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RESUMO

A espectrometria de massas é uma poderosa ferramenta analitica consolidada em analises das
mais diversas areas de pesquisa e aplicacdo. A introducdo de fontes de ionizagdo ambiente
disseminou ainda mais o uso da técnica, possibilitando andlises rapidas e simples de analitos
presentes em matrizes complexas, minimizando efeitos de matriz e etapas de pré tratamento
de amostra. Neste contexto, o potencial da técnica de ionizacdo por paper spray como
alternativa aos métodos tradicionalmente empregados para analises forenses foi demostrado
na literatura desde sua introdu¢do. Contudo, atualmente, a implementacao de métodos que
utilizam esta técnica na rotina de laboratérios é dificultada, pois apenas a fabricante Thermo
Scientific produz e comercializa fontes PS-MS, limitando o uso aos seus equipamentos. Assim,
neste trabalho, a PS-MS foi aplicada, com sucesso, em trés situaces de interesse forense, i.e.
analises documentoscépicas, investigacdo de suplementos esportivos e identificacdo de drogas.
Utilizando um procedimento analitico simples, as amostras foram solubilizadas ou diretamente
analisadas gerando espectros com baixo ruido além de sinais intensos e estaveis, mostrando seu
potencial como alternativa para as técnicas tradicionalmente empregadas na rotina de
laboratérios de investigagao forense.

Amostras de BCAA e produtos de agdo termogénica foram analisados para verificar a
conformidade entre rétulo e produto. Em todos os suplementos de BCAA foram detectados
sinais correspondentes aos amino acidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina),
enquanto nos termogénicos verificou-se a presenca de cafeina em todas as amostras, sendo que
duas amostras ndo estavam em acordo com os ingredientes listados em seus rétulos. A
investigacdo documentoscdpica possibilitou a deteccdo de fraudes em documentos escritos
utilizando canetas apagaveis e ndo apagaveis utilizando técnicas de ionizagdo ambiente, i.e.
EASI-MS, PS-MS e DESI-MSI. Cada uma das canetas analisadas apresenta um perfil quimico
diferente, sendo possivel distingui-las por inspecao visual dos resultados e, em todos os casos
analisados, a fraude é facilmente comprovada de forma irrefutdvel. Por fim, a técnica PS-MS foi
implementada no laboratdrio de analises quimica da Policia Civil de Minas Gerais construindo
uma fonte PS-MS compativel com o equipamento de espectrometria de massas disponivel tendo
sua eficdcia comprovada em andlises de amostras de cocaina apreendidas em operagdes
policiais nas quais foram detectados os sinais referentes a cocaina protonada (m/z 304) bem
como dos adulterantes cafeina (m/z 195), fenacetina (m/z 180), levamisol (m/z 205) e lidocaina
(m/z 235), demonstrado o potencial da técnica em solucionar alguns problemas de interesse
forense.

Palavras-Chave: Espectrometria de massas, paper spray mass spectrometry, Andlises Forenses,
Investigacdo quimica
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ABSTRACT

Mass spectrometry is a powerful analytical tool consolidated in analyzes of the most diverse
areas of research and application. The introduction of ambient ionization sources further
disseminated the use of the technique, enabling rapid and simple analyzes of analytes present
in complex matrices, minimizing matrix effects and sample pretreatment steps. In this context,
the potential of the paper spray ionization technique as an alternative to the methods
traditionally employed for forensic analysis has been demonstrated in the literature since its
introduction. However, nowadays, the implementation of methods that use this technique in
the routine of laboratories is difficult, for only the manufacturer Thermo Scientific produces and
commercializes PS-MS sources, limiting its use to their equipment. Thus, in this study, PS-MS
was successfully applied in three situations of forensic interest, i.e. document analysis,
investigation of sports supplements and identification of drugs. Using a simple analytical
procedure, the samples were solubilized or directly analyzed generating low noise spectra
besides intense and stable signals, showing its potential as an alternative to the techniques
traditionally employed in the routine of forensic investigation laboratories.

BCAA samples and thermogenic action products were analyzed for compliance between label
and product. Signals corresponding to the branched-chain amino acids (leucine, isoleucine and
valine) were detected in all BCAA supplements, while in thermogenics caffeine was present in
all samples, two of which were not in agreement with the ingredients listed on their labels. The
documentary investigation enabled the detection of fraud in written documents with erasable
and non-erasable pens using ambient ionization techniques, i.e. EASI-MS, PS-MS and DESI-MSI.
Each pen presented a different chemical profile, making it possible to distinguish them by visual
inspection of the mass spectra. In all analyzed situations, the fraud is easily detected irrefutably.
Finally, the PS-MS technique was implemented in the laboratory of chemical analysis of the Civil
Police of Minas Gerais, constructing a source PS-MS compatible with the available mass
spectrometry equipment having its effectiveness proven with analyzes of cocaine samples
seized in police operations detecting the protonated form of cocaine (m/z 304), as well as
caffeine (m/z 195), phenacetin (m/z 180), levamisole (m/z 205) and lidocaine (m/z 235),
demonstrating the potential of the technique in solving some problems of forensic interest.

Key-words: mass spectrometry, paper spray mass spectrometry, forensic analysis, chemical
investigation
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1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectrometry) se baseia,
fundamentalmente, na “pesagem” em alto vacuo de moléculas ionizadas através da medicdes
de suas trajetdrias apos aplicacdo de um campo elétrico, magnético ou eletromagnético.! Sendo
assim, é uma poderosa instrumentacao analitica, fornecendo informacdes acerca da massa e
estrutura quimica de analitos nas mais diversas matrizes fornecendo informacgdes fisico-

quimicas, i.e. razdo massa/ carga (m/z) e perfis de fragmentac3o.2

Todos os espectrometros de massas possuem, basicamente, os mesmos componentes
(Figura 1). A introdugdo da amostra deve ser compativel com o método de ionizagdo, podendo
acontecer de forma direta (e.g. via sonda) ou indireta (e.g. saida de uma etapa cromatografica).
Uma fonte de ionizacdo produz ions do(s) analito(s) presente(s) na amostra que sdo separados
em funcdo de suas respectivas m/z por um (ou mais) analisador(es) de massas. O detector
guantifica os ions separados pelo analisador produzindo sinais elétricos que sdao ampliados,
processados e interpretados para elaboracdo de espectros de massas (representagao grafica da

relacdo entre a intensidade relativa dos ions detectados e suas respectivas m/z).1?

