiram determinar que o teor
médio de cocaina nas amostras foi superior a 70%. O teor médio de cocaina determinado pelo
método de RMNq—lH foi de 71,9%, com amostras variando entre 5,2 a 89,1%. Os resultados do
método de CLAE-DAD foram ligeiramente superiores, onde o teor médio de todas as amostras
foi de 74,4%, com amostras variando entre 4,9 e 93,8% de cocaina. A melhor correlacio obtida
entre os resultados de CLAE-DAD e RMNq 'H foi aquela que utilizou a regiio 7 (singleto em 3,6
ppm correspondente a metila da fun¢ao éster), com coeficiente de correlagao de Pearson de 0,83.
A precisio e exatidio da RMNg-"H mostrou-se sujeita a diversos parimetros de aquisi¢io que
precisam ser otimizados. Por sua vez a metodologia por CLAE-DAD mostrou-se rapida, exata e
precisa para quantificagdo de cocaina em 47 amostras de crack analisadas. Além disso, as
amostras foram submetidas a analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM), mostrando que o principal adulterante nas amostras foi a fenacetina, dado

confirmado por RMN-'H.

Palavras-chave: Cocaina, Crack, RMNq, CLAE-DAD, pureza, teor.
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ABSTRACT

Population’s commonsense regards crack cocaine as an impure byproduct of cocaine. In
Brazil, the cocaine levels in crack samples or the profiling of its adulterants is not a mandatory
analysis of official forensic laboratories. The state of Paraiba has shown a marked increase in the
number of analyses done on crack cocaine samples seized by the police forces between 2007 and
2010, rising from 250 to 575 analyses. On the other hand, there is no literature data on the
concentration of cocaine on these samples. The present study aimed at developing and validating
a method based on quantitative hydrogen nuclear magnetic resonance spectroscopy (‘H-qNMR)
to determine cocaine in crack cocaine samples seized within the state of Paraiba. '"H-gNMR is a
primary analytical method and can become accurate and precise when certain acquisition and
processing parameters are properly set. The 'H-gNMR method was compared to a high
performance liquid chromatography method with photodiode array detection (HPLC-PDA). The
results from both methods allowed us to determine that the average concentration of cocaine in
the samples was higher than 70%. The average concentration determined by the 'H-gNMR
method was 71.9%, with samples ranging from 5.2 to 89.1%. The results from the HPLC-PDA
method were slightly higher, with an average figure of 74.4% and samples ranging from 4.9 to
93.8%. The best correlation between HPLC-PDA and 'H-qQNMR data was obtained when
integration from region 7 of the spectrum was used (singlet signal at 3.6 ppm from the methyl
protons of the ester function) yielding a Pearson’s correlation coefficient of 0.83. Precision and
accuracy of the 'H-qNMR method was sensitive to several acquisition and processing parameters
that need to be optimized. The HPLC-PDA method developed proved to be fast, accurate and
precise for the quantification of cocaine in 47 samples of seized crack cocaine. In addition, the
analysis of crack cocaine samples by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS) revealed that the main adulterant present in the samples was phenacetin, a result that

was confirmed by the "H-NMR data.

Keywords: Cocaine, Crack, 'H-gNMR, HPLC-PDA, purity, assay.
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1 INTRODUCAO

O trafico de drogas associado ao uso abusivo de substincias psicoativas é um dos
maiores problemas em todo mundo, ceifando vidas e, de certo modo, impedindo o

desenvolvimento da sociedade.

O Relatério Mundial sobre Drogas estima que o nimero total de pessoas que usaram
cocaina a0 menos uma vez em 2007 variou entre 16 e 21 milhoes, sendo que esta droga constitui
uma das mais consumidas. O maior mercado consumidor de cocaina continua sendo a América

do Norte, onde a cocaina ¢ a segunda droga ilicita de uso geral (depois da maconha) (UN, 2009).

No Brasil, de acordo com o “I Levantamento Domiciliar sobre o uso de Drogas”,
realizado pelo Centro Brasileiro de Informacgées sobre Drogas Psicotrépicas da Universidade
Federal de Sao Paulo (CEBRID) no ano de 2004, constatou-se que 7,2% dos individuos do sexo

masculino, entre 25 e 34 anos de idade, ja haviam usado cocaina (CEBRID, 2004a).

Ainda, segundo o CEBRID em seu “V Levantamento Nacional sobre o consumo de
drogas psicotropicas entre estudantes do ensino fundamental e médio da rede publica de ensino
nas 27 capitais brasileiras” realizado em 2004, foi demonstrado que o uso de cocaina na forma de
crack no Brasil, referido a0 menos uma vez na vida, apresentou maiores porcentagens na regiao
Sul (1,1%) e Sudeste (0,8 %). Neste levantamento, o municipio de Joao Pessoa-PB aparece como
sendo a capital do pafs com maior incidéncia de consumo de crack entre estudantes do ensino
médio e fundamental (2,5% entre os estudantes que compunham a populacio do estudo), um

dado alarmante até mesmo para os pesquisadores do CEBRID (CEBRID, 2004b).

As apreensoes de crack apresentam atualmente grande aumento no estado da Paraiba
traduzido pelo avan¢o no nimero de exames quimico-toxicolégicos relacionados a esta droga
procedidos nos Laboratérios de Toxicologia Forense do Instituto de Policia Cientifica da Paraiba
(LTF/IPC-PB). Em 2007 foram realizados 250 exames (referentes ao peso liquido de 4.486,50 g),
297 exames em 2009 (referentes ao peso liquido de 23.986,30 g), um incremento de mais de
530% no periodo, se considerarmos o peso anual de amostras apreendidas. O mesmo patamar
quanto ao peso liquido total apreendido prosseguiu durante o ano de 2010, onde 575 exames

foram realizados relativos a 24.557,71 g (SEDS, 2011).

A pericia forense ¢ a atividade especializada em produzir a prova técnica desenvolvida
pelos peritos oficias, mediante a analise cientifica de evidéncias relacionadas a pratica de delitos.

A pericia forense estuda todos os objetos envolvidos em delitos, examina o local dos fatos, efetua
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exames laboratoriais, reproduz de forma simulada o mecanismo do crime, entre outras analises,

que possibilitam a produgao da prova material (SENASP, 2010).

O estado brasileiro conta com 28 pericias forenses, entre estaduais, distrital e federal,
com as mais diversas estruturas organizacionais e fisicas, metodologias de trabalho, recursos

profissionais e financeiros.

A pericia forense na area quimica/toxicolégica compreende estas duas grandes
disciplinas cientificas interdependentes. A quimica forense é o ramo das ciéncias forenses voltado
para a produgido de provas materiais para a justica, através da analise de substancias diversas, tais
como drogas licitas e ilicitas, venenos, acelerantes e residuos de incéndio, explosivos, residuos de
disparo de armas de fogo, combustiveis, tintas e fibras. Embora a quimica forense seja um tema
muito importante e que desperte cada vez mais interesse perante a sociedade cientifica, a sua
aplicagdo no campo da criminalistica ainda constitui uma linha de pesquisa recente no Brasil

(ROMAO, 2011).

A analise de drogas de abuso é uma das areas que desperta grande interesse da
comunidade cientifica no que tange a quimica forense. O combate ao narcotrafico e o aumento
de dependentes quimicos sao grandes desafios que a humanidade enfrenta diariamente. A
quimica forense, além de identificar os principais componentes que constituem uma amostra de
droga e caracteriza-la como ilicita, pode ser utilizada na identificagdo de compostos quimicos
remanescentes do processo de refino ou fabricagao, fornecendo perfis quimicos e elementos que

correlacionam amostras de diferentes apreensdes, identificando rotas e origens geograficas de

producio (SHIBUYA, 2007).

Todavia, as limitagoes de recursos e a grande demanda de exames impdem ao perito
oficial a necessidade de responder a um primordial questionamento no prazo legal: qual a
identidade do material apreendido? Neste panorama, métodos de analises rapidos sio utilizados
na caracterizagdo das substincias quimicas ilicitas, ou seja, as metodologias empregadas siao

estritamente qualitativas.

As metodologias mais empregadas para identificacio de drogas de abuso nas pericias
forenses sdo as reagOes colorimétricas de complexagao e o uso da cromatografia em camada
delgada. Os métodos colorimétricos sao utilizados como testes preliminares para delimitar o
campo de pesquisa das possiveis substancias e apresenta a possibilidade de diversos falso-
positivos nos seus resultados, principalmente na identificagdio de cocaina através do método

colorimétrico classico de Scott ou Scott modificado (TSUMURA, 2005).
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A cromatografia em camada delgada pode ser utilizada na analise definitiva das
substancias quimicas devido a praticidade quanto a selecao de fases moveis, rapidez e
simplicidade, contudo, necessita de um padrio de referéncia de dificil aquisicdo (devido a
necessidade de autorizagoes especiais). Além disso, a técnica depende da temperatura ambiente,
da adequada saturagdo do sistema de solventes eluentes, do modo de aplicacio na placa
cromatografica, da correta selecdo de substancias reveladoras e da técnica adequada de aplicagao

da amostra.

Dados quanto ao teor de cocaina nas amostras de crack no estado da Paraiba sio
desconhecidos e podem indiretamente explicar o incremento no nimero de apreensdes desta
droga regionalmente, pois, quanto maior o teor de cocaina nas amostras apreendidas maior a

possibilidade de desenvolvimento de dependéncia.

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas na determinacdo quantitativa do teor de
cocaina em amostras de crack, como a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) e
especialmente a ressonancia magnética nuclear quantitativa (RMNq) que pode ser uma

ferramenta quantitativa precisa e exata (PAULI, 2005).

A utilizacio da RMNq baseia-se, principalmente, no fato de que a intensidade integrada
(ou seja a area sob o sinal de um pico de RMN) ¢ diretamente proporcional ao nimero de
nacleos que originam este sinal, independente da natureza quimica da amostra. Portanto ¢
teoricamente possivel quantificar substancias sem a necessidade de curvas de calibragio e padrdes
de referéncias primarios do analito alvo (que no caso de drogas de abuso sao de dificil aquisi¢ao
até pelos orgaos policiais). Além disso, a técnica de espectroscopia de RMN ¢ um método de
analise niao destrutivo, o que se constitui em uma vantagem quando se trata de amostras

presentes em pequenas quantidades (ARAUJO FILHO, 2000).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erythroxylum coca Lam.

A Familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e possui cerca de 250 espécies
distribuidas nos trépicos e subtropicos. No Brasil, foram listadas 25 espécies nativas, cujos
habitats variam de floresta a cerrado (AMARAL Jr., 1980; EITEN, 1982; SILBERBAUER-
GOTTSBERGER, 1983).

O género Erythroxylum retne representantes arbéreos, arbustivos e subarbustivos, de
folhas e ramos alternos ou opostos. As folhas sio glabras, inteiras, membranaceas, carticeas ou
coriaceas e possuem estipulas interpeciolares, persistentes ou caducas, de tamanho e consisténcia
variavel que podem ser fimbriadas ou enervadas e apresentar apice bi, tri ou nao setuloso. Varias
espécies do género possuem propriedades medicinais, sendo as populares cocas (Erythroxylum coca
Lam. e Erythroxylum novogranatense) e suas variedades as mais conhecidas e estudadas, devido a
presenca de alcaldides em suas folhas (SANTOS, 2008). Trabalhos como os de Bohm e al. e
Plowman e# a/. salientam a dificuldade para delimitar corretamente os representantes de coca que
sao muitas vezes tratados como sendo unico (Erythroxylum coca) (BOHM, 1982; PLOWMAN,
1982; PLOWMAN, 1984).

O interesse pelo género intensificou-se no século XIX, apds a descoberta das atividades
farmacoldgicas apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca Lam., que secularmente eram
empregadas pelos indigenas da regido andina da América do Sul (ZUANAZZI, 2001).
Quimicamente, o género caracteriza-se pela presenca de alcaldides do tipo tropanico, dentre os
quais se destaca a cocaina, um alcaléide natural produzido por E. coca, que ja foi empregado como
anestésico local em pequenas cirurgias (BOHM, 1988). Todavia, a cocaina ganhou notoriedade
por sua atividade psicoativa no sistema nervoso central (SNC), tornando-se um dos grandes

problemas de saude publica da atualidade (TAMAGNAN, 2005).

A Tabela 1 (pag. 6), extraida de Moore ¢t al., lustra o conteddo de cocaina em fungao de

algumas espécies de Erythroxylum (MOORE, 1994).
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Tabela 1 - Contetdo de cocaina em func¢ao da espécie de Erythroxylunm.

Vegetal Contetdo em cocaina* Média
Erythroxylum coca v.coca 0,23 - 0,96 0,63
Erythroxcylum coca v. ipadu 0,17 - 0,41 0,25
Erythrosxcylum novogranatense v. novogranatense 0,55 - 0,93 0,77
Erythroxylum novegranatense v. truxillense 042—-1,02 0,72

“em mg / 100 mg de folhas secas.

2.2 Alcaldides tropanicos

Os alcaldides formam um grupo heterogéneo de substancias organicas, cuja similaridade
molecular mais significativa é a presenca de nitrogénio, geralmente na forma de uma fungao
amina. Existem varias classes de alcaléides, e muitos apresentam alguma agdo fisiologica,
geralmente no sistema nervoso central, o que tem sido utilizado para o beneficio do homem na
produgdao de medicamentos, como, por exemplo, a morfina, codeina, atropina, hiosciamina e

também para o uso ilicito (SANTOS, 2008).

As fungbes destes compostos nas plantas nido estdio bem esclarecidas. Inicialmente,
foram atribuidos aos alcaloides os papéis de protecao, resultante da toxicidade elevada que
conferem ao vegetal. No entanto, acredita-se que os alcaloides atuem também como reserva da
sintese de proteinas, estimulantes ou reguladores do crescimento, do metabolismo interno ou da
reproducao sendo, ainda, agentes finais da desintoxicacao e da transformagao simples de outras

substancias, cujo acimulo pode ser nocivo ao vegetal (CORREIA, 2001).

Alcaldides tropanicos apresentam em sua estrutura um anel biciclico, denominado
tropano 8-azabiciclo[3.2.1]octano, que ¢é formalmente constituido pelos anéis pirrolidina e

piperidina (Figura 1, pag.0).

N R1

5 R4

:,U|||..

Figura 1 - Estrutura quimica do anel tropano (8-azabiciclo[3.2.1]octano).
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Sio conhecidos cerca de 200 alcaléides tropanicos como: higrolina, cuscohigrina e os

principais atropina, hiosciamina, escopolamina e cocaina (BACCHI, 1999).
As folhas de coca contém trés tipos basicos de alcaléides:

- derivados da ecgonina: metilecgonina, benzoliecgonina, cocaina, cinamoilcocaina, truxilinas,
etc (Figura 2 — pag. 7);
- derivados da tropina: tropacocaina e valerina (Figura 3 — pag. 7);

- derivados da higrina: higrolina e cuscohigrina (Figura 4 — pag. 8).

¢}
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Figura 2 - Alcaléides derivados da ecgonina presentes nas folhas de coca segundo Almeida

(2003).
/CH3
N
o

tropacocaina valerina

Figura 3 - Alcaldides derivados da tropina presentes nas folhas de coca segundo Almeida (2003).
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OH (0]
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Figura 4 - Alcaldides derivados da higrina presentes nas folhas de coca segundo Almeida (2003).

2.3 A cocaina e o crack

A cocaina, anestésico local e estimulante do sistema nervoso central (SNC), é um dos
principais alcaléides extraidos das folhas de plantas do género Erythroxylum (familia

Erythroxylaceae) (ALMEIDA, 2003).

Figura 5 — Estrutura quimica da cocaina.

O nome da cocaina preconizado pela International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) ¢é éster metilico do acido (1R, 2§, 3§, 5R)-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-
azabiciclo[3.2.1]octano-2-carboxilico, sendo também conhecida como benzoilmetilecgonina.
Apresenta em sua estrutura, assim como a maioria dos anestésicos locais, um sitio hidrofilico,
representado pela amina terciaria do anel tropano, e um grupo hidrofébico, que ¢ a estrutura

aromatica presente como éster do acido benzdico.

2.3.1 Histdrico

Dados arqueoldgicos datados de 3000 a.C. sao a mais antiga prova do uso da folha de
coca pelo homem. A folha de coca continuou sendo mascada pelos Incas (900 d.C.) até chegar a
Europa onde comecou a ser comercializada no ano de 1580. A cocaina foi isolada por Albert

Niemann no ano de 1860. As folhas de coca passaram a ser maceradas em chas e incorporadas
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em outras bebidas como a Coca-Cola, que até algum tempo atras apresentava a cocaina entre os
seus ingredientes. Entre os anos de 1880 e 1890, o uso da cocaina era bastante popular, chegando
a conquistar muitos usuarios ilustres. No ano de 1921, no Brasil, o Congresso Nacional aprovou
o Decreto-lei n” 4.292 que, entre outras coisas, estabeleceu: a) penalidades (multa e prisdo) para as
contravengdes na venda de cocaina e outras drogas; b) criacao de estabelecimento especial para
tratamento de dependentes com duas se¢bes, uma para internados judiciarios e outra para
internados voluntarios (BAHLS, 2002). No ano de 1970, a fabricacao, a distribui¢do e a posse da
cocaina foram definitivamente proibidas nos EUA, entretanto, nos anos 70 e 80 o consumo da

cocaina foi revolucionado com a cria¢ao de formas de cocaina que poderiam ser inaladas, como o

crack (WARNER, 1993).

Atualmente no Brasil, a Lei Federal n” 11343/20006, que instituiu o Sistema Nacional de
Politicas Publicas sobre Drogas (SISNAD), prescreveu medidas para prevencao do uso indevido,
atengdo e reinsercao social de usuarios e dependentes de drogas e estabeleceu normas para
repressio a producdo nido autorizada e ao trifico ilicito de drogas. Em seu Art. 66, a Lei
denomina como drogas, as substancias entorpecentes, psicotropicas, precursoras e outras sob
controle especial relacionadas pela Portatia SVS/MS n” 344, de 12 de maio de 1998 (BRASIL,
2000). Por sua vez, a mencionada Portaria, em sua Lista I (Lista das substincias de uso proscrito
no Brasil) e sub-lista F1 (Substancias entorpecentes) elenca a cocaina ou o éster metilico da

benzoilecgonina (BRASIL, 1998).

2.3.2 Formas de apresentagio

Por ser um alcaldide, a cocaina possui basicidade intrinseca (pKa = 8,6) que lhe permite
reagir com solugbes de acidos, organicos ou inorganicos, formando sais, como o cloridrato de
cocaina e o sulfato de cocaina. Essa simples transformacao quimica ¢ uma das mais eficientes
ferramentas para se efetuar o isolamento de alcaléides de matrizes complexas, visto que,
geralmente, as propriedades de solubilidade dos produtos de reagdo sio completamente

antagonicas as da base livre correspondente (ALMEIDA, 2003).

E encontrada com mais frequéncia na forma de pasta de coca, cloridrato de cocaina ou

na sua forma alcaléide, como crack (base livre) (OGA, 1995; WARNER, 1993).
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2.3.3 Uso

O cloridrato de cocaina é frequentemente utilizado por via intranasal ou por via
intravenosa. Em func¢do do seu alto ponto de ebulicio (180 °C) e de sua decomposi¢io em
temperaturas elevadas, o cloridrato de cocaina nao pode ser inalado, em consequéncia disto, o
cloridrato de cocaina vem sendo gradativamente substituido pelo crack, no qual a cocaina se

apresenta na forma de base livre.

O crack (base livre) pode ser fumado em cachimbos ou cigarros e misturado com
maconha ou tabaco. A presenca residual de éter em amostras pode provocar queimaduras em

usuarios desta forma de cocaina.

As folhas de coca continuam sendo mascadas na América do Sul. Entretanto, nio
produzem os efeitos gerados pelo consumo das formas purificadas em fungdo da limitada

absor¢ao gastrointestinal e da, relativamente, pequena quantidade de cocaina presente nas folhas

de coca (vide Tabela 1, pag. 6) (WARNER, 1993).

2.3.4 Mecanismo de acao

O atomo de nitrogénio combina-se com receptores da membrana celular e bloqueia a
condugao de fons sédio e potassio, impedindo assim tanto a gera¢ao como a condugio do
impulso nervoso. A estrutura éster é importante, pois esta ligagdo é facilmente hidrolisada

durante a degradacao metabdlica e a inativagao no organismo.

Em adi¢ao ao bloqueio na condugao pelo sistema nervoso periférico, a cocaina interfere
com a func¢ao de todos os 6rgaos em que a transmissao de impulsos ocorre. Apresenta efeitos
importantes no sistema nervoso central (SNC), nos ganglios autébnomos, na junc¢ao
neuromuscular ¢ em todas as formas de fibra muscular. O efeito sistémico mais notavel ¢ a
estimula¢ao do SNC, onde atua em processos que reduzem a recaptacao da dopamina elevando o
nivel desse neurotransmissor. A a¢ao da cocaina no cortex cerebral e a liberacio de dopamina no
sistema limbico sdo particularmente fortes, propriedades responsaveis pelo seu potencial para o

uso abusivo (OGA, 1995).

2.3.5 Obtengao do crack
Os procedimentos de extra¢ao de cocaina a partir das folhas de coca para obtenc¢ao do

crack seguem duas etapas principais:
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a) imersdao das folhas de coca em solugdes aquosas acidas ou alcalinas ou diretamente

em um determinado solvente organico; e
b) processos de purificagao baseados em precipitagoes e solubilizagdes sucessivas.

Tais processos de purificagao, independentemente de suas particularidades individuais,
sao chamados genericamente de refino e sao responsaveis pela obten¢io da cocaina em suas

diversas formas de apresentagio.

Ha uma infinidade de substancias capazes de atuar com eficiéncia em cada etapa. A
produgao ilicita de cocaina envolve solventes e reagentes pouco dispendiosos e de facil obtengao.
Os processos descritos nos fluxogramas a seguir (Figura 6 — pag. 11, Figura 7 — pag. 12 e Figura 8
— pag. 12) sao considerados como sendo os mais utilizados para a obtencio do crack

(ALMEIDA, 2003; MORELLO, 1995).

