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RESUMO

Neste trabalho, uma fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica para
analise de superficies, chamada Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI-
MS), foi construida em nosso laboratorio utilizando materiais de baixo custo. A
fonte construida foi aplicada na anélise de amostras de interesse forense, com

resultados bastante satisfatorios.

Inicialmente, detectou-se cocaina em misturas sélidas preparadas em
concentracfes tdo baixas quanto 0,1% p/p. Esta concentracdo esta abaixo do
limite de deteccdo dos reagentes utilizados na identificacdo preliminar desta
droga. A aplicacdo desta metodologia permitiu, também, a identificacdo
inequivoca de substancias derivadas de anfetaminas diretamente da superficie

de comprimidos apreendidos.

Realizou-se, também, a analise direta de selos (blotters) suspeitos
de conter LSD. Todos os resultados obtidos por EASI-MS foram confirmados
por medidas realizadas por CLAE-UV. A analise de tintas de caneta permitiu a
identificacdo dos diferentes componentes presentes em tintas de diferentes
cores e de diferentes marcas, demonstrando o potencial da técnica EASI-MS

na deteccao de fraudes documentais.

Finalmente, a deteccao dos inseticidas aldicarb e carbofuran diretamente
na superficie de granulos, num procedimento rapido e que ndo envolve
qualquer etapa de pré-tratamento, credencia a técnica EASI-MS para a analise
destas substancias, as quais estdo ligadas a ocorréncias frequentes de

intoxicacdo e envenenamento de seres humanos e animais.

Palavras-chave: EASI-MS, Espectrometria de massas, Analise direta de superficies,
Quimica forense, drogas de abuso.



ABSTRACT

*** |n this work, an ionization source at atmospheric pressure for surface
analysis, named Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI-MS), was
constructed in our laboratory from low cost materials. This source was thus

applied to the analysis of forensic samples with excellent results.

Initially, cocaine was detected in synthetic solid mixtures at
concentrations as low as 0.1% w/w. This concentration is below the detection
limit of the reagents usually employed in the preliminary identification of this
drug. This methodology also allowed the unambiguous identification of

amphetamine derivatives directly from the surface of seized tablets.

The direct analysis of blotters suspected of containing LSD was also
conducted. All EASI-MS results were confirmed by HPLC-UV measurements.
The analysis of paint pen allowed the identification of different components in
inks of different colors and different brands, which demonstrated the superior
potential of EASI-MS in detecting document fraud.

Finally, the detection of the insecticides carbofuran and aldicarb directly from
the surface of granules, in a quick procedure that does not involve any pre-
treatment step, accredits the EASI-MS technique for the detection of these
substances, which are linked to frequent occurrences of intoxication and
poisoning of humans and animals.

Key-words: Easy-MS, Mass Spectrometry, Direct analysis on surface, Forensic
chemistry, drugs of abuse.
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1. INTRODUCAO

1.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
1.1.1 Fundamentos e Definicbes

Particulas eletricamente carregadas, ao viajar por uma regido sob a acdo de um
campo elétrico e/ou magnético, sofrem alteracdes em suas rotas, devido as interacbes
entre a carga elétrica da particula e o campo aplicado. A deflexdo da rota da particula
é funcdo da massa, da velocidade e do sentido do movimento em relacdo ao campo

aplicado. Este € o principio de funcionamento da maioria dos analisadores de massa
atuais.m

Ao interpretar os estudos dos raios catodicos (1897), J.J. Thomson concluiu que,
invariavelmente, o raio apresentava carga elétrica negativa e a mesma razdo massa
sobre carga (m/z). Ele nomeou a particula presente neste raio de elétron. Ja nos
estudos dos raios anddicos (1910), J.J. Thomson, entre outras observacdes, percebeu
a existéncia de raios caracteristicos dos gases presentes no tubo. A velocidade desses
raios dependia da diferenca de potencial entre os eletrodos e a deflexdo da rota;
guando sujeitos a campos magnéticos estaticos, dependia da relacdo entre o peso
atbmico do gas e sua carga (m/z). Além disso, o tubo com véarios gases emitia
manchas coloridas e bandas eram produzidas na tela sensivel. Cada tipo de gas

ocupava uma posicao definida na banda, levando o autor a acreditar que isso levaria a
um novo método para a deteccao de pesos atdmicos [2].

Uma das primeiras aplicacbes do que foi observado por J.J. Thomson foi o
trabalho de Francis Willian Aston, fisico-quimico inglés, que construiu em 1919, um
aparelho denominado espectrografo de massas, com o qual foi capaz de separar ions
com uma diferenca de apenas 1% em suas massas e de registrd-las em uma placa

fotografica. Utilizando este aparelho ele descobriu 212 dos 281 isGtopos que tem

. - . 2
ocorréncia natural e recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1922[ ].



Em 1918, Arthur Jeffrey Dempster, fisico nascido em Toronto, Canada, construiu
0 primeiro espectrometro de massas moderno, com precisao mais de cem vezes maior
gue os equipamentos anteriores, 0 que tornou possivel a descoberta do is6topo 235 do

uranio. O equipamento de Dempster estabeleceu a teoria e o design de espectrometros
- A
de massas que sao utilizados ate hole[ ].

A partir de entdo varias inovacdes tecnoldgicas possibilitaram o surgimento dos
espectrometros de massas atuais. Além disso, permitiram o acoplamento do
espectrdmetro a outras técnicas analiticas consagradas, como as cromatografias
gasosa e liquida, o que ampliou os horizontes para 0s quimicos analmcos[ ].

A espectrometria de massas €, atualmente, a melhor técnica de deteccdo para
se acoplar a cromatografia, pois o espectrdbmetro de massas é sensivel a pequenas
guantidades de analito, fornece informacdes qualitativas e quantitativas sobre os

compostos eluidos e pode distinguir substancias diferentes com o mesmo tempo de
retengéo[z] .

A espectrometria de massas € uma técnica utilizada para o estudo das massas
de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas, desde que estes estejam
eletricamente carregados. Um espectrometro de massas determina a massa de uma
molécula ou atomo medindo a razdo massa/carga (m/z) dos ions gerados. Os ions sao
gerados atraveés da inducéo, perda ou o ganho de carga por uma espécie eletricamente
neutra. Uma vez formados, os ions sdo direcionados, por forcas eletrostaticas, para
dentro do analisador de massas, separados de acordo com suas razdes m/z e
finalmente detectados. O resultado da ionizacdo molecular, a separacao e deteccdo de

ions é 0 espectro de massas, que mostra a intensidade relativa em funcdo da razao

m/z para cada ion.[l]

John B. Fenn, o criador da técnica de ionizacdo a pressdo atmosférica

conhecida como electrospray (ESI), laureado em 2002 com o Prémio Nobel em



Quimica, provavelmente deu a definicho mais adequada para a espectrometria de
massas[z] .Traduzindo livremente suas palavras:
Espectrometria de massas € a arte de medir atomos e moléculas para
determinar seu peso molecular. Massa, ou informacdo de peso, as vezes é
suficiente, muitas vezes necessario, e sempre Uutil para se determinar a
identidade de uma espécie. Para praticar esta arte adiciona-se carga em
moléculas de interesse (analito). Em seguida, sdo determinadas como as
trajetorias dos ions resultantes respondem no vacuo as varias combinacoes de

campos elétricos e magnéticos.

Claramente, a condicdo fundamental desse método € a conversdo de
moléculas neutras em ions. Para as espécies pequenas, a ioniza¢do é simples.
Elas séo facilmente transportadas para a fase gasosa e promove-se 0 encontro
entre as moléculas neutras e elétrons, fotons, ou outros ions em ambientes a
baixa pressao. Nos ultimos anos, os esforcos de muitos investigadores levaram
a novas técnicas para a producdo de ions de espécies muito grandes e

complexas para serem vaporizadas sem substancial decomposicao.

Uma analogia pode ser feita entre um espectrometro de massas e um prisma,
como mostrado na Figura 1.1. No prisma, a luz é separada em seus comprimentos de
onda que sado detectados com um receptor O6ptico. Da mesma forma, em um

espectrdmetro de massas os ions gerados sédo separados no analisador de massa e

. - . 2
detectados por um detector de ions (como um multiplicador de eletrons)[ ].
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1.1.2 Componentes do Espectrometro de Massas

Na Figura 1.2 temos um esquema simplificado de um espectrometro de massas.
A figura mostra que o analisador de massas e o sistema de deteccdo sdo mantidos sob
alto vacuo, o que nao se aplica necessariamente aos sistemas de ionizacdo, pois
alguns deles estdo a pressdo atmosférica, fato que revolucionou a espectrometria de
massas.

Existem diferentes estratégias para se discriminar os ions dependendo do
analisador de massas; neste trabalho foi utilizado o analisador de aprisionamento de
fons, ion trap (IT), que possui resolucdo unitaria — baixa resolucdo, permite a
identificacdo de ions cuja massa difere de uma unidade — e possibilita 0 aprisionamento
de um determinado ion (ion precursor). Se necessario o ion precursor pode ser
fragmentado (dissociado) por colisdo com moléculas de um gas neutro, gerando

fragmentos do ion precursor (ions filho), que podem ser novamente fragmentados e

separados, técnica conhecida como Espectrometria de Massas Sequencial (MS”).

Os sistemas de ionizacdo determinam a versatilidade da MS, pois sé&o
responsaveis pelos tipos de substancias que podem ser analisadas. InGmeros métodos
para gerar ions foram desenvolvidos ao longo da histéria da MS. Desse modo, h&a
métodos de ionizacdo aplicaveis praticamente a todos os tipos de analitos, desde
moléculas apolares e volateis (ionizacdo por elétrons (El) ou ionizacdo quimica (Cl));
passando por moléculas polares (ionizagcdo por eletrospray (ESI) ou MALDI); até
técnicas de ionizagdo ambiente como a easy ambient sonic-spray ionization (EASI),

gue tornaram a introducdo da amostra no espectrometro de massas mais simples e

prética.[4]

1.1.3 Fontes de lonizacao
1.1.3.1 lonizagao por Eletrospray (ESI)

No que se refere a fontes de ionizagdo, os estudos mais recentes tém sido

focados na obtencdo de sistemas menos agressivos as amostras, e também capazes

5



de ionizar as moléculas diretamente da matriz, o que facilita o processo de identificacéo
e reduz o tempo de andlise. Nesse sentido, uma nova vertente de fontes de ionizacéo
tem surgido, a qual permite que os ions sejam gerados em condi¢cdes mais suaves em

. [5
termos de temperatura e/ou pressao [ ].

A primeira técnica menos agressiva de ionizacdo e amplamente utilizada foi a

ESI (do inglés electrospray ionization)[6], sendo aplicada especificamente para

s

amostras em solucdo. Na ionizacdo por ESI, a amostra é misturada em grande
quantidade com um solvente volatil, em meio acido ou basico, de forma a causar a
protonacdo ou desprotonacdo das moléculas, Figura 1.3. A mistura € conduzida por
um capilar metalico submetido a um alto potencial elétrico, resultando na formacéo de
uma dupla camada elétrica na interface capilar/solucdo. Consequentemente, formam-
se gotas carregadas que, com a secagem do solvente, vdo aumentando a densidade

de cargas até o ponto em que ocorre um fendmeno chamado de explosdo couldmbica.