Figura 1 - Diagrama simplificado de um espectrémetro de massas.
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Cada componente é responsavel por um (ou mais) processo(s) que caracterizam esta
ferramenta analitica e podem ser modificados para adaptar-se a natureza da amostra e analitos
assim como para melhorar a performance analitica. O analisador de massas define a resolugao
do equipamento como baixa (e.g. analisador do tipo ion trap) ou alta (e.g. analisador do tipo
orbitrap), de acordo com a capacidade de produzir sinais distintos para ions com uma pequena
diferenca em suas relagbes massa/ carga. A presenca de multiplos analisadores ou de
analisadores capazes de realizar fragmentacdo de ions selecionados viabiliza a analise do perfil
de fragmentacdo de analitos, auxiliando em elucida¢des estruturais e na confirmacdo da

identidade de moléculas-alvo.*?
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Os analisadores fazem medidas baseando-se na massa, carga ou velocidade das espécies
i6nicas, balanceando sensibilidade, exatiddo de massa e tempo de resposta. Em vias gerais,
respostas rdpidas e baixos erros de massa exata sdo mutuamente excludentes e, assim como a
introducdo da amostra deve ser compativel com a fonte de ionizacdo, analisadores de massa e

detectores possuem interdependéncia.l?

1.1. Fontes de ionizagéio

Uma grande variedade de fontes de ionizacdo é capaz de produzir ions de analitos
presentes em amostras de interesse para serem analisados via espectrometria de massas. A
formacdo de ions se dd, basicamente, pela remocdo (ou captura) de elétrons, formacdo de
adutos e protonacdo/ desprotonacdo da molécula neutra em fase gasosa. A escolha adequada
da fonte depende de propriedades fisico-quimicas da(s) molécula(s)-alvo (como volatilidade e
presenca de sitios acidos ou basicos) bem como do processo de transferéncia de energia interna

para a formacdo de ions.3

O mecanismo e intensidade da transferéncia de energia interna durante o processo de

ionizacdo divide as fontes de ionizacdo em dois grandes grupos:

1. Fontes altamente energéticas: promovem extensa fragmentagdo do ion de interesse,
desfavorecendo a detecgdo da espécie molecular, e.g. ionizagdo por impacto de elétrons (El —
Electron Impact)* e ioniza¢do quimica (Cl — Chemical lonization)®. No entanto o processo de
ionizagdo ocorre em alto vacuo, com os ions em fase gasosa, sendo indicado apenas para

amostras e analitos volateis e termicamente estaveis.>%’

2. Técnicas de ionizagdo brandas: promovem principalmente a formagao de ions das
espécies moleculares, uma vez que a energia transferida ndo é suficiente para quebrar a maioria
das ligagOes quimicas. Sdo indicadas para analitos termicamente instaveis (que possuem baixa
pressdo de vapor) uma vez que é possivel extrai-los diretamente de fases condensadas, i.e.
liguidos e sdlidos. Contudo, ainda é possivel que ocorra fragmentagdo na fonte sob condicbes
de ionizacdo branda, dependendo essencialmente da estabilidade da espécie iGnica e de

pardmetros operacionais da fonte utilizada.>®”

Técnicas de ionizacdo branda se subdividem de acordo com a fase condensada da qual o
analito é extraido. No caso de analitos presentes em matrizes ndo-volatilizaveis, a ionizacdo se
da através da irradiagdo da superficie com fétons ou outras particulas energizadas capazes de
dessorver ions que sdo direcionados para a entrada do espectrometro de massas, e.g.

lonizacdo/dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI — matrix assisted laser
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desorption/ionization),®° ionizacdo por dessorcio via eletrospray (DESI - Desorption

Electrospray lonization),*! a anélise direta em tempo real (DART - Direct Analysis in Real Time)*2.

Quando os analitos estdo presentes em solucdo, a amostra é nebulizada apés percorrer
um capilar metalico com auxilio de gases inertes formando um spray que é introduzido na fonte
onde ions sdo gerados a pressdao atmosférica e direcionados ao espectrdmetro de massas,
passando por diferentes estdgios de vacuo até que a pressao seja compativel com o analisador,
e.g. lonizac3o electrospray (ESI - Electrospray lonization),*® lonizacdo quimica a pressdo
atmosférica (APCl — Atmospheric Pressure Chemical lonization),** Fotoionizacdo 3 press3o

atmosférica (APPI — Atmospheric Pressure Photoionization).*®

Fontes de ionizacdo branda atuam a pressao atmosférica aumentando exponencialmente
o campo de atuagdo da espectrometria de massas, uma vez que uma nova gama de amostras se
torna passivel de anadlise. Assim, eliminaram-se problemas que existiam entre o preparo da
amostra e sua introducdo no sistema a vacuo dos equipamentos.’® Desde sua introdu¢3o, quase
trinta anos atrds, novos métodos de ionizacdo a pressao atmosférica vem sendo desenvolvidos
visando melhorar parametros da técnica e diminuir o consumo de insumos, tempo gasto em

preparo de amostras, erros associados a analises, dentre outros.

1.1.1. Fontes de ionizacdo ambiente

A introducdo de fontes de ionizagao capazes de funcionar a pressdao atmosférica na
década de 1980 revolucionou a area de espectrometria de massas simplificando anadlises e
aumentando o escopo de amostras possiveis de serem analisadas.®” O desenvolvimento dos
métodos de ionizagdo por dessorc¢do via electrospray — DESI — por Cooks e colaboradores em
2004 e andlise direta em tempo real — DART — por Cody e colaboradores em 20052 possibilitou,
pela primeira vez, que amostras fossem analisadas de maneira direta em sua forma nativa, sem
a necessidade de etapas de preparo e/ ou manipulagdo de amostras colmatando a lacuna entre
as condi¢des ambientes onde a amostra se encontra e o alto vacuo necessario para a realizacdo

de anélises via espectrometria de massas.’

As técnicas de ionizacdo ambiente (também conhecidas como ionizacdo direta) se
derivam dos métodos de ionizacdo atmosférica e sdo caracterizadas pela andlise direta de
amostras em condicdes ambiente de temperatura e pressdao, minimizando ou eliminando a
necessidade de uma etapa de preparo ou pré-concentracdo de analitos, com alta sensibilidade
e boa performance.?"! Devido as suas caracteristicas, este tipo de ionizacdo permite a anélise
direta de amostras e superficies em condi¢des nativas, conservando sua integridade e

caracteristicas quimicas espaciais. 2%
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A espectrometria de massas com ionizagdo ambiente despertou um grande interesse

devido as vantagens que apresenta:

e Baixos limites de deteccdo: permitem analises com sensibilidade adequada para a
deteccdo de baixas quantidades absolutas do analito em amostras e matrizes
complexas;?12324

e Andlises diretas permitem a obtencdo de perfis quimicos e confirmacao qualitativa da
identidade quimica de analitos;?%*

e Viabiliza a ionizagdo e, portanto, a detec¢do de analitos ionizaveis (volateis ou nao)
de uma extensa faixa de m/z, uma vez que a energia interna é dispersada em
sucessivas colisdes com moléculas de gases atmosféricos;?%2426

e Por se tratar de técnicas de ionizacdo branda, a fragmentacao na fonte ocorre em
menor extensdo; no entanto a fragmentacdo de ions ainda é possivel se a
configuracdo do equipamento permitir;?%?’