(secas e trituradas)

FOLHAS DE COCA ‘I

(Processo Acido) (Processo Alcalino)
lHZSO‘t l CaO (solucdo)
MACERAGAO MACERAGAO
ACIDA ALCALINA
lNazCO;; QUEROSENE
\
MACERADO COM QUEROSENE CONTENDO
COCAINA BASE LIVRE I COCAINA
QUEROSENE
QUEROSENE CONTENDO
COCAINA

H,SO,

SULFATO DE COCAINA
(solugéo éacida)

Na,CO3

PASTA BASE
DE COCAINA

Figura 6 - Obtencao da pasta base de cocaina segundo Almeida (ALMEIDA, 2003).
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PASTA BASE
DE COCAINA

H>SO,
KMnO, (oxidagao)
Filtracéo

SULFATO DE COCAINA
(solugdo acida purificada)

NH4OH
Filtracédo

COCAINA BASE |l

Eter/Acetona
Filtracédo
v

SOLVENTES
CONTENDO COCAINA

HCI/ Etanol
Filtragdo

/

CLORIDRATO DE COCAINA
(cristais)

Figura 7 — Obten¢ao do cloridrato de cocaina a partir da pasta base segundo Almeida
(ALMEIDA, 2003).

CLORIDRATO
DE
COCAINA

PASTA BASE
DE
COCAINA

* H0 * HCl
* Filtragdo * Filtragéo
SOLUGAODE SOLUCAO ACIDA
CLORIDRATO DE COCAINA DE
CLORIDRATO DE COCAINA

* NaHCO3
* Aguecimento
* Resfriamento
* Decantacédo

CRACK I

Figura 8 — Obtencao do crack a partir da pasta base ou do cloridrato de cocaina segundo Almeida
(ALMEIDA, 2003).
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2.4 Adulterantes e pureza

Diversas substancias podem ser adicionadas pelos narcotraficantes aos produtos
constituidos de cocaina para aumentar-lhes o peso, visando proporcionar maior margem de lucro

no comércio da droga.

Qualquer substancia que tenha aparéncia semelhante a cocaina, principalmente em
termos de cor, pode ser utilizada. Aquelas que possuem sabor amargo, propriedade anestésica e
cor branca sao mais dificeis de serem percebidas pelos usuarios, porque se confundem com as

propriedades do referido alcaléide.

Amostras de cloridrato de cocaina sio frequentemente diluidas com manitol e lactose
para dar volume ao p6, adulteradas com cafeina para simular o efeito estimulante da cocaina e/ou

com procaina e lidocaina para imitar o efeito de anestesia local (OGA, 1995; WARNER, 1993).

; < I
o gupe:

Fenacetina Cafeina

~ o

Benzocaina Lidocaina

(o}

H,N

Figura 9 — Estrutura quimica dos principais adulterantes.

E importante frisar que existe grande variagao nas quantidades e tipos de adulterantes e
diluentes adicionados as amostras de cocaina. Bartio ef a/. (1997) analisaram 9.681 amostras de
cloridrato de cocaina apreendidas em 16 provincias da Espanha entre 1985 e 1993. Os teores de
cocaina em amostras provenientes da provincia de Ibiza situaram-se entre 26 e 45%, enquanto na
provincia de La Coruna foram encontrados teores de cocaina de até 73%. A lidocaina foi o
principal adulterante detectado entre os anos de 1985 e 1987 (69,6% das amostras em 1985), mas
nao foi encontrada em nenhuma amostra apreendida entre 1992 e 1993, periodo em que a cafeina

passou a ser o diluente mais comum (BARRIO, 1997).
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Fucci & de Giovanni (1998) pesquisaram 156 amostras de cloridrato de cocaina
apreendidas no mercado ilegal de Roma, entre janeiro de 1996 e junho de 1997. A pureza da
cocaina e a presenca de substancias empregadas para dilui¢io foram determinadas para cada
amostra, sendo encontrados adulterantes em muitas das amostras de rua analisadas. A lidocaina
(média de 14,7%) e cafeina (média de 9%) mostraram ser os adulterantes mais frequentemente

encontrados nas amostras de cloridrato de cocaina (FUCCI, 1998).

A adulteracdo de amostras de cocaina ¢ um problema comum entre os mercados de
drogas ilegais em todo o globo. King (1999) mostrou que a média do teor de cocaina das

amostras apreendidas no Reino Unido atingiu apenas 51% (KING, 1999).

No territério brasileiro, Bernardo ef a/. (2003) quantificaram o conteido de cocaina e
checaram a presenca de adulterantes em 209 amostras ilicitas de cloridrato de cocaina
apreendidas pelos distritos policiais de entorpecentes e substancias toxicas das cidades de Alfenas
e Varginha, MG , no ano de 2001, usando uma triagem por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) e confirmando/quantificando por cromatografia a gis com detector de
ioniza¢do de chama (CG-DIC). Os diluentes (amido, carbonatos/bicarbonatos e agtcates) foram
analisados por testes qualitativos ou CCDA. Das amostras analisadas, 88,9% apresentaram
resultados positivos para cocaina em concentragdes entre 4,3 e 87,1% do pé. Os adulterantes
detectados foram lidocaina (50,2% das amostras, em concentracGes que variaram entre 2,8 a
63,3% do po), cafeina (65% das amostras, as concentragoes variando entre 0,5-92%) e prilocaina
(11% das amostras, com as concentragdes que variavam entre 1,4-20,7%). O teste para
carbonato/bicarbonato apresentou resultados positivos em 41,2% das amostras e 51,2% das

amostras apresentaram agucares (BERNARDO, 2003).

Por sua vez, Carvalho & Midio (2003) avaliaram a pureza do cloridrato de cocaina
presente no mercado ilicito da cidade de Sio Paulo. Do universo de 1.958 amostras de “po
branco” apreendidas, 389 foram usadas para determinar o conteido de cocaina e adulterantes,
bem como a identificaciao de varios diluentes usando cromatografia em camada delgada analitica,
CG-DIC e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os resultados
demonstraram: (a) que nem cocaina nem adulterantes foram detectados em 17 amostras (4,4%),
(b) de todas as amostras positivas (95,6%) para a cocaina, 14% consistiam em nao mais que 200
mg/g (20%), (c) que a puteza da cocaina em 70% das amostras vatiou de 201 a 550 mg/g (20,1-
55%) e (d) em 16% das amostras a pureza foi maior do que 700 mg/g (70%). Os anestésicos
locais lidocaina e procaina foram detectados em 19 amostras (4,9%) em um intervalo entre 10-
602 mg/g. A cafeina foi encontrada em duas amostras (179 e 356 mg/g). Os principais diluentes

detectados foram carbonatos e bicarbonatos (19,2%); silicatos (13,8%), actucar (9,59%), amido
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(5,6%), borato (3,8%) e sulfatos (2,8%). Contaminantes (produtos secundarios) originados de

refino de folhas de coca ou processos de decomposi¢ao nio foram analisados (CARVALHO,

2003).

Caracteristicas de amostras de cocaina provenientes dos estados do Amazonas (AM) e
do Rio Grande do Sul (RS), apreendidas entre janeiro de 2000 e agosto de 2001, foram analisadas
com relagdo a sua forma de apresentacdo (cocaina base ou cloridrato de cocaina), a presenca de
farmacos e agucares empregados como adulterantes e diluentes, medidas de coloracio e
luminosidade, os espectros de reflexio total atenuada no infravermelho médio (FTTR/ATR) e os
teores de Ag, Al, Mn e Ni. Com base nos resultados obtidos foi possivel inferir-se a origem de
uma dada amostra, pois as amostras originarias do estado do Amazonas apresentaram
caracteristicas distintas daquelas do Rio Grande do Sul. Também foram obtidos espectros de
FTIR/ATR de amostras de cocaina originarias dos estados do Ceara (CE), do Mato Grosso
(MT), de Roraima (RR) e de Santa Catarina (SC). Com o objetivo da classificacio geografica,
todos os espectros adquiridos (6 estados) foram estudados simultaneamente, empregando-se
analise hierarquica de agrupamentos (HCA). Foram encontradas similaridades entre as amostras
provenientes do AM, CE, MT e RR, o mesmo ocorrendo entre amostras do RS e SC

(ALMEIDA, 2003).

Brunt ez al. (2009) relataram a identificacao de fenacetina, hidroxizina e diltiazem como
responsaveis por efeitos adversos em usuarios de cocaina, entre 1999 e 2007, onde 3.230
amostras de cloridrato de cocaina foram analisadas em pesquisa na Holanda. Além disso, os
pesquisadores evidenciaram teores baixos de cocaina e consequente aumento nas quantidades dos
adulterantes, principalmente fenacetina, cafeina, levimasol, hidroxizina e diltiazem (BRUNT,
2009). Maietti et al. corroboraram com estes resultados apresentados ao também identificarem o
levimasol e o diltiazem em 259 amostras de cloridrato de cocaina pesquisadas na Italia entre

marco de 2006 e setembro de 2007 (MAIETTI, 2009).

Hays (2005) utilizando a técnica de RMNg-'H, determinou a pureza de uma amostra de
apreendida de cloridrato de cocaina em 79,5%, enquanto que a mesma amostra quantificada pela
técnica de CG-DIC teve um valor médio de teor de 77,3% e evidenciou ainda a presenca de

outros derivados da ecgonina nas amostras, como ¢s- e #rans-cinnamoilcocaina, e de hidroxizina

(HAYS, 2005).

Em recente trabalho, pesquisadores da Franca entrevistaram 373 usuarios de cocaina
entre maio e dezembro de 20006, sobre a dltima amostra de cocaina que tinham consumido e

quantidades residuais das substancias efetivamente utilizadas foram analisadas por cromatografia
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a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os usuarios classificaram a percepgao da
qualidade de seu produto (“bom”, “médio” e “pobre”) e a porcentagem que estimavam de
cocaina que a amostra continha. O teor de cocaina mediano foi de 22%. No total, 343 amostras
continham cocaina, entre as quais 75% continham pelo menos um adulterante. A fenacetina foi a
mais frequente (54% das amostras), cafeina (17%), paracetamol (14%), diltiazem e lidocaina
(11%). Os usuarios entrevistados mostraram uma capacidade de discriminagao relativamente
fraca quanto a pureza da cocaina que consumiram, e apenas 12% relataram pelo menos um dos
adulterantes detectados. A composicao de cocaina de rua é praticamente desconhecida para os
usudrios e suas percepcoes da qualidade de cocaina baseiam-se, em parte, por falsas crengas e
modos de administragao. Isso pode contribuir para favorecer muitas praticas de risco a saude

(EVRARD, 2010).

As pesquisas relatadas apresentaram diversos resultados, principalmente quanto a
presenca de adulterantes e aos graus de pureza de amostras cloridrato de cocaina, contudo, a

literatura é escassa quanto a informagdes sobre a cocaina na forma de crack.

Oliveira et al. (2009) analisaram 10 amostras de cocaina apreendidas pela policia do
estado de Sdo Paulo (seis na forma cloridrato e quatro na forma de crack), utilizando CLAE com
detector UV /Vis. Os resultados obtidos indicaram a presenc¢a de cocaina em todas as amostras
analisadas, com teores compreendidos entre 37,4% e 95,6% para amostras de cloridrato e entre

13,6% e 21,6% para amostras de crack (OLIVEIRA, 2009).

Em trabalho recente, o perfil de 404 amostras de crack oriundas do estado de Sao Paulo
foi determinado por CG-DIC. Os resultados obtidos mostraram que 9,16% das amostras
continham lidocaina, benzocaina e cafeina como adulterantes e 14,57% continham outros
adulterantes totalizando 23,73%. O percentual em teor médio de cocaina presentes nas amostras
de crack foi de 71,3%, mostrando um maior teor de cocaina em relagao a cocaina apresentada na

forma de sal (cloridrato ou sulfato) comercializada como “droga de rua” (FUKUSHIMA, 2010).

2.5 Espectroscopias de UV /Vis e de RMN de hidrogénio da cocaina

A cocaina apresenta espectros de ultra-violeta/visivel e ressonancia magnética nuclear

de hidrogénio descritos na literatura.
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O espectro de ultra-violeta/visivel da cocaina apresenta Amax = 233 nm quando em

concentracio de 1 mg/100mL (em meio aquoso 4cido) e caminho 6ptico de lem com

absorbancia de 430 (MOFFAT, 2003).

Absorbance

L ] I 1 1 1
200 225 250 275 300 325 350 375 400

Wavelength

Figura 10 — Espectro de Uv/Vis da cocaina adaptado de Moffat ez a/. (MOFFAT, 2003).

Os assinalamentos do espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-

'H) da cocaina nas formas de alcaléide (base livre) e cloridrato estdo presentes na Tabela 2 e de

acordo com a Figura 11.

CH3

OCHs

Cloridrato de cocaina o

[0}

Cocaina base livre

Figura 11 — Estrutura da cocaina (base livre e cloridrato) com numeragio.

Tabela 2 - Assinalamentos de RMN-'H da cocaina (CARROLL, 1982).

Numeracio 8y da base livre [J (Hz)] 8y do cloridrato de cocaina [J (Hz)]
H-1 3,5 [3,3; 1,0] 4,3 [2,4]
H-2 3,0 [3,3; 6,0] 3,5 [6,9]
H-3 5,3 [6,0; 12,0; 6,0] 5,5 [6,8; 11,8; 6.9
H-4,, 2,5 [12,0; 12,9; 18] 2,7 [11,8]
H-4q 1,8 [6,0; 12,9; 3,0] 2,3 [6,8; 2,7]
H-5 3,3 [1,0; 1,8; 3,0] 4.2 [2,7]
H-9 22 3,0

H-11 37 3,7
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2.6 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia surgiu como uma ciéncia a partir de 1906 por Michael Tswett, um
botanico russo, que usou uma versio rudimentar da técnica para separar pigmentos de plantas
(CIOLA, 1998). Esta técnica desenvolveu-se e ampliou-se até uma forma instrumental com
elevada sofisticagdo, inicialmente com a cromatografia a gis (CG), posteriormente, a
cromatografia a liquido (CL) e, finalmente, a cromatografia com fluido supercritico (CFS),
concebida nos anos 60, mas empregada muito tempo depois de seu desenvolvimento. Na década
de 70, os sistemas cromatograficos existentes eram a CG e CL, como técnicas bem distintas, mas
complementares. Nos anos 80, buscou-se um aumento da resolucio nestes modos
cromatograficos, consolidando-se a cromatografia a gas de alta resolugdo e a cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE). Nessa década houve o desenvolvimento da técnica de injegao e
do controle da fase moével de CLAE. Cada sistema cromatografico foi desenvolvido
separadamente (CG, CL, CFS), de forma que a instrumentacido envolvida em cada método ¢é

diferente MUHLEN, 2004).

A técnica por CLAE apresentou importantes avangos nos ultimos anos, enfocados na
miniaturizagao, velocidade e desenvolvimentos para necessidades especificas. Estudos tedricos e
praticos sobre cromatografia no fim dos anos 60 e anos subsequentes demonstraram a
necessidade de avancos tecnolégicos na cromatografia a liquido. Empregos de altas pressoes
determinaram o primeiro nome da técnica para diferencia-la da cromatografia liquida classica que

operava a pressao ambiente (CIOLA, 1998).

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) é um importante membro de toda
uma familia de técnicas de separagdo, uma vez que consegue separar misturas que contém um

grande numero de compostos (COLLINS, 2000).

A CLAE separa por particionamento entre duas fases, uma estacionaria e outra moével.
A fase moével carreia o analito pela fase estacionaria, durante essa passagem os analitos da mistura
interagem ora com a fase moével, ora com a fase estacionaria o que retem seletivamente cada
analito. Ao sair da fase estaciondria o analito passa por um sistema de detec¢ao que registra sua
passagem em func¢ao do tempo, esse registro denomina-se cromatograma. Os detectores devem

apresentar alta sensibilidade em resposta a passagem do analito (COLLINS, 2006) (Figura 12,
pag. 18).
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\\
Fase Movel Descarte
(Reservatério)

Sistema de Aguisicho

Figura 12 — Esquema do sistema de CLAE adaptado de Santos (SANTOS, 2008).

2.7 Ressonincia magnética nuclear quantitativa (RMNq)

Todas as técnicas espectroscopicas sao baseadas no principio da diferenga de energia
entre dois estados. O mesmo aplica-se a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
quantitativa (RMNgq). Um nucleo atomico pode apresentar dois estados com nimero quantico de
spin nuclear de %2 (comumente denominados de estados o e ), que correspondem a diferentes
niveis de energia. Na auséncia de um campo magnético externo os dois estados sao degenerados
(igualmente populados), mas uma diferenca de populagdo entre os dois estados pode ser
observada na presenca de um campo magnético externo (B) resultando em um momento
magnético do nucleo atémico. A diferenca de energia (AE) entre esses dois estados é pequena e

pode ser dada por:

AE = yhB, Eq.1
sendo y a razdo giromagnética (razdo entre o momento dipolar magnético e o seu momento
angular) para um dado nucleo e h a constante reduzida de Planck (SOININEN, 2008).

Cada nucleo possui uma razao giromagnética diferente, por exemplo, a razio
giromagnética do hidrogénio ('H) e do carbono-13 (°C) sio 42,58 e 10,71 y/2n/ MHz.T",
respectivamente.

Havendo uma diferenca de energia entre os dois estados, também havera uma diferenca

entre a ocupagao de spins nos estados o e . A populacao relativa de spins em um estado é dada

pela distribui¢ao de Boltzmann.

Eq.2
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sendo N o numero de nucleos em uma orientagio de spin, k a constante de Boltzmann e T a
temperatura. Uma vez que a diferenca de energia entre os dois estados ¢ muito pequena, a
diferenca na populagao relativa correspondente é similarmente pequena. Por exemplo, em um
campo magnético de 11,74 Tesla, a razdo da populacio de nucleos de hidrogénios nos dois
estados em temperatura ambiente é de 0,999987. Isto torna a RMN uma técnica insensivel e
unica quando comparada com outras técnicas, como infravermelho e ultravioleta, em que apds
excitagio promovem a maioria da populagdo a um estado de maior energia. Todavia, um infimo
excesso de nucleos em estado o mais favoravel gera uma magnetizagao liquida e é de fundamental

importancia na espectroscopia de RMN (CLARIDGE, 1999).

Como foi exposto na equagdo 2, a razao da populacao entre os dois estados ¢ afetada
por diversos fatores. Nucleos que possuem razdes giromagnéticas maiores sao mais sensiveis que
aqueles com razdes menores. O hidrogénio (‘H), além de possuir uma razio giromagnética maior
do que a do "C é o is6topo mais abundante do hidrogénio, enquanto o "C possui uma
abundancia de apenas 1,1% daquela do isétopo mais abundante deste elemento ("*C), isétopo este
que nao apresenta momento angular de spin e, portanto, nao exibe o fendmeno de ressonancia
nuclear. Isto torna a espectroscopia de RMN de 'H muito mais sensivel do que a de "C. A
sensibilidade da técnica pode ser aumentada pela diminui¢ao da temperatura durante a medi¢ao

ou pelo aumento do campo magnético externo (By).

Obrigatoriamente para observar a magnetizag¢ao resultante, o estado de equilibrio
térmico deve ser perturbado pela geracio de um campo magnético externo e um pulso de
radiofrequéncia que possua duracdo e amplitude definida. Este pulso impde um torque ao
momento magnético resultante e isto modificara a magnetizagao liquida perpendicularmente ao
pulso. Pelo ajuste da largura do pulso (tempo de pulso), pode-se definir o angulo de inclinagao

para o vetor de magnetizagao resultante.

Apds um pulso de 90°, ndo existe magnetizagio ao longo do eixo z, e a diferenca
populacional entre os estados « e B ¢é eliminada. A magnetizagdao encontra-se agora no plano x-y.
Ap6s o pulso, o vetor da magnetizacao construido terda a tendéncia de retornar ao tamanho e
posicao de origem. Este processo é conhecido como relaxacao. A relaxa¢ao acontece em ambas
as dire¢oes, na direcao do eixo z (relaxacao longitudinal) e na do plano x-y (relaxagio transversa)

(SOININEN, 2008) (Figura 13).
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Figura 13 — Principio de funcionamento de um espectrometro de RMN. (A) Um pulso ¢ aplicado
com uma bobina transmissora na diregdo do eixo-x e apds a excitagdo, (B) o vetor de
magnetizagao iniciar uma rota¢ao ao redor do eixo-z (no plano x-y) e induz uma voltagem na
bobina receptora localizada no eixo-y e (C) o sinal detectado é amostrado na escala do tempo
(adap. de Soininen) (SOININEN, 2008).

Caso a excitagdao seja feita com um pulso de 90°, a recuperagao para o eixo +z (M,)

segue a expressio:

—t
M,= M, (1 - eﬁ> Eq. 3

sendo M, a magnetizagao no equilibrio térmico, t o tempo e T, a constante tempo de primeira
ordem para este processo. O tempo de relaxacio pode ocorrer em segundos, o que faz a
espectroscopia de RMN um método relativamente lento quando comparado a outras técnicas
espectroscopicas onde a aquisicio de dados pode ser repetida diversas vezes a cada segundo

(CLARIDGE, 1999).

O vetor de magnetizacao ao girar produzira uma voltagem oscilante fraca em bobinas e
a voltagem sera entdo detectada. Eventualmente, isto levara a observar um sinal de RMN. A
relaxagdo do vetor de magnetizacdo resultante causa a oscilagido da voltagem até desaparecer, ¢
isto causa o sinal de RMN a decair com o tempo, produzindo o decaimento de indugao livre (do

inglés, free induction decaiment - F1D).

A fase final para obtencao do espectro de RMN ¢ a transformagao do FID na escala do
tempo para um espectro dependente da frequéncia. Esses dois dominios, tempo e frequéncia, sao

relacionados por uma fun¢ao matematica denominada de Transformada de Fourier:

flw)= [T ftetdt Eq. 4

onde, f(w) e f(t) representam os dados no dominio da frequéncia e do tempo, respectivamente

(CLARIDGE, 1999).
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2.7.1 Pardmetros espectrais

Os parametros espectrais mais importantes na espectroscopia de RMN siao o
deslocamento quimico, que diz-nos o tipo de nucleo, a divisao e constante de acoplamento (J),
que descreve o ambiente que o nucleo encontra-se, e a area do pico que é proporcional ao
namero de nucleos, ou no caso de moléculas diferentes é proporcional a concentragoes (PAVIA,

2010).