. ~ . . , +
Assim, sao formadas microgotas que, com a secagem, liberam os ions [M+H] ou

[4.7]

[M-H] para serem analisados pelo analisador de massas . A técnica ESI tem sido

amplamente utilizada nos ultimos anos, tanto para a identificagéo e quantificacdo como
também para estudos de determinagcdo estrutural. Os ions podem também ser
observados na forma de adutos, onde os analitos sdo coordenados por cations ou
anions: [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]+ ou [M+Cl]. Em geral a ionizacdo por ESI (Figura
1.3) € um processo que pode ser dividido em trés etapas principais: (i) a nebulizacéo
da solucdo de amostra em goticulas carregadas produzidas pela aplicacédo direta de
voltagem no capilar (2-5 kV), (ii) a liberagdo dos ions a partir das goticulas e (iii) o
transporte dos ions da regido de pressdo atmosférica da fonte de ionizacdo para a

n , . 8
regido de alto vacuo do analisador de massas ! ].
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1.1.3.2 Desorption Electrospray lonization Mass Spectrometry (DESI-MS)

Embora dotada de diversas vantagens, a ESI tem como principal limitagéo o fato
de ser aplicada somente para amostras em solugdo. Nesse contexto, Cooks e

(9]

colaboradores propuseram uma técnica denominada DESI (do inglés: desorption

electrospray ionization), onde um spray de particulas carregadas bombardeia uma
superficie de uma amostra solida, liquida ou gasosa, dessorvendo e ionizando as

moléculas presentes .
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A partir da Figura 1.4 pode-se explicar o mecanismo de funcionamento desta
técnica de ionizacdo. O solvente (geralmente uma mistura de metanol e agua) entra por
um tubo capilar no nebulizador. Lateralmente ao tubo capilar entra um jato de
nitrogénio a alta pressao que vai produzir as pequenas goticulas. Entre o inicio e o fim
do nebulizador existe uma grande diferenca de potencial que ir4 deixar as goticulas
eletricamente carregadas (eletrospray). Este feixe de mindsculas gotas eletricamente
carregadas é direcionado a amostra por um angulo a. Os ions dessorvidos sao
direcionados para a entrada do espectrometro de massas a pressao atmosférica, que
faz um angulo B com a superficie da amostra. O suporte onde se encontra a amostra é
livre para se movimentar e, deste modo, pode-se analisar varias por¢ées de um mesmo

material.

Amostras solidas podem ser analisadas diretamente, amostras liquidas devem

ser absorvidas e amostras gasosas devem ser adsorvidas em uma superficie solida.



Na técnica DESI ocorrem dois tipos de mecanismos de ionizacdo. Um se aplica a

moléculas de pequena massa molar e outro a moléculas com elevada massa molar.

Moléculas com massa molar grande, como peptideos e proteinas apresentam
ions com cargas multiplas; isto se da porque as cargas dos ions da gota sao facilmente
transferidas para o analito. A gota eletricamente carregada atinge a superficie da
amostra e se espalha por um raio maior que o0 seu raio original e dissolvem as
proteinas. As substancias eletricamente carregadas sdo direcionadas a seguir para a
entrada do espectrémetro de massas, levando junto o analito.

Para moléculas com pequena massa molar, a ionizacdo ocorre por transferéncia
de cargas: um elétron ou um proton. Existem trés possibilidades de transferéncia de
carga. Na primeira (1), a carga é transferida entre o ion do solvente e o analito na
superficie. Na segunda (2), a transferéncia ocorre entre o ion do solvente na fase
gasosa e o0 analito na surperficie e, neste caso, o ion do solvente é evaporado antes de
alcancar a superficie da amostra. Isto se d4 quando a distancia entre o spray e a
superficie € muito grande. A terceira (3) possibilidade ocorre entre o ion do solvente na
fase gasosa e a molécula do analito também na fase gasosa. Isto acontece quando a

amostra tem uma alta presséo de vapor.

A+ 56 = A + 5 (1)
Ay +Ss — A+ S, (2
*{Gj + S(g) — A + S{;j (3)

A eficiéncia da ionizacdo DESI é complexa e depende de varios parametros
como os efeitos de superficie, parametros do eletrospray, parametros quimicos e
geometricos. Os efeitos de superficie incluem a composicéo quimica, a temperatura e o
potencial elétrico aplicado. Os parametros do eletrospray incluem a tensdo e a razdo

entre os fluxos de liquido e gas. Os parametros quimicos incluem a composicao do
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solvente a ser nebulizado, como por exemplo a adicdo de cloreto de sddio (NaCl) e os
parametros geométricos incluem os angulos a, B, bem como as distancias entre a

amostra e o nebulizador, e entre a amostra e a linha de transferéncia do ion.

9]

Cooks e colaboradores mostraram que para uma melhor eficiéncia da

ionizacdo devem ser otimizados: o angulo entre o emissor de spray e a superficie da
amostra (a), o angulo entre a superficie da amostra e a entrada do espectrémetro de
massas (), bem como as distancias entre o emissor de spray e a superficie e a
distancia entre a superficie e a entrada do espectrdmetro de massas. Outros fatores

importantes incluem pressao do gas, tipo de solvente e o valor da alta tenséo.

Diversas aplicacdes da técnica DESI tém sido apresentadas na literatura, o que
denota suas significativas vantagens, tais como a velocidade de analise, a

. - . [10]
especificidade quimica e a aplicagcdo em amostras complexas .

1.1.3.3 Easy Ambient Sonic-Spray lonization Mass Spectrometry (EASI-MS)

[11-13]

Hirabayashi e colaboradores também revolucionaram o campo da

espectrometria de massas, introduzindo em 1994, uma técnica de ionizacdo a pressao

atmosférica (API) denominada de ionizagdo por spray supersénico (do inglés SSI). A
SSI introduziu um novo conceito de ionizagdo em espectrometria de massas. Os ions
poderiam ser produzidos sem aplicacdo de nenhuma voltagem, radiacdo ou
aguecimento, onde as gotas carregadas eram produzidas usando apenas um spray
contendo uma solugao de metanol acidificada a uma velocidade supersonica. As gotas
carregadas (cargas positivas e negativas) surgem a partir de uma distribuicdo nao
balanceada estatisticamente de espécies protonadas e desprotonadas. Nenhum

aguecimento € necessario para dessolvatacao das gotas; logo, ambos os ions gasosos

[14,15]

M+ H]+ e [M — H], dependendo da natureza do analito, surgem via SSI . Poucos

segundos sdo necessarios para dessorver e ionizar o analito a partir da superficie

investigada a condigcbes ambientes e, devido sua simplicidade, essa técnica foi

10



denominada de easy ambient sonic-spray ionization (EASI) - Figura 1.5, a primeira

técnica ambiente baseada em SSI [5].

Em seu primeiro trabalho sobre EASI-MS, Eberlin e colaboradores[14]

empregaram o0 spray supersonico para a dessorcao/ionizacdo de diazepam, atenolol,
tamoxifeno, propranolol, ciclobenzaprina, rosuvastatina célcica, amlodipina, memantina
e lozartam, diretamente em seus comprimidos, e analisou em um espectrometro de
massas com armadilha de ions (IT). Os resultados foram satisfatérios, permitindo a
identificacdo exata de cada farmaco. Além disso, foi feita uma comparacdo da
eficiéncia de ionizacdo entre as técnicas DESI e EASI, sendo que a ultima, na maioria
dos casos, apresentou maior sinal analitico. Segundo os autores, a aplicagdo de
potencial elétrico no capilar resulta em uma densa nuvem de gotas carregadas com
alta quantidade de ions de solvente, sendo entdo minimizado o processo de ionizacao
do analito.

[15]

Em outro trabalho, Haddad e colaboradores demonstraram que uma

membrana de celulose pode ser usada como interface na andlise quantitativa de
solugbes aquosas de nicotina, lozartan, rosuvastatina, memantina e propranolol por
EASI-MS. Nesse caso, o farmaco, percolado como solucdo aquosa na face inferior de
uma membrana de celulose, migrou para a parte superior da membrana onde, por acdo
do spray-sbénico (EASI) foi ionizado e conduzido ao IT. Verificou-se, também, um
aumento da sensibilidade, proporcional ao tempo de passagem da solu¢édo do farmaco

pela parte inferior da membrana. Os limites de detec¢do obtidos para os farmacos

encontraram-se entre 10 e 50 ug L'l.
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]

Trabalhos como o de Haddad[17 gue utiliza a EASI-MS para criar o fingerprint

de perfumes identificando amostras falsas de amostras auténticas, o trabalho de

[18]

Saraiva utiliza a EASI-MS na caracterizagdo e no controle de qualidade de

A : . [19
surfactantes catidnicos em amaciantes de roupa ou o trabalho de Alber|C|[ ] gue usa a

EASI-MS na analise de combustiveis, mostram o potencial da EASI-MS em aplicacdes
forenses.

No presente trabalho a amostra foi analisada diretamente a partir de uma
superficie, utilizando a técnica de ionizacdo Easy Ambient Sonic-Spray Mass
Spectrometry (EASI-MS), através de uma fonte construida em nosso laboratorio. O
analisador utilizado foi um aprisionador de ions (ion trap-IT) como detector uma

multiplicadora de elétrons. A aquisicdo dos espectros de massas foi realizada atraves

do software Thermo Scientific Xcalibur [3].
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1.2 QUIMICA FORENSE

[

20 . - -
Segundo Zarzuela ] denomina-se Quimica Forense o ramo da Quimica que

se ocupa da investigacao forense no campo da quimica especializada, a fim de atender
aspectos de interesse judiciario. Tal ramo da Quimica atende basicamente as areas de

estudos da Criminalistica e da Medicina Forense.

S&o exames rotineiros nos laboratorios de criminalistica brasileiros, a analise de
residuos de disparo de armas de fogo, a identificacdo de adulteracdes em numeracdes
de veiculos e armas, a analise de sangue em locais de crime, a constatacao,
identificacdo e, se possivel, quantificacdo de substancias quimicas presentes em locais
de crime, como venenos, medicamentos e substancias psicotropicas e/ou
entorpecentes, inclusive as presentes no organismo do individuo, a andlise de residuos
de incéndios visando a deteccao de acelerantes da combustdo e/ou explosivos, etc[zo].

Para conseguir alcancar seus objetivos, o quimico forense deve lancar mao de
todos 0s recursos técnicos disponiveis e, frequentemente, utiliza ferramentas/técnicas
da quimica analitica classica e, quando disponivel, utiliza instrumentos analiticos que
possibilitam maior credibilidade e menor tempo de analise. Por isso € importante a
pesquisa, 0 desenvolvimento e a aplicacdo de novas técnicas analiticas que
possibilitem alto grau de confianca, rapidez e baixo custo, uma vez que o nimero de
solicitagOes forenses (exames) tem apresentado crescimento nos ultimos anos[21].