e Remove restricdes de tamanho e forma da amostra, possibilitando investigacGes de
distribuicdo espacial de espécies quimicas e formac3o de imagens quimicas;?*%°

e Permite andlises in vivo e in situ com amostras a distancias de até 4 metros da entrada
do espectrémetro de massas e miniaturizacdo do sistema de andlise;**2°

e Aumenta a frequéncia analitica, uma vez que a aquisi¢ao e subsequente obtengdo de

dados acontece em um curto periodo de tempo (usualmente entre 1 s e 1 min).2%2¢

Considerando os diferentes processos analiticos de ionizagao envolvidos, os métodos de
ionizagdo ambiente podem ser classificados em trés categorias nas quais a dessor¢ao —mudanga
de fase — e aquisicdo de carga dos componentes da amostra podem acontecer simultanea ou
sequencialmente. (1) Nos processos que utilizam spray, ha transferéncia de carga entre
moléculas ibnicas de solvente e o analito neutro via reacBes acido-base de Bronsted-Lowry,
sendo rapidos e de alto desempenho analitico. (2) Nos que utilizam plasma, gases ionizados (e.g.
He e Ar) sdo usados para a dessorcdo e ionizacdo eliminando, assim, a necessidade do uso de
solventes. (3) Os que utilizam laser nos processos de dessor¢do/ ionizacdo apresentam maior

resolucdo espacial e sdo capazes de analisar compostos de alta massa molecular.516:21.23,26

Fontes de ionizacdo ambiente que operam utilizando spray vem sendo estudadas e

empregadas em diversas dreas como analises bioldgicas de interesse médico e toxicoldgico,?%

30,31 32-34
’

controle de qualidade e avaliacdo de farmacos, investigacdes de cunho forense
seguranca alimentar®, monitoramento de rea¢des quimicas,®® dentre outras.'®18212327 g3¢9

exemplos deste tipo de fonte as ionizacdes DESI, EASI (Easy Ambient Sonic Spray lonization),*
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PSI (Paper Spray lonization),? PESI (Probe Electrospray lonization)®® e suas derivacdes como Glass

Spray,* Leaf Spray® e Woodentip Spray.**

1.1.2. Electrospray lonization — ESI
O mecanismo utilizado em fontes de ionizagdo ambiente que operam via spray se
assemelha ao empregado pela técnica ESI, de modo que os espectros obtidos para ambas sao

comparaveis e compativeis.1%20:2

A formacdo de macro-ions em fase gasosa via electrospray foi primeiramente idealizada
por Malcolm Doyle no final da década de 1960. Na ocasido, Doyle e seus colaboradores foram
capazes de produzir moléculas de poliestireno carregadas em fase gasosa — com massa na
ordem de grandeza de quilo-Daltons (kDa) — a partir de solucbes diluidas do polimero
misturadas a um solvente de volatilidade apropriada obtendo resultados promissores, porém
ambiguos.*? Cerca de 20 anos depois, em meados da década de 1980, Fenn e colaboradores
demonstraram a capacidade do sistema de ionizacdo ESI de produzir cations e anions em fase
gasosa de pequenas moléculas a biomoléculas de alto peso molecular, possibilitando o

acoplamento da cromatografia liquida & espectrometria de massas.*>43

Na técnica de ionizacdo ESI, uma solucdo atravessa um tubo capilar metalico submetido
a um forte campo elétrico formando um electrospray .2 A aplicacdo do campo induz o acimulo
de cargas na interface liquido/ ar formando um cone de Taylor* que libera goticulas altamente
carregadas (formadas basicamente do solvente, analitos carregados e ions solvatados). A
evaporacdo do solvente acontece até o limite de Rayleigh,* quando a tensdo superficial do
liguido ndo consegue mais sustentar a repulsdo causada pelo aumento da densidade eletrénica
na superficie esférica, culminando em uma explosdo Coulémbica que da origem a goticulas
menores.***8 O processo ocorre continuamente e o solvente residual é evaporado, liberando as
espécies idnicas em fase gasosa que sdo direcionadas para o espectrdmetro de massas (Figura

2 e Figura 3).>®
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Figura 2- Diagrama da formagdo de um electrospray. FONTE: modificado de: https://goo.gl/ulZ3Cb
Acessado em: 30/12/2018 11h10

Entrada MS

Cone de Taylor

Corrente elétrica

Fonte de
energia

Figura 3- Diagrama da formagdo de ions dessorvidos via ionizagdo electrospray. FONTE: Autora.
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A formacdo do electrospray é um processo eletroquimico no qual processos de oxidacao
e reducdo formam espécies catidnicas e anidnicas, respectivamente. No entanto, a formacao de
espécies carregadas dos analitos ocorre através de equilibrios do tipo acido-base de Brénsted-
Lowry no interior das goticulas. De maneira geral, analitos de peso molecular baixo (na ordem
de 1 kDa) formam ions monocarregados, enquanto grandes moléculas ddo origem a ions
multicarregados. Em ambos os casos pode ocorrer formagao de adutos com ions de sédio,

potdéssio, cloro, dentre outros.>17:2

O direcionamento dos ions para andlise se da através de compartimentos nos quais a
pressdo é reduzida com o auxilio de bombas a vacuo (Figura 4). Skimmers (lentes condutoras
com um pequeno orificio) conectam cada estagio até o compartimento do analisador e, por se
tratar de um processo adiabatico, o sistema é mantido em temperaturas préximas de 2002C

para uma eficiente dessorc¢do dos ions.?