Cada nudcleo na molécula possui diferentes ambientes quimicos, e assim, diferentes
ambientes eletronicos. Elétrons ao redor do nucleo blindam-no do campo magnético externo, e
assim a frequéncia de ressonancia desse nucleo sera diferente. A diferenca entre a frequéncia do
sinal de referéncia e a frequéncia do sinal ¢ dividido pela frequéncia do sinal de referéncia para
obter o deslocamento quimico, que é da ordem de partes por milhdao (ppm). Em espectroscopia
de hidrogénio, deslocamento quimicos siao usualmente referenciados pelas substancias
tetrametilsilano  (TMS) ou sal sédico do acido 3-(trimetilsilil) propionico-d4 (TSP), cujo

deslocamento quimico de hidrogénio ¢ atribuido como 0 ppm.

O estado de energia de um nuicleo pode também ser afetado pelo estado de spin do
nucleo proximo, em tais casos, os nucleos serao influenciados um pelo outro de forma reciproca,
e diz-se que terdo acoplamento do tipo spin-spin. Isto pode ser observado no espectro como a
divisao dos picos (multiplicidade dos sinais). A multiplicidade dos picos depende do nimero de
nucleos adjacentes acoplando. A magnitude (Hz) da divisdo é conhecida como constante de

acoplamento, e dela depende a intensidade do acoplamento (PAVIA, 2010).

. . . A . 1 ’ ’
O terceiro, e mais importante parametro quando se discute RMNg-'H, ¢ a area do
proprio sinal de RMN. A drea sobre cada sinal de hidrogénios nao trocaveis ¢ diretamente
propotcional ao nimero de nucleos equivalentes responsaveis pelo sinal, ou em outras palavras, ¢

diretamente proporcional a quantidade molar do analito detectado (SOININEN, 2008).

Nos dias atuais, rotinas de integracao sao feitas sem muita preocupagdao com a teoria por

tras do processo de integracao. Todavia, nao ¢ a integraciao em si que ¢ a principal fonte de erros
1 ~ . . o .

em RMNg- H, mas os parametros relacionados a integracao tal como a linha de base como

discutido por Pauli ¢z 2/ (2005). Isto sera mais discutido em detalhes em tépico abaixo.

2.7.2 Parimetros de aquisicao para espectroscopia de RVMINg
O esquema basico de aquisi¢ao para experimentos de RMN segue a sequéncia relaxagao-

excitacido-aquisi¢cao. Cada uma dessas trés partes atua como papel chave na técnica de RMNq.
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Antes da aquisicio em si, existem etapas que devem ser cuidadosamente levadas em

consideracio.

Uma condi¢ao basica para quantificagao de forma exata e para espectroscopia de alta
resolugdao ¢ um campo magnético altamente homogéneo. Inomogeneidades no campo magnético
sao corrigidas por um procedimento denominado shimming, onde o campo magnético externo
(B,) ¢ apropriadamente sintonizado e linhas de campo magnético com formas adequadas e
melhores razées sinal:ruido (S/N) sao obtidos. O shimming pode ser feito manualmente ou
automaticamente ¢ atualmente as rotinas dos gradientes de shimming oferecem as melhores

relagoes tempo:beneficio (BARJAT, 1997; SUKUMAR, 1997).

O tubo de RMN posicionado no probe ao girar pela acao de um rotor pode melhorar a
resolucao de um espectro de RMN. Todavia, o giro da amostra apresenta pequenos sinais nao
esperados no espectro, as chamadas spznning sidebands que sio proporcionais a razao de giro desta
amostra, ou seja, surgem bilateralmente na mesma razao em Hz do giro (SOININEN, 2008).
Para melhorar o processo de integracao ¢é necessario remové-las e o modo mais conveniente para
evita-las em um equipamento de RMN moderno e de alta-qualidade é adquirir os dados com a

amostra sem girar (BORER, 1998).

O tempo de atraso antes da excita¢ao (do inglés delzy) é usualmente denominado como
atraso de relaxacao. O vetor de magnetizacio a liquido excitado retorna ao seu estado de
equilibrio durante este tempo. E crucial para um trabalho quantitativo permitir completamente
este retorno antes da aplicagao de um novo pulso. Ao pulsar muito rapidamente e usando tempos
de repeticdo muito curtos relativos ao T1 uma diminuicao substancial da intensidade do sinal
ocorrerd. Em casos extremos a magnetizagio pode nio ter tempo para recuperar-se entre os
pulsos e eventualmente nenhum sinal sera observado. Esta condigdo é conhecida como
saturagao. Para os spins relaxarem completamente ap6s um pulso de 90°, é necessario esperar um
periodo de pelo menos 5 x T do nucleo que relaxa mais lentamente onde a magnetizagao sera

recuperada em 99,33% (PAULI, 2005).

Enquanto o sinal maximo resulta de um pulso de 90°, talvez seja mais eficiente usar um
angulo menor para um experimento quantitativo visando reduzir o tempo de recuperagio para a
magnetizacao. Este angulo adequado e otimizado, conhecido como angulo de Ernst, pode ser

calculado usando a expressao:

—tr

cosa=eT Eq. 5

sendo « o angulo adequado para um tempo de repeticao de pulsos t. Ao calcular-se o angulo
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usando o maior tempo de relaxagio T, na amostra e um tempo de repeticio razoavel pode-se

conseguir uma maior relacio sinal:ruido no menor tempo (CLARIDGE, 1999).

A janela espectral ou varredura espectral (do inglés spectral window - SW) define o
tamanho da janela contendo as frequéncias observadas. Este tamanho nido deve ser tdao estreito
para assegurar que os filtros de recep¢ao nao interfiram na intensidade dos sinais nas bordas
laterais do espectro. A adigao de uma regido adicional de 2 ppm em ambas as laterais da janela
espectral é recomendada uma vez que o pulso, que excita o espectro, ¢ dado automaticamente no
centro da janela espectral. Isto também levard a uma linha de base mais plana (CLARIDGE,

1999; MALZ, 2003).

De acordo com o teorema de Nyquist, um sinal oscilante deve ser definido por pelo
menos 2 pontos de dados por comprimento de onda. Em RMN;, um sinal deve ser amostrado

com intervalos de tempos iguais ou menores que o dado na equagao abaixo:

1
2xSW

DW = Eq. 6

sendo DW o tempo entre dois pontos de dados (do inglés dwel/ time) e SW a janela espectral em
Hz (do inglés spectral width). Nos dias atuais, onde filtros digitais e oversampling sao técnicas padroes
no espectrometro de RMN moderno, nio é tio necessario perder tempo com estes pontos.

Todavia, oversampling é usada rotineiramente para melhorar a faixa dindmica e a relagdo S/N, e

para aplanar a linha de base (CLARIDGE, 1999).

Quando o sinal emitido é detectado, ¢ amostrado e convertido com um conversor
analdgico para digital (do inglés analogue-to-digital converter - ADC). O processo de digitalizagao
converte a voltagem em um numero binario proporcional a magnitude do sinal. O ADC tem uma
faixa dinamica limitada manuseavel e fornece os limites dos sinais menores que sao medidos na
presenca dos sinais maiores. Resolugoes tipicas em RMN sdo 16 e 18 bits. Para o ADC de 18 bit
a razdo entre o menor ¢ o maior valor detectavel é 1:262.144 ou seja 1/2 elevado a 18, e este
valor também ¢ a faixa dinamica do digitalizador. Quando o espectro quantitativo ¢ medido, é
necessario ajustar o ganho do receptor para que o maior sinal do FID fique dentro da faixa
dinamica do digitalizador. Caso o ganho do receptor esteja muito alto, a satura¢ao pode ocorrer e
resulta na atenuagdao ou, em alguns casos, eliminagdo do sinal. Em espectrometros modernos,
todavia, a mudan¢a no ganho do receptor pode ser feita automaticamente (MALZ, 2003;

SOININEN, 2008).

O tempo de aquisicao (do inglés aquisition time - AQ) é o tempo necessario para conter

todo o FID e ¢ relacionado com a janela espetral (SW) e ao dwell time (DW) de acordo com a
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seguinte expressao:

TD
2xSwW

AQ =DW xTD = Eq.7

sendo TD (do inglés #me data) o nimero de pontos de dados no dominio do tempo. Por
exemplo, para RMNq-'H, em uma diferenca entre frequéncias ao redor de 1 Hz uma resolugio
digital (do inglés digital resolution - DR) menor que 0,5 Hz é necessaria para separar os sinais. Os
pontos do dominio do tempo e o tempo de aquisi¢ao adequados podem ser calculados usando a

seguinte expressao:

2xSW 1
TD ~ AQ

DR = Eq. 8

Caso a DR requerida seja, por exemplo, 0,25 Hz/pt e a SW seja ao redor de 5000Hz, o
tempo de aquisi¢ao devera ser de 4 segundos e os pontos no dominio do tempo serdo de 40.000

(CLARIDGE, 1999).

Alta relagao sinal/ruido (S/N) é necessaria em trabalhos quantitativos exatos. Quanto
maior a relacio S/N melhor serd o resultado da analise quantitativa. A relacio S/N pode ser
melhorada de trés modos: (1) pelo aumento nas concentragdes de substancias na amostra e suas
impurezas, (2) pela repeticao de aquisi¢oes e soma dos FIDs, por exemplo, pelo aumento no
nimero de scans ou (3) pelo uso de um volume maior ou probes mais sensiveis, por exemplo,

probes criogénicas.

O wuso de probes criogénicas ainda ndo é rotina nas analises quantitativas e a
concentracao das substancias niao pode ser aumentada indefinidamente uma vez que as
solubilidades podem ser limitadas. Entio, o modo mais usual é aumentar o nimero de scans para
obter a relacao S/N desejada. A relacio S/N é proporcional a raiz quadrada do nimero de scans,

em outras palavras, para dobrar a relacdo ¢ necessario adquirir 4 vezes mais scans (CLARIDGE,

1999; PAULL 2005).

2.7.3 Obtengao de dados guantitativos

Para obter a concentracao absoluta de um composto em uma amostra usando o RMNg-
'H, a 4rea do sinal deve ser determinada e comparada a area de uma substincia referéncia (SR)
que tenha uma concentracio conhecida, sem a necessidade desta substancia ter a mesma
identidade do analito. Caso os espectros sejam adquiridos seguindo parametros quantitativos, a

concentra¢ao pode ser calculada com a equagao abaixo:
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ny Ay Ny

—= =X —= Eq.9

ny Ay Ny

onde n ¢é a quantidade da substancia, A é a area de um sinal e N é o numero de nucleos que
geraram o sinal correspondente. Os simbolos x e y correspondem as substancias desconhecidas e

conhecidas, respectivamente.

Para a determinagdo da pureza de uma substancia, um padrio interno com pureza
conhecida é necessariamente usado como substancia de referéncia. Entdo a pureza P_ (%) do

analito alvo pode ser calculada pela equagao:

Nre re
Lx oy ey Moy T P Eq. 10

P. =
* Aref Ny Myef m

onde M, e M, sao as massas molares do analito alvo e da substancia referéncia, m é a massa

ref

pesada do analito alvo, m e P, sdo a massa pesada e a pureza da substancia referéncia e N, e
A, correspondem ao numero de spins (nucleos) e a area do sinal integrado de um sinal de RMN

da substancia referéncia (SR) respectivamente (HAYS, 2005; HAYS, 2009; SOININEN, 2008).

2.7.4 Parimetros de processamento

Existem diversos modos pelos quais pode-se melhorar os dados adquiridos antes da
transformada de Fourier (do inglés fourier transform — ftt). Dependendo do resultado desejado, a
resolucdo, a relacao S/N e a variacio na linha de base podem ser melhoradas com fun¢oes

matematicas apropriadas.

A melhora mais comum que pode ser feita no FID ¢ a redu¢do do ruido. Em um
espectro, muito dos sinais decaem para zero apo6s alguns segundos. Uma vez que, usualmente, o
tempo da aquisi¢cio possui diversos segundos, o final do FID contém somente ruido, que pode
ser facilmente reduzido caso todos os pontos de dados do FID forem multiplicados por uma

func¢io exponencial de decaimento (GUNTHERT, 1994; SOININEN, 2008).

A funcdo exponencial de decaimento pode alterar a cauda do FID para torna-la zero e,
assim, aumentar a taxa de decaimento aparente do sinal de RMN. Isto causa o alargamento dos
sinais por um fator de -1/7 (geralmente conhecido como /Zne broadening, 1b, e expresso em Hz). A
aplicacao desta funcio precisa ajustar-se entre a melhor resolucao e S/N. A otimizac¢do entre a
reducao do ruido e o excessivo alargamento do sinal é alcangado quando o decaimento da fungao
encontra-se com o decaimento natural do sinal de RMN, como resultado ocortrerd o dobro da
largura do sinal de ressonincia. Todavia, isto n3o pode ser obtido sempre em RMNq-'H, uma vez

que pode resultar em perda excessiva da resolugao de dois sinais localizados proximos, e assim,
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pequeno alargamento deve ser aplicado (MALZ, 2003).

Infere-se que pelo dobro do nimero de pontos de dados no dominio do tempo ao
adicionar zeros ao final do FID ¢ possivel aumentar ao maximo a relagio S/N por um fator da

raiz quadrada de dois, este processo é conhecido como zero-filling (SAITO, 2004).

A razdo para a melhora da resolugiao parece derivar do fato que somente metade da
informacao do FID esta em uso ap6s a transformacao de Fourier, uma vez que a parte imaginaria
¢ negligenciada. Todavia, a ferramenta de gero-filling pode somente interpolar pontos de dados e
dar uma melhora artificial na resolugao, uma vez que nenhuma informacio nova é adquirida.
Ebel ez al. demonstrou que a aplicagdo de gero-filling acima de N'=2N, onde N” é o numero de
pontos do espectro apds gero-filling em unidades de N, pode nao levar a qualquer redugao maior
no desvio padriao da integracao do sinal. Além disso, Ebel ¢ @/ também demonstrou que ao
combinar o gero-filling com uma fungdo exponencial, nao ocorre melhoria no desvio padrao da
integracao do sinal, somente quando se usa leve apodizac¢io (ex. 0,2 Hz) uma redugdo no desvio

padrio devido ao gero-filling pode ser alcangada (EBEL, 2000).

Caso a resolugdo do espectro de RMN precise ser aprimorada, o FID deve ser
multiplicado por uma func¢ao exponencial. Todavia, isto aumenta também o ruido do espectro, e
em vez de uma fung¢dao exponencial, uma funcio Lorentz-Gauss pode ser usada. A fungio ¢é
determinada por duas variaveis, o grau de estreitamento e o ponto no tempo de aquisicdo o qual
a funcao atinge o seu valor maximo. A escolha do valor adequado ¢ usualmente feita com

método de tentativa e erro e podem ocorrer valores diferentes para sinais diferentes dentro de

um espectro (TRAFICANTE, 2000).

Uma vez que a fase do receptor pode niao ser a mesma daquela do vetor de
magnetizagao, o espectro requer a chamada corregao de fase apds a transformada de Fourier. A
fase de um espectro ¢ corrigida pela aplicagdo de uma corre¢do de fase de ordem-zero ou
primeira-ordem. Em RMNq—lH, corrigir a fase cuidadosamente ¢ essencial. Desvios da absor¢ao
modificam as formas dos sinais e reduzem a area integrada. Todos os softwares de
processamento de RMN incluem também a corre¢ao de fase automatica, mas, como Pauli e a/.
(2005) téem notificado, a corregdao de fase manual do espectro para analises quantitativas ¢ a mais

indicada (PAULI, 2005).

A determinagdo da area do sinal depende enormemente da linha de base do espectro.
Em um espectro de RMNg-'H, a linha de base deve ser plana e tender a zero onde a area de um
sinal isolado devera ser facilmente determinada. Todavia existem diversas fontes de distor¢ao da

linha de base. Em uma integracao de rotina, uma linha de base é estimada pela comparag¢ao com
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uma linha reta. Todavia, a linha reta ndo representa a linha real e assim poderao ocorrer erros na

determinacdo da area dos sinais (PAULIL, 2005).

2.7.5 Integragao de sinais

Como ja mencionado, a area de um sinal de RMN ¢ diretamente proporcional aos
nucleos correspondentes. A determinagao da area do sinal e a integragdo sao partes importantes
da RMNgq. Os softwares oferecem uma ferramenta que pode fazer o trabalho com a exatidao
adequada para a elucidagao da estrutura. A integracao classica ¢ feita pela medida da altura relativa
de uma curva produzida durante o procedimento de integracdo. Todavia, para ser util na
determinagdo exata da area de sinais, existem alguns pontos que precisam ser considerados para a

integragao. (SOININEN, 2008)

Erros nas areas de sinais integrados podem ser causados por: (a) ruido no espectro de
RMN, (b) erros na fase, (c) aproximacao da linha de base ¢ (d) descuido na corre¢ao da curva e
das tendéncias na integragao (GRIFFITHS, 1998). Erros grosseiros na exatidao das integragdes
de rotina aparecem provavelmente pela aproximacgao causada por partes de sinais que deveriam
estar fora da faixa de integracao. Obrigatoriamente para incluir 100% da area do pico, uma
integral deveria ter que estender-se aos infinitos em cada direcao. Griffiths & Irving estudaram o
efeito da largura da integral sobre a exatidao de uma area de sinal com formato Lorentzian. Eles
concluiram que 99,5% das areas dos sinais sao obtidas se a integral estender-se por 39 vezes a
largura do sinal. Caso erros menores que 0,1% sejam desejados, a largura da integral deve ser 76
vezes a largura do sinal em ambas as direcdes (GRIFFITHS, 1998). Por exemplo, em um
espectro de RMN de 500 MHZ de rotina, onde a largura do sinal ¢ ao redor de 1Hz, a regiao
integrada devera ser de 152 Hz (~0,30ppm). Por outro lado, quando os sinais sio alargados
devido a campo magnético nao homogéneo (por exemplo devido ao shzmming pobre), a largura da

integral devera ser maior (GRIFFITHS, 1998).

2.7.6 Substincia de referéncia (SK)

A RMNq—1H ¢ uma técnica primaria (HAYS, 2005; PAULIL, 2005; SAITO, 2004) e desta
forma ¢é possivel realizar analises quantitativas sem padroes dos analitos-alvos, ou seja, a
determinagdo quantitativa pode ser obtida a partir da razdo entre a integracao de um sinal
especifico do analito-alvo e a integracdo de um sinal especifico de um composto padrio,

doravante denominado de substancia de referéncia (SR). Esta SR pode ser interna ou externa. Ao
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usar uma SR como interna, a mesma ¢ adicionada diretamente ao tubo que contenha a amostra e
20 usar como externa, a SR serd determinada em um tubo de ressonancia do tamanho de um
capilar (SOININEN, 2008), geralmente introduzido ao tubo de ressonancia do analito alvo e

analisada simultaneamente.

Existem alguns requisitos para SR que precisam ser completamente seguidos: (a) deve
ser disponivel em forma altamente pura, estavel, ndo volatil, pesavel, soluvel e inerte, e (b) o
espectro de RMN deve ser simples e com sinais que nao sobreponham-se ao do analito (HAYS,
2005; PAULI, 2005). Esses requisitos limitam a quantidade de moléculas adequadas e assim, ¢é

comum propor-se diferentes compostos para cada nova aplicagao.

a) Substancia de referéncia interna

As mais comuns SR internas usadas em espectroscopia de RMN sio tetrametilsilano
(TMS) em solventes organicos ¢ o sal sédico do acido 3-(trimetilsilil) propionico-d, (TSP) ou sal
sédico do acido 3-(trimetilsilil)-1-propanesulfonico-d, (DSS) em amostras aquosas. Essas
substancias sao usadas normalmente como referenciais para deslocamento quimico atribuindo o

valor de 0 ppm. O TSP também pode ser usado como uma SR interna para quantificacio (del

CAMPO, 2006; HAYS, 2005).

Uma SR interna usada frequentemente em RMNg-"H ¢ o 4cido (Z)-2-butanodiéico
(acido maléico), que tém sido usada em estudos de RMNg-'H envolvendo padrdes analiticos
(HAYS, 2005), drogas antibidticas em produtos farmacéuticos (SALEM, 2005) e em amostras de
urina (SALEM, 2000) e fitoterapicos (BILIA, 2002; VAN BEEK, 1993). O acido maléico possui
um forte singleto em aproximadamente 6,5 ppm (dependendo do solvente) que pode ser usado
como sinal referéncia em analises quantitativas, além disso ¢ disponivel em forma muito pura e

soluvel em diversos solventes (HAYS, 2005).

Outras SR tém sido usadas como internas, como o 4acido férmico, o acetato de sodio, a
dimetilsulfona, o 1,4-dioxano, o fere-butanol, a #un-dimetilformamida, o 2 5-dimetilfurano,
hexametildisilozano, o icido cadodilico, o icido 1,3,5-benzeno-tricarboxilico, o benzeno-1,3,5-
triol (floroglucinol), o antraceno (utilizado como SR na quantificagao de canabindides presentes
na planta Cannabis sativa Linneu (HAZEKAMP, 2004). Outros compostos aromaticos que tém
sido usados como SR incluem dimetil-isoftalato, 2,3,5,6-tetrametillpirazina e 2 - [2,3-dicloro-4-(2-

metileno-1-oxobutil) fenoxi] - acido acético (acido etacrinico) (SOININEN, 2008).
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b) Substancia de referéncia externa

As concentragoes de analitos em RMNq também podem ser determinadas com uma SR
externa. No ano de 1999, Akoka e a/. prop6s uma alternativa para uso de SR internas com base
em um sinal de referéncia calibrado. O sinal de referéncia é uma linha de RMN “nio real”, ou
seja, ¢ um sinal simulado eletronicamente. A abordagem aplicou o método ERETIC (Referéncia
eletronica para acessar concentragoes iz vivo, do inglés Electronic REference To access In vivo
Concentrations) e foi comprovado que ERETIC tem exatiddo igual ou melhor a obtida ao uso de
uma SR interna. Além disso, o sinal de referéncia nio se sobrepde com sinais de analitos-alvo,

porque os parametros da ERETIC podem ser escolhidos livremente (AKOKA, 1999).