Dentro deste contexto, busca-se neste trabalho, avaliar a implementacdo da
técnica EASI-MS, a qual € ndo destrutiva, de facil manuseio e que proporciona
pequeno tempo de andlise e alto grau de confiabilidade, na rotina de laboratérios
forenses que j& possuam um espectrometro de massas com fonte de ionizacdo a

pressdo atmosférica.
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1.3 SUBSTANCIAS DE INTERESSE FORENSE TESTADAS NESTE TRABALHO
1.3.1 DROGAS DE ABUSO

Droga pode ser definida como toda e qualquer substancia, natural ou sintética,
gue, introduzida no organismo, modifica suas fung¢des. As drogas naturais sdo obtidas
através de determinadas plantas, de animais e de alguns minerais. Por exemplo, a
cafeina (do café), a nicotina (presente no tabaco), o 6pio (ha papoula) e o THC (da
maconha). As drogas sintéticas sdo obtidas a partir de complexas reacbes de sintese
organica, exigindo para isso técnicas e equipamentos especiais[21].

O termo droga possui varios significados; no entanto, popularmente estad mais
relacionado a idéia de uma substancia de uso proibido, de uso ilegal e nocivo ao
individuo, modificando-lhe as fungbes, as sensacdes, o humor e o
comportamento. Sendo assim, as drogas envolvem substancias de acdo analgésica,
estimulante, alucindgena, tranquilizante e barbitarica, além do alcool e das substancias
voléteis[21].

As drogas psicotrépicas sdo aquelas que tem tropismo (atracdo) pelo Sistema
Nervoso Central (SNC), modificando as atividades psiquicas e o comportamento.
Essas drogas podem ser absorvidas de varias formas: por inalacéo, via oral, injecéo

intravenosa ou aplicadas via retal (supositério).

As substancias (drogas) psicotrépicas podem ser divididas, em funcdo de sua

acdo no SNC, em 3 grandes grupos:
1 — Depressores do SNC, como os opiaceos/opibides, o etanol e os inalantes;
2 — Estimulantes do SNC, cocaina ou crack, anfetamina, nicotina;

3 — Perturbadores do SNC, canabindides, drogas alucinégenas, como o LSD, o ecstasy

e a mescalina, etc.
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O uso de substancias psicotrépicas e/ou entorpecentes pela sociedade data de
longo tempo. No passado, 0 uso destas substancias geralmente estava associado a
rituais religiosos, com excec¢do do alcool, uma substancia depressora do SNC,
largamente utilizado e aceito por quase todas as sociedades antigas e modernas. No
entanto, o uso de substancias como a cocaina, em meados do século XIX, com
finalidades recreativas da inicio a uma nova era na histéria destas substancias, fazendo
com que Seu uso seja proscrito na maioria dos paises. Hoje, o uso indiscriminado das

substancias psicotropicas constitui um grave problema social, que envolve todos os

o . - _ ~ [21
niveis da sociedade brasileira e mostra-se como um problema de dificil solucao [ ].

Como o problema da producéo e trafico de drogas envolve vultosos valores e
varios paises, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) possui um escritorio

[22]

especialmente dedicado ao problema das drogas e crimes: UNODC . Anualmente,

o UNODC, divulga relatérios sobre o controle, producdo e apreensao de drogas. A
ONU divulga também procedimentos e recomendacdes laboratoriais adotados
internacionalmente por laboratérios criminalisticos/forenses para a identificacdo de

substancias psicotrépicas.

Todas as substancias de uso controlado, restrito ou proscrito no Brasil estao

inscritas na Portaria n° 344 da Agéncia de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
[23]

. Inicialmente publicada em 1998, esta portaria é regularmente revisada e novas

substancias sdo acrescentadas a mesma.

A lei n° 11.343[24] de 23 de agosto de 2006, dispde nos artigos 33° ao 47° as

condutas consideradas crimes, relacionadas ao uso, producdo, porte, transporte e
comércio de entorpecentes. O artigo 50° - 81° impde a exigéncia de um laudo de

constatagdo (provisoério, preliminar, precério) a fim de dar materialidade a conduta e,
como determina a lei n°3.689 de 1941 (Cddigo do Processo Penal)[zs], um laudo

definitivo devera ser confeccionado afim de suprir a prova técnica da conduta delituosa
em questao.
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1.3.1.1 Cocaina

A cocaina é o principal alcaldide encontrado nas folhas do vegetal Erytroxylum
coca Lam., um arbusto ramificado que pode chegar a medir 3 metros de altura,
originario da zona tropical dos Andes que se desenvolve em altitudes entre 700 e
1.700m. Em espécies selvagens a cocaina representa apenas cerca de 0,0005% do
peso seco mas, em espécies cultivadas, pode chegar entre 0,5 e 1,5% do peso
seco[21].

O Erytroxylum coca Lam néo é cultivado no Brasil. Deste modo, o Brasil ndo
produz cocaina. A maior parte da cocaina consumida no Brasil é oriunda de paises
vizinhos, como a Colémbia, o Peru e a Bolivia e entra no pais ilegalmente, geralmente
na forma de pasta base, que pode ser refinada em laboratorios clandestinos e dar
origem ao cloridrato de cocaina (p0), ao crack (pedra — base livre) e a merla (pasta rica

. 21
em residuos de solventes) [ ].

O uso das folhas do vegetal selvagem (folha de coca) in natura ou na formulacéo

de chas & muito antigo e difundido entre as popula¢cdes andinas, principalmente no

Peru e Bolivia, como tdnico para suportar os esforcos fisicos e fadiga, bem como para

afugentar a fome, o frio e a sede[21].

Friedrich Wdoehler (1800-1882), quimico aleméo, foi o pioneiro no estudo da
cocaina, que era extraida juntamente com outros alcaléides da folha da coca. Em 1860,
outro quimico alemé&o, Albert Niemann (1824-1884), isolou e caracterizou a cocaina,
gue passou a ser conhecida como “p6é de Niemann”. O psicanalista Sigmund Freud
(1856-1939), que chegou a defender o uso da cocaina em suas terapias, em seus
ultimos escritos discriminava o0 uso da cocaina, por reconhecer seus efeitos

21
adversos[ ] )
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No inicio do século XX, a cocaina fazia parte de varias formulacdes

farmacéuticas de uso livre; inclusive, era ingrediente de conhecida bebida gaseificada
néo alcodlica até 1903, quando foi proibida[21].

No Brasil, a Policia Federal tem a competéncia de investigacdo do tréafico,
identificacdo de rotas e interceptacdo de grandes carregamentos que entram pelas
nossas fronteiras. As policias estaduais, em conjunto com a policia federal, séo
responsaveis pelas investigagcbes dentro dos estados e apreensdes de menores

guantidades, em geral no local de comércio destes entorpecentes (“bocas de fumao”).

Dificilmente, nas apreensdes realizadas pelas policias estaduais, tem-se uma
amostra de cocaina com grau de pureza acima de 80%. Isto deve-se ao ineficiente
processo de refino, bem como a adicdo intencional de outras substancias a fim de
aumentar o volume final e, deste modo, obter maior rendimento com a venda das
porcdes. Varios sdo os adulterantes e excipientes organicos e inorganicos que podem

[21]

ser adicionados a cocaina Entre os adulterantes organicos (substancias que

apresentam alguns efeitos semelhantes a molécula alvo) mais comuns destacam-se a
cafeina — um estimulante natural — a lidocaina e a benzocaina — anestésicos de acao
local. As férmulas estruturais da cocaina, da cafeina e da lidocaina sdo mostradas na

Figura 1.6 .

Neste trabalho, a fonte EASI-MS, montada em nosso laboratério, foi utilizada
para a analise de cocaina em amostras apreendidas pela Policia Civil de Minas Gerais

e em amostras simuladas.
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Figura 1.5 - Férmulas estruturais: (A) cocaina, (B) , cafeina e (C) lidocaina
1.3.1.2 Derivados Anfetaminicos

O termo “Anfetaminicos” refere-se ao grupo de substancias compostas pela
anfetamina e seus derivados. As anfetaminas com anel substituido sdo drogas com
potente acdo alucinégena e protétipos de uma classe de compostos néao
catecolaminicos que produzem acéo estimulante no SNC mais persistente do que a
acdo da cocaina, 0 que torna estes compostos mais atrativos como drogas de abuso.
Em estado puro, as anfetaminas tém a forma de cristais amarelados, com sabor
intragavelmente amargo. Geralmente séo ingeridas por via oral em comprimidos, mas
podem ser consumidas por via intravenosa (diluidas em agua destilada) ou ainda

. , . [21]
aspiradas na forma de p6, como a cocaina™ .

Existe um grande numero de substancias controladas pertencentes ao grupo
das anfetaminas. Destas, as mais encontradas em analises forenses, tem suas

férmulas estruturais dispostas a seguir:
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Figura 1.7 — Estruturas quimicas de algumas substdn cias da classe das
anfetaminas: (A) anfetamina, (B) metilanfetamina (m etanfetamina), (C) 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), (D) 3,4-metilenodiox imetilanfetamina (MDMA ou
Ecstasy ), (E) 3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDEA).

A anfetamina surgiu no século XIX, tendo sido sintetizada pela primeira vez
na Alemanha, em 1887. Cerca de 40 anos depois, a droga comegou a ser usada
pelos médicos para aliviar fadiga, alargar as passagens nasais e bronquiais e estimular
o sistema nervoso central. Em 1932, era lancada na Francaa primeira versao
comercial da droga, com o0 home de Benzedrina, na forma de po para inalagdo. Cinco
anos mais tarde, a Benzedrina surgiu na forma de pilulas, chegando a vender mais de

_— . A . , ~ 28
50 milhdes de unidades nos trés primeiros anos apoés sua introducéo no mercado®®.

Durante a Segunda Guerra Mundial, tanto os aliados como as poténcias do Eixo
empregaram sistematicamente as anfetaminas para elevar o moral, reforcar a
resisténcia e eliminar a fadiga de combate de suas for¢cas militares. Tropas alemas,
como as divisbes Panzer, empregavam a Methedrina (metanfetamina). Ja a Benzedrina
foi usada pelo pessoal da Forca Aérea norte-americana estacionado em bases na Gra-

Bretanha[zs] .
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Nas ultimas décadas, a anfetamina tem sido usada em massa em tratamentos
para emagrecer, jA que a droga é temporariamente eficaz na supressdo do apetite.
Entretanto, a medida que o tempo passa, 0 organismo desenvolve tolerancia a
anfetamina e torna-se necessario aumentar cada vez mais as doses para se conseguir
0os mesmos efeitos. A perda de apetite gerada pelo seu uso constante pode
transformar-se em anorexia, um estado no qual a pessoa passa a sentir dificuldade
para comer e até mesmo para engolir alimentos pastosos, resultando em sérias perdas

de peso, desnutricdo e até morte!?Y.

As anfetaminas agem estimulando o SNC através de uma intensificacao
da noradrenalina, um hormonio neurotransmissor, que ativa partes do sistema nervoso
simpético. Efeitos semelhantes aos produzidos pela adrenalina no cérebro séo
causados pelas anfetaminas, levando o coragcdoe o0s sistemas organicos a
funcionarem em alta velocidade. Resultado: o batimento cardiaco € acelerado e a
pressdo sanguinea sobe bastante. Ao agir sobre os centros de controle do hipotalamo,
ao mesmo tempo em que reduz a atividade gastrintestinal, a droga inibe o apetite e seu

efeito pode durar de quatro a 14 horas, dependendo da dosagemm].

Atualmente, a anfetamina é proibida em varios paises. Em alguns paises
da Europa a substancia foi totalmente proibida, sendo encontrada somente de forma
clandestina, vinda de outros locais. No Brasil a substancia é comercializada em forma
de remédios para tratamento de obesidade e pessoas que sofrem de distlrbios

psicolégicos, sendo encontrada, portanto em medicamentos controlados que exigem

. - , 21,28
receita médica do paciente ! ].