22



Figura 4- Diagrama de uma interface baixo/alto vdcuo em dois estédgios. FONTE: Adaptada de Mass
Spectrometry - Principles and Applications, West Sussex, 2007.3
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1.2. Fonte de ionizagdo Paper Spray

J. B. Fenn idealizou, em 1998, um método de ionizacdo direta baseado em materiais
porosos permedveis em sua patente intitulada “Method and apparatus for electrospray
jonization”. Cerca de 12 anos depois, no inicio de 2010, a técnica de ionizacdao paper spray mass
spectrometry (PS-MS) foi proposta pelo grupo de pesquisas coordenado por G. R. Cooks e Z.
Ouyang como uma alternativa rapida, simples e confidvel para a analise de matrizes complexas.
Por se tratar de uma fonte de ionizacdo ambiente, a técnica é capaz de oferecer andlises diretas,
simples e rapidas sem comprometer a confiabilidade e qualidade dos resultados obtidos. Nela,
trés procedimentos analiticos sdo integrados em uma Unica metodologia, i.e. amostragem,
extracdo (e separagdo) de analitos e ionizagdo. Devido as suas caracteristicas e vantagens, um
grande nimero de estudos vem sendo desenvolvido comprovando sua aplicabilidade nas mais

diversas areas.>®23%°

A PS-MS usa um sistema simples que consiste, basicamente, no posicionamento de um
pedaco de papel cortado em formato triangular voltado diretamente para a entrada do
espectrometro de massas. O sistema é suportado por uma plataforma capaz de se mover ao
longo dois eixos -x, -y e -z para garantir o alinhamento entre os componentes. A amostra é
depositada no pedago de papel que é, entdo, molhado com alguns microlitros de solvente (ou
mistura de solventes). Uma alta voltagem é aplicada através de um clipe metdlico em contato
direto com o papel imido de modo que um spray de microgotas carregadas é ejetado e ions em

fase gasosa s3o produzidos, seguindo um mecanismo similar ao da ESI (Figura 5).%5%
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Figura 5- Diagrama simplificado de uma fonte de ionizagdo PS-MS. FONTE: Autora.
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A metodologia permite a analise de moléculas de uma grande faixa de massa (desde
pequenas moléculas organicas até grandes proteinas e polimeros) gerando espectros
compardveis com os obtidos em andlises via ESI-MS. A PS-MS pode ser descrita como um
processo que ocorre em trés etapas. (1) O solvente depositado no papel extrai os analitos (e
componentes da matriz de solubilidade adequada) da amostra; (2) Eluicdo da solucdo pelo
papel; (3) Formacdo de um spray de microgotas carregadas. A ionizacdo dos analitos ocorre
durante a evaporacdo do solvente via transferéncia de cargas em reacdes acido/ base de
Bronsted-Lowry, dando origem a espécies protonadas/ desprotonadas e adutos com ions

presentes em solucdo, e.g. sédio, potdssio, cloro.%2326:50

1.2.1. Procedimento e caracteristicas

Existem, essencialmente, trés abordagens distintas para a realizagdo de amostragem na
PS-MS, todas sendo vantajosas devido a sua simplicidade. As amostras podem ser diretamente
adicionadas ao papel, solubilizadas e adicionadas como uma solugdo ou transferidas para o
papel através de contato direto, e.g. prensagem e fricc3o.%%¢ Pequenas quantidades de amostra
—aproximadamente 1-10 pg para amostras sélidas e 0,5-20 pL para solugdes —e solvente
(usualmente entre 10-30 puL) sdo necessdrias para execug¢do de andlises. Em todos os casos, o
contato entre amostra e solvente promove a extragdo dos analitos (e componentes soluveis da

matriz) para a fase liquida que forma o spray.?*>*°

Os solventes adequados para a ionizagdao paper spray sao os mesmos utilizados em
experimentos ESI-MS, uma vez que ambos os processos de formacgao de spray e ionizagao sao
semelhantes.® Assim, metanol e acetonitrila (puros ou em misturas) sdo os solventes organicos
comumente utilizados podendo ser acidificados ou basificados adicionando acidos e bases
organicos fracos, e.g. amonia e acido férmico, para facilitar o processo de transferéncia de carga.

No entanto, outros solventes (polares e apolares) podem ser usados, desde que possuam as
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caracteristicas necessdrias para promover a ionizacgdo como volatilidade e solubilidade

adeq Uadas 2,23,26,51,52

O substrato utilizado e suas caracteristicas sdo fundamentais no desempenho do método
PS-MS. Por se tratar de um material poroso hidrofilico, o papel é capaz de reter, em sua estrutura
de microcanais, componentes da amostra insollveis no solvente de spray. Assim, efeitos de
matriz indesejaveis sdo reduzidos — ou até eliminados — caracterizando uma das maiores

vantagens do sistema PS-MS.%>3

O transporte da fase mével pelo substrato ocorre principalmente através de dois
mecanismos: acdo capilar e movimento da solu¢do como um filme fino.>* No primeiro caso, a
percolacdo do liquido acontece pela micro-estrutura do papel em todas as direcGes, através de
poros e microcanais.® O segundo mecanismo é consequéncia do excesso de solvente
adicionado, de modo que a medida que o liquido é consumido para geragdo do spray o filme

fino formado se move em dire¢do a extremidade do substrato.?>

No processo PS o spray é formado na ponta mais aguda do tridngulo de papel, onde cargas
tendem a se acumular na presenca de um forte campo elétrico. Quando o sistema é rico em
solvente observa-se um modo operacional metastavel e multimodal, no qual diversos cones de
Taylor podem ser observados e as microgotas formadas apresentam tamanhos variados (modo
1 — Figura 6A). Em contrapartida, o modo 2 é observado quando o sistema ja consumiu grande
parte do solvente. Nele um Unico cone de Taylor ocorre simultaneamente a uma descarga
corona, aumentando a corrente observada e gerando microgotas de tamanho monodisperso
(Figura 6B). Independentemente do modo operacional, o spray é ejetado do papel com
velocidade suficiente para alcancar o espectrémetro de massas (cerca de 6 m.s?), eliminando a

necessidade de gases auxiliares e bombeamento.®*!
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Figura 6- (A) Multiplos cones de Taylor observados no modo 1. (B) Modos de ionizagdo e dispersdo
do tamanho das gotas do spray formado por PS-MS. FONTE: Adaptada de Espy et al. 2012.51
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1.2.2.Varidveis e suas influéncias
Embora a ionizacdo por paper spray seja simples, vdrias varidveis afetam seu
desempenho. Duas destas varidveis — tipo de papel utilizado como substrato e seu
posicionamento em relacdo a entrada do espectrdmetro de massas — foram avaliadas por Liu
et al. em 2010.% Seis tipos de papel foram testados usando solu¢des de cocaina em metanol/
agua: quatro papéis de filtro com diferentes tamanhos de poros, um papel de fibra de vidro e

um papel cromatografico.

Os resultados obtidos demonstram que o papel cromatografico gera espectros melhores
com relagbes sinal/ ruido adequadas, enquanto o papel de fibra de vidro tem a pior
performance. Discute-se que a qualidade superior dos espectros utilizando papel
cromatografico é consequéncia da organizacdo das fibras de celulose, favorecendo o movimento
da fase mdvel em um sentido. O posicionamento do sistema em relacdo ao espectrometro no
plano XY afeta diretamente a intensidade dos sinais gerados, sendo que o alinhamento pode
variar em uma area de 5x10 mm em torno do orificio de entrada, sem grandes varia¢des de

intensidades.*?