A SR deve estar localizada necessariamente em um capilar coaxial que sera previamente
calibrada em relacdo a solu¢bes de concentracao conhecidas de analitos, além do que possuem

outras Vantagens:
(i) um unico capilar calibrado pode servir para grande nimero de amostras;

(i) a SR pode ser dissolvida em um solvente deuterado, que também fornece o

campo/ frequéncia patra o aparelho;

(i) ndo ha contaminacio da amostra, ficando a mesma disponivel para técnicas

analiticas alternativas subsequentes;

(iv) a SR pode ser usada para a analise de sangue, liquor, urina e outros fluidos sem

problemas com fendémenos de ligagao as proteinas ou permuta quimica (SOININEN, 2008).

2.7.7 Aplicagoes quimicas e farmacéuticas de RMNg

A literatura possui diversas aplicagdes da RMNgq, principalmente de hidrogénio, na
quantificagdo e determinagdao de substancias quimicas em formulagées farmacéuticas, produtos

comercial naturais, entre outras.

Nas analises forenses, a quantidade de amostra a ser analisada é geralmente pequena e a
necessidade de armazenar a mesma quantidade de analito utilizada no exame primario para
possivel reanalise por tempo indeterminado torna essencial a otimiza¢ao de processos de analise
que nao destruam ou modifiquem a amostra, o que estabelece a RMN como uma excelente
op¢ao para caracterizacdo de amostras de cocaina e outras drogas de abuso com finalidades

forenses (ARAUJO FILHO, 2006).
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Hays (2005) apresentou 2 RMNg-'H como um método rapido, sensivel, exato, preciso,
reprodutivel e versatil para determina¢ao da pureza de medicamentos, de padroes de referéncia e
em andlises de rotina de drogas ilicitas e adulterantes. A metodologia do pesquisador utilizou
amostras pesadas e dissolvidas em solugdo de solvente deuterado contendo SR interna de alta
pureza. O desvio padrao relativo (RSD) destes sinais foi geralmente inferior a 1% para os padroes
de referéncia e os resultados concordam com outros métodos de determinagdo de pureza. Os
espectros de heroina ilicitas, da metanfetamina, do MDMA, e de amostras de cloridrato de

cocaina sao apresentados (HAYS, 2005).

A técnica de RMNg-'H apresenta diversas vantagens sobre técnicas cromatograficas no
tocante a especificidade, velocidade de analise, precisao e flexibilidade, principalmente quanto a
quantificagdo de substancias quimicas, fornecendo dados sobre a estrutura molecular do

composto, com a vantagem de ser uma técnica nao destrutiva (HAYS, 2005).
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Figura 14 — Espectro de RMN-'H (500MHz) de padrio de referéncia de cocaina tendo o acido maléico
como SR interna em D,O (Adap. de Hays) (HAYS, 2005).

A quantificacdo usando a RMNq pelo uso da area dos sinais é o método mais comum
presente na literatura, por outro lado, a quantificagao pela altura do sinal nao tem sido usada,
tanto por causa da baixa precisio e linearidade como devido as formas e larguras inconsistentes
dos sinais (medidas a meia altura). Para resolver este problema, o uso de um processamento apos
a aquisicdo empregando um método de Gauss ou pela ampliacio do sinal ao usar uma funcgao

exponencial ou apodizacio para normalizar a forma e a largura do sinal da SR como padrao
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interno (ISTD), as alturas de um espectro de calibragdo do analito podem ser comparadas as

alturas dos sinais do analito, obtendo-se resultados quantitativos exatos e precisos.

Utllizando a abordagem descrita, centenas de amostras ilicitas de cloridrato de
metanfetamina, de cloridrato de cocaina e de cloridrato de heroina, de composi¢ido e pureza
diversas, foram quantificadas por meio de analises automatizadas, aumentado a confian¢a nos
valores de pureza determinados, e comparadas com uma método de quantificagio por
eletroforese capilar (EC). Para a analise de amotras de cloridrato de cocaina, os coefientes de

correlacio (1°) foram de 0,9984 (HAYS, 2009; LURIER, 2004).
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Figura 15 — (A) Comparagio entre resultados da integracao de trés picos e eletroforese capilar de
291 amostras de cloridrato de heroina e (B) comparagao entre resultados da medigao da altura

associadas com as integracoes de cinco picos e eletroforese capilar (adap. de Hays & Thompson)
(HAYS, 2009).

Outro material ilicito analisado por RMNg-'H foram os derivados da planta Cannabis
sativa L. Os canabindides da maconha foram quantificados por Hazekamp & Veeport (2004)

utilizando 2 RMNq-'H sem qualquer purificagio cromatogrifica. Os pesquisadores utilizaram
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metanol-cloroférmio durante a extragdo e o antraceno como SR interna (HAZEKAMP, 2004).

Holzgrabe et al. (1998), em extensa e excelente revisao, dissertaram sobre as aplicacOes
da espectroscopia de RMNq na analise de farmacos tanto em formula¢ées como em estudos do
metabolismo, em particular, descreveram os métodos presentes em farmacopéias internacionais.
Os autores repetiram muitos dos métodos descritos em seus proprios laboratorios, por exemplo

para analise de heparinas de baixo peso molecular, hidrocortisona, orfenadrina, lovastatina,

captopril e diversas outras aplicagoes (HOLZGRABE, 1998).

Plantas medicinais tém sido estudadas extensivamente por RMNg-"H. Naqvi e# a/. (1998)
tem apresentado no final dos anos noventa a determinagao quantitativa de atropina e

escopolamina em diferentes partes de plantas NAQVI, 1998).

Um método rapido de RMNq desenvolvido por Choi e a/. (2003) foi aplicado na analise
quantitativa da bilobalida, ginkgolides A, B e C das folhas de Ginkgo biloba em produtos
comerciais de Ginkgo. Em seu estudo, os pesquisadores utilizaram o benzeno-1,3,5-triol como

SR e uma mistura de acetona e benzeno como solventes deuterados (CHOI, 2003).

RMNq tem sido aplicada para estudar as quantidades de triterpenolactonas da Ginkgo
biloba que variam muito com pequenas mudangas tais como local de coleta, época da colheita e

estagio do crescimento de plantas (LI, 2004).

Burton ef al. usaram cafeina, teofilina e solucdes de sacarose como SR externas em
estudo quantitativo de toxinas de algas e alguns outros produtos naturais, concluindo que a
exatidao em torno de 99% ¢ alcancada caso sejam utilizadas amostras em tubos de alta precisio e
parametros constantes de medi¢ao (com excec¢ao do pulso de excitagao que tem de ser calibrado

para cada amostra) (BURTON, 2005).

Malz & Jahnke (2005) examinaram a precisio da RMNq de acordo com o “Guia para
Expressio da Incerteza” do Bureau Internacional de Pesos de Medidas (BIPM) e com as
diretrizes da corporagdo internacional EURACHEM, e descobriram que a RMNq possui uma
incerteza de medicao inferior a 1,5% de acordo com trés modelos utilizados. (BIPM, 1995;

EURACHEM, 2000; MALZ, 2005)

Em aplicagoes de RMNq, existem multiplos parametros de aquisi¢io e processamento
que podem afetar o resultado da quantificacio. Malz & Jahnke (2005) exaustivamente
trabalharam e testaram a robustez do método de RMNgq. Os pesquisadores dividiram os
parametros analisados em trés categorias de acordo com sua influéncia na precisio quando foram

variados dentro de uma faixa razoavel: (i) nenhuma influéncia significativa (robusta), (ii)
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influéncia significativa sobre a razao S/N e (iii) mudanca sistematica da intensidade do sinal

correto.

Descobriram que os parametros que nao tém influéncia significativa sobre os resultados
inclufam a energia do pulso, o tempo do atraso de pré-aquisi¢io, o ganho do receptor, a
temperatura da amostra, o gero-filling e o nimero de pontos de dados da frequéncia, sendo a
influéncia destes parametros sobre o desvio do valor de referéncia gravimetricamente obtido de

menos de 1%.

Os parametros que tiveram uma influéncia significativa sobre a razao S/N foram (i)
angulo de incidéncia do pulso, (ii) o numero de scans e (iii) a ampliagio da largura do sinal por
uma funcao exponencial. Apds uma investigacao detalhada, Malz & Jahnke puderam determinar
que uma razdo S/N de pelo menos 150 setia necessiria para obter uma incerteza de medi¢io

menor que 1% (MALZ, 2005).

Quanto a linearidade, a RMNq apresentou resultados sempre superiores a 0,999

(BURTON, 2005; MALZ, 2005).

Em RMNgq, a atribui¢do inequivoca de todos os picos, que pertencem ao analito e as
impurezas que estio ou podem estar presentes, pode ser obtida com a sele¢ao cuidadosa de sinais
cuja integracao deve ser determinada, pois os sinais do analito-alvo devem estar livres da
sobreposicao de sinais de impurezas. Uma maneira comum para avaliar a especificidade ¢
executar espectros do analito com alto grau de pureza ou pode-se também pesquisar a

sobreposi¢ao de sinais pelo aumento da for¢a do campo magnético ou pela mudancga do solvente

deuterado (MALZ, 2005).

O conceito de limites de detecgao e quantificagdo nao sio aplicaveis em sentido estrito a
RMNq pois os parametros experimentais podem ser ajustados de maneira adequada para a
deteccdo e quantificagao. Além disso, os limites sao variaveis de acordo com o campo magnético,
pois aqueles aparelhos que possuem maior campo magnético apresentam menores limites com

formas e sinais melhores definidos (SOININEN, 2008).

Dagninoa & Schripsemab (2005) descreveram um procedimento completo para
extragdo, detec¢do e quantificagao de anatoxina-a em amostras biolégicas, onde a utilizagdo de

RMNg-'H permitiu a quantificacdo precisa de microgramas de anatoxina-a (DAGNINOA, 2005).

Pauli ¢# al. (2005) tém apresentado uma excelente revisio sobre RMNg-'H em relagio
aos produtos naturais e métodos para determinar a analise de impurezas e a concentragio de

taxol em extratos de cascas de Taxus brefifolia (PAULIL, 2005).
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Figura 16 — Parimetros de aquisicdo e processamento e tipos de aplicacio de RMNg-'H segundo
Pauli ez al. (PAULL, 2005).

Holzbrabe ez al. (2010) e Holzgrabe ef a/. (2005) dissertaram a respeito da RMNq acerca
de diversos pontos tedricos importantes da aplicagio da técnica e analises farmacéuticas

(HOLZGRABE, 2010; HOLZGRABE, 2005).

Rundlof ez al. (2010) pesquisaram e qualificaram o desempenho de algumas SR como
padrdes internos para quantificagio por espectroscopia de RMNg-'H e demonstraram seus

resultados pela analise de paracetamol em produtos farmacéuticos (RUNDLOF, 2010).

Em recente trabalho, Podgorskii ef @/ (2011) apresentaram os resultados de uma analise
comparativa do uso de RMNq no controle de qualidade de farmacos e drogas. O flavonoéide
dihidroquercetina (taxifolina, 3,3'.4',5,7-pentahidroxiflavanona), foi usado como exemplo. A
espectroscopia de RMNg-'H p6de ser recomendada com base nesta anilise comparativa para
identificar todas as possiveis impurezas ou para confirmar a auséncia de contaminantes toxicos e

também para a analise rapida de amostras (PODGORSKII, 2011).

Gadape & Parikh (2011), por sua vez, utilizaram a RMNg-'H para determinar o
cloridrato de metformina na formula¢io de comprimidos farmacéuticos. O método foi baseado
no uso do acido maleico como SR interna e 6xido de deutério (D,0) como solvente deuterado.
O método foi validado para os parametros de especificidade e seletividade, precisao, linearidade,
intervalo, limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificacio (LOQ)), precisao, estabilidade da
solugao e robustez. A linearidade da curva de calibragiao para o analito na faixa de concentracao
desejada foi bom (r* = 0,9993). O método foi exato e preciso, com boa recuperagio. A vantagem
do método é que nenhum padrao de referéncia do analito-alvo ¢ necessario para a quantificaco.
Além disso devido ao método nio ser destrutivo, pdde ser aplicado para a quantificagdo de

cloridrato de metformina em produtos de formula¢ao comercial (GADAPE, 2011).
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Pelo levatamento bibliografico, varias metodologias da técnica de RMNg-'H foram
desenvolvidas para inumeras aplicagdes, contudo nem metodologia e nem resultados sao

reportados na literatura a respeito da utilizagao para amostras de cocaina na forma de crack.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologia baseada no uso da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear quantitativa de hidrogénio para avaliar o grau de pureza de amostras de crack apreendidas

no estado da Paraiba.

3.2 Objetivos especificos

v' Aplicar e avaliar o desempenho da espectroscopia de tressonincia magnética nuclear
quantitativa de hidrogénio (RMNq—lH) para determinar o teor de cocaina em amostras de
crack apreendidas no estado da Paraiba;

v" Desenvolver e validar método rapido de andlise quantitativa de cocaina em amostras de
crack por meio da técnica de cromatografia a liquido com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD);

v' Determinar o grau de pureza de amostras de crack utilizando os métodos desenvolvidos
(CLAE-DAD e RMNq—lH) e analisar o desempenho dos mesmos;

v’ Identificar os principais adulterantes presentes nas amostras de crack analisadas utilizando

a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).



COSTA,R.A.R. METODOLOGIA 38

DETERMINACAO DO GRAU DE PUREZA DE AMOSTRAS DE CRACK APREENDIDAS NO ESTADO DA PARAIBA POR RMNg-H E CLAE-DAD.

4 METODOLOGIA

4.1 Amostras de crack

As amostras do presente trabalho foram obtidas de apreensdes realizadas pela Policia
Civii do Estado da Paraiba e encaminhadas aos Laboratérios de Toxicologia Forense
subordinados a Geréncia de Laboratério Forense do Instituto de Policia Cientifica da Paraiba

durante todo o ano de 2010.

As amostras eram constituidas de formas sélidas e fragmentos com cores que variavam

do branco ao marrom passando pelo amarelo (Figura 17).

Figura 17 — Amostras de crack utilizadas no estudo.

A amostragem deu-se por um processo de fracionamento das apreensdes apos o inicio
da cadeia de custédia laboratorial, sendo apenas coletadas aquelas amostras que possuiam
quantidade suficiente para analise e armazenamento para eventual nova pericia. Aquelas
apreensoes que nao continham quantidade suficiente de material para os procedimentos legais

foram excluidas da amostragem.

A quantidade amostrada foi calculada segundo a equacio abaixo (LEITE, 2003):

Amostragem = VN +1 Eq. 11
Amostragem = V575 +1 =239 +1

Para ampliar a amostragem, foi duplicada a quantidade de apreensodes e retirou-se 1

unidade, logo o calculo final ficou a seguinte:
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Amostragem = 2xV575—1=2x23,9 —1 = 47 amostras

Ao final, 47 (quarenta e sete) amostras de crack foram amostradas entre aquelas

apreensoes analisadas durante todo o ano de 2010.

As amostras foram acondicionadas em tubos de polipropileno conicos (eppendorffs) de 2

mL e preservadas a temperatura ambiente em local escuro e seco.

Foram analisadas amostras em forma de pedras e fragmentos, triadas previamente por
testes presuntivos colorimétricos com agente cromogénico de precipitagao tiocianato de cobalto a
1% e cromatografia em camada delgada realizados pelos peritos dos Laboratérios de Toxicologia

Forense.

As quantidades amostradas destas 47 apreensoes oscilaram entre 220 a 840 mg de cada,

conforme o disposto na Tabela 3, pag. 39.

Tabela 3 — Quantidades amostradas das apreensoes.

Numero da Cédigo da amostra Massa. da aliquota
amostra retirada (g)
1 Ral 0,43
2 Ra3 0,47
3 Rb1 0,45
4 Rcl 0,53
5 Rh1 0,40
6 Ril 0,54
7 Rj1 0,48
8 Rk1 0,43
9 Rk2 0,40
10 RI1 0,36
1 Rm1 0,39
12 Rnl 0,46
13 Rol 0,36
14 Rpl 0,31
15 Rql 0,39
16 Rs1 0,33
17 Rtl 0,86
18 Rul 0,33
19 Rvl 0,84
20 Rv2 0,34
21 Rx1 0,17
22 Ryl 0,22

N
W

Pal 0,31
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24 Pa2 0,35
25 Pb2 0,36
26 Pcl 0,30
27 Pel 0,65
28 Pfl 0,32
29 Pgl 0,68
30 Phl 0,50
31 Pil 0,60
32 Pjl 0,57
33 Pkl 0,54
34 Pl1 0,43
35 Pm]1 0,57
36 Pnl 0,44
37 Pol 0,33
38 Ppl 0,33
39 Prl 0,37
40 Psl 0,50
11 Ptl 0,40
42 Pul 0,33
43 Pyl 0,33
44 Pwl 0,35
45 Px1 0,48
46 Pyl 0,37
47 Pz1 0,61

A colecao de amostras selecionadas foi acondicionada em local predeterminado, com
seguranca, sob custddia laboratorial e seguindo o procedimento operacional padrao especifico da
Geréncia de Laboratério Forense do IPC/PB. O mesmo procedimento foi adotado com o

remanescente das amostras apés as analises.

4.2 Materiais e Equipamentos

» Cromatografo liquido de alta eficiéncia, Thermo Scientific® modelo Surveyor®, com
injetor automatico, modelo Thermo Scientific® Surveyor Autosampler Plus®, detector de
arranjo de diodos, modelo Thermo Scientific® PDA Plus” e acoplado a um computador,
munido de software de aquisi¢io e tratamento de dados ChromQuest” versio 5.0 e
biblioteca de espectros de UV/Vis UVTox";

» Coluna de cromatografia a liquido com fase C-18 (15cm x 4.6 mm id x 5um) Ace”;

» Pré-coluna de cromatografia a liquido com fase C-18 Ace®;
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>

vV V VYV V

vV V.V VYV V V VYV V VY

Cromatégrafo a gas, Thermo Scientific® modelo FOCUS GC", acoplado com um
espectrometro de massas tipo simples quadrupolo, Thermo Scientific® modelo DSQ 11%,
injetor do tipo split/ splitless, injetor automético XYZ para liquidos e voliteis Thermo
Scentific® Triplus®, acoplado a um computador, munido de software de aquisicio e
tratamento de dados XCalibutr® e biblioteca NIST® 2008 versio 2.0;

Coluna capilar para cromatografia a gas com fase estacionaria 5% Fenilpolisil fenileno-
siloxano, do tipo BPx5 - MS® (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um de espessura do filme) SGE®,
Gés especial para a cromatografia a gis (GC) hélio grau 5.0 Air Liquide®;

Microseringa de CG 10 ul Thermo Scentific”;

Pipetas automaticas Eppendorff Research®, com diferentes capacidades volumétricas;
Espectrometro Varian® Unity Plus 300® (7.04 T) operando a 300 MHz para Hidrogénio
(‘"H) e 75,4 MHz para carbono-13 (°C);

Espectrémetro Varian® Mercury® operando a 200 MHz para hidrogénio e 50 MHZ para
Carbono-13;

Espectrometro Varian® 500 operando a 500 MHz para hidrogénio e 75 MHz para
Carbono-13;

Ultrapurificador de agua Flga® modelo Option Q;

Balanca analitica Shimadzu® modelo AY220;

Peagametro Hanna® modelo pH21;

Banho de Ultrassom Branson® modelo 1510;

Vials de vidro de CLAE com rosca e tampas;

Vials de vidro de CG com rosca e tampas;

Bastoes de vidro, béqueres, baldes volumétricos;

Tubos de RMN 5mm 7 500MHz Wildmad"®;

Tubos de RMN 5mm 600MHz Norell”.

4.3 Reagentes e solventes

V V V V V VY

Acetonitrila grau HPLC Tedia®;

Diclorometano grau PA Merck®;

Solu¢do aquosa de Trietilamina Merck® a 0,01%o;
Metanol grau HPLC Tedia®;

Acido maléico Spectrum®;

Tere-butanol Dinamica®™;
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Cloroférmio deuterado Cambridge Isotope Laboratories”;
Metanol deuterado Cambridge Isotope Laboratories”;
Oxido de deutério (Agua deuterada) Cambridge Isotope Laboratories”,

Cloreto de deutério a 35% em 6xido de deutério Sigrna—Aldrich®;

YV V V V V

Sal sédico do 4cido 3-(trimetilsilil) propionico-d, (TSP) Cambridge Isotope Laboratories®.

4.4 Padroes de referéncia

4.4.1 Padrio de referéncia secundario

Foi utilizada uma amostra de cocaina (base livre) como padrao de referéncia secundario
para desenvolver a metodologia de analise e para a validagdo do método por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia. Trata-se de amostra gentilmente preparada e cedida pelo Perito Oficial

Quimico-Legal, o Prof. Dr. Ticiano Pereira Barbosa.

A amostra do padrio secundario (base livre) foi preparada a partir de amostras
apreendidas por uma adaptagao da marcha para isolamento e purificacio de alcaléides com as

seguintes etapas:
a) dissolucao lenta de 1 g de “pedras de crack” em 5 mL de 4cido cloridrico a 0,1N;
b) filtracao em papel de filtro para um erlenmeyer;

c) basificagao com gotas de hidréxido de amoénio PA até que todo o liquido adquire-se

aspecto leitoso;

d) transferéncia para funil de separagdao e extragao com 15 mL de cloroférmio PA por

trés vezes para béquer de vidro; e
e) secagem a temperatura ambiente.

Em seguida, a amostra foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluentes metanol : hidréxido de
amonio (100:1,5). Apds eluicdo, a cocaina foi observada sob luz ultravioleta em 254 nm de
comprimento de onda e a silica foi retirada da placa para um erlenmeyer, sendo dissolvida em
cloroférmio PA e posteriormente filtrada em funil com placa de vidro sinterizado. O filtrado foi

seco a temperatura ambiente, obtendo-se ao fim 157 mg de um granulado grosseiro.