O Brasil € maior produtor e consumidor de femproporex no mundo, segundo o

[22]

relatéorio do UNODC de 2009 sobre drogas psicotropicas e medicamentos

controlados. O Femproporex € uma anfetamina com poder de dependéncia muito forte,
proibida em muitos paises do mundo. Os efeitos colaterais para 0 Femproporex séo
boca seca, insdnia e irritabilidade. E extremamente contra-indicado para pessoas com

distarbios cardiacos, incluindo hipertensao arterial moderada.
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Neste trabalho, a técnica EASI-MS foi utilizada na andlise de comprimidos
suspeitos de conter ecstasy ( [M+H]+ m/z 194) e femproporex ([M+H]Jr m/z 189), cujas

formulas estruturais estdo representadas a seguir na Figura 1.8.

/ N\ -~ . e MH
{ A ST N N
\ TN\ < [ N T T
(- Np— \_/
\ \ ) / == N\
Femproporex Ecstasy

188 Da 193 Da

Figura 1.8 - Férmula Estrutural do femproporex e do ecstasy

1.3.1.3LSD

A dietilamida do &cido lisérgico (LSD) € uma substancia semissintética,
produzida a partir do &cido lisérgico, alcaléide produzido pelo Claviceps purpurea,
fungo pertencente ao género Claviceps, que representa um grupo de ascomicetos
patogénicos. O LSD pode ser sintetizado por diversas rotas, partindo-se do acido

lisérgico natural ou produzido a partir da ergometrina ou ergotamina, que também sao
alcal6ides produzidos pelo fungo[21’37].

Foi sintetizado pela primeira vez pelo quimico Albert Hoffmann no verdo de
1938. Cinco anos apoés sua sintese, Hoffmann ingeriu acidentalmente uma pequena
guantidade de LSD e experimentou uma série de efeitos sensoriais assustadores. Sem
saber exatamente qual substancia produzira tais efeitos e suspeitando do LSD que
tinha manipulado naquele dia, Hoffmann ingeriu 250 pg da droga para tal confirmacao e
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experimentou desta vez efeitos mais pronunciados durante a sua ida para casa, em

uma bicicleta. Hoje, sabe-se que a quantidade ingerida por Hoffmann foi de 10 vezes a

[21,37]

concentracdo na qual iniciam-se os efeitos alucindbgenos do LSD (25 ug) So

para efeito de comparacéo, os efeitos da cocaina se iniciam em torno de 50 mg[21].
O LSD é considerado uma das substancias psicotropicas mais potentes, devido

a baixa dose (25 pg) na qual seus efeitos séo percebidos.

O LSD, via de regra, € administrado via oral (sublingual) e geralmente é
encontrado na forma de selos de papel, contendo concentracdes entre 25 e 150 pg da
substancia. Também pode ser encontrado na forma de pequenos comprimidos
chamados de micropontos ou em solucao liquida, dispersos em confeitos agucarados

ou em colirios.

O LSD atua produzindo uma série de distor¢cdes no funcionamento do SNC.
Estas distorcbes causam efeitos subjetivos, cujo grau depende da sensibilidade do
individuo, do ambiente no qual esta presente e do estado de espirito do mesmo. Dentre
os efeitos relatados, destacam-se as distorcbes perceptivas, a fusdao dos sentidos
(visdo e audigdo) e a perda da nocao de tempo que se iniciam de 30 a 90 minutos apos
a ingestao da dose e perduram por 6 a 12 horas, mas possui poucos efeitos sistémicos:
0 pulso pode ficar mais rapido, as pupilas mais dilatadas, além de sudorese e a
sensacdo de excitagdo. Deste modo o perigo do LSD né&o esta tanto na sua toxicidade
para 0 organismo, mas sim no fato de que pela perturbacdo psiquica, ha perda da
habilidade de perceber e avaliar situagdes comuns de perigo[21].

Em Minas Gerais, nos testes preliminares (laudo de constatacdo) sdo aplicados
ensaios colorimétricos com o reativo de Ehrlich, que da origem a uma soluc¢do de cor
violeta na presenca de LSD e possui limite de deteccdo na ordem de 1upg. Os testes
confirmatérios sdo realizados por cromatografia de camada delgada (CCD), por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (HPLC-UV) e por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Neste ultimo
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caso, ha a necessidade de uma etapa prévia de derivatizagédo, a fim de tornar o LSD

mais volatil. A seguir € mostrada a formula estrutural do LSD.

Figura 1.9 - Formula estrutural do LSD .

Neste trabalho, foi realizada a analise do LSD em 15 selos diferentes, em um
microponto (pequeno comprimido) e em uma amostra liquida apreendidos pela policia
Civil de Minas Gerais utilizando a técnica EASI-MS e comparamos nossos resultados

com os medidos por HPLC-UV.

1.3.2 Diferenciagdo de Tintas de Canetas Esferograf icas

Canetas  esferograficas ou simplesmente  esferogréaficas s&o  um  tipo

de caneta cuja tinta umidece uma esfera rolante que desliza sobre a superficie.

23



Na histéria da evolucdo da caneta, o uso de uma esfera na ponta possibilitou um
avanco que popularizou o uso deste instrumento de escrita, ao tempo em que
substituia com vantagem a caneta-tinteiro. E composta de uma carga de tinta colocada
internamente a um tubo (ou cano), em geral de plastico, sendo a ponta dotada da
esfera, que pode ser em ac¢o ou tungsténio, que em contato com o papel gira e, assim,

. . : . 30
possibilita o fluxo continuo e controlado da tinta em pequenas quantldades[ ].

As tintas modernas de secagem rapida sao constituidas por trés grupos de
substancias:
*0 veiculo ;
singredientes de coloracao (pigmentos, agentes ou laca);

eaditivos.

O veiculo da tinta pode ser de base vegetal (6leo de semente de linhaga, resina,
ou 6leos extraidos da madeira), o qual seca mediante a penetracdo e a oxidacao, ou a
base de solventes (como o0 querosene), que seca por meio da evaporacgao. Este veiculo
€ uma solucdo levemente preto-azulada, e o traco feito com essa tinta € de dificil

) 30
Ieltura[ ].

Para tornar a escrita mais escura e legivel, os ingredientes de coloracdo
(corantes) séo adicionados. Os ingredientes de coloracdo podem ser pigmentos, que
sdo particulas finas e soélidas fabricadas a partir de substancias quimicas, que em geral
ndo dissolvem em agua e séo levemente sollveis em solventes organicos, podem ser
agentes, e sao fabricados a partir de substancias quimicas e sollveis tanto em agua
como em solventes organicos ou podem ser lacas, criadas por meio da fixacdo de
[30]

agentes de coloracdo em aluminio pulverizado

Os aditivos estabilizam a mistura e dao a tinta outras caracteristicas desejaveis.

Dependendo da aplicacdo para qual a tinta é fabricada (canetas, graficas ou
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impressoras) e do tipo de material a ser impresso, as propor¢des dos constituintes das

tintas mudam.

No caso da caneta esferogréafica, a tinta € muito espessa e seca rapido. E
espessa para que nao vaze pelo reservatorio, mas fina o suficiente para reagir a

gravidade. E por isso que uma caneta esferografica normal ndo escreve com a ponta

. . . . . 30].
virada para cima. Precisa da gravidade para empurrar a tinta para a esfera [30]

Por se tratar de um instrumento de escrita manual, muitos documentos
importantes, sdo assinados em caneta esferografica e podem  sofrer
alteragbes/adulteragbes naturais e/ou intencionais que podem ser de interesse forense.
Um exemplo pode ser uma folha de cheque que teve o valor alterado por sobreposicéo
de tinta sobre a escrita original ou a verificagdo de que partes de um documento foram

produzidas/assinadas na mesma época (datacéo).

Técnicas analiticas usuais como a cromatografia gasosa, a cromatografia liquida
ou a absorcdo atomica podem ser utilizadas para identificar as substancias e/ou metais
presentes, no entanto para aplicacdo destas técnicas se faz necessario fazer recortes
no documento e posterior extracao/digestdo com solventes, o que destruiria parte da
amostra (documento). Por isso, torna-se necessario o desenvolvimento de analises ndo

destrutivas para problemas como este. Ja existem estudos utilizando Espectroscopia

[31,32] [32,33] [34]

Raman , Infravermelho e até mesmo DESI e EASI-MS para a analise

nao destrutiva de tintas em documentos.

Neste trabalho, aplicou-se a fonte EASI-MS construida em nosso laboratério,
para a analise qualitativa de tintas de caneta da marca BIC e Compactor nas cores

azul, vermelha, preta e verde.

1.3.3 IDENTIFICAGCAO DE INSETICIDAS CARBAMATOS EM GR ANULOS

Os pesticidas carbamatos surgiram junto com os organofosforados apés a

Segunda Guerra Mundial. Estes vieram em substituicdo aos pesticidas organoclorados
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e tornaram-se uma alternativa mais promissora porque apresentavam maior
[21]

seletividade e eram biodegradaveis™ .

Os carbamatos sdo ésteres do acido carbamico, contendo o mesmo grupo
funcional(—NH(CO)O-) e apresentam pouca solubilidade em agua, mas sdo soluveis
em solventes organicos. Possuem acdo anticolinesterasica, com grau variado de
toxicidade para o ser humano, podendo ser absorvidos por via oral, respiratéria e
dérmica. Sua toxicidade é grandemente influenciada pela via de absor¢cdo. Uma vez
absorvidos sao distribuidos rapidamente aos tecidos moles e 6rgdos. Atualmente sdo
utilizados como fungicidas, inseticidas e parasiticidas. Existem atualmente vinte e cinco
principios ativos que estdo distribuidos em centenas de produtos comerciais no

mercado nacional[21].
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Figura 1.10 - Formulas estruturais — com grupo carb ~ amato circulado - (A) aldicarb
e (B) carbofuran.

Do ponto de vista forense, os carbamatos de maior interesse séo o aldicarb e o
carbofuran (Figura 1.10), inseticidas de uso exclusivamente agricola vendidos apenas
a agricultores cadastrados nos estados de Minas Gerais, Bahia e S&o Paulo. No
entanto, sdo comercializados ilegalmente em casas de racédo e feiras livres como o
rodenticida conhecido como “chumbinho”, também podendo ser encontrados na forma
liquida. Estes carbamatos sdo 0s maiores responsaveis pelas mortes por intoxicacdo

: . . - : . [21
aguda em casos acidentais, de auto-exterminio e de homicidios em Minas Gerais ! ].
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Na analise de restos de alimentos contaminados e dos proprios granulos, a
técnica analitica mais utilizada pela Secdo Técnica de Quimica e Fisica Legal do
Instituto de Criminalistica da Policia Civil de Minas Gerais € a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de ultravioleta (HPLC-UV), uma vez que o aldicarb é
termolabel o que inviabiliza sua analise por cromatografia gasosa acoplado a

espectrometria de massas sem uma etapa inicial de derivatizacéo.