A geometria do substrato também é uma varidvel de grande importancia, uma vez que o
campo elétrico é mais forte em extremidades de angulos mais agudos, favorecendo a formacéo
do spray. Resultados obtidos por Yang e colaboradores em 2012 demostram que a largura do
spray formado é mais estreita para angulos maiores, aumentando a quantidade de amostra que
chega ao analisador. No entanto, o fluxo do spray segue a tendéncia contraria: nenhum spray é
observado para angulos de 1502. Além disso, observou-se que a maior intensidade de sinal foi
detectada para triangulos retos. Deste modo, os autores recomendam o uso de papéis com

o 54

pontas entre 602 e 902 .
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Figura 7- Influéncia da geometria do papel na formagdo do spray. (a) Formacdo do spray apenas
em pontas angulares (vermelho); (b) Diferentes angulos testados; (c) spray formado para cada
angulo testado; (d) Grafico da intensidade do sinal lido pelo analisador versus voltagem do spray
para todos os angulos testados. FONTE: Adaptado de Yang et al. 2012.54
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O volume e natureza do solvente utilizado, assim como concentracdo das espécies
analisadas afetam, principalmente, a intensidade dos sinais e duracdo do spray. Solugoes
aquosas de solvente com mais de 50% de dgua desfavorecem a formagdo do spray por
possuirem tensdo superficial elevada dificultando a ocorréncia das explosGes coulémbicas. De
forma semelhante, solventes altamente volateis secam muito rapidamente de modo que o spray
nado tem duracdo satisfatdria. Por motivos ébvios existe uma relacdo direta entre o volume de
solvente e a duracdo do spray assim como entre a concentracdo dos analitos e intensidade do

sinal %!

O sistema PS pode ser utilizado para analises quantitativas e semi-quantitativas apesar de
ser influenciado por varias varidveis. Resultados de qualidade, reprodutiveis e com sensibilidade
apropriada, sdo obtidos utilizando-se padrdes internos adequados (padrdes deuterados ou
compostos de estrutura similar a dos analitos), de modo que ambas as intensidades dos sinais

sofram as mesmas influéncias e variacdes das respostas instrumentais.>®%

Esta capacidade foi descrita na primeira publica¢do da técnica, na qual o farmaco imatinib
foi quantificado em amostras de sangue bovino utilizando o padrdo deuterado do composto
como padr3o interno.? Desde ent3o, diversos estudos comprovaram a eficiéncia da metodologia

29,55,56

em detectar e quantificar drogas de abuso em amostras bioldgicas e de rua; contaminantes

em matrizes alimentares;®’ dentre outros. 3438

1.2.3. Modificagbes do sistema PS-MS
A simplicidade do mecanismo de ionizacdo paper spray e sua versatilidade possibilita

diversas modificacGes no sistema inicialmente proposto de modo a difundir ainda mais a
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utilizacdo da técnica. Tais modificagcdes abrangem desde dispositivos que aumentam a eficiéncia
e performance da técnica até modificacGes na superficie e tipo de substrato, dando origem a

novas técnicas de ionizacao similares.

Procurando otimizar o processo de ionizacdo, foram propostos dispositivos que permitem
a alimentagdo continua de solvente no papel prevenindo a variagdo do fluxo do spray (nib-
assisted paper spray);* a ionizac3o de sistemas em fluxo através do gotejamento controlado de

)60

amostras analisadas (droplet monitoring paper spray)®® e aumento da frequéncia analitica

mediante automatizacdo do processo, viabilizando andlises sequencias (high-throughput paper

spray).5!

Diversos estudos demonstram aumento de sensibilidade, diminuicdo de -efeitos
indesejaveis de supressao ibnica e efeitos de matriz e aumento de seletividade do método PS-
MS realizando modificacdes fisicas e/ ou quimicas na superficie do papel, alterando suas
interacGes com a amostra, os analitos e o solvente. Barreiras fisicas de parafina foram utilizadas
para evitar a dispersdo da amostra enquanto tratamentos quimicos do papel promovem limites

de deteccdo e quantificacdo inferiores aos obtidos para substratos ndo modificados.57?

Seguindo os mesmos conceitos adotados para a PS-MS, diversos materiais vém sido
usados como substrato para a geracdo de spray viabilizando obtencdo de fingerprints, ou perfis
guimicos de amostras, assim como quantificacdo de analitos. Em todos os casos, o substrato
deve possuir uma extremidade com angulo agudo onde serd formado o spray e o processo de

ionizacdo se da pelos menos mecanismos ja detalhados.

A técnica denominada leaf spray (Figura 8A) faz uso de cortes triangulares de folhas para
a obtenc3o do perfil bioquimico de plantas, permitindo andlises in vivo deste tipo de material.*®
De modo semelhante, a técnica tissue spray (Figura 8B) abrange a aplicabilidade do uso da
espectrometria de massas possibilitando analises de tecidos vegetais e animais, também
cortados em formato triangular, de maneira direta, aplicando solvente e alta voltagem para a
obtenc3o de fingerprints.”? Utilizando palitos de maneira de ponta afiada para coleta de
amostras em solugdo e subsequente andlise aplicando-se alta voltagem, a ionizagdo
denominada woodentip spray (Figura 8C) é capaz de extrair analitos e formar o spray através de
acdo capilar nas fibras celuldsicas da madeira.** As técnicas glass spray (Figura 8D) e probe spray
(Figura 8E) fazem uso, respectivamente, de laminulas de vidro e agulhas metalicas como
substrato para a formacgdo do spray, obtendo resultados promissores na detec¢do de analitos e

obtencdo de perfis quimicos.383%
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Figura 8- Representacdo esquematica das técnicas de ionizagdo ambiente (a) leaf spray; (b) tissue
spray; (c) wooden tip spray; (d) glass spray; (e) probe electrospray. FONTE: Adaptados de Liu et
al. 2011;4% Hu et al. 2012;72 Hu et al. 2011;%! Jiang et al. 2015;3° e Hiraoka et al. 2007,38
respectivamente.
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O uso do método de ionizacdo ambiente paper spray apresenta vantagens claras, dentre
as quais se destacam a possibilidade de andlise direta de diversas matrizes abrangendo uma
larga faixa de massa, com minimo preparo e manipulacdo de amostras. Resultados de qualidade,
com sensibilidade e reprodutibilidade adequadas sdo obtidos de forma rapida em um
procedimento analitico relativamente simples e capaz de ser adaptado para atender a diversas
situagdes. Deste modo, a PS-MS vem sendo cada vez mais difundida como alternativa para
métodos classicos de andlise, i.e. HPLC-MS e GC-MS (cromatografias liquida de alta performance

e gasosa acopladas a espectrometria de massas, respectivamente).