Parte da amostra citada (72 mg) foi encaminhada para o Instituto Nacional de

Criminalistica da Diretoria Técnico-Cientifica da Policia Federal em Brasilia-DF, para
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determinagdo do teor de cocaina por metodologia adotada no Projeto Perfil Quimico de Drogas
(PeQui) da Policia Federal. Através da Informagio Técnica n® 109/2011-INC/DITEC/DPF

determinou-se que a amostra continha um teor de 72,91% de cocaina.

A metodologia de quantificagdo adotada para a analise do teor deste padrao secundario
pela Policia Federal utilizou um cromatégrafo a gas com detector de ioniza¢ao por chama marca

Agilent” modelo 6890. A programagio do equipamento foi a seguinte:

e Injetor a 250 °C;

e Modo split numa razao de 50:1;

e Fluxo de gas hélio a 53,4 mL e de split a 49,6 mL;

e Coluna capilar tipo DB-1ms de 25m (comprimento) x 200 um (diametro) x 0,33 pm
(espessura do filme);

e Temperatura inicial a 150 °C por dois minutos e uma rampa de aquecimento a 40 °C por
minuto até 315°C em 3,87 minutos e fim da corrida em 9,99 minutos;

e Detector a 320 °C com fluxo de hidrogénio a 35 mL/min e ar sintético a 350 mL/min em

modo constante.

A quantificacdao ocorreu ap6s a confec¢ao de curva de calibragao com padrio de cocaina
e padrio interno, o dipentilftalato, em seis pontos (entre 0,0270 pug/mL e 0,6744 ug/mL). A
linearidade do método foi determinada por regressio linear e o coeficiente de correlacio () foi

de 0,999864.

O teor de cocaina do padriao de referéncia secundario também foi confirmado através
de analise pelo método de cromatografia a liquido de alta eficiéncia desenvolvido e validado
durante este trabalho, frente a um padrao primario de cocaina (ver item 4.4.2) e o resultado foi

um teor de 74,47% (1C95%: 73.47-75.47%).

4.4.2 Padrao de referéncia primario

Foram adquiridas, da empresa CMS Cientifica Ltda, 05 ampolas de padrao de referéncia
de cocaina (1 mg/ml. de acetonitrila) da marca Cerilliant® (lote FC062807-01) apés a devida
autorizagao especial simplificada para estabelecimentos de ensino e pesquisa obtida junto a
Agencia Nacional de Vigilancia Nacional, cujo certificado de analise atesta um teor de 98,8% de
cocaina por meio do método SP10-0101 por cromatografia a gas com detector de ionizagao de

chama.
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4.5 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD)

4.5.1 Desenvolvimento do método

O desenvolvimento do método teve como referéncia inicial o trabalho de Oliveira e al.
(OLIVEIRA, 2009) com o padrio de referéncia secundario. Na fase de desenvolvimento do
método por CLAE-DAD foram observados principalmente os seguintes parametros de
desempenho: a seletividade do método para separacio do pico da cocaina (confirmado pela
analise do espectro de ultravioleta obtido com o detector DAD) dos interferentes presentes nas
amostras de crack, o formato do pico (simetria e auséncia de cauda), a obtencao de separagao
cromatografica com tempo de analise adequado (menor que 10 minutos) e a analise preliminar da

linearidade no comprimento de onda escolhido para a analise.

Adaptando a metodologia de Oliveira ¢ a/. (2009), foram preparadas amostras do

padrao de referéncia secundario na concentracio de 50 a 80 pg/mlL nas seguintes etapas:

a) Pesou-se exatamente 10 mg do padrao de referéncia secundario;

b) Transferéncia para balio volumétrico de 10 mL;

¢) Adicdo de acetonitrila gsp 10 mL, concentragio de 1 mg/mlL;

d) Diluicio para obtencio da concentragio nominal de 50 a 80 pg/ml. em balio
volumétrico de 10 mL com acetonitrila/agua (50:50, v/v);

e) Filtracao com filtro de seringa de 45 pm para vial de CLAE de 1,8 mL;

f) Inje¢oes no CLAE-DAD durante o desenvolvimento do método.

4.5.2 Validacao do método
A validacao do método desenvolvido foi realizada de acordo com a Resolucao da

Diretoria Colegiada n” 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).
O método foi considerado de categoria I e os parametros avaliados foram: seletividade,
linearidade, precisao (repetibilidade e intermediaria), exatidao, limite de detec¢ao e quantificagio.
A validagao do método desenvolvido utilizou o padrio de referéncia secundario (ver

item 4.4.1) e obedeceu ao seguinte protocolo em trés dias alternados para ensaios:

a) Pesou-se trés vezes exatamente cerca de 10 a 20 mg do padrio de referéncia
secundario;

b) Transferiu-se quantitativamente para trés baldes volumétricos de 10 mL;
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¢) Dissolveram-se as trés amostras em solucio de dgua-acetonitrila (20:80, v/v) nos
baldes volumétricos (solugdes-mae) e completaram-se os volumes. As trés solugoes-
mae foram acondicionadas em tubos tipo falcon de 15 mL até o momento de cada
ensaio;

d) Amostras para as curvas de calibragao foram obtidas em soluciao de dgua-acetonitrila
(60:40, v/v) utilizando-se micropipeta calibrada de acordo com os volumes abaixo
para confecgdo das trés curvas de calibragdes:

»> 995 pl de agua-acetonitrila (60:40, v/v) e 5 ul da solucio-mie obtendo-se
concentracoes nominais de 3,4, 3,1 e 3,7 ug/mL;

» 990 ul de dgua-acetonitrila (60:40, v/v) e 10 pl da solu¢io-mie obtendo-se
concentracoes nominais de 6,9, 6,2 ¢ 7,4 ug/mlL;

» 975 ul de dgua-acetonitrila (60:40, v/v) e 25 ul da solu¢do-mie obtendo-se
concentracoes nominais de 17,2, 15,5 e 18,6 pg/mlL;

» 950 ul de dgua-acetonitrila (60:40, v/v) e 50 ul da solu¢ao-mie obtendo-se
concentracoes nominais de 34,5, 31,0 ¢ 37,2 ug/ml;

» 900 pl de dgua-acetonitrila (60:40, v/v) e 100 ul da solu¢io-mie obtendo-se
concentracoes nominais de 69,1, 62,0 e 74,4 ug/mlL;

» 850 ul de dgua-acetonitrila (60:40, v/v) para 150 ul da solu¢io-mae obtendo-se
concentracoes nominais de 103,6, 93,0 e 111,5 pg/mL.

e) Transferéncia de 5, 75 e 150 pl das trés solugbes-mae para tubos eppendorffs de 2
ml com micropipeta calibrada (trés amostras para cada nivel de concentragao em
triplicata) e dilui¢do para volume final de 1 mL (estas amostras foram tratadas como
amostras de controle de qualidade das concentragées baixa, média e alta
respectivamente, durante a fase de desenvolvimento e validacio do método);

f) Tiltracao das solugdes através de filtros de seringa 0,45 um para vials de CLAE;

g) Confeccao de trés sequéncias de analise no CLAE-DAD em trés dias diferentes
tendo: seis amostras de calibragao e nove amostras correspondendo as amostras de
controle de qualidade nos niveis de concentragao baixo, médio e alto analisadas em

triplicata para cada nivel.

Depois de preparados os pontos da curva, as quantidades esperadas de cocaina para as
amostras de controle de qualidade foram calculadas levando em consideracio o grau de pureza
do padrio de referéncia secundario (1° dia: 3,4; 51,7 e 103,6 pg/mL; 2° dia: 3,1; 46,5 ¢ 93,0
ng/ml; 3° dia 3,7; 55,8 € 111,3 pg/mL).
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a) Seletividade/Especificidade

Neste trabalho a seletividade/especificidade do método de andlise por CLAE-DAD

foi avaliada utilizando as seguintes estratégias:

a.1 Utilizando a ferramenta do software ChromQuest® que determina o grau de
pureza espectrométrica dos picos cromatograficos (do inglés peak purity) foi avaliada a possivel
sobreposicio de picos de substincias com absorcio UV /Vis na faixa da varredura do scan do
detector de arranjo de diodos e com tempo de retencdao entre 5,8 e 6,2 minutos. Correlagao de

purezas aceitaveis para o pico cromatografico da cocaina foi estabelecida para valores = 0,99.

a.2 Utilizando outra ferramenta do software ChromQuest” que busca relacionar o
petfil de um espectro de UV /Vis de um pico cromatografico de uma amostra desconhecida com
o perfil cromatografico de espectro presente no banco de dados UVTox" selecionado-se um
nimero de pontos coincidentes. Apds selecionar-se a comparagdo com trés pontos de

compara¢ao, foram aceitos resultados com mais de 0,95 de similaridade.

a.3 Através da analise de amostras submetidas a ensaios de degradagoes alcalinas
forte ¢ branda realizadas sobre duas amostras sotrteadas. Foram transferidos 2 ml. de cada
solucio-mie das amostras Rkl e Pfl a 1 mg/ml para tubos de ensaio, 1 ml para cada tubos

rotulado com as letras a e b.

Para degradacio forte, aos tubos a das amostras Rkl e Pfl foi adicionado 1 mL de
solu¢ao aquosa de NaOH a 1 molar e submetidos a uma temperatura de 100 °C em estufa de

fluxo forgado por 20 minutos.

Para degradacao branda, aos tubos b das amostras Rk1 e Pfl foi adicionado 1 mL
de solugdo aquosa de NaOH a 0,1 molar e submetidos a uma temperatura de 80 °C em estufa de

fluxo forgado por 10 minutos.

Ap6s o resfriamento, as solugdes nos 04 tubos de ensaio foram neutralizadas com
gotas de solucdo tampao fosfato até pH 8,0 e preparadas para analises de acordo com o método
desenvolvido e a capacidade do método de separar o pico correspondente a cocaina dos produtos

de degradacao e impurezas da amostra foi avaliada.

a.4 Amostras deliberadamente contaminadas (através de adi¢io) com cafeina e
procaina foram analisadas para avaliar a capacidade do método em separar a cocaina destes

adulterantes, frequentemente descritos na literatura.
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b) Linearidade

A linearidade do método desenvolvido foi avaliada por meio da analise de seis
concentragoes do padrio de referéncia secundario repetidas em trés dias diferentes, cobrindo
uma faixa de concentragio nominal entre 3,1 a 111,5 pg/mL. O ensaio foi realizado de acordo
com as condi¢Oes experimentais previamente estabelecidas. A linearidade foi avaliada pelo valor
do critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacio (%), que deve ser = 0,999 (BRASIL,

2003).

As concentragoes foram preparadas a partir da diluigao das solugdes-mae do padrao
de referéncia secundario pesado antes de cada ensaio de acordo ao protocolo citado acima e

obedecendo ao disposto na Tabela 4.

Tabela 4 — Preparagao de amostras do padrio de referéncia secundario de cocaina para ensaio da

linearidade.

Dilui¢des para ensaio (ul) e

Pesagem do Concentragio
Ensaio padrio por Pureza da obtida concentragdes obtidas
. amostra (%) /mL
diferenca (mg) (mg/mL) (ng/mL)
5+995 3,4
10+990 6,9
254975 17,3
1 9,4 0,7291 0,69
50+950 345
100+900 69,1
150+850 103,6
54995 3,1
10+990 6,2
25+975 15,5
2 8,5 0,7291 0,62
50+950 31,0
100+900 62,0
150+850 93,0
5+995 3,7
10+990 7,4
254975 18,6
3 10,2 0,7291 0,74
50+950 37,18
100+900 74,4
150+850 111,5
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c) Precisdo e exatidao

Para avaliagdo da precisdo e exatidao foram preparadas concentracdes do padrao de
referéncia secundario em triplicata (baixas: 3,4, 3,1 e 3,7 pg/mL, médias: 51,7, 46,5 e 55,8 pg/mL
e altas: 103,06, 93,0 e 111,3 pg/mL) que foram analisadas ao longo de trés dias com as cutvas de

calibraciao nas concentragoes conforme descritas na Tabela 4.

d) Limite de Detecgio e Quantificagido

O Limite de Detec¢ao (do inglés lower detection - L.OD) e o Limite de Quantificagao
(do inglés lower guantification — 1.OQ) de cocaina foram calculados a partir dos resultados obtidos

de trés curvas de calibragio utilizando as equagdes 12 e 13.

LOD = =7 Eq. 12
100

4.5.3 Quantificagao

As 47 amostras de crack foram preparadas para determinar o teor de cocaina pelos

métodos de CLAE-DAD e RMNq-]H desenvolvidos.

Homogeneizacio das
amaostras

|

Pesagem das amostras

|

Diluicao em solvente
deuterado

Determinacio do teor de Determinacao do teor de
cocaina por CLAE-DAD cocaina por RMNg-'H

Figura 18 — Fluxograma para determinag¢ao do teor de cocaina pelos métodos desenvolvidos.

As etapas abaixo foram utilizadas na preparacao das amostras:

a) Homogeneizacao das amostras com al¢a de amostragem;
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b)

Iy
h)

k)

Pesagem de quantidades de cada amostra em tubos polipropileno conicos (eppendorff)
de 2 mL (Tabela 5);

Adiciao as amostras de 1,8mL da solucao de oxido de deutério (D,0O) contendo
cloreto de deutério (DCI) e sal sédico do acido 3-(trimetilsilil) propidnico-d, (TSP)
com pipeta calibrada;

Agitagdo no vortex por 1 minuto e em banho de ultrassom por 5 minutos caso
materiais insoliveis estivessem presentes;

Transferéncia das solugoes-mae para vials de CLAE de 1,8 mL;

Obtencao das concentracoes estimadas das solugoes-mae (Tabela 5);

Preparacio de solu¢ao de H,O:ACN (60:40, v/v);

Transferéncia de 990 pl da solucio de H,O:ACN (60:40, v/v) para vials de CLAE de
1,8 mL com micropipeta calibrada;

Transferéncia de 10 ul de cada solugao-mae com micropipeta calibrada para os vials
de CLAE com a solugao de H,O:ACN (60:40, v/v);

Obtencgao das concentragoes estimadas de cocaina (Tabela 5) para quantificagiao por
CLAE-DAD;

Confecgao de trés sequéncias de analise no CLAE-DAD em trés dias alternados,
possuindo, cada sequéncia, seis vials com padrdes de referéncia primarios e 47 vials

com as amostras de crack preparadas.

10 yl de cada amostra

Amostras pesadas [l Diluicéoem 1,8 mi | Diluicéo em 990 Inje¢@o no

Figura 19 — Fluxograma para preparacao das amostras para quantificagao pelo método de CLAE-DAD.

em tubos de D:':}' acidificado “l de H:':}Jﬁ'\':.-N CLAE-DAD no
e contendo TSP (60:40, viv) metodo

Trés
guantificacbes
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Tabela 5 - Quantidade Eesada das amostras, concentracoes estimadas de cocaina aEés diluicoes

Concentragio

estimada de cocaina Concentragdo
Numero Codigo da Quantidade estimada de cocaina

da amostra amostra pesada (mg) ap6s dilui¢io em apos diluigdo em
D-O contendo DCl e H,0:ACN (ug/mL
TSP (mg/mL) 20 (4g/ml)

1 Ral 23,5 13,1 130,6
2 Ra3 21,8 12,1 1211
3 Rbl 21,0 11,7 116,7
4 Rel 21,9 12,2 121,7
5 Rhl 23,3 12,9 129 4
6 Ril 21,7 12,1 120,6
7 Rjl 20,7 11,5 115,0
8 Rkl 20,8 11,6 1156
9 RK2 20,0 11,1 111,1
10 RI1 20,5 11,4 113,9
11 Rm1l 20,9 11,6 116,1
12 Ral 21,8 12,1 121,1
13 Rol 21,2 11,8 1178
14 Rpl 20,2 11,2 1122
15 Rql 21,0 11,7 116,7
16 Rsl 21,1 11,7 1172
17 Rel 20,6 11,4 1144
18 Rul 20,7 11,5 115,0
19 Rvl 20,5 11,4 113,9
20 Rv2 20,6 11,4 114,4
21 Rxl 23,2 12,9 128,9
22 Ryl 21,0 11,7 116,7
23 Pal 233 12,9 1294
24 Pa2 22,8 12,7 1267
25 Pb2 20,8 11,6 115,6
26 Pcl 23,2 12,9 128,9
27 Pel 20,5 11,4 113,9
28 Pfl 234 13,0 130,0
29 Pgl 21,5 11,9 119,4
30 Phl 22,5 12,5 1250
31 Pil 21,6 12,0 120,0
32 Pjl 23,2 12,9 128,9
33 Pkl 20,0 11,1 111,1
34 Pl 21,4 11,9 118,9
35 Pml 21,4 11,9 118,9
36 Pnl 21,6 12,0 120,0
37 Pol 20,3 11,3 112,8
38 Ppl 20,2 11,2 1122
39 Prl 21,0 11,7 116,7
40 Psi 222 12,3 123,3
11 Ptl 22,1 12,3 1228
42 Pul 23,4 13,0 130,0
43 Pyl 20,8 11,6 1156
44 Pwl 23,7 13,2 131,7
45 Px1 23,3 12,9 129.4
46 Pyl 21,7 12,1 120,6

47 P21 21,2 11,8 117,8
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As quantidades de cocaina foram obtidas nas sequéncias pela area sob o pico
cromatografico da cocaina em 5,8-5,9 minutos e aplicacgio da funcdo da reta obtida pela

confecgao da curva de calibra¢io com o padrao de referéncia primario.

A quantidade em mols de DCI adicionada as amostras para protonar o nitrogénio do
anel tropano da cocaina foi calculada a partir da soma das massas das amostras (1015,10 mg) de

crack e considerando o teor de cocaina nas amostras em 100%.

Foi obtido um pH de 3,0 ap6s a dissolu¢ao do DCl a 35% em D,O contendo TSP e um

pH médio de 6,0 ap6s a adigao de 1,8 mL da solugdo a cada amostra.

4.6 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

4.6.1 Amostras

O calculo para amostragem seguiu o previsto na equacao Eq. 11 (pag. 38):

Amostragem = 2xv47 —1=2x6,8—1 = 13 amostras

A escolha das 13 amostras a serem avaliadas quanto ao perfil de impurezas se baseou
nos cromatogramas obtidos durante a analise por CLAE, priorizando-se aquelas aonde se
observavam picos adicionais aquele da cocaina. As amostras escolhidas foram: Rm1, Rnl, Rs1,

Rvl, Pb2, Pcl, Pfl, Pel, Pkl, Pm1, Prl, Pyl e Pwl.

As amostras foram pesadas (10 mg de cada) e diluidas em diclorometano utilizando
baloes volumétricos de 10 mL para obter-se concentragdes de 1 mg/mlL para cada amostra, 1 pl

de cada balao foi diretamente injetado no CG-EM.

4.6.2 Metddo de andlise qualitativo

Foi utilizada a metodologia desenvolvida por Suzuki & Watanabe para anestésicos locais
na programac¢ao do cromatégrafo a gas para a pesquisa dos adulterantes (SUZUKI, 2005). A
metodologia foi alterada para o uso do detector de massa e para assemelhar-se a metodologia do

Projeto PeQui da Policia Federal. A programacio do CG-EM foi a seguinte:

e Injetora 250 °C;
e Modo split numa razao de 10:1;

e Fluxo de gis hélio a 53,4 mL/min e de split a 49,6 mL/min;
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Coluna capilar tipo DBx-5ms de 25m (comprimento) x 200 um (diametro) x 0,25 um

(espessura do filme);

e Temperatura inicial a 150° C por 2 minutos e uma rampa de aquecimento a 40° C por
minuto até 315° C em 4.00 minutos e fim da corrida em 9.75 minutos;

e Linha de transferéncia a 250° C;

e Tonte de fons operando a 70 eV;

e Scletor de fons simples quadrupolo operando em modo full scan na faixa de razao

massa:carga de 40 a 600.

O tratamento dos cromatogramas e dos espectros de massas obtidos foi realizado pelo
software XCalibur® integrado a biblioteca NIST® 2008 versio 2.0. As comparagdes dos espectros
atribuidos aos picos cromatograficos se deram pela similaridade entre as fragmentagdes. Aquelas

similaridades superiores a 80% foram consideradas.

4.7 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear quantitativa de
hidrogénio (RMNg-'"H)

4.7.1 Desenvolvimento do método
Dentre as 47 amostras de crack, foram escolhidas trés com aspectos heterogéneos, Ra3,
Rk1 e Rk2, para realizar testes de solubilidade em solventes deuterados e a obten¢ao de espectros

de RMN de hidrogénios para analise dos perfis espectroscopicos.

As amostras foram pesadas (50 mg cada), transferidas para baldes de 5 mL e dissolvidas
em cloroférmio-d. Em seguida, 600 ul foram colocados em tubos de RMN para aquisicio de

espectros de RMN-'H.

Para desenvolvimento do método de quantificagio por RMNg-'H, foram usados duas
abordagens: o metanol-d, (CD;OD) com acido maléico como SR interna e o 6xido de deutério

(D,0) acidificado com DCI com TSP como SR interna.

Para desenvolvimento do método, inicialmente, amostra do padrio de referéncia
secundario foi diluida em metanol-d, contendo como SR interna o 4acido maléico seguindo o

protocolo abaixo:

a) Pesagem exata de cerca de 15 mg do acido maléico;

b) Transferéncia quantitativa para baldo volumétrico de 5 mL;
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¢) Diluicao com CD,;OD para volume final de 5 mL;

d) Pesagem exata de cerca de 50 mg do padrao de referéncia secundario de cocaina;
e) Transferéncia quantitativa para balao volumétrico de 5 mL;

f) Diluicao com solugao do primeiro baldo para volume final de 5 ml;

g) Calculo das concentragdes presentes de acido maléico e esperada de cocaina;

h) Transferéncia com micropipeta calibrada de 600 pl da amostra para tubo de RMN;

i) Obtencio do espectro de RMN-'H

A aquisicio dos espectros de RMN-'H com finalidades quantitativas foi feita com
espectrometro da Varian® Mercury® operando a 200 MHz para Hidrogénio e 50 MHZ para
Carbono-13. A sequéncia de pulsos usada foi S2PUL que consistiu em atraso de relaxamento
(delay - d1) de 10 s, pulso de 90° (puise angle), tempo de aquisicao de 2 s (aquisition time - aq). O
shimming foi feito manualmente buscando definicdo e resolugiao do sinal do solvente metanol-d,

em 83,31 ppm antes da aquisi¢ao, juntamente com o Phase Lock.