No presente trabalho, foi testada a andlise direta da superficie de granulos com

aldicarb e carbofuran utilizando a técnica EASI-MS.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS DO TRABALHO

O presente trabalho tem por objetivo a montagem e a implantacdo de uma fonte
de ionizagcdo EASI-MS sobre a plataforma de um espectrémetro de massas,

originalmente com uma fonte de ionizagéo por electrospray (ESI).

Apoés a montagem da fonte buscou-se aplicacdes em quimica forense, visando
melhorar e ampliar a qualidade e confiabilidade dos ensaios de constatagao
preliminares e, se possivel, realizar testes de natureza semi-quantitativa, visando

estabelecer limites de deteccao para a técnica.

2.2 OBJETIVOS ESPE CIFICOS
2.2.1 Drogas de Abuso

Pretende-se aplicar a fonte de ionizacdo EASI-MS para a identificacdo de
substancias de abuso, buscando maior confiangca do que as técnicas colorimétricas
geralmente empregadas, com tempo de analise e menor uso de solventes, que as
técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida. Ademais, se possivel,
termos informacdes a respeito das concentracdoes destas substancias nas amostras

apreendidas, mesmo que a nivel percentual.

2.2.2 Tintas de Canetas Esferograficas

Outra amostra que pretende-se aplicar a fonte € na analise de tintas de caneta
com a finalidade de avaliar o perfil de ionizacdo de cada tinta, mostrando, se possivel,
a diferenca existente entre cores diferentes e entre as mesmas cores de marcas

diferentes.

2.2.3 Inseticidas Carbamatos

Pretende-se também, aplicar a fonte de ionizagdo EASI-MS para a analise da
superficie de granulos suspeitos de conter os inseticidas carbamatos carbofuran e

aldicarb.
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3.

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 A CONSTRUCAO DA FONTE EASI

As analises foram todas conduzidas num espectrometro de massas modelo

LCQFleet (ThermoElectron, San Jose, CA). O spray foi gerado pelo bombeamento dos

solventes (metanol, acetona, etanol ou acetonitrila) com grau HPLC e agua MiliQ

(50/50 v/v), com fluxo que variou entre 13 e 20 pL min™, o qual foi submetido a um jato

de nitrogénio a uma pressdo de 100 psi (6,80 atm). O spray assim gerado foi
direcionado a superficie das amostras, as quais foram colocadas proximo a entrada do

espectrdmetro de massas.

Para a construgéo da fonte, foram utilizados suprimentos e materiais comumente

utilizados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Figuras 3.1 a 3.3 ) como :

Capilares de silica inerte utilizados na conducéo do fluxo de solvente até
a regido proxima a ponta da fonte (Figura 3.2) ;

Ducto metalico, (ponta da fonte), no qual ocorre a nebulizacédo
supersodnica, devido a passagem do gas nitrogénio a alta presséao pelo
fluxo de solvente na extremidade do capilar (Figura 3.3) ;

Um conector “tipo T" metalico que permite a entrada do gas e do solvente
na fonte (Figura 3.3) ;

Ductos de polietileno de alta densidade responsaveis pela conducao do
gas nitrogénio sob alta presséo (Figura 3.1) ;

Valvula para o controle do fluxo de gas nitrogénio (Figura 3.1) ;

Uma seringa de 500 pL, que funciona como depdsito de solvente (canto
inferior esquerdo da Figura 3.5);

Bomba de injecdo automatica propria do aparelho, onde se encaixa a
seringa (canto inferior esquerdo da Figura 3.5);

Sistema de garras e pingas que possibilitavam o posicionamento da fonte

e rotacdo sobre seu eixo proximo a entrada do espectrometro de massas
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permitindo a otimizacdo das distancias e dos angulos que sdo pontos
criticos na ionizacéo por EASI (Figura 3.6) ;
* Uma base metdlica que permite movimentacao nos eixos X,y e z , onde

foram colocadas as amostras a serem analisadas (Figura 3.6) ;

As figuras a seguir descrevem as pecas utilizadas na construcéo da fonte EASI

Figura 3.1 - Valvula para o controle do fluxo de ni  trogénio a ser utilizado na fonte

EASI.

Figura 3.2 - Conector para a seringa de solvente: ( A) extremidade conectada na

seringa e (B) extremidade conectada ao capilar que  leva o solvente até a fonte
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Figura 3.3 - Fonte de lonizagdo EASI montada sobre  um “conector T”: (A) ponta
da fonte, (B) entrada do gas nitrogénio, (C) entra da do capilar com o solvente e

(D) cabo para ligar a alta tensdo — (experimento DE  SI)

Figura 3.4 - Plugue utilizado para permitir o funci  onamento do espectrdmetro de

massas sem a presenca da fonte ESI.
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Figura 3.5 - Visdo geral do espectrometro de massas e da fonte EASI montada na

sua entrada.

Figura 3.6 - Detalhe da entrada do espectrometro de  massas e da fonte EASI.
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Figura 3.7 - Detalhe para a ponta da fonte, a entra da do espectrémetro de massas

e da placa que serve de suporte para a amostra.

Figura 3.8 - Fotografia de uma placa suportando var  ias amostras
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Para o funcionamento do sistema, a fonte de electrospray (ESI) do equipamento
foi removida e um plugue com um resistor foi conectado para fazer com que o

equipamento funcionasse sem a presenca da fonte original.

As andlises foram feitas inicialmente com varredura total de ions (full scan)

medindo ions de m/z de 50 a 2000 no modo positivo. Durante a analise foram
selecionados os ions [M+H]Jr de interesse e a seguir fragmentados por dissociagédo

induzida por colisdo (CID) e os ions resultantes (ions filho) analisados com o objetivo

de se confirmar a identidade do analito.

Para a selecdo dos parametros da técnica (angulos, distancias, fluxo de
solvente) a substancia a ser analisada era fixada na placa e colocada na posi¢cdo de
analise, ou seja, préximo a entrada do espectrbmetro e em frente a ponta do
nebulizador. A seguir foram observados o numero total de ions no espectrdmetro,
medida dada pela grandeza NL, em funcdo da variacdo dos parametros
individualmente. A escolha da condicdo analitica foi feita em funcdo do maior valor de
NL obtido.

Apéds as andlises, a fita adesiva foi retirada da placa de vidro e descartada. As
placas de vidro foram entdo lavadas inicialmente com detergente comum e agua em
abundéancia e depois limpas com uma solucdo de acetona/etanol e colocadas para

secar ao ar livre.

Detalhes sobre os experimentos envolvendo drogas de abuso, tintas de caneta e

inseticidas carbamatos séo fornecidos no proximo capitulo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DROGAS DE ABUSO
4.1.1 Cocaina

Para realizarmos estes experimentos, cerca de 1mg de padrdes farmacéuticos
de cafeina e lidocaina e um padrdo de cocaina purificado na Secdo Técnica de
Quimica e Fisica Legal do Instituto de Criminalistica da Policia Civil de Minas Gerais
(DIVLAB-IC-PC/MG) foram fixados na superficie de uma fita dupla face que, por sua

vez estava presa a uma lamina de vidro.

A fonte EASI foi, entéo, direcionada para a superficie da fita e os parametros,
como angulos, vazéo do gas e fluxo do solvente otimizados. Para isso determinamos
um angulo (a) entre a fonte e a superficie da amostra (Figura 1.4) de
aproximadamente 35° e 7mm de distancia, e entre a superficie da amostra e a entrada
do espectrometro de massas um angulo (8) de cerca de 10° e 3 mm de distancia. O
solvente foi uma mistura de acetonitrila/agua 50% v/v num fluxo de 13 pL/min e o gas
nitrogénio a 100 psi de presséo, utilizando um tempo de aquisicdo equivalente a 50
varreduras (scans), o que leva em torno de 45 segundos. E bom frisar que o controle
destes parametros eram bem dificil em nossa fonte, devido a simplicidade do modelo

aplicado.

Obtivemos os seguintes resultados (Figura 4.2 a 4.4) para padrbes purificados

de cocaina, lidocaina e cafeina. Sempre que possivel, foram analisados os fragmentos

(MS?) resultantes da CID dos ions [M+H]* [35]

Fragmentos Caracteristicos da Cocaina

A cocaina, assim como qualquer outra substancia, possui um padrdo
caracteristico de fragmentacéo por lonizacao por Elétrons (El) a 70 eV. O fato de uma
substancia apresentar um padréo de fragmentacdo por EI ndo significa que um ion

gerado por EASI-MS, venha a ter o mesmo padrdo de fragmentacdo. Neste trabalho,

[26]

muitas vezes, sera utilizado o espectro de massas por El apenas para a ilustracao
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didatica da férmula molecular e porque foram feitos, na grande maioria dos casos a

[21] [21]

confirmacao dos resultados obtidos pela EASI-MS por HPLC-UV , € GC-MS esta

sim, com fonte de ionizacéo El.

A seguir sdo apresentados os caminhos possiveis para fragmentacdo da
cocaina protonada na ionizacdo a pressdo atmosférica ESI, justificando os ions
apresentados no espectro de massas. De acordo com a Figura 4.1, no modo positivo,

sera esperado o ion de m/z 304 referente ao [M+H]Jr e os ions de m/z 182 e m/z 150

caracteristicos da dissociacdo do ion de m/z 304 da cocaina.
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Figura 4.1- Esquema de lonizacdo e de fragmentacao para a cocaina por

electrospray (ESI-MS) [27].

Uma vez que a técnica EASI-MS possibilita uma ionizacdo onde ocorrem pouca

ou nenhuma fragmentacéao, € esperado para a cocaina a presenca do ion de m/z 304,
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referente a formula [M+H]". Para a confirmac&o de identidade do pico m/z 304 pode-se
proceder a dissociacdo induzida por colisdo (CID) do ion 304 (precursor), resultando
nos ions de m/z igual a 182 e 150. Para os adulterantes, geralmente presentes na
amostra de droga de rua, temos para a Cafeina [M+H]" com m/z igual a 195 Da e para
a lidocaina [M+H]" com m/z igual a 235 Da. O termo NL é um valor equivalente da

intensidade de ions que chegam ao detector.

(M+H]~
100 e NL 397E2 1003 ¥ NL 5,47E1
: |
150
1 108
| M9 fas2 f1ee 233 254 272205 g 347 78 38 439 480 497

100 150 200 =0 300 350 400 450 500

Figura 4.2 - Espectro de massas (EASI-MS) do padrdo  de cocaina (A) full scan (B)
Ms? do fon [M+H] * de m/z 304,
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Figura 4.3 - Espectro de massas (EASI-MS) do padrd o de Lidocaina (A) full scan
(B) MS? do fon [M+H] * de m/z 235.
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Figura 4.4 - Espectro de massas (EASI-MS) full scan Cafeina

Pode-se observar, nas Figuras 4.2 a 4.4 que o0 espectro de massas com
ionizacdo EASI € limpo e apresenta baixo ruido e, nestes casos, o ion mais intenso foi
o [M+H]".