2. CIENCIAS FORENSES

O uso de conhecimento cientifico na investigacdo e elucidacdo das mais diversas questées
legais é de suma importancia para a tomada de decisGes do poder judicidrio. Assim, as chamadas
ciéncias forenses se estabeleceram como parte vital do sistema de justi¢a criminal. Neste
ambito, a quimica forense se destaca como um ramo de grande importancia, sendo capaz de
fornecer provas irrefutdveis acerca de evidéncias criminais a partir da aplicagio de

conhecimentos quimicos.

Na rotina de laboratdrios forenses sao feitas analises quimicas preliminares e definitivas
de natureza investigativa, comparativa e comprobatdria. Frequentemente s3o feitas andlises de
substancias proscritas (drogas de abuso) e de uso controlado (medicamentos e reagentes),
identificagdo de compostos de alta toxicidade (venenos e pesticidas), avaliagdo da autenticidade

de documentos e produtos, etc. As técnicas analiticas mais utilizadas sdo testes colorimétricos,
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imuno-ensaios, cromatografia em camada delgada, microscopia, decomposicao térmica,
espectroscopia nas regiées UV-vis e infravermelho e cromatografias liquida e gasosa acopladas

a espectrometria de massas.

O grande fluxo de evidéncias gera uma alta demanda de andlises quimicas, de modo que
laboratérios investigativos possuem necessidade constante do desenvolvimento de métodos
analiticos rdpidos, simples, sensiveis, precisos e de baixo custo que promovam aumento na

produtividade sem afetar a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos.

A ionizacdo paper spray se apresenta, entdo, como uma alternativa promissora para
analises de cunho forense, uma vez que simplifica o processo analitico, elimina a necessidade
de laboriosos procedimentos de preparo de amostra e gera resultados comparaveis aos obtidos

por meio de técnicas convencionais.

A metodologia PS-MS foi aplicada, com sucesso, na andlise de drogas de abuso e
terapéuticas (em forma bruta e em matrizes bioldgicas),>*°®73 identificacdo de fraudes em
documentos escritos,”’ falsificacdes de alimentos e produtos,®”’®’” dentre outros.3*78% Tajs

resultados comprovam a eficacia da técnica como alternativa na solugdo de problemas forenses.

3. OBIJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral aplicar a técnica de ionizagdo ambiente
paper spray como solugdo para problemas forenses, comprovando sua eficacia como alternativa

para técnicas tradicionalmente empregadas.

3.1. Objetivos especificos

a) Verificar a capacidade da técnica de ionizagdo PS-MS na andlise de suplementos
esportivos (BCAA e termogénicos) para a avaliacdo da qualidade destes produtos;

b) Identificar a ocorréncia de falsificacdo de documentos escritos usando canetas
apagaveis utilizando técnicas de ionizagdo ambiente (PS-MS e DESI-MSI);

c) Implementar a técnica de ionizagdo PS-MS no laboratério de Andlises Quimica da
Policia Civil de Minas Gerais construindo uma fonte PS-MS para adaptagdo do
equipamento de espectrometria de massas;

d) Comprovar a eficdcia da fonte PS-MS construida analisando amostras reais de cocaina

apreendidas pela forga policial.
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Capitulo 2

Andlise e controle de qualidade de

suplementos esportivos
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1. INTRODUGCAO
1.1. O mercado de suplementos esportivos

Atividades fisicas e um estilo de vida saudavel e ativo trazem beneficios fisicos,
psicolégicos e bioquimicos influenciando os sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e
serotoninérgico.®! Atletas profissionais, amadores e praticantes de atividades fisicas
frequentemente fazem uso de suplementos para que possam ter uma rotina de treinos

consistente e intensa, com recuperacdo muscular rdpida e reducdo de lesdes e doencas.®?

O mercado de suplementos alimentares tem crescido exponencialmente em escala
global, independente das flutuacdes locais de poder de compra, estimando que alcance
movimentacdo anual de USS 12 bilhdes até 2020.28% No Brasil, a indUstria nacional deste tipo de
produto cresce continuamente (cerca de 10% ao ano) movimentando cerca de RS 1,5 bilhdo em
2018.84% Este crescimento acompanha a tendéncia da busca por habitos saudaveis e prética de

exercicios e se deve, principalmente, a estratégias de marketing 2%’

Atletas de alta performance, bem como amadores e entusiastas buscam os beneficios
anunciados pelos fabricantes de suplementos nutricionais (esportivos e dietéticos) de melhoria
do desempenho (fisico e mental), perda de peso, aumento de energia, perda de apetite, dentre
outros. O aumento na popularidade é tamanho, que pesquisas de mercado reportam que 60-
85% dos atletas suplementam a dieta com algum destes produtos de modo que sdo levantadas

questdes de eficdcia, seguranca e legislacdo.’”:88

As fronteiras que definem um produto como “suplemento” ndo sdo bem estabelecidas,
flutuando entre defini¢des de farmacos/ drogas e alimentos.2%® No Brasil, em julho de 2018 a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) passou a regulamentar os suplementos
alimentares de forma especifica. As regras especificam 189 atribui¢cdes funcionais, e.g. acao
antioxidante ou fortalecimento ésseo, que devem constar no rétulos dos produtos, assim como

lista completa de ingredientes e a indicac3o de eficdcia e seguranca.®®

Sdo considerados suplementos alimentares vitaminas, minerais, ervas (produtos
botéanicos), shakes de proteina, bebidas com altas concentrag¢des de eletrélitos ou carboidratos,
amino acidos e outros. No entanto, os beneficios prometidos pela ingestdo e possiveis efeitos
endergonicos e adversos nao possuem respaldo cientifico significante, com poucos estudos e

resultados, muitas vezes pouco robustos e divergentes.8992

32



1.2. Adulteragdes de suplementos esportivos

A falta de regulamentacdo e grande consumo de suplementos possibilita que produtos
adulterados com farmacos ou drogas e em desacordo com os componentes declarados no rétulo
sejam vendidos, se tornando um problema de satde publica.?°193% Especula-se que o nimero
de produtos adulterados seja maior do que o reportado; ainda assim, foram registrados 180

casos no Brasil entre 2007 e 2013.%°

Um numero significativo de produtos disponiveis no mercado possui substancias ativas
em quantidades maiores ou menores do que as indicadas ou sao adulterados com compostos
ndo declarados como anabolizantes, estimulantes, laxantes, substancias anorexigenas,
ansioliticos, etc.%® Pesquisas recentes analisaram suplementos esportivos vendidos por todo o
mundo detectando estimulantes derivados da metanfetamina,®®® novas drogas (n3o testadas
em humanos),” testosterona,® dentre outros.!®* De forma similar, estudos comprovam tanto
quantidades excessivas (chegando a 150% do declarado no rétulo) quanto quantidades muito

inferiores e auséncia de componentes principais das formula¢des comercializadas.101-10°