Os espectros foram adquiridos 16 vezes com uma janela espectral (spectral width — sw) de
2800 Hz (12 a -2 ppm) para 200 MHz. As aquisicbes ocorreram a temperatura ambiente de 28 °C

com rotor da probe a 20Hz e desacoplador de satélites C,; desligado.

O processamento do FID foi feito com software da ACDILabs® 1D NMR Processor”
pela aplicacao do dobro do zero-filling (32K) e de 0,5Hz da funcao exponencial /ine-broadening (Ib),
antes da funcao matematica da transformada de Fourier (ft). Foi feito ajuste manual de fase ¢ da
linha de base. Os deslocamentos quimicos foram referenciados ao sinal do metanol-d, em & 3,31
ppm. A integracdo foi feita manualmente nos sinais em &;; 6,25 ppm do acido maléico e 8, 3,6 ¢

2,8 ppm da cocaina cobrindo 60Hz (0,3 ppm).

Devido a sobreposi¢ao de sinais, o solvente deuterado foi alterado para o 6xido de
deutério (D,O) acidificado com cloreto de deutério (DCI) e como SR interna o sal sédico do

acido 3-(trimetilsilil) propionico-d, (TSP).

Foram escolhidas trés amostras para testar a nova abordagem: Ra3, Rml e Prl. O
protocolo de preparo adotado para o desenvolvimento foi o descrito em 4.5.3 até a etapa f (pag.

49).
O preparo do D,0 acidificado com DCl e contendo TSP foi feito nas seguintes etapas:

a) Pesagem exata de cerca de 16,6 mg do TSP;
b) Transferéncia para balio volumétrico de 10 mL;

¢) Adicao de 5 mlL de D,0;
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d) Adicao de 27 ul de DCl a solugdao com pipeta calibrada;
e) Adi¢ao de D,O gsp para 10 mL;

f) Medi¢ao do pH;

g) Calculo da concentragao de TSP.

O volume de 27 pl de cloreto de deutério diluida em 10 mL de 6xido de deutério, para
haver a solubilizacio da cocaina (base livre) por meio da adi¢io do D ao nitrogénio do anel
tropano por meio de reacao acido-base formando o cloridrato de cocaina deuterada, foi calculada
levando em considerag¢ao a massa total pesada das amostras de crack, o pKb da cocaina (8,6) e o
pH visando deslocar o equilibrio quimico para formagao do produto pela equagio de

Handersson-Hansselbach (pH = 6,0).

Inferindo que as quantidades pesadas das amostras de crack nao possuiam teor de 100%
de cocafna e assim haveria excesso do cloreto de deutério na solugdo, pode-se prever que esta
diferenca no meio seria suficiente para garantir o pH necessario a formac¢do de 99,99% do

cloridrato de cocaina deuterada.

Uma vez que para cada amostra apreendida duas aliquotas foram utilizadas para a
andlise por CLAE-DAD e RMNq-'H (vide Figura 18, pag. 48), o procedimento de preparagio
das amostras fol o mesmo até a etapa f conforme descrita no item 4.5.3, pag. 49 (pesagem e
dilui¢do das amostras em D,O acidificado com DCl e contendo TSP). Apds essa etapa, 600 pl de

cada amostra preparada na etapa f foram cuidadosamente pipetados para trés tubos de RMN.

Os espectros foram adquiridos no espectrometro Varian® Mercury” operando a 200
MHz para hidrogénio e 50 MHZ para carbono-13 e no espectrometro Varian® 500 operando a
500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para carbono-13 nas mesmas condi¢des citadas acima, com
exce¢ao do atraso de relaxamento, 20 s, o tempo de aquisicao do FID foi alterado para 4 s, a
janela espectral de 2800 Hz (12 a -2 ppm) para 200 MHz e 7000 Hz para 500 MHz e a
temperatura alterada para 25 °C. O shimming foi feito manualmente no espectrometro de 200
MHz e com gradiente shimming no 500 MHz buscando defini¢ao e resolucao do sinal do solvente
oxido de deutério &, 0,0 ppm antes da cada aquisicio. O Lock foi ajustado antes de cada
aquisi¢ao.

O processamento do FID foi feito da mesma forma citada anteriormente, contudo os
deslocamentos quimicos foram referenciados ao sinal da SR interna, o TSP, em 0,0 ppm. A

integracao foi feita manualmente nos sinais em 8;; 3,6 ¢ 2,9 ppm da cocaina cobrindo 60Hz e

150Hz (0,3 ppm) para o 200 MHz e 500 MHz, respectivamente, e o sinal 8;; 0,0 do TSP.
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4.7.2 Quantificagao

Observados o protocolo de preparo das amostras durante o desenvolvimento do
método e seguindo o item 4.5.3, as 47 amostras de crack foram preparadas para quantificagao
pelo método desenvolvido utilizando o 6xido de deutério acidificado com cloreto de deutério
adicionado do sal sédico do acido 3-(trimetilsilil) propionico-d, como substancia de referéncia

interna.

A preparagao do D,O acidificado adicionado do TSP deu-se de acordo com o protocolo

abaixo:

a) Pesagem exata de 200,8 mg do TSP;

b) Transferéncia quantitativa para balado volumétrico de 100 mL;

¢) Adicao de 50 mL de D,O;

d) Adicao de 300 pl de DCl a solugao;

e) Adicao de D,O volume final de 100 mL;

f)  Medi¢ao do pH;

g) Calculo da concentragao de TSP.

Prosseguindo com o protocolo disposto em 4.5.3 — pag. 49, 600 pl de cada amostra

preparada (etapa f do item 4.5.3) foram cuidadosamente pipetados para tubos de RMN contendo

as massas (mg) estimadas de cocaina e calculada de TSP (vide Tabela 0).

600 pl de cada amostra }

Amostras pesadas [l Diluicdoem 1,6 ml Aquisicdo de espectros
em tubos de 0,0 acidificado por RMNg-H
e contendo TSP

Integracéo de 10 regides

Obtencdo de 10
determinacdes

Figura 20 — Fluxograma para preparacio das amostras para quantificacio pelo método de RMNg-'H.
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Tabela 6 — Quantidade pesada das amostras, concentra¢ao estimada de cocaina apés dilui¢ao e
massas de cocaina e TSP apos transferéncia em tubos de RMN.

Concentragao
estimada de Massa estimada Massa de
Nimeroda Coigoda Quanidade o spix e consinaapis ol de TSP
amostra amostra  pesada (mg) dg:;i:ﬁ;: rlr)lg zeO tubos de RN?N Ppara tubos de
TSP (mg/mL) (mg) RMN (mg)

1 Ral 23,5 13,06 7,83 1,19
2 Ra3 21,8 12,11 7,27 1,19
3 Rb1 21,0 11,67 7,00 1,19
4 Rcl 21,9 12,17 7,30 1,19
5 Rh1 23,3 12,94 7,77 1,19
6 Ril 21,7 12,06 7,23 1,19
7 Rj1 20,7 11,50 6,90 1,19
8 Rk1 20,8 11,56 6,93 1,19
9 Rk2 20,0 11,11 6,67 1,19
10 RI1 20,5 11,39 6,83 1,19
1 Rml1 20,9 11,61 6,97 1,19
12 Rnl 21,8 12,11 7,27 1,19
13 Rol 21,2 11,78 7,07 1,19
14 Rpl 20,2 11,22 6,73 1,19
15 Rql 21,0 11,67 7,00 1,19
16 Rs1 21,1 11,72 7,03 1,19
17 Rtl 20,6 11,44 6,87 1,19
18 Rul 20,7 11,50 6,90 1,19
19 Rv1 20,5 11,39 6,83 1,19
20 Rv2 20,6 11,44 6,87 1,19
21 Rx1 23,2 12,89 7,73 1,19
22 Ryl 21,0 11,67 7,00 1,19
23 Pal 233 12,94 7,77 1,19
24 Pa2 22,8 12,67 7,60 1,19
25 Pb2 20,8 11,56 6,93 1,19
26 Pcl 23,2 12,89 7,73 1,19
27 Pel 20,5 11,39 6,83 1,19
28 Pf1 23,4 13,00 7,80 1,19
29 Pgl 21,5 11,94 7,17 1,19
30 Ph1 22,5 12,50 7,50 1,19
31 Pil 21,6 12,00 7,20 1,19
32 Pj1 232 12,89 7,73 1,19
33 Pk1 20,0 11,11 6,67 1,19
34 Pl 21,4 11,89 7,13 1,19
35 Pm1 21,4 11,89 7,13 1,19
36 Pnl 21,6 12,00 7,20 1,19
37 Pol 20,3 11,28 6,77 1,19
38 Ppl 20,2 11,22 6,73 1,19
39 Pr1l 21,0 11,67 7,00 1,19
40 Psl 22,2 12,33 7,40 1,19
41 Ptl 22,1 12,28 7,37 1,19
42 Pul 23,4 13,00 7,80 1,19
43 Pv1 20,8 11,56 6,93 1,19
44 Pwl 23,7 13,17 7,90 1,19
45 Px1 233 12,94 7,77 1,19
46 Pyl 21,7 12,06 7,23 1,19

47 P21 212 11,78 7,07 1,19
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A aquisicio dos espectros de RMNg-'H foi feita no espectrometro da Varian® Unity
Plus® operando a 300 MHz para hidrogénio e 75 MHZ para Carbono-13 instalado na Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco e

operado pelo Prof. Dr. Ricardo Oliveira da Silva.

A sequéncia de pulsos usada foi S2PUL que consistia em atraso de relaxamento (delay -

dl) de 20 s, pulso de 90° (pulse angle), tempo de aquisicao de 3,6 s (aguisition time - aq).

O tempo de aquisicio do FID foi calculado de acordo com o experimento de
recuperagao da inversao para o pulso de 90° onde foi considerado o sinal do TSP em &, 0,0

como o tl mais longo quando comparado aos demais sinais.

O shimming foi teito manualmente buscando a defini¢ao e resolugao do sinal do solvente
oxido de deutério em &, 0,0 ppm com largura a meia altura menor que 1 Hz antes da aquisi¢ao
juntamente com o Phase Lock e otimizado em 0,5 Hz. O #une da probe foi checado constantemente

durante as aquisi¢oes.

Os espectros foram adquiridos 16 vezes com uma janela espectral (spectral width — sw) de
3000 Hz (11 a -1 ppm) para 300 MHz. As aquisi¢bes ocorreram a temperatura de 25 °C com

rotor da probe a 20Hz e desacoplador de satélites °C desligado.

O processamento do FID foi feito usando macro desenvolvida por Dr. Patrick Hays do
Laboratério de Pesquisa e Testes Especiais do Departamento de Justica dos EUA pela aplicagao
do dobro do zero-filling (32K) antes da fungao matematica da transformada de Fourier (ft). Foi
feito ajuste manual de fase e da linha de base. Os deslocamentos quimicos foram referenciados ao
sinal do TSP em 0,0 ppm. A macro utilizou linguagem de programagao para o software Varian’s

Magical-1T" (HAYS, 2005).

As areas integradas de dez regides do espectro de cocaina em D,O acidificado com DCl
e contendo TSP foram ajustadas para regides contendo somente ruido e frente a area integrada

do TSP que foi normalizada para 1000.

Com o valor das areas integradas de dez regides do espectro de cocaina, o teor de
cocaina em cada amostra das 47 de crack foi determinado pelo uso da Eq.10 (pag. 20) e

considerando a massa de TSP conferida e sua pureza em 100%.



COSTA,R.A.R. RESULTADOS E DISCUSSOES 58

DETERMINAGCAO DO GRAU DE PUREZA DE AMOSTRAS DE CRACK APREENDIDAS NO ESTADO DA PARATBA POR RMNg-'H E CLAE-DAD.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CLAE-DAD

5.1.1 Desenvolvimento do método

A metodologia de Oliveira ef al/ (2009) utilizou um cromatoégrafo liquido de alta
eficiéncia com deteccio UV-Vis Shimadzu®, com fluxo da fase mével a 1,0 mL/min em modo
isocratico que era constituida de acetonitrila/agua (95:5 v/v) com um tempo total de andlise de 6
minutos. A coluna adotada foi uma de fase reversa C,; de 15 cm da Labtron” acompanhada de
uma pré-coluna C,g, de mesma marca. A injecao foi feita diretamente no cromatografo e usou-se
uma al¢a de amostragem de 20 pl. A detecgio foi feita a 224 nm e o pico da cocaina foi registrado

em 3,5 minutos (OLIVEIRA, 2009).

Os resultados obtidos no trabalho de Oliveira ef a/. (2009) bem como a simplicidade do
método descrito nos levou a considerar esta metodologia como ponto de partida para o
desenvolvimento do método de quantificacio das amostras de crack por CLAE-DAD neste
estudo. Em particular, o uso de metodologia isocratica, geralmente mais robusta do que aquelas
baseadas no uso de gradientes e a rapidez do método foram fatores importantes na escolha deste
método frente a alguns existentes na literatura que descreviam analise de cocaina em amostras de
urina, sangue e cabelo humano com a utiliza¢ao de tampdes e sistemas gradientes (FERNADEZ,

2003; FOULON, 1999).

Apbs as primeiras corridas cromatograficas, constatou-se que a alta propor¢iao de
acetonitrila na fase moével poderia estar levando a coelui¢io dos principais constituintes da

amostra pela intensidade do sinal em 1,8 minutos (vide Figura 21, pag. 59).

A retengdo de analitos em cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase
reversa ¢ o resultado de interacOes entre esses analitos e fase mével e a estacionaria (coluna). A
proporcao alta de acetonitrila na fase movel (95%) do método de Oliveira ez a/. (2009) faz com
que a fase movel torne-se menos polar, aumentando a sua forga eluotrépica na cromatografia de
fase reversa e consequentemente diminuindo a retencdao (tempo de retengdao) dos analitos na

coluna cromatografica (SNYDER, 2010).

Como solugiao optou-se por modificar a metodologia reduzindo-se a propor¢ao de
solvente organico na fase moével (%B) em incrementos em 5% para aumentar a resoluciao. O
tempo de corrida também foi aumentado para 10 minutos, mantendo-se todas as outras

condic¢oes inalteradas.
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Figura 21 — Cromatograma inicial de amostra de padrio secundirio de cocaina (50 pg/mlL),
obtido com as condi¢bes cromatograficas descritas na metodologia de Oliveira (Oliveira ef al.,
2009).

Com o desenvolvimento de diversas corridas chegou-se a melhor resolugao entre os
picos e melhor tempo de andlise com uma propor¢io de dgua/acetonitrila de 50:50 (v/v) e
confirmou-se a presen¢a de outros picos cromatograficos, contudo, a baixa intensidade e o
alargamento do pico da cocaina em 3,6 minutos (Figura 22), forcou a revisao da metodologia

novamente.
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Figura 22 — Cromatograma do padrio secundario da cocaina (50 pg/mL) eluido com fase mével
constituida de dgua:acetonitrila (50:50, v/v).
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As interagdes entre a cocaina, substancia de pKb igual a 8.6, ou seja de carater basico
fraco, e os grupos silandis residuais da coluna cromatografica (de carater acido fraco) podem
explicar o alargamento do pico cromatografico com a sua consequente baixa intensidade. Esse
fenémeno é conhecido como assimetria de pico gerada pelo fator cauda (do inglés peak asymmetry
e tailing factor) (SNYDER, 2010). A fim de resolver o alargamento e assimetria do pico
cromatografico, foi alterada a fase mével com um modificador de pH, a base trietilamina A nova
fase mével fol preparada com uma solugao de 0,05% de trietilamina em agua:acetonitrila (40:60,

v/v) e manteve-se todas as condi¢des anteriores.

O cromatograma resultante apresentou picos negativos que interferiam com a
integracao do pico (Figura 23), mas pode-se notar a melhoria na simetria e a auséncia de cauda

com o uso deste modificador da fase movel.

mAL
mAL

0 2 4 & 8 10

Figura 23 — Cromatograma do padrio secundirio de cocaina (50 pg/mL), obtido apds a adi¢io
de trietilamina a fase mével (solugdo aquosa de trietilamina 0,05%: acetonitrila 50:50, v/v).

Para tentar evitar o aparecimento dos picos negativos e para melhorar a resolucio do
método, tentou-se diminuir a quantidade de trietilamina na fase mével para 0,01%. Cumprindo o
planejamento proposto, chegou-se ao perfil cromatografico desejado (Figura 24 — pag. 61) e as

condigobes finais definidas neste desenvolvimento foram as seguintes:

e Fase movel: 0,01% de trietilamina em dgua:acetonitrila (45:55, v/v) a 1mL./min;
e Tempo de corrida: de 10 minutos;

e Detector de arranjo de diodos: scan de 180 a 320 nm e foco em 224nm;
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e Temperatura do forno da coluna: 30 °C;

e Coluna Cjg (15cm x 4.6 mm id x 5pm) e pré-coluna Cig.
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Figura 24 — Perfil cromatografico final apés desenvolvimento do método amostra de padrio
secundatrio de cocaina a 80 pug/mlL, com fase mével consistindo de 0,01% de trietilamina em
dgua:acetonittila (45:55, v/v).

O pico cromatografico da cocaina depois de desenvolvido o método apresentou elevada
pureza do espectro de UV (superior a 0,99) ao se analisar a faixa de comprimento de onda com
varredura entre 180 a 320 nm e selecionar-se o maximo de absor¢dao no comprimento de onda de

224 nm.

5.1.2 Validagio do método

a) Seletividade/Especificidade

A pureza do pico cromatografico da cocaina no padrao de referéncia secundario e nas
amostras de crack listadas foram superiores a 0,99 quando comparados os espectros no inicio,

centro e fim dos picos.
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Figura 25 — Cromatograma do padrio de cocaina secundario (57,1 ug/mlL) com dados da pureza
do pico cromatografico da cocaina (tempo de retengdo de 5,9 minutos).

A comparagao entre o espectro do pico de cocaina (6,40 minutos) na analise de um pool
de 05 amostras de crack e o espectro da substincia cocaina presente no banco de dados UVTox"

ao selecionar-se 03 pontos de comparacio, revelou similaridade entre espectros superior a 0,99.

Time: 6,48894 Mnutes - Amplitude: 541,698 mAL

600 800
500 500
400 400
300 300
E 2
5 €

1] 2 4 6 8 10
Mnutes

Figura 26 — Cromatograma de pool de cinco amostras de crack (400 pg/ml) com adulterantes
cafeina (40 pg/ml) e procaina (40 pg/ml) em UV 224 nm.
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Figura 27 — Comparagao de espectro de ultravioleta obtido apds analise cromatografica com o
método desenvolvido de um pool de amostras de cocaina (crack) a 400 pg/ml com o espectro
de ultravioleta de referéncia da biblioteca UVTox".

Para a confirmagao da validagao do parametro seletividade, as amostras Rk1 e Pfl foram
submetidas a degradagdao branda (hidrolise alcalina com NaOH a 0,1 molar e 80 °C por 10

minutos) e forte (hidrélise alcalina com NaOH a 1 molar e 100 °C por 20 minutos).

Nestas condicOes, as amostras de crack apresentaram o desaparecimento parcial e total
do pico da cocaina (Figuras 28 e 29, pags. 63 e 64), mas nenhum dos interferentes assim

formados apresentou tempo de reten¢dao proximos ao da cocaina.
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Figura 28 — Cromatograma da amostra integra de crack Rkl a 80 pug/mlL (a); sob degradacio
branda (b) e sob degradacao forte (c).
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Figura 29 — Cromatograma da amostra integra de crack Pfl a 80 pg/mL (a); sob degradacio
branda (b) e sob degradacio forte (c).
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Foram avaliados também a seletividade frente a dois dos principais adulterantes
relatados na literatura, a cafefna e procaina. Com o método desenvolvido a cafeina e procaina

apresentaram tempos de reten¢ao de 1,60 e 3,70 minutos, respectivamente (Figura 30 e Figura

31).
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Figura 30 — Cromatograma, espectro de ultravioleta com detector de arranjo de fotodiodos e
comparacio com a biblioteca UVTox"” de uma amostra de cafeina (40 ug/ml.) analisada nas
mesmas condicoes do método desenvolvido.
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Figura 31 — Cromatograma, espectro de ultravioleta com detector de arranjo de fotodiodos e
comparagio com a biblioteca UVTox"” de uma amostra de procaina (40 ug/mlL) analisada nas
mesmas condi¢cdes do método desenvolvido.
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b) Linearidade

As trés curvas de calibra¢do obtidas da cocaina apresentaram coeficiente de correlagao
(t?) maior ou igual a 0,999, atendendo aos critérios estabelecidos pela Resolugio da Anvisa n°

899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003).

Tabela 7 — Resultados dos ensaios de linearidade (n=3).

Ensaio de linearidade Dia 1 Dia 2 Dia 3
Inclinagio 4,26962 x 10 3,73980 x 10 4,35216 x 10>
Intercepto 1,03855 0,291813 0,520722

Coeficiente de correlagao (r2) 0,999734 0,999913 0,999558
Coefiente de variacido (%) 6,51579 5,03510 4,91499
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Figura 32 — Exemplo - curva de calibragao do 2° dia.

c) Exatiddo e Precisiao

A Tabela 8 mostra os valores de exatiddo e precisao (repetibilidade) do dia 1, para as
concentracoes de 3,4, 51,7 ¢ 103,6 pg/mL de cocaina onde se observa o intervalo da exatidio
para as concentracOes, baixa, média e alta, de 95,7 a 99,5% e valores de precisao de até 7,0%,
demonstrando valores dentro dos critérios estabelecidos pela Resolugao ANVISA n° 899, de 29

de maio de 2003 (BRASIL, 2003).
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Tabela 8 - Valores de exatidio e precisio para o teste de repetibilidade do 1° dia, paras trés
concentragoes de cocaina (n = 3).