A técnica EASI-MS foi entdo aplicada em um lote de amostras reais de cocaina
apreendidas e ja analisadas por GC-MS. Os resultados mostraram-se concordantes,

39



isto €, todas as amostras classificadas como positivas para a presenca de cocaina por
GC-MS também foram classificadas como positivas por EASI-MS. Apds a obtencéo
desses resultados, foi montado um novo experimento, onde foram simuladas a adi¢ao
de diluentes/adulterantes na cocaina criando, entdo, uma base, na qual a cocaina

estaria dispersa em concentracdes percentuais. Estas bases foram assim enumeradas:
Base A (mistura de &cido bérico e bicarbonato de sodio 50/50 % p/p);
Base B (mistura de farinha de trigo e acido borico 50/50 % p/p);

Estas bases foram escolhidas porque os seus constituintes (acido bérico, amido
e bicarbonato de sodio) sdo muito utilizados para a diluicdo da cocaina em amostras
apreendidas em Minas Gerais. Os componentes pulverizados de cada base foram
colocados em um involucro plastico fechado e a seguir vigorosamente agitados
manualmente por cerca de quatro minutos, a fim de se garantir a homogeneidade da

mistura final.

Para cada base foi adicionado cocaina na proporcdo de: 0 —1 -5 - 10 e 20%
p/p. Para o preparo das misturas, as massas de cocaina e da base foram dispostas em
um microtubo que permaneceu sob agitacdo manual por aproximadamente 3 minutos.
A seguir cerca de 1 mg da mistura foi afixado numa placa de vidro como descrito

anteriormente.
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Figura 4.5 - Espectros de massas Full Scan (EASI-MS) da mistura de base A com
cocaina, sendo (A) 0% Cocaina, (B) 1% Cocaina, (C) 5% Cocaina, (D) 10% Cocaina

e (E) 20% Cocaina.
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Figura 4.6 Espectros de massas Full scan (EASI-MS)
cocaina, sendo (A) 0% Cocaina, (B) 1% Cocaina, (C)

e (E) 20% Cocaina.

5% Cocaina, (D) 10% Cocaina
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A andlise dos espectros de massas das misturas de cocaina e bases A e B,
(Figura 4.5 e 4.6, respectivamente) permite concluir que em ambas foi possivel a

. e . + - . ~
identificacdo do pico [M+H] caracteristico da cocaina (m/z 304) em concentracdes

minimas de 1% em massa. Percebe-se também que a Base A e a Base B podem ser

diferenciadas pelos seus respectivos espectros de massas.

Para a deteccdo da cocaina foi feito, ainda, um outro experimento, desta vez
utilizando as mesmas bases A e B, agora com concentracdes de cocaina de 0,1 e 0,5
% p/p. Os espectros de massas referentes a estes experimentos sdo mostrados a
seguir (Figuras 4.7 e 4.8) . Pode-se notar que o0 espectro de massas (full scan) da

mistura a 0,1% p/p, a presenca do ion de m/z 304, referente a cocaina protonada, o
. 2 ] .
gue pode ser confirmado pelo espectro de massas MS ', que apresenta os ions filhos

caracteristicos da cocaina.
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Figura 4.7 - Espectros de massas base A: (A) 0%
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Figura 4.8 - Espectros de massas base B: (A) 0% cocaina, (B) 0,1% de cocaina,
(C) 0,5% cocaina e (D) M82 do ion m/z 304 (da mistura contendo 0,1% p/p de

cocaina e base B).

Os resultados obtidos e mostrados nas Figuras 4.7 e 4.8, mostram que a
técnica de ionizacdo EASI-MS pode detectar concentracbes de cocaina tdo baixas

guanto 0,1% p/p.

Deve-se considerar que as analises por EASI-MS foram realizadas em uma
guantidade equivalente a 0,02g de amostra, a quantidade de cocaina em uma amostra

a 0,1% p/p da em torno de 20 pg de cocaina.

Este quantidade de cocaina (20 pg) € comparavel ao limite de deteccdo do

[21]

Reagente de Mayer , um reagente colorimétrico, utilizado para detectar a presenca

de alcal6ides sendo, portanto, inespecifico para a cocaina. Ndo obstante, o valor de 20

Kg de cocaina é inferior ao limite de deteccéo apresentado pelo reagente Tiocianato de
— 16,21 -
Cobalto acidificado [ ], reagente comumente utilizado para os testes de

constatacdo de cocaina, constando inclusive nos manuais da ONU, sendo atualmente
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aplicado nos testes de constatacdo da presenca de cocaina pelos peritos da Policia

Civil de Minas Gerais.

Podemos concluir entdo que a técnica de ionizacdo EASI-MS tem sensibilidade
para poder ser utilizada na andlise de rotina, para a pesquisa de cocaina nas amostras
de drogas apreendidas, com a vantagem de ser muito mais precisa que os reagentes
colorimétricos ora utilizados, eliminando o uso de solventes e descartes quimicos, além
de ndo necessitar de preparo de amostra e ser muito rapida e menos susceptivel a

resultados falso-positivos.

Para uma analise de 10 amostras de cocaina foram gastos: cerca de 7 minutos
para a fixacdo das amostras na placa de vidro; 40 segundos para a aquisicdo dos
espectros de massas para cada amostra; 60 segundos entre uma analise e outra para
diminuicdo do ruido/limpeza do ion trap e consequente ocorréncia de resultado falso
positivo. Totalizando eram gastos cerca de 22 minutos para a analise de 10 amostras.
Os métodos de analise de cocaina atualmente utilizados na Sec¢ao Técnica de Quimica
e Fisica Legal da Divisdo de Laboratérios do Instituto de Criminalistica da Policia Civil
de Minas Gerais (STQFL-DIVLAB-IC-PC/MG), tanto por GC-MS quanto por HPLC-UV,
gastam em torno de 12 minutos por andlise. Assim, ndo computando o tempo de
preparo de amostras para GC-MS e HPLC-UV, poderiam ser analisadas 10 (dez)
amostras de cocaina por EASI-MS no tempo em que seriam injetadas/analisadas

apenas 2 (duas) amostras nos sistemas convencionais.

Acredita-se, portanto, que a técnica EASI-MS, caso disponivel em um
Laboratoério de Criminalistica, poderia servir como triagem de amostras de cocaina nos
exames definitivos, bastando para isso estabelecer os limites de detec¢cédo da técnica.
Tal procedimento traria a vantagem de reduzir o numero de amostras a serem
analisadas por HPLC-UV ou por GC-MS que, embora sejam técnicas mais sensiveis,

SA0 mais caras e demoradas.
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4.1.2 Derivados Anfetaminicos

Os derivados anfetaminicos, geralmente chegam para a analise na forma de
comprimidos de diversas cores e formas. Para a analise destes derivados pela técnica
EASI-MS, o comprimido era fixado por uma fita adesiva na placa de vidro e a seguir foi
encaminhado para a andlise. As analises foram efetuadas diretamente na superficie do
comprimido e, quando muito, foi raspada uma pequena parte da superficie do mesmo
a fim de evitar as contamina¢des que poderiam estar presentes nesta superficie.

Diferentemente da cocaina, os parametros da técnica (Figura 1.4) foram
otimizados individualmente para cada amostra em funcdo do maior valor de NL, uma
vez que os comprimidos diferiam de forma e tamanho uns dos outros. Os espectros de
massas foram registrados e, quando possivel, foram realizadas as fragmentacdes dos

ions de maior intensidade a fim de confirmar a identidade de cada substancia.

O espectro de massas (Figura 4.9) obtido a partir da superficie de um

comprimido com suspeita de conter ecstasy (MDMA) apresentou o ion de m/z 194 que

representa o ion [M+H]+. A fragmentacgdo de tal ion da origem ao ion de m/z 163, que

confirma a identidade do ecstasy[35’36]. O mesmo ocorreu com um comprimido com
suspeita de conter femproporex, cujo espectro de massas (Figura 4.10) apresentou o
fon [ M+H]+ de m/z 189 e cuja fragmentacdo dé origem ao ion de m/z 119, confirmando

) . . . I35
a identidade desta substancia [ ].
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Figura 4.9 - Espectro de massas (EASI-MS) de um co mprimido contendo ecstasy

(MDMA): (A) full scan (B) MS 2 do ion m/z 194.
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Figura 4.10 - Espectro de massas (EASI-MS) de um ¢ omprimido contendo

femproporex (A) full scan (B) MS 2 do ion m/z 189.

Ao todo foram analisados cinco comprimidos suspeitos de conterem ecstasy.
Destes dois apresentaram resultado positivo, em outros dois foi detectada a presenca
de femproporex e um resultou negativo. Todos os resultados obtidos por EASI-MS
foram confirmados, por GC-MS (andlises conduzidas na STQFL-DIVLAB-IC-PC/MG
utilizando os métodos descritos em Passagli e colaboradores [21]).

Sempre € bom lembrar que a andlise por EASI-MS se processa na superficie da
amostra, sem qualquer tipo de etapa de preparo a ndo ser a sua fixacdo. Embora os
resultados aqui apresentados para o femproporex e o ecstasy tenham sido confirmados
por GC-MS, a técnica EASI, por si so, ja identifica a natureza das substancias,
conforme pode se ver nos espectros de massas mostrados nas Figuras 4.9 e 4.10 .

48



Mesmo utilizando um espectrometro de massas de baixa resolugdo, a dissociacédo
induzida por colisdo (CID) nos da uma boa garantia da identidade da substancia
guestionada. Por isso, tal técnica tem aplicacdo direta nos exames de triagem de um

laborat6rio forense.

4.1.3 LSD

Nesta parte do trabalho, foram analisados 15 selos, um microponto e uma
amostra liquida (solucdo). Para a pesquisa nos selos ou no microponto, 0S mesmos
foram fixados (colados) na superficie de uma fita dupla face e, esta por sua vez, colada
a uma placa de vidro. Para a analise do liquido suspeito de conter LSD, 100 uyL da
solucdo foram depositados sobre a superficie de um quadrado de 1 cm de lado
confeccionado em papel absorvente. Apds a secagem do papel o mesmo foi fixado a

placa de vidro da mesma maneira que os selos. Os resultados foram confirmados por

HPLC-UV em um método ja validado descrito por Marinho e colaboradores [37].

Os parametros instrumentais para as analises foram: gas nebulizador a 100 psi,
temperatura do capilar 275 °C, solvente acetonitrila/agua 50% v/v, analise no modo
positivo (+) e angulos e distancias da fonte até a amostra e da amostra a entrada do
espectrometro (Figura 1.4) otimizadas para terem o maior valor de NL possivel,
condicdo esta obtida com angulo a de 35° e angulo beta de 15° além das distancias
entre a fonte e a amostra de 10 mm e entre a amostra e a entrada do espectrometro de

5 mm.

A Figura 4.11 mostra o espectro de massas (full scan e MSZ) para um selo em
gue foi detectada a presenca de LSD. A presenca do LSD é confirmada pelo ion
[M+H]Jr de m/z 324 e seu padrdo de fragmentacdo. Os picos de intensidades menores
no espectro de massas podem estar relacionados a impurezas ou a corantes presentes

_ 38
na superficie do selo. [ ].

]

A Figura 4.12 (8 mostra 0os caminhos de fragmentacéo do ion de m/z 324 apos

sua selecao e posterior fragmentacao por dissociagéo induzida por coliséo (CID).
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Resultados similares para a dissociagdo do ion de m/z 324 foram obtidos num

trabalho anterior (Figura 4.12)[38]. Comparando as Figuras 4.12 e 4.11-B,

observamos a presenca dos mesmos fragmentos com alteragcdes apenas nas

intensidades relativas dos mesmos.