A analise quimica deste tipo de material tradicionalmente envolve etapas de preparo de
amostra extensivos e separacdo cromatografica, em fase liquida e gasosa, dada a alta
complexidade das matrizes. A maioria das etapas de extragcao é essencial para reduzir efeitos de
matriz e supressdo ibnica e envolve uso de solventes organicos e métodos derivados da
metodologia QUEChERS (do inglés quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe).t’®%7 A
deteccdo de analitos é feita por técnicas que acoplam cromatografias gasosa, liquida de alta
performance e liquida de ultra alta performance (GC, HPLC e UHPLC, respectivamente) e

detec¢do ptica ou por espectrometria de massas.0810°

Recentemente, estudos demostraram a capacidade de andlise de suplementos botanicos
utilizando técnicas de ionizacdo direta em espectrometria de massas com minimo preparo de
amostras, i.e. wooden tip spray e paper cone spray, obtendo sucesso na identificacdo de

adulterantes nos produtos testados.!1%11!

1.3. Termogénicos e amino dcidos de cadeia ramificada

Termogénicos sao caracterizados por anunciar efeitos energéticos e de aumento do
metabolismo e, consequentemente, queima de calorias pelo corpo. Estimulantes naturais (como
a efedrina) e sintéticos (como a cafeina sintética) sdo os ingredientes mais comuns e abundantes

neste tipo de formulacdo.
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A cafeina (Figura 9A) é o estimulante mais consumido no mundo, sendo encontrada em
alimentos, bebidas e mais de 60 tipos de plantas.®® Seus efeitos ergogénicos incluem aumento
da circulagdo de sangue e reducdo da percepcdo de fadiga, além de possuir propriedades
diuréticas.>>1% No entanto, sua acdo no sistema nervoso central (SNC) pode causar ansiedade

e dependéncia.04112

A erva chinesa conhecida como Ma Huang (Ephedra sp.) é a maior fonte natural de
efedrina, componente que representa 80% dos alcaloides da planta.!!* Compostos da familia
efedra (efedrina, pseudo-efedrina, norefedrina, etc) possuem semelhancas estruturais com o
hormdnio epinefrina, portanto s3o considerados drogas simpaticomiméticas (Figura 9B).8” O uso
de efedrina como suplemento é disseminado por possuir propriedades estimulantes (aumento

de energia e queima de gordura) e ocorre, muitas vezes, em conjunto com a cafeina.'*3

Figura 9- Estruturas quimicas dos componentes mais comumente encontrados em suplementos
esportivos termogénicos. (A) Cafeina e (B) Alcaloides da familia efedra. FONTE: Autora.
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Termogénicos contendo efedrina e cafeina promovem efeitos no SNC e respostas
cardiovasculares significantes, que podem acarretar problemas de saide.®'!3 Suplementos
deste tipo frequentemente apresentam adulteracGes e discrepancias entre os ingredientes

listados no rétulo e presentes no produto.’>*

Os amino 4cidos de cadeia ramificada (BCAA — branched chain amino acids, do inglés)
leucina, isoleucina e valina representam um terco dos amino acidos essenciais (Figura 10). Sua
oxidacdo acontece nos musculos esqueléticos, enquanto os demais amino acidos sdo
catabolizados no figado. Assim acredita-se que a suplementacdo destes compostos previna
degradacdo muscular, combatendo dores pds-treino e reduzindo o tempo de recuperacdo.’'*
117 No entanto, esta teoria possui pouco respaldo cientifico, com estudos escassos e resultados

ambiguos e, muitas vezes, conflitantes.11811
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Figura 10- Estrutura quimica dos amino acidos de cadeia ramificada (BCAA). FONTE: Autora.
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Apesar da falta de comprovacao de seus efeitos ergogénicos, suplementos de proteina
animal e vegetal sdo os mais populares entre atletas e praticantes de atividades fisicas em geral;
com os BCAA entre os cinco mais vendidos.'® O grande interesse por este suplemento e falta
de regulamentacdo faz com que casos de contaminac¢do (proposital ou nao) e adulteragao

ocorram, apresentando risco aos consumidores.

Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo analisar suplementos esportivos
populares, i.e. BCAA e termogénicos, utilizando a técnica de ionizacdo direta paper spray mass
spectrometry para a obtencdo de seus perfis quimicos. Pretende-se aplicar o método como uma
alternativa simples e rapida para deteccdo de possiveis fraudes e controle de qualidade destes

produtos.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Amostras

Todas as amostras de suplementos BCAA e termogénicos foram doadas por consumidores
deste tipo de produto no decorrer do ano de 2018. No total, 16 amostras de suplementos
esportivos foram analisadas, das quais sete sdao BCAA e nove, termogénicos. A Tabela 1 relne

as informacgdes relevantes de cada amostra.
Tabela 1- Informagdes de tipo de suplemento, marca, forma e principais ingredientes listados para

as amostras analisadas.
Cédigo Tipo de suplemento Forma Principais ingredientes

BCAA1 BCAA Comprimido Leucina, isoleucina, valina

BCAA2 BCAA P6 Leucina, isoleucina, valina

BCAA3 BCAA Po Leucina, isoleucina, valina, isomaltulose
BCAA4 BCAA Comprimido Leucina, isoleucina, valina, vitamina B6
BCAAS BCAA Po Leucina, isoleucina, valina, isomaltulose
BCAA6 BCAA P6 Leucina, glutamina, alanina, isoleucina
BCAA7 BCAA Capsula Leucina, isoleucina, valina

TERM1 Termogénico Cépsula  Cafeina natural do Guarana, vitaminas
TERM2 Termogénico Pé Cafeina natural dos chas verde e preto
TERM3 Termogénico Capsula  Cafeina

TERM4 Termogénico Cépsula  Cafeinaanidra

TERMS Termogénico Comprimido Cafeina anidra

TERM6 Termogénico Tablete Efedrina, cafeina, metilsinefrina,
TERM7 Termogénico Capsula  Cafinaanidra

TERM8 Termogénico Céapsula  Cafeinaanidra, N-acetil-L-tirosina, vitaminas B6 e B12
TERM9 Termogénico Tablete Efedrina, cafeina, metilsinefrina,
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A maior parte dos termogénicos analisados é comercializada em forma de comprimidos,
capsulas e tabletes. Em contrapartida, os BCAA podem ser encontrados tanto como

comprimidos e capsulas quanto em pé para preparo de bebidas.