Dia 1
Amostras Concentragdao nominal (pg/mL)
n 3,4 51,7 103,6
1 3,1 51,4 102,6
2 3,4 51,6 102,6
3 3,5 51,5 102,1
Média 33 51,5 102,4
Exatidao (%) 95,7 99,5 98,8
Desvio de Padrio 0,2 0,1 0,3
Coeficiente de variagio (%) 7,0 0,1 0,3

Na Tabela 9 sao apresentados os valores de exatidao e precisao (repetibilidade) do dia 2,
para as concentracoes de 3,1, 46,5 e 93,0 ug/mL de cocaina onde se observa o intervalo da
exatiddo para as concentragoes, baixa, média e alta, de 94,0 a 98,3% e valores de precisio de até
5,1%, demonstrando valores dentro dos critérios estabelecidos pela Resolu¢io ANVISA n® 899,

de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003).

Tabela 9 - Valores de exatidao e precisao para o teste de repetibilidade do 2° dia, paras trés
concentragoes de cocaina (n = 3).

Dia 2

Amostras Concentragdo nominal (pg/mL)
n 31 46,5 93,0
1 29 448 90,1
2 2.8 46,3 91,6
3 31 46,0 90,4
Média 29 45,7 90,7
Exatidao (%) 94,0 98,3 97,6
Desvio de Padrio 0,2 0,8 0,8
Coeficiente de variagio (%) 5,1 1,8 0,9

A Tabela 10 mostra os valores de exatiddo e precisao (repetibilidade) do dia 3, para as
concentracoes de 3,7, 55,8 e 111,3 pg/mL de cocaina onde se observa o intervalo da exatidao
para as concentragoes, baixa, média e alta, de 96,5 a 103,8% e valores de precisao de até 4,3%,
demonstrando valores dentro dos critérios estabelecidos pela Resolugao ANVISA n° 899, de 29

de maio de 2003 (BRASIL, 2003).
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Tabela 10 - Valores de exatidao e precisao para o teste de repetibilidade do 3° dia, paras trés
concentragcoes de cocaina (n = 3).

Dia 3
Amostras Concentragdao nominal (pg/mL)
n 3,7 55,8 111,3
1 3,7 54,4 107,8
2 4,0 54,1 108,1
3 3,9 54,9 106,9
Média 3,9 54,5 107,6
Exatidao (%) 103,8 98,0 96,5
Desvio de Padrio 0,2 0,4 0,6
Coeficiente de variagao (%) 4,3 0,8 0,6

d) Limite de Detecg¢do e Quantificagido

Os limites de deteccao (LOD) e de quantificagao (LOQ) de cocaina calculados a
partir dos resultados obtidos de trés curvas de calibracio utilizando as equagoes 12 e 13 (pag. 48)

foram de 1,05 pg/mL para LOD e 3,51 pg/mlL para LOQ.

A partir dos resultados da validagdo, o método desenvolvido de quantificagao de
cocaina em amostras de crack por CLAE-DAD apresentou-se exato, preciso, linear e bastante

seletivo para o analito-alvo, sendo utilizado na quantificagao das 47 amostras de crack.

5.2 RMNg-'H

5.2.1 Desenvolvimento do método
Inicialmente, as amostras de crack designadas Ra3, Rkl e Rk2 passaram por ensaios de
solubilidade em cloroférmio deuterado (CDCl;) e metanol (CD,OD) deuterado e as amostras

apresentaram boa solubilidade nos solventes escolhidos.

Em seguida, para observagao do perfil espectroscopico as amostras foram pesadas (10
mg) e diluidas em CDCL,, sendo transferidas para tubos de RMN sem a adi¢ao de nenhuma SR
interna. Um espectro de RMN-'H representativo da amostra Ra3 em CDCIl, encontra-se

mostrado na Figura 33 a seguir.
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Figura 33 — Espectro de RMN-'H da amostra Ra3 (200 MHz) em CDCl,,.
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Tabela 11 — Resultado 6H da cocaina em CDCI, e comEaragﬁo com dados da literatura.

0y da amostra Ra3 mult [J (Hz)] 0y da base livre [J (Hz)] (CARROLL,

Numeragio 1982)
H-1 3,34 sl 3,5 [3,3; 1,0]
H-2 3,00 s1[6,0] 3,0 [3,3; 6,0]
H-3 5,25 m [15,0; 6,0] 5,3 [6,0; 12,0; 6,0]
H-4, 2,5 12,05 12,9; 1,8]

2,49 m [15,0; 6,0]

H-44 1,8 [6,0; 12,9; 3,0]
H-5 3,59 sl 3,3 1,05 1,8; 3,0]
H-6 1,72 sl -

H-7 1,75 sl -
H-9 2,26's 2,2

H-11 3,71s 3,7

H-14/H-14’ 8,0 dd [8,0; 2,0] -

H-15/H-15’ 7,43 d [8,0] -

H-16 7,53t [8,0; 2,0] -

Corroborando com o disposto na literatura (CARROLL, 1982), o espectro de RMN-'H
da cocaina apresentou absor¢ées com maiores intensidades com &, 2,26 e 3,71 relativos a
singletos de uma metila e uma metoxila em ambientes diferentes nas posi¢oes 9 e 11. 3, de 2,26
pela ligacao direta ao nitrogénio e 8 3,71 sofrendo desprotegao por causa do efeito retirador de

elétrons da carbonila da funcio éster.

O espectro apresenta sinais de absor¢ao de sistema aromatico monosubstituido com &y
em 8,0 (dd) do H-14/14’ acoplando-se em orto (] = 8 Hz) com H-15/15" ¢ em meta (] = 2 Hz)
com H-16. O H-16 em 7,53 ppm (em orto sendo tripleto ao acoplat-se com H-15/15 ¢ dupleto
em meta com H-14, ] = 8,0 e 2,0 Hz, respectivamente). O 8;; do H-15 em 7,43 (dupleto , ] = 8,0
Hz) mais protegido pela maior densidade eletronica nas posigdes orto e para devido as

contribuicdes das diversas formas de ressonancia.

Interessante sinal do espectro da cocaina é o &, em 5,25 (m) relativo ao H-3
desprotegido pela ligacdo direta ao oxigénio. O H-3 acopla-se axial-axial com H-4 (] = 15,0 Hz) e
axial-equatorial com H-4 e H-2 (J = 6,0 Hz).

Os sinais de hidrogénios de carbonos sp’ protegidos podem ser atribuidos em &, 1,72
(aparentemente singleto) e 1,75 (aparentemente singleto) aos H-6 ¢ H-7 do anel tropano. Da
mesma forma, o sinal §; 2,49 (m) pode ser atribuido aos H-4 em posicdo B a elemento

eletronegativo.
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O sinal em &y 3,0 (tripleto largo) pode ser atribuido ao H-2 por estar desprotegido pela
ligagdo direta com a carbonila de éster e os sinais em &;; 3,34 (singleto largo) e 3,59 (singleto

largo) podem ser atribuidos aos hidrogénios restantes do anel tropano nas posi¢oes H-1 e H-5.

Com a finalidade de comparar as metodologias de CLAE-DAD utilizando coluna de
fase reversa ¢ RMNg-'H, a amostra do padrio de referéncia secundario foi solubilizada em
metanol-d, devido ser este solvente deuterado solivel na fase movel do método de CLAE-DAD
desenvolvido (0,01% de trietilamina em 4gua/acetonitrila (45:55). A amostra conteve também o

4cido maléico como SR interna e apresentou o perfil espectroscépico de RMN-'H da Figura 34.
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Figura 34 — Espectro de RMN-'H do padrio de referéncia secundario (200 MHz) em CD,0D contendo 4cido maléico. Destaque para sinais utilizados
no desenvolvimento do método.
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Os sinais buscados, para fins de quantificacio durante o desenvolvimento do método,
foram os singletos relativos as metilas em 8y, 3,67 (destaque em vermelho na Figura 34, pag. 74) e
em 2,82 (destaque em azul na Figura 34) por serem sinais com maior intensidade frente a
multipletos, ou seja, a relagdo sinal:ruido é maior do que de outros sinais aumentando o limite de

deteccio e quantificacio do método (MALZ, 2005).

Sinais sobrepostos aos dois singletos das metilas da cocaina inviabilizaram a
quantificagdo por causarem erros nas areas integradas (vide Figura 35). Contudo, o sinal intenso
em 8, 6,26 do acido maléico foi adquirido isolado e bem definido para quantificagdo.A
sobreposi¢ao de sinais foi apresentada como uma das maiores fontes de erros da quantificagdo
em RMN(q por Griffith & Irving (1998) que citam, além da sobreposicao de sinais, outras fontes
de grande erro na quantificagdo como a preparagao da amostra e parametros de aquisicao nao
adequados (GRIFFITHS, 1998). Por sua vez, Holzgrabe (2010) concluiu que a quantificagio com
sinais parcialmente sobrepostos ¢ um método de quantificagao limitado e inexato

(HOLZGRABE, 2010).
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Figura 35 — Espectro de RMN-'"H do padrio de referéncia secundario (200 MHz) em CD,OD
contendo acido maléico, destacados os sinais das metilas da cocaina com sobreposi¢ao de sinais.
Escala vertical ajustada para visualizagao dos sinais menores e definicao dos sinais na linha de
base.
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A resolugdo dos sinais é proporcional a intensidade do campo magnético aplicado
(CLARIDGE, 1999; GRIFFITHS, 1998; PAULI, 2005), assim, a amostra foi submetida ao
espectrometro de 500 MHz a fim de observar-se a separagao dos sinais sobrepostos. A aplicagao
do campo maior (11,7 T) ndo separou os sinais sobrepostos e a quantificagdo nao foi possivel
devido aos erros na integragao. Além do que, a volatilidade do CD,OD for¢ou uma preparacio,

acondicionamento e preservacao das amostras mais cuidadosa.
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Figura 36 — Espectro de RMN-'"H do padrio de referéncia secundario (500 MHz) em CD,OD
contendo acido maléico, destacados os sinais das metilas da cocaina com sobreposi¢ao de sinais.
Escala vertical ajustada para visualizagao dos sinais menores e definicao dos sinais na linha de

base.

A sobreposicao de sinais elevou a area integrada relativa aos sinais da cocaina. Testando
a alteracao do solvente deuterado como solugdo para resolver a sobreposicao, foram preparadas
as amostras de crack Ra3, Rm1 e Prl (base livre) em 6xido de deutério através de reaciao acido-
base da cocaina com cloreto de deutério. Além da motiva¢ao acima, nova abordagem foi adotada
por outras duas questdes: a possibilidade de utilizagdo de um solvente deuterado soluvel na fase
moével do método de CLAE-DAD e a baixa volatilidade do 6xido de deutério frente ao CD,OD
(GUNTHERT, 1994). Para esta abordagem foi utilizado TSP como SR interna.
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Figura 37 — Espectro de RMN-"H da amostra Prl (200 MHz) em D,O acidificado com DCI contendo TSP. Destaque para sinais utilizados no

desenvolvimento do método.
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Contudo, quando os espectros das amostras Ra3, Rm1 e Prl foram adquiridos em 200
MHz com D,O acidificado e TSP, os singletos das metilas em 8, 3,63 ¢ 2,90 ppm ainda
apresentaram sobreposi¢ao de sinais (Figura 38). Por sua vez, as aquisicbes em campo mais forte,
no espectrometro de 500 MHz, definiram os sinais e levaram a menor sobreposi¢io dos sinais,

principalmente o sinal em 8 3,64 ppm (vide Figura 39).
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Figura 38 — Espectro de RMN-'H da amostra Ra3 (200 MHz) em D,O contendo TSP como SR
interna, destacados os sinais das metilas da cocaina com sobreposi¢ao de sinais. Escala vertical

ajustada para visualizacao dos sinais menores e defini¢ao dos sinais na linha de base.
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Figura 39 — Espectro de RMN-"H da amostra Ra3 (500 MHz) em D,O contendo TSP como SR

interna, destacados os sinais das metilas da cocaina com menor sobreposi¢ao de sinais. Escala

vertical ajustada para visualizagao dos sinais menores e defini¢ao dos sinais na linha de base.
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O shimming realizado com técnicas automaticas de gradiente sio mais rapidas, contudo
este trabalho realizou o shimming de modo manual com maior gasto de tempo (BARJAT, 1997;
SUKUMAR, 1997). Além do que, dificuldades na realizacao do shimming teito com o sinal do
solvente (6xido de deutério) e do TSP motivaram a aquisi¢ao dos espectros com o rotor a 20 Hz

gerando, assim, as spznning sidebands, nao cumprindo o indicado por (BORER, 1998).

A partir dos resultados foi possivel fazer a determinacio do teor de cocaina nas
amostras de crack Ra3, Rm1 e Prl com a aplicagao de macro desenvolvida por Dr. Patrick Hays
para obtengio das 4reas integradas de 10 regides do espectro de RMNg-'H da cocafna. Este

método desenvolvido foi adotado na determinacao do teor de cocaina nas 47 amostras de crack.

5.2 Pureza de amostras de crack por CLAE-DAD x RMNgq-'H e
identificagdo dos principais adulterantes por CG-EM e RMN-"H

As 47 amostras de crack foram quantificadas inicialmente pelo método desenvolvido e
validado de CLAE-DAD. O teor médio de cocaina em cada amostra esta plotado no grafico

abaixo e discriminado na Tabela 12 (pag. 80).
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Grafico 1 — Teor médio de cocaina em cada amostra de crack por CLAE-DAD com intervalos
de confianca 95% (n=3).

Os resultados das trés quantificacdes foram compilados ao fazer-se a média dos trés

resultados de cada amostra confrontando-se os dados com as quantidades de cocaina
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considerando-se 100% de pureza e obtido o coeficiente de variagao (%) e o IC95%. O método

apresentou coeficientes de variagao dos resultados menores que 5,0% com exce¢ao das amostras

Rs1 (8,1%) e Rv1 (5,4%).

Tabela 12 — Concentragcdo nominal de cocaina, coeficiente de variacio e 1C95% dos dados de
CLAE-DAD.

Concentragio Concentragio

. 1 : Teor médio Coeficiente Intervalo de
estimada de média obtida , .~
Amostra . de cocaina de variagdo confianga de 95%
cocaina em por CLAE- ) ) %) n =3
100% (&g/ mL) DAD (Eg/ mL)

Ral 130,6 48,9 374 2,4 35,3-39,6
Ra3 121,1 96,6 79,7 3,3 73,3 - 86,2
Rb1 116,7 104,0 89,2 1,6 85,7 - 92,6
Rcl 121,7 107,3 88,2 2,1 83,7 -92,7
Rh1 129,4 115,0 88,8 2,1 84,3 - 93,4
Ril 120,6 97,4 80,8 2,1 76,6 - 85,0
Rj1 115,0 66,1 57,5 2,2 54,3 - 60,7
Rk1 115,6 108,4 93,8 1,6 90,1 -97,6
Rk2 111,1 93,9 84,5 1,0 82,4 - 80,6
Ri1 113,9 89,0 78,1 1,6 75,0 - 81,2
Rml 116,1 60,2 57,0 1,1 55,4 - 58,7
Rnl 121,1 81,8 67,5 2,3 63,6 - 71,5
Rol 117,8 88,8 75,4 1,7 72,3 -78,5
Rpl 112,2 102,7 91,5 0,9 89,4 - 93,6
Rq1 116,7 103,4 88,6 0,7 87,0 - 90,1
Rsl 117,2 71,2 60,7 8,1 48,5 -73,0
Rtl 114,4 54,6 47,7 49 41,9 -53,5
Rul 115,0 99,5 86,5 3,5 79,0 - 94,1
Rvl 113,9 5,6 49 5,4 43-5,6
Rv2 114,4 85,5 74,7 4,0 67,3 - 82,1
Rx1 128,9 112,9 87,6 1,2 85,0 - 90,1
Ryl 116,7 93,3 79,9 0,7 78,5 - 81,4
Pal 129,4 112,1 86,6 2,4 81,5-91,60
Pa2 126,7 109,8 86,7 1,6 83,2 - 90,1
Pb2 115,6 79,2 68,5 2,2 64,8 - 72,2
Pcl 128,9 69,0 53,5 3,0 49,5 - 57,5
Pel 113,9 101,5 89,1 1,0 86,9 - 91,3
Pfl 130,0 87,7 67,5 1,9 64,3 - 70,6
Pgl 119,4 63,9 53,5 0,7 52,7 - 54,4
Phl 125,0 102,6 82,1 2,4 77,3 -87,0
Pil 120,0 100,1 88,4 2,6 82,8 - 94,0
Pj1 128,9 103,7 80,5 2,1 76,3 - 84,6
Pkl 111,1 66,7 60,0 3,5 54,8 - 65,3
P11 118,9 104,6 88,0 2,1 83,4 - 92,6
Pm1 118,9 71,6 60,2 1,4 58,1 - 62,4
Pnl 120,0 70,9 59,1 2,8 55,0 - 63,1
Pol 112,8 92,5 82,0 1,8 78,3 - 85,7
Ppl 112,2 85,1 75,8 0,8 74,2 - 774
Prl 116,7 74,6 63,9 2,4 60,1 - 67,8
Ps1 1233 107,6 87,3 2,7 81,3-932
Ptl 122,8 93,7 76,3 43 68,2 - 84,4
Pul 130,0 112,8 86,8 3,2 80,0 - 93,5
Pvl 115,6 87,5 75,7 1,8 72,3 -79,1
Pwl 131,7 113,6 86,3 3,1 79,6 - 93,0
Px1 129,4 1006,5 82,3 2,3 77,6 - 87,0
Pyl 120,6 95,2 79,0 4,0 71,2 - 86,7

Pz1 117,8 94,0 79,8 2,5 75,0 - 84,7
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Dos resultados obtidos, 45 das 47 amostras de crack (96%) apresentaram teor médio de
cocaina superior a 40% e 39 amostras (83%) com teor superior a 60%. 22 amostras (47%)

apresentaram teor superior a 80% (vide Grafico 2).

2% 2%

M 0-19,99 %

W 20-39,99 %
M 40-59,99 %
m 60-79,99 %

m 80-100 %

Grafico 2 — Distribui¢do das amostras apreendidas de acordo com as faixas de teor de cocaina
pelo método de CLAE-DAD.

As amostras Ral e Rv1 apresentaram teor médio de cocaina inferior a 40%, sendo que a
amostra Rvl apresentou teor de apenas 4,9%. Por outro lado, as amostras Rkl e Rpl

apresentaram os maiores teores médios, com valores superiores a 90% de cocaina.

O teor médio das 47 amostras analisadas por CLAE-DAD foi de 74,4% de cocaina,
valor proximo ao de Fukushima (2010) de 71,3% determinado em 404 “pedras” de apreensoes da

regidao metropolitana de Sio Paulo no periodo de tempo de vinte meses (entre os anos de 2008 a

2009) (FUKUSHIMA, 2010).

O teor médio também aproxima-se dos teores de amostras apreendidas em operagoes
policias na Inglaterra no ano de 2004 publicados por Schifano & Corkery (2008). O mesmo
estudo apresenta teores de cocaina em amostras de crack entre os anos de 1991 e 2004 que foram
decrescendo quase linearmente entre 90,75% e 63,67% no perfodo citado. Por outro lado, as

amostras apreendidas na alfandega inglesa mantiveram teores médios de 80% entre os anos de

1997 e 2004 (SCHIFANO, 2008).

Observa-se que, o teor médio de cocaina nas 47 amostras analisadas por CLAE-DAD

(74,4%) foi bem superior ao teor encontrado em quatro amostras de crack apreendidas pela
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policia do estado de Sdo Paulo (entre 13,6% e 21,6%) (OLIVEIRA, 2009) e ao teor mediano de
22% de cocaina em 343 amostras analisadas na Franca em 2010 (EVRARD, 2010).

Segundo trabalho do Office of National Drug Control Policy (ONDCP) pertencente ao
Excecutive Office of the President of United States, amostras de crack apreendidas foram divididas em
trés faixas (menor que 1 g, 1 a 15 g e maior que 15 g), e analisadas entre os anos de 1986 e 2003.
Estas amostras apresentaram purezas de 68 a 87% para 1? faixa, 62 a 84% para 2* faixa e 50 a
75% para a 3" faixa, ou seja, amostras apreendidas em quantidades menores apresentaram pureza
maior que amostras apreendidas em maior quantidade (ONDCP, 2004). Levando-se em
consideracdao que as 47 amostras analisadas por este trabalho foram apreendidas em quantidades

sempre inferiores a 10 g, os resultados estao concordantes com os do trabalho do ONDCP.

Os dados utilizados pelo ONDCP foram coletados do Systenz to Retrieve Information from
Drug Evidence (STRIDE) que é um banco de dados do Drug Enforcement Agency (DEA) dos Estados
Unidos. O banco de dados STRIDE retne os dados de analises de drogas por laboratérios
oficiais americanos. Dados atualizados do STRIDE apontam uma redu¢iao na pureza média de
cocaina nas amostras apreendidas e analisadas, entre 59 a 67%, a partir de marco de 2007 (DEA,

2012).

A cocafna na sua forma de cloridrato é a forma mais frequentemente e amplamente
adulterada e diluida. Uma vez que o cloridrato de cocaina ¢ uma fonte para a produ¢io do crack,
¢ de supor que o crack também apresente produtos de ocorréncia durante os processos de
obtengao, adulterantes e diluentes em sua composicao semelhantes ao cloridrato de cocaina
(FUKUSHIMA, 2010), assim adulterantes como a benzocaina, fenacetina, lidocaina, hidroxizina,

diltiazem e principalmente cafeina foram pesquisados pelo método de CG-EM.

Os principais adulterantes identificados pelo método de CG-EM foram a benzocaina e a
fenacetina, além de outros produtos naturais da planta E. coca, Lam. como cinamoilcocainas e
tropacocaina (vide Tabela 13, pag. 83). A cafeina ndo foi detectada com o método proposto de

CG-EM em nenhuma das 13 amostras analisadas.

A cocaina foi identificada em todas as amostras analisadas por CG-EM com tempo de

retencio de 6,22/6,24 minutos.
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Tabela 13 — Adulterantes e outras substancias identificados por compara¢ao dos espectros de massas
com espectros da biblioteca NIST® em 13 amostras de crack por CG-EM.