[M+H]"
b 324
NL 5.49E3 NL 3,88E3
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Figura 4.11 - Espectro de massas (EASI-MS) de um se
scan (B) MS? do fon m/z 324.

lo contendo LSD: (A) full
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Figura 4.12 — Padrédo de dissociagdo do ion de  m/z 324 caracteristico do LSD
protonado

A Figura 4.13, a seguir, apresenta os espectros de massa (full scan) de cada
um dos 15 selos analisados. Por uma andlise visual, percebe-se que os selos, 11, 12,
13 e 15, ao contrario dos demais, ndo apresentam o ion de m/z 324 como o de maior
intensidade relativa nos espectros. Para a confirmacdo da presenca ou ndo do LSD,
foram selecionados os ions de m/z 324 e realizadas as fragmentacdes (CID) de todos

eles. A Figura 4.14 mostra os espectros de massa para os selos 10, 12 e 15 ap0s a
selecdo do ion m/z 324, corresponde ao [LSD+H]+ e fragmentacao (CID) dos mesmos.
Nota-se que os selos 10 e 12 apresentam os fragmentos tipicos e caracteristicos do

LSD enquanto que o selo 15, nao.
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Figura 4.14 - Espectros MS 2 dos ions de m/z 324 provenientes dos selos 10, 12 e
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(37]

Apoés as andlises quantitativas por HPLC-UV nestes mesmos 15 selos, foi

verificado que a concentracdo de LSD nos mesmos variava entre 10 e 90 ug, e no selo

15, néo foi detectada a presenca do LSD. Outro fato interessante é que os selos 9, 11,
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12 e 13 foram os que apresentaram concentragdes mais baixas, entre 10 e 30 pg por
selo, 0 que ja era esperado uma vez que 0s espectros de massas (Figura 4.13) destes
selos sdo 0s que mais apresentam ruido.

A partir da analise destas informag0fes, foi possivel se perceber que, no geral,
guanto maior a relacédo sinal/ruido do ion de m/z 324 no espectro de massas maior € a
concentracao do LSD no selo. Deste modo, apds a analise do espectro de massas do
selo 12 pode-se inferir que a concentragdo de LSD no mesmo é menor que a do selo 3,
gue possui um espectro mais limpo e, portanto, maior relagcéo sinal/ruido. Tal inferéncia
pode ser comprovada apés as analises das concentracées de LSD nos selos medidas
por HPLC-UV.

A Figura 4.15 mostra uma curiosidade observada durante a analise do selo 7,
gue serve para evidenciar o poder e a sensibilidade da técnica de ionizacdo EASI-MS
para a andlise de superficies. O espectro de massas completo (Figura 4.15A) deste
selo mostra, em destaque, os ions de m/z 324, 304 e 194. Ao fazer selecdo de cada
ion e sua posterior fragmentacdo (CID) pbéde-se concluir que o ion de m/z 324 era
caracteristico do LSD (Figura 4.15B ), o ion de m/z 304 era caracteristico da cocaina
(Figura 4.15D) e o ion de m/z 194 era caracteristico do ecstasy (Figura 4.15C).
Buscando o historico policial da apreenséo deste selo, foi informado que, juntamente
com o selo em questao, foram apreendidos comprimidos de ecstasy e papelotes de
cocaina durante uma festa “rave”, com o mesmo individuo. Tais amostras, em algum
momento, estiveram em contato, justificando assim o fato de termos todas estas

substancias presentes em um mesmo selo.
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Figura 4.15 - Espectros de massas do selo 7: (A) fuII scan - desta%ue para o0s
ions de m/z 324, 304 e 194, (B) MS m/z 324, (C) MS m/z 194 e (D) MS™ m/z 304

Na Figura 4.16 estéo dispostos os espectros de massas completos (full scan) e
os referentes a selecdo e fragmentacdo de ions presentes nos espectros de massas do
selo 10, do microponto e do liquido. Para o selo 10, o espectro de massas total tem o
ion m/z 324 e a CID confirma a presenca dos fragmentos caracteristicos do LSD. Para
0 microponto, o ion de 324 m/z e sua posterior fragmentacao, evidencia a presenca do
LSD. Entretanto, para a amostra liquida, a presenca do ion de m/z 324, caracteristico

~ 2 2 .
do LSD, nao é detectada, tanto no espectro total quanto no MS ™ — a analise por HPLC-

UV também resultou negativa para o LSD. Por outro lado, aparece no espectro de
massas outro ion, ainda néo relatado, de m/z 326.
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Figura 4.16 - Espectros de massas (EASI-MS) full sc an e ms>: do selo 10, do
microponto e do liquido.

[29]

O trabalho de Maldaner e colaboradores apresenta uma nova substancia

encontrada em selos e com estrutura molecular derivada do LSD, o 9,10-diidro-LSD
(Figura 4.17). Ao selecionar e dissociar o ion de m/z 326 encontrado na andlise do

liguido e compararmos com os resultados obtidos no trabalho de Romé&o e
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(38]

colaboradores pode-se confirmar, que a amostra de liquido analisada em neste

trabalho tem a presenca do 9,10-diidro-LSD.
O 9,10-diidro-LSD difere do LSD pela hidrogenacdo da dupla ligagao presente

entre os carbonos 9 e 10 do LSD e ndo esta relacionado na portaria n°® 344 da ANVISA

23 ~ . : .
[ ]. Supbem-se, que tal composto também apresente, em alguma intensidade, os

efeitos alucindégenos causados pelo LSD. Tal suposicdo deve-se ao fato de selos

contendo apenas esta substancia ja terem sido apreendidos pela Policia Federal e pela
(38]

Policia Civil do Rio de Janeiro

9,10-diidro-LSD
(325 Da)

Figura 4.17 - Férmulas estruturais do LSD e do 9,10  -diidro-LSD.
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4.2 IDENTIFICACAO DE TINTAS DE CANETAS ESFEROGRAFICAS

4.2.1 Detalhes experimentais

Para a andlise das tintas de caneta foram confeccionados circulos, com 1cm de

diametro, sobre um suporte de papel oficio. Os circulos foram totalmente preenchidos

(pintados) com a tinta a ser analisada em triplicata. Deste modo, formaram-se sete

circulos (Figura 4.18) assim discriminados, referentes as tintas a serem analisadas:

Circulo preenchido com caneta compactor preta;
Circulo preenchido com caneta compactor azul;
Circulo preenchido com caneta compactor vermelha;
Circulo preenchido com caneta Bic preta;

Circulo preenchido com caneta Bic azul,

Circulo preenchido com caneta Bic vermelha;

Circulo preenchido com caneta Bic verde.

Figura 4.18 - Circulos confeccionados para as anali ses de tinta. Sequéncia
superior, caneta compactor e sequéncia inferior, ca  neta Bic
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Cada circulo foi recortado e a seguir afixado com fita adesiva a superficie de

uma placa de vidro, para que pudessem ser feitas as analises por EASI-MS. A pressao

de nitrogénio — gas nebulizador - foi de 100 psi e os angulos e distancias foram fixados

em funcado da intensidade da corrente total de ions (TIC — total ion current) registrados

pelo espectrometro de massas.

Foram preparados 10 mL das seguintes solugdes:

Etanol/agua MiliQ (na proporcéo % 50/50 v/v);
Metanol/ agua MiliQ (na proporcéo % 50/50 v/v);
Metanol/agua MiliQ (na proporcéo % 80/20 v/v);
Metanol/agua MiliQ (na proporgéo % 20/80 v/v);
Acetona/agua MiliQ (na proporcao% 70/30 v/iv);
Acetonitrila/agua MiliQ (na proporcéo % 80/20 v/v);
Acetonitrila/agua MiliQ (na proporcéo % 50/50 v/v);
Acetonitrila/agua MiliQ (na proporcéo % 20/80 v/v).

4.2.2 Resultados

Primeiramente foram obtidos os espectros de massas (EASI-MS) para as tintas

de caneta BIC utilizando-se as solugdes de solventes descritas anteriormente. A Figura

4.19 mostra o gréfico das intensidades absolutas, em unidades arbitrarias, dos ions

selecionados para cada cor de tinta em funcdo do tipo de solvente utilizado. Para a

tinta azul foi escolhido o ion de m/z 268, para a tinta preta o ion de m/z 372, para a tinta

vermelha o ion de m/z 443 e para a tinta verde o ion de m/z 571
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Figura 4.19 - Gréfico das intensidades absolutas do s ions caracteristicos de cada
tinta em funcao do tipo de solvente utilizado.

O estudo com varios solventes, na ionizagéo por EASI-MS, foi feito com o intuito
de saber se o tipo de solvente era um fator significativo na analise das tintas de caneta,

tal suspeita surgiu durante a revisdo bibliografica, quando tomamos conhecimento do

. [39 . o
trabalho de Abraham Badu-TaW|ah[ | gue estudou o efeito dos solventes na ionizacao
por DESI-MS de varias substancias diferentes.

Pela andlise do grafico da Figura 4.19 pode-se perceber que, para os ions
selecionados, as misturas contendo acetonitrila/agua foram as que obtiveram melhor
resultado, em termos de intensidade absoluta. A mistura acetonitrila/agua 80/20 vl/v, foi
a que apresentou melhor resultado para as tintas vermelha e verde.

No entanto, a solugédo escolhida para o restante de nossas analises foi a que
apresentou os melhores resultados para as tintas preta e azul (mistura acetonitrila/agua

50/50 v/v). Tal escolha deve-se ao fato de que, em uma futura aplicacdo forense, como

60



uma fraude em um documento provocada por superposi¢cado de tintas, dificiimente seria

analisada uma tinta de cor vermelha ou verde.

A Figura 4.20 mostra os espectros de massas completos (full scan) da tinta de

caneta Bic de cor azul para cada uma das misturas de solventes testadas. A mistura de

solventes acetonitrila/agua 50/50 v/v, é a que apresenta maior relagdo sinal ruido para

o ion de m/z 268. Este fato corrobora com a escolha de tal mistura para as analises

seguintes.
268 i 268 s o fa
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Figura 4.20 - Espectros de massas (EASI-MS) da tint
com cada um dos solventes utilizados nos estudos.

a de caneta azul Bic ( m/z 268)

Para verificar se o ion analisado faz mesmo parte da composicao da tinta e nao

do papel usado como suporte, foram feitas analises do papel (em branco) para cada
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um dos solventes avaliados anteriormente. O espectro de massas do papel, ionizado
com o solvente escolhido para a analise das tintas (mistura acetonitrila/agua 50/50 v/v),
€ o representado pela letra G, na Figura 4.21 e apresenta o ion m/z 413 com a maior
intensidade relativa. Comparando o espectro de massas da Figura 4.21 G com o0s
espectros de massas da Figura 4.20 , percebemos que o papel ndo causa interferéncia
na andlise das tintas Bic de cor azul. Resultados semelhantes foram encontrados para

as outras marcas e cores de tinta de caneta.

- 1
100 e 100 S
NL 5,89E 1 1 NL 1,05E1
% e A 219
485 (560 TO0 TS84 g% o8 :’?;T| 803 g5 1033 1082
| ] nn | i) y
0 0
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100 193 437 482 100 59;5
803 L 1,22E4 . 268 5‘?3 NL 5,84E0
% 301 349 570 sl " 301 62
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268 1 ] 1014
ol 3T L il |‘ | 1'. o Js18 om0 104 S A T T bk
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o s THNNE ) o e At L Sl o o0
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Figura 4.21 - Espectros de massas ( full scan ) para o papel utilizado como suporte
(A) Etanol/agua, (B) metanol/agua (% 50/50), (C) me tanol/agua (% 80/20), (D)
metanol/agua (% 20/80), (E) Acetona/agua (% 70/30), (F) acetonitrila/agua (%
80/20), (G) acetonitrila/agua (50/50) e (H) acetoni trila/agua (% 80/20).
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A tabela 1 contem as formulas estruturais, os nomes e 0 m/z esperados para

cada um dos componentes presentes em tintas de canetas esferograficas selecionados

e . . [40-42
na revisao bibliogréfica prévia [ ].

Neste trabalho ndo foram priorizadas as analises de tinta de caneta da cor
verde, uma vez que tal analise foi realizada apenas em uma marca e os resultados,
para esta cor, ndo ficaram bons para a mistura de solventes utilizada, além do fato de a
tinta ser muito pouco utilizada em documentos oficiais.

Apos a tabela, sdo exibidos os espectros de massas (EASI-MS) de cada cor de
tinta das duas marcas de canetas utilizadas neste estudo, com excec¢ao da cor verde.

Para cada tinta de caneta utlizada os ions de m/z mais intensos foram
selecionados e em seguida dissociados a fim de podermos confirmar a identidade da

substancia que foi ionizada.
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Tabela 1 - Férmulas estruturais, nome e

tintas de canetas selecionados para o estudo.

m/z esperado para 0os componentes de

Formula Estrutural Nome m/z esperado
| 1,3-dimetil-1,3- ditoluilguanidina | 268
=y N N ==
DEAN
I I . —
N N Violeta Béasico 3 372
LK)
/N"‘-_
CaHs CoHs Violeta Basico 10 443
N o} N7
HsCy™ "CaHs
‘ / (Rodamina B)
O COOH
Vermelho Basico 1 443
O © _OCH,CH,
(Rodamina 6G)
Azul Basico 26 470

(Azul Victéria)
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— 545

— 572
m 304

40— 608

— 219 7
20 372 401 442 504 622
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40— 147

B 251
] 112? 158 229 | | 269

Figura 4.22 - Espectro de massas (EASI-MS) para at inta azul BIC: superior - full
. . 2 .
scan e inferior —-MS ~para o ion de m/z 268.
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Figura 4.23 - Espectro de massas (EASI-MS) para a t inta preta BIC: Esquerda —
full scan e Direita - MS 2 para o ion de m/z 372.
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Figura 4.24 - Espectro de massas (EASI-MS) para at inta vermelha BIC: Superior —

full scan, Intermediario - MS 2 para o ion de m/z 268 e Inferior - MS 2 para o ion de
m/z 443.

66



470 ~
100 004 | | 372
: NL 9,68E2 1 & N
80 80 \ O l
60 72 80~ O O
] N N
40— B8 - N
. 40 Violeta Basico 3
- 372Da
20: 301 34| | 414 4] e "
o121 149 199 268 Lol 521 %61 61 T 433 235 251 328|389 476 547 S04
358 ¢ 329
100+ . 100— Y
Impureza/ decomposicio ] L
80 do Violeta Basico 3 80 { Y
4 l ] @ " ‘l
60-1 50 =
] | OO
1 ] 334 470
40 40— Azul Basico 26 (Azul Victdria)
. 316 1 470Da 78
20: 237 251 314 370 20 N 305 426
1 M3 143 371 451 490 564 594 ] 134 242 2?? ‘ 1410 | Jasa 570 610
n= [0 L b L L L B R U L L S L L i L e B B a
100 200 300 400 500 600
miz

Figura 4.25 - Espectro de massas (EASI-MS) para a t
Superior esquerda — full scan, Inferior esquerda -

Superior direita - M
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Figura 4.26- Espectro de massas (EASI-MS) para a ti
Esquerda — full scan e Direita - MS

nta preta Compactor:
para os ions de m/z 372.
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Figura 4.27 - Espectro de massas (EASI-MS) para a t inta vermelha Compactor:
Esquerda — full scan e Direita - MS 2 para os ions de m/z 443.

Para a caneta de cor vermelha das marcas estudadas um fato interessante foi
notado. Ambas as canetas apresentaram o ion de m/z igual a 443 que € o ion
caracteristico para os corantes Rodamina B e Rodamina 6G. A diferenciacdo entre
estes corantes s6 pode ser feita apds a dissociacao induzida por colisdo. A Rodamina
B tem como fragmento principal o ion de m/z 399 e a Rodamina 6G o ion de m/z
4144042 o espectro de massas completo para a caneta vermelha da marca
compactor e o espectro CID para o ion m/z 443 sdo mostrados na Figura 4.27. O
espectro de massas apoés a selecédo e fragmentacdo do ion de m/z 443 apresenta 0s
ions de m/z 399 e 414, evidenciando que a cor vermelha da caneta compactor é devida
a presenca de uma mistura dos corantes Rodamina B e Rodamina 6G. O mesmo foi

observado para o ion de m/z 443 da tinta vermelha da caneta da marca BIC.
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Figura 4.28 - Espectro de massas(EASI-MS) de todas as tintas analisadas.
Superior - canetas BIC e Inferior - canetas Compa ctor.

Ao dispor os espectros de massas de cada tinta lado a lado, como na Figura
4.28, percebe-se melhor a diferenca de perfil (fingerprint) que existe entre elas, sendo
possivel distinguir visualmente os espectros de massas de cores diferentes e também é
possivel perceber as diferengas entre os espectros de massas das mesmas cores, mas
de marcas diferentes. Deste modo, pode-se facilmente diferenciar uma tinta de outra,

estando estas depositadas sobre o papel em lugares distintos.

Na Figura 4.28, percebe-se que a cor azul da Bic e compactor tem corantes
diferentes (ions de m/z diferentes). A cor preta deve-se ao mesmo corante, porém a
caneta da marca Bic apresenta um corante mais puro que a caneta compactor (a
presenca do ion m/z 358, geralmente esta associado a contaminantes de corantes azo

[4

A . .._[40 ,
ou oxidacbes da tinta referentes ao tempo de escrita ]). A cor vermelha esta

associada a uma mistura de corantes diferentes: 1,3-dimetil-1,3-ditoluilguanidina (m/z
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268), violeta basico 10 e vermelho basico 1(m/z 443) na caneta da marca BIC e violeta
basico 10 e vermelho basico 1 na caneta da marca Compactor, que ndo apresenta o
ion de m/z 268.

No entanto, um estudo mais detalhado deve ser realizado sobre o
comportamento dos espectros de massas (EASI-MS), quando se tem uma
sobreposicao de tintas como, por exemplo, no caso de uma adulteracdo de valor em
um documento além de uma ampliacgdo no numero de marcas de canetas
esferograficas avaliadas. Tal avaliacdo devera ser realizada a fim de podermos propor
esta técnica como mais uma ferramenta a disposi¢do dos peritos em documentoscopia

na andlise de fraudes.

4.3  ANALISE DE GRANULOS CONTENDO INSETICIDAS CARBAM ATOS

Nesta etapa do trabalho, utilizamos a fonte EASI-MS na analise de granulos
suspeitos de conter inseticidas da classe dos carbamatos. O principal objetivo era a
deteccdo dos inseticidas carbofuran e aldicarb, frequentemente relacionados a casos
de acidentes, homicidios ou tentativas, além de casos de auto-exterminio (suicidio).

Para a analise, granulos, cujos componentes ja haviam sido detectados por

[21]

HPLC-UV , e foram fixados, com a ajuda de fita adesiva, em uma placa de vidro. A

seguir os granulos foram bombardeados com o spray constituido pelo gas nitrogénio
(100 psi) e da mistura de acetonitrila/agua 50% v/v num fluxo de 15 pL por minuto. Os
parametros como angulos e distancias, caracteristicos da técnica EASI-MS (Figura
1.4) e ja descritos anteriormente em outras aplicacdes, foram otimizados em funcao do
maximo valor de NL, ou seja, foram otimizados visando a maior quantidade possivel de
ions entrando no detector do espectrometro de massas.

Foram testadas as misturas de solventes acetonitrila/dgua 50% viv e
metanol/agua 50% v/v e metanol/agua 50% + 0,1% de &cido férmico. Os melhores

resultados foram obtidos pela mistura acetonitrila/agua.
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A Figura 4.29 mostra o espectro de massas para o aldicarb. O ion [M+Na]+ de

m/z 213 € o que caracteriza a presenca do aldicarb no granulo. A formacédo do aduto
com soédio, ao invés de hidrogénio, é relativamente comum na ionizagdo ESI, quando
se tem um composto rico em oxigénio como € o caso do aldicarb.

A Figura 4.30 mostra o espectro de massas para o carbofuran. Neste espectro
de massas temos a presenca dos ions [M+Na]+ de m/z 244 e do ion [M+H]+ de m/z

222. A fragmentacgdo tanto do ion m/z 244 quanto do m/z 222 fornece o ion m/z 165
com a maior intensidade relativa.

Estes resultados indicam que a técnica de EASI-MS pode ser utilizada na
deteccdo de tais inseticidas nos granulos apreendidos pela Policia Civil de Minas
Gerais.

Novos experimentos devem ser realizados, principalmente para se testar os
limites de deteccdo e a sensibilidade da técnica quando se tem a mistura das

substancias e quando os granulos séo adicionados a outras matrizes, como alimentos.
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h+Mal*

Figura 4.29 - Espectro de massas (EASI-MS) do aldic  arb.
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Figura 4.30 - Espectro de massas (EASI-MS) do Carbo

Inferior - MS 2 para o ion de m/z 244.
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5. CONCLUSOES

5.1 CONCLUSOES ESPECIFICAS

A andlise de drogas de abuso e de inseticidas carbamatos mostrou-se eficiente
e novos estudos a fim de se estabelecer limites de detec¢cédo, e 0 comportamento dos
espectros de massas gerados pela técnica frente a misturas de varias substancias
deve ser o proximo passo a fim de tornar a técnica disponivel para analises da rotina
de laboratorios forenses.

A anélise de tintas de caneta precisa ser melhor trabalhada. E necesséario o
estudo de identificacdo por sobreposicao e de envelhecimento (tempo de escrita), bem
como a avaliacdo de uma gama maior de marcas disponiveis no mercado para, a partir
dai, tentarmos alguma aplicacao forense. Mas o fato da fonte “artesanal” ja& permitir
uma analise do perfil das tintas testadas € um avanco, pois, em nosso estado, a Policia

Civil, ainda nao dispde de nenhum outro recurso para este tipo de analise.

5.2 CONCLUSOES GERAIS

A fonte de ionizacdo desenvolvida em nosso trabalho, apesar de configuracao
ainda, bastante simplificada, mostrou-se eficiente na analise qualitativa das amostras
na qual foi testada.

Acreditamos que a proxima etapa do desenvolvimento da fonte seja a melhora
do seu design, permitindo ajustes mais precisos nas distancias e angulos que sao
fundamentais para o bom desempenho da técnica de ionizacdo, permitindo assim
analises com melhor repetitividade.

Outro fator que também consideramos importante para um futuro préximo é o
acoplamento de uma fonte de alta tenséo, transformando a fonte EASI-MS também em
uma fonte DESI-MS podendo assim, compararmos os resultados obtidos pelas duas

técnicas irmas.
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