AMOSTRAS DE CRACK

SUBSTANCIA/RT
Rml Rnl Rsl Rvl Pb2 Pcl Pfl Pgl Pkl Pml Prl Pvl Pwl

Acido cindmico
3,38
Ecgonidina
3,43 -344
Ecgonina
3,89 X
Benzocaina b
4,26
Fenacetina
4,68 — 4,69
Tropacocaina
5,59
Cocaina
622 — 6.24 X X X X X X X X X X X X X
Trans-cinamoilcocaina
6,76 — 6,78
Cmam;),lzlzocama X X ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X X X X x
aldentificacdo de fenacetina confirmada por RMN-1H.
bldentifica¢do de benzocaina confirmada por RMN-'H (vide texto).
Identificacdo de sinais de RMN-'H em todas as amostras analisadas.

X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

X X X X X x x x xr X x* X X

Na amostra Rv1, a baixa intensidade dos sinais de RMN-'H da cocaina corrobora o
baixo teor encontrado pelo método de CLAE-DAD. O espectro de RMN-'"H da amostra Rv1
evidenciou singletos em &y, 3,31, 3,49 e 3,95 condizentes com sinais dos hidrogénios das metilas

das posicoes 13, 14 e 10, respectivamente, da substancia cafeina (vide Figura 40, pag. 84).

Por outro lado, o tripleto presente em &,; 1,35 — 1,37 ppm associado ao singleto em
torno de 8;; 2,1 condizentes com os hidrogénios das posi¢oes 9 e 12 do adulterante fenacetina,
foram utilizados como sinais norteadores deste adulterante (intensidades variadas destes sinais)

em 19 amostras de crack por RMN-'H.
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Figura 40 — Espectro de RMN-'H da amostra Rv1 (300 MHz) em D,O acidificado contendo TSP
como SR interna e os adulterantes cafeina e fenacetina.

Em 11 das 13 amostras selecionadas para as analises por CG-EM, a fenacetina
apresentou maior intensidade dos picos cromatogrificos com tempo de retencio em 4,68/4,69
minutos, principalmente nas amostras Rm1 (Figura 42, pag. 85) e Pcl (Figura 43, pag. 86). A
amostra Rm1 destacou-se quanto a intensidade dos sinais de RMN-'H da fenacetina frente aos

sinais da cocaina, resultado concordante com o cromatograma obtido por CG-EM.

Em trabalhos publicados na década de 90, a cafeina foi o adulterante mais encontrado
em amostras de cocaina na forma de p6 (BARRIO, 1997; FUCCI, 1998). Contudo, dados de
trabalhos atuais corroboram com a adulteragao de amostras de cocaina pela adi¢ao de fenacetina
e outras substancias (BRUNT, 2009). Evrard et a/ (2010) identificou a fenacetina como
adulterante mais comum, presenca em 54% de 343 amostras apreendidas (EVRARD, 2010),

condizente com os achados deste trabalho.
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Figura 41 — Espectro de RMN-'H da amostra Rm1 (300 MHz) em D,O acidificado contendo

TSP como SR interna e o adulterante fenacetina.
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Figura 42 — Cromatograma obtido por CG-EM da amostra de Rm1.
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Figura 43 — Cromatograma obtido por CG-EM da amostra de Pcl.
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A benzocaina, por sua vez, foi identificada somente na amostra Rnl, entre as amostras
analisadas por CG-EM, com tempo de reten¢dao em 4,26 minutos e por RMN-'H, o dupleto em
torno de 8y 6,5 e o tripleto em 8, 1,4 ppm sugeriram a benzocaina em trés outras amostras em

pequenas quantidades relativamente aos sinais da cocaina, entre as quais a Ptl (Figura 44).
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Figura 44 — Espectro de RMN-'H da amostra Pt1 (300 MHz) em D,O acidificado contendo TSP
como SR interna e o adulterante benzocaina. Ampliacao da escala vertical para visualizagao de
sinais com baixa resoluciao S/N.
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Figura 46 — Cromatograma obtido por CG-EM da amostra de Rnl.

Os teores médios de cocaina nas 47 amostras de crack obtidos pela integragao das areas

de dez regides do espectro adquiridos pelo método desenvolvido de RMNg-'H e quantificados

pelo uso da macro de Dr. Patrick Hays foram plotados com intervalo de confianca de 95% para

as dez determinagoes no Grafico 3 e estao dispostos na Tabela 14 (pag. 89).
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Grafico 3 — Teor médio de cocaina em cada amostra de crack por RMNg-'H com intervalo de
confianca 95% (n=10).

A determinagdo do teor de cada amostra de crack pela integracdo das areas das dez
regides separadas utilizou a equagao 10 (pag. 26) substituindo as quantidades pesadas de cada

amostra e do TSP de acordo com a Tabela 6 (pag. 56).

Os coeficientes de variagao (%) das dez determinagdes foram superiores a 5%,
mostrando dispersao dos resultados. Apenas as determinagdes de sete amostras de crack tiveram

coeficientes de variacdo inferiores a 5,0% (Ril, Rk1, Rp1, Rul, P11, Pul e Py1).
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Tabela 14 — Teores das amostras de crack obtidos Eelo método de RMNﬂ—lH desenvolvido.

Teor de cocaina (%)
Amostras Regido Regido Regido Regido Regido Regido Regido Regido Regido Regido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ral 40,5 442 438 39,5 345 46,8 33,7 33,1 43,6 55,8
Ra3 60,0 63,0 61,9 61,0 64,7 71,6 53,8 63,2 68,2 69,0
Rb1 61,8 68,6 67,5 61,8 66,8 70,7 60,7 65,2 69,8 73,9
Rcl 67,3 73,1 73,3 66,2 73,0 76,1 674 71,7 76,6 80,0
Rh1 64,0 69,2 66,1 64,7 68,2 71,4 64,0 673 71,6 75,9
Ril 80,5 84,9 85,0 78,6 83,5 86,7 76,5 83,0 88,7 89,1
Rjl 61,0 67,6 66,9 60,9 65,0 94,7 57,1 64,9 70,1 71,6
RKk1 771 83,2 79,7 77,8 83,0 82,0 83,2 80,2 84,5 86,2
Rk2 80,5 87,8 87,5 80,3 87,2 953 784 853 90,9 993
R 88,7 93,7 90,3 88,5 93,2 96,0 85,2 92,0 982 105,
Rml 442 477 450 445 47,8 69,3 41,6 46,3 50,2 50,1
Rnl 62,0 68,4 84.8 61,9 66,0 68,9 64,5 654 715 76,4
Rol 89,8 97,5 97,6 90,1 954 972 89,1 946  100,7 1061
Rpl 73,1 80,2 78,8 73,7 77,9 78,6 75,7 76,5 81,9 85,7
Rql 72,0 78,9 74,2 71,9 78,3 80,2 743 75,1 82,6 88,5
Rsl 75,9 80,1 77,8 76,1 80,0 1156 67,0 79,1 86,4 86,5
Rtl 34,5 39,0 36,0 34,0 34,9 442 33,7 354 396 422
Rul 71,1 78,6 76,7 72,0 764 771 75,7 74,7 80,3 843
Rvl 6,6 5.8 6,0 5,9 75 13,0 5.2 56 6,5 41,4
Rv2 83,8 88,3 85,1 84,5 86,2 89,4 86,0 83,2 91,2 99,7
Rx1 86,8 89,9 90,5 85,7 903 1058 87,6 89,3 939 1033
Ryl 78,2 91,5 86,0 754 86,7 95,9 81,6 84,6 92,3 99,2
Pal 778 83,7 85,0 75,8 79,5 80,2 76,5 87,5 83,9 943
Pa2 71,6 77,0 72,8 70,9 77,9 78,2 72,5 84,2 81,9 89,2
Pb2 58,0 61,1 59,6 58,6 62,1 90,1 56,3 66,8 65,0 65,9
Pcl 52,7 57,8 53,2 53,3 571 80,1 55,6 60,1 59,4 80,3
Pel 71,9 75,8 73,3 72,8 78,2 78,3 76,3 84,5 82,2 89,5
Pfl 71,9 77,9 72,2 713 764 1009 57,7 83,8 81,1 1051
Pgl 514 538 51,9 51,5 54,8 81,9 53,3 59,9 58,5 81,2
Phil 77,7 843 78,6 78,9 79,9 81,5 783 88,4 86,2 92,0
Pil 78,9 84,6 79,5 81,2 83,1 86,7 83,5 924 90,5 953
Pjl 83,3 88,2 83,7 86,5 86,6 92,2 86,5 94,5 93,1 98,0
Pkl 54,5 57,2 554 53,6 57,5 874 513 62,9 61,3 63,9
Pl 73,1 75,8 75,8 745 753 82,3 74,8 73,6 78,4 82,7
Pnl 485 52,4 56,5 48,1 51,5 80,6 48,9 50,3 54.8 553
Pol 723 76,2 71,5 71,0 76,5 97,1 70,0 74,8 81,3 82,1
Prl 462 487 46,8 47,7 47,7 545 360 473 52,2 52,5
Psl 63,3 67,8 63,5 63,9 65,3 68,7 62,2 64,6 71,0 77,8
Ptl 604 652 61,7 61,3 64,0 79 4 59,8 61,6 68,5 70,1
Pul 794 832 78,6 80,2 81,2 84,4 79,7 79,2 85,3 89,3
Pvl 60,2 644 64,8 59,7 64,3 90,2 61,0 63,2 67,2 67,1
Pwl 73,7 79,6 80,3 745 79,9 80,2 754 78,6 83,3 87,6
Px1 69,7 76,2 71,5 70,7 75,8 78,6 69,6 743 79,2 84.2
Pyl 71,2 764 733 73,1 78,4 80,3 79,9 754 80,7 81,2
Pz1 70,8 76,0 71,3 70,3 743 84,4 69,5 743 79,4 80,9

O teor médio de todas as 47 amostras pelo método desenvolvido de RMNg-'H foi de

71,9% de cocaina, com amostras variando entre 5,2 a 89,1%.
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Em comparagao com o Grafico 2 (pag. 81), a distribuicdo das amostras de crack pelo
método de RMNg-'H foi modificada, onde somente 18% das amostras apresentaram teor de
cocaina superior a 80% frente a 47% do método de CLAE-DAD. 91% das amostras
apresentaram teor de cocaina superior a 40% em relacio a 96% com o método de CLAE-DAD

(vide Grafico 4).

2% 7%

m0-19,99 %
W 20-39,99 %
M 40-59,99 %
M 60-79,99 %
m 80-100 %

Grafico 4 - Distribuicao das amostras apreendidas de acordo com as faixas de teor de cocaina
pelo método de RMNg-"H.

O método de quantificagio de cocaina por RMNg-'H mostrou-se impreciso de acordo
com os resultados. Por exemplo, tomando os resultados médios de cada amostra pelo método de
CLAE-DAD e relacionando ao 1C95% do método de RMNgq-'H, somente 15 amostras de crack
(Ral, Ril, Rk2, Rnl, Rv1, Rx1, Pb2, Pcl, Pgl, Phl, Pil, Pkl, Pnl, Pol e Pyl) poderiam ter os

mesmos teores determinados por RMNg-'H.
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Tabela 15 — Intervalo de confianca 95% da média das dez determinacoes.

Amostra IC 95% Amostra IC 95%
Ral 36,58 - 46,52 Pal 78,35 - 86,49
Ra3 59,99 - 67,29 Pa2 73,31 - 81,93
Rb1 63,59 - 69,77 Pb2 57,41 - 71,29
Rcl 69,27 - 75,67 Pcl 53,48 - 68,44
Rhil 65,47 - 71,01 Pel 74,25 - 82,31
Ril 80,68 - 86,62 Pfl 69,72 - 89,94
Rj1 60,56 - 75,40 Pgl 51,38 - 68,26
Rk1 79,60 - 83,78 Phil 79,05 - 86,11
Rk2 82,48 - 92,02 Pil 81,59 - 89,55
R11 89,02 - 97,16 Pj1 85,75 - 92,77
Rml 43,14 - 54,20 Pkl 53,13 - 67,87
Rn1 63,91 - 74,05 Pl 74,19 - 79,07
Rol 92,02 - 99,60 Pnl 47,84 - 61,54
Rpl 75,49 - 80,93 Pol 71,48 - 83,08
Rql 73,87 - 81,33 Prl 4434 - 51,58
Rsl 73,22 - 91,68 Psl 63,41 - 70,21
Rtl 34,71 - 39,99 Ptl 60,86 - 69,54
Rul 73,94 - 79,44 Pul 79,59 - 84,51
Rvl 2,382 - 18,32 Pvl 59,90 - 72,52
Rv2 84,23 -91,25 Pwl 76,32 - 82,30
Rx1 87,40 - 97,22 Px1 71,56 - 78,40
Ryl 81,68 - 92,60 Pyl 74,40 - 79,58

Pz1 71,52 - 78,72

Todavia, o desempenho do método de RMNg-'H frente a0 método de CLAE-DAD
apresentou correlagao significante entre os teores médios de cada amostra. Assumindo que as
determinagdes pelos dois métodos possuem uma distribui¢ao gaussiana, o r de Pearson obtido foi

de 0,79.
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100+ r (Pearson)=0,79

80+
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Grafico 5 — Correlagao entre os resultados médios dos teores de cocaina por CLAE-DAD e
RMNg-'H (p<0,0001).

Quando a correlagao é feita individualmente entre cada regido integrada dos espectros
adquiridos e o resultado do teor médio de cocaina nas amostras por CLAE-DAD, o melhor r de

Pearson obtido ¢ de 0,83 relativa a regiao 7 do espectro (vide Grafico 6).

r (Pearson)=0,83
100- = RMN Reg|é07

80
60

40-

Teor de cocaina (%) RMNqg-1H

c T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Teor de cocaina (%) CLAE-DAD
Grafico 6 — Correlacao entre os resultados médios dos teores de cocaina por CLAE-DAD e a
determinacio do teor da regido 7 por RMNg-'H (p<0,0001).

Wells et al. (2002) comparando a RMNq com métodos cromatograficos (CG e CLAE)
para determinacdo da pureza e de impurezas em substancias agroquimicas, acido 24-

diclorofenoxiacético (2,4-D) e o 2,2-dicloropropionato de sédio (Dalapon sédio), concluiram que
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o método utilizado em RMNq foi mais exato e preciso do que os métodos cromatograficos
utilizados. As impurezas organicas puderam ser identificadas e quantificadas pelo uso de
espectros de RMNq para as analises de 2,4-D e o método mostrou-se mais versatil na pesquisa
destas impurezas do que métodos cromatograficos devido as limitagées dos detectores utilizados,
por exemplo a auséncia de cromoéforos para utilizagio por CLAE-Uv ou CLAE-DAD e a alta
polaridade de algumas impurezas para CG (WELLS, 2002).

Segundo Holzgrabe ef al. (2005), as vantagens da espectroscopia de RMNq sobre os
métodos de CLAE sao as seguintes: a) as analises por RMN(q sao frequentemente mais precisas e
exatas que os de CLAE; b) normalmente, niao ¢ necessario o isolamento de impurezas; ¢) nao sao
necessarias substancias quimicas de referéncias caras; d) informacao estrutural adicional sobre as
impurezas sao disponiveis com RMNgq; e ¢) RMNq demanda menos tempo, ¢ mais facil de

trabalhar e mais especifico, levando a uma alta reprodutibilidade (HOLZGRABE, 2005).

O método de processamento dos espectros das amostras de crack utilizado neste
trabalho também foi utilizado por Dr. Patrick Hays para comparar o desempenho da RMNg-'"H
frente a método de CG utilizado na determinagdo da pureza de 32 amostras ilicitas de cloridrato
de cocaina, que variaram entre 8 e 91%. A diferenga obtida entre os métodos foi = 6,7%, tendo o
método de RMNq-'H resultados de pureza superiores com excegio de um resultado onde por

CG foi 9,0% e por RMNg-'H foi de 8,1% de pureza (HAYS, 2005).

Por sua vez, Hays & Thompson (2009) comparando os resultados da determinagao da
pureza de 291 amostras ilicitas de cloridrato de heroina pelo uso de areas obtidas pela integragao
de trés regides juntamente com o uso da altura de sinais frente a método de andlise por
eletroforese capilar, obtiveram concordancia entre as purezas determinadas. Alguns pontos
obtidos pelo uso somente da area de regioes integradas nao obedeceram aos critérios de aceitagao
propostos porque as amostras continham adulterantes e diluentes. Por fim, os pesquisadores
sugeriram a utilizagdo da quantificacdo de substancias utilizando, em conjunto, os dados obtidos
da integracao e da altura dos sinais por fornecerem maior confianga e evitarem: os erros causados
por adulterantes e diluentes nas amostras, os erros de processamento (erro na corre¢ao da fase ou

da linha de base) e inomogeneidades no campo magnético (HAYS, 2009).

A regiao 7 integrada neste trabalho, que culminou em melhor correlagio dos resultados
de RMNg-'H e CLAE-DAD, refere-se a0 singleto da metila com deslocamento quimico em &,
3,6 ppm.

Diversas fontes de erro podem ter afetado a determinagdo do teor de cocaina pelo

método de RMNg-'H.
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A regido 7 integrada cobtiu uma faixa de 0,2 ppm do espectro de 300 MHz de RMN-'H
(60 Hz), esta mesma faixa foi utilizada na integracao da area do sinal do TSP. A regiao integrada
de 60 Hz atendeu o preconizado por Pauli ¢ a/. (2005). Contudo, para que erros menores que
0,1% fossem alcancados, a largura da integral deveria ter sido 76 vezes a largura do sinal em

ambas as direcdes, conforme recomendou Saito ef al. (2004).

A janela espectral (sw) nao foi ampla suficiente para evitar a atenuagao de sinais pelos
filtros de recepg¢dao nas bordas laterais dos espectros. O recomendado seria 2 ppm a mais em
cada lateral do espectro, afim de se obter um pulso mais homogéneo no centro do espectro

(CLARIDGE, 1999; MALZ, 2003; SAITO, 2004). A janela espectral foi estreita para o sinal do

TSP (a janela utilizada foi de 11 e -1 ppm), justamente aquele utilizado na quantificagao.

As rotinas de oversampling sugeridas por Claridge (1999) nio puderam ser utilizadas
devido a dificuldades no espectrometro da Varian® Unity Plus® da Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.

A presenca das spinning sidebands a 20 Hz de cada sinal do espectro e alguma
inomogeneidade no campo magnético podem ter causado imprecisio na integracio dos sinais das

amostras (MALZ, 2003; MALZ, 2005).

O tempo de aquisicio do FID foi fixado em 4,0 s observando-se o resultado do
experimento de recuperacao da inversio que mensurou o sinal do TSP como o sinal de
relaxamento transversal mais lento (T'1) entre os sinais do espectro com 3,891 s para o pulso de
90°. Conforme discutido por Pauli ef a/. (2005), o atraso de relaxac¢do (d1) foi calculado para 5 x o
T1 mais lento, assim o valor fixado de 20 s atendeu esta exigéncia (PAULI, 2005). Por sua vez,
Saito ef al. (2004) indicaram em seu trabalho que 5 x o T1 ndo fornece um valor de d1 suficente

para trabalhos quantitativos que visem maior precisao nos resultados (SAITO, 2004).

Por outro lado, pode-se prever outras fontes de erro do método de RMNg-'H quanto a
prepara¢do das amostras como erro na transferéncia utilizando-se pipetas e diferentes

solubilidades de amostras de crack no 6xido de deutério acidificado com cloreto de deutério.

Contudo, os resultados deste trabalho obtidos através das duas metodologias
desenvolvidas demonstram o grau de pureza das 47 amostras de crack com teores médios

superiores a 70% de cocaina.

Contrariando o senso comum da populacio, o crack nio ¢é subproduto da cocaina,
primeiro porque se trata da propria cocaina na forma de “pedras” e em segundo lugar porque o

termo “subproduto” ¢ utilizado tecnicamente para designar uma substancia de importancia



COSTA,R.A.R. RESULTADOS E DISCUSSAO 95

DETERMINACAO DO GRAU DE PUREZA DE AMOSTRAS DE CRACK APREENDIDAS NO ESTADO DA PARAIBA POR RMNq-'H E CLAE-DAD.

secundaria gerada em determinado processo quimico (FUKUSHIMA, 2010; OGA, 1995). Assim,
a expectativa de que cocaina na forma de crack refletiria baixos teores e grande impureza nao sao

condizentes com os resultados deste trabalho.
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6 CONCLUSOES

Uma correlagao significativa pode ser estabelecida entre as metodologias desenvolvidas

por CLAE-DAD e RMNg-'H.

A metodologia de RMNg-'H desenvolvida para a determinagio do teor de cocaina em
47 amostras de crack apresentou-se sensivel frente a diversos parametros de aquisicio que
precisam ser otimizados para obter-se maior precisio e exatidao da quantificacio e para uma
melhor correlagio com os resultados do método desenvolvido e validado por CLAE-DAD, o
qual mostrou-se rapido, exato e preciso para quantificagio de cocaina em 47 amostras de crack

analisadas.

O teor médio de cocaina nas 47 amostras determinado pelo método de RMNg-'H foi de
71,9%, com amostras variando entre 52 a 89,1%. Os resultados do método de CLAE-DAD
foram superiores, onde o teor médio de todas as amostras foi de 74,4%, com amostras variando

entre 4,9 e 93,8% de cocaina.

Os resultados das duas metodologias permitiram determinar que o teor médio de

cocaina nas amostras foi superior a 70%.

Além disso, a analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) e RMN-'H demonstraram que o principal adulterante identificado em 40% das

amostras foi a fenacetina.
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7 PERSPECTIVAS

Reanilise das 47 amostras de crack com o método de RMNg-'H utilizando parimetros

de aquisi¢do mais adequados afim de obter melhor correlagdo com os dados de CLAE-DAD.
Estudo dos perfis espectroscopicos das 47 amostras de crack por RMN-'H.

Analise das 47 amostras por CG-EM para caracterizacdo dos perfis cromatograficos e

espectrométricos.

Aplicagio de diferentes métodos de andlise quimiométrica para relacionar dados de
RMN-'H e CG-EM quanto a origem e perfil quimico das amostras. Ex.: analise do componente
principal - PCA (do inglés: Principal Component Analysis), regressio do componente principal - PCR

(do inglés: Principal Component Regression), etc.
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