Das dezesseis amostras doadas, trés, i.e. BCAA6, TERM8 e TERMY, foram importadas e as
treze restantes, produzidas e comercializadas nacionalmente. Dentre os BCAA, a porc¢do de
amino acidos oferecida pela dose diaria varia entre cerca de 2,4 g e 6 g (amostras BCAA7 e 6,
respectivamente). Todos os termogénicos declaram conter cafeina em sua composicdo com
quantidades entre 85 mg e 420 mg (dose didria madxima recomendada); ja a efedrina é declarada

como ingrediente em dois produtos, no entanto sua quantidade exata ndo é declarada.

Dentre o conjunto amostral, ha grande variabilidade de fabricantes e marcas dos
produtos. No entanto, foi observado um caso de duplicidade para cada tipo de suplemento
esportivo estudado: as amostras BCAA3 e BCAAS correspondem ao mesmo produto assim como

os termogénicos TERM6 e TERMO.

As amostras TERM6 e TERM9 sdo as Unicas que possuem extrato da planta Ephedra sp.,
com 25 mg por tablete (dose didria recomendada pelo fabricante). No entanto, as quantidades
de efedrina e outros alcaloides ndo é informada. Apesar de se tratarem essencialmente do
mesmo produto, a amostra TERM6 é um produto nacional enquanto a TERM9 foi importada dos

Estados Unidos.

Todas as amostras foram recolhidas em sacos pldsticos com fechamento hermético e

mantidas ao abrigo de luz, calor e umidades excessivos até serem analisadas.

2.2. Preparo das amostras

Antes do procedimento de andlise PS-MS, todas as amostras foram simplesmente
solubilizadas em metanol. Em todos os casos, o material foi homogeneizado individualmente e
uma pequena quantidade foi qualitativamente transferida para tubos de polipropileno de fundo
conico com capacidade para 1,5 mL (tipo eppendorf) aos quais foram adicionados 1000 uL de
metanol grau HPLC (J. T. Baker, EUA) com auxilio de micropipetas (Finnpipette, Thermo

Scientific).

Para amostras em forma de pd e cdpsulas, a homogeneizacdo foi feita agitando
manualmente o material doado. Os comprimidos foram pulverizados utilizando gral e pistilo de

porcelana, enquanto os tabletes foram macerados com auxilio de bastdes de vidro.
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Apds a adicdo do solvente, todos os tubos foram agitados automaticamente em vortex
(Phoenix, modelo AP 56) por 1 min e as amostras foram armazenadas em geladeira, a

aproximadamente 10 °C, até o momento das analises.
2.3. Andlises por Paper Spray Mass Spectrometry

Todas as analises foram realizadas utilizando um espectrometro de massas LCQ-FLEET
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) operando nos modos positivo (PS-(+)-MS) e negativo (PS-
(-)-MS) de leitura de ions. Para a obtencdo dos perfis quimicos (fingerprints), foram coletados

espectros em modo full scan dentro da faixa de m/z entre 100 e 250.

As analises PS-MS foram realizadas utilizando uma fonte manufaturada (Figura 11). Neste
sistema, o clipe metdlico que segura o papel é suportado em uma plataforma com capacidade
de ajuste fino ao longo dos eixos x-, y- e z- de modo a garantir o melhor alinhamento entre o

papel e a entrada do espectrometro de massas.

Figura 11- Sistema PS-MS utilizado. (1) Entrada do espectrometro de massas; (2), (3) e (4) Ajuste
ao longo dos eixos z-, y- e x-, respectivamente; (5) Fonte de alta tensdo; (6) Conector para fechar
o circuito e (7) clipe metalico onde o papel é posicionado. FONTE: Autora.

Para cada analise, utilizaram-se triangulos de papel de filtro qualitativo com 15 mm de
altura e 10 mm de base aos quais 10 pL de solugdo foram adicionados com auxilio de uma
micropipeta com capacidade maxima de 100 uL (Finnpipette, Thermo Scientific). Quando
necessario (extingdo do sinal analitico causado pelo esgotamento do spray) o sistema foi re-
alimentado com aliquotas de mesmo volume da solugdo correspondente. Para prevenir efeitos

de memodria entre analises subsequentes, tanto a entrada do equipamento quanto o clipe
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metdlico foram limpos com papel embebido em metanol e, para cada analise, utilizou-se um

novo triangulo de papel.

Para obter espectros com a melhor qualidade possivel, com sinais intensos, estdveis e
com boa relacdo sinal-ruido, os parametros de voltagem aplicada, distancia entre a ponta do
tridangulo e a entrada do espectrometro de massas, voltagem e temperatura do capilar de
transferéncia, pressdao interna e voltagem das lentes foram otimizados inspecionando
visualmente a qualidade dos espectros obtidos e, também, pelo monitoramento das

propriedades do equipamento. Uma vez otimizados, todos foram mantidos constantes.

A confirmacdo da identidade quimica dos compostos detectados foi feita analisando-se
os perfis de fragmentacdo dos ions selecionados. Para tal, foram selecionados os ions de
interesse e energias de colisdo apropriadas e o papel foi umedecido uma segunda vez com 10

pL da solugdo em questdo.

Em todos os casos, a corrente do spray formado foi acompanhada durante as analises
para que ndo excedesse os limites de seguranga do equipamento e a aquisicdo de dados foi feita
armazenando 20 scans. A posterior leitura e tratamento dos dados obtidos foi feita com o

software Xcalibur versdo 4.1.31.9 (Thermo Scientific, EUA, 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 resume os possiveis analitos presentes nas amostras, obtidos a partir da lista
de ingredientes do rétulo de cada um dos produtos doados. Dentre os BCAA, além dos
ingredientes principais, sao listados frequentemente vitaminas, minerais e outros amino acidos,
i.e. alanina e glutamina. Os termogénicos possuem composi¢cdo mais simples, com excec¢do das

amostras TERM2, TERM6 e TERM9 que contém extratos de ervas em sua composi¢ao.

Tabela 2- Principais analitos investigados e suas respectivas formulas quimicas, massas nominais
e relacdo massa/carga esperada para os modos positivo e negativo.

Composto Sigla Férmula Quimica Massa Nominal +m/z .
[M+H] [M-H]
Cafeina caf CgHyoN,O, 194 195 -
Efedrina efe CyoH1sNO 165 166 -
Sinefrina sin CgH3NO, 167 168 -
Leucina leu CgH13NO, 131 132 130
Isoleucina ile CeH13NO, 131 132 130
Valina val CsHyNO, 117 118 116
Alanina ala C;H;NO, 89 90 88
Glutamina glu CsHyoN,05 132 133 131
Vitamina B3 B3 CeHsNO, 123 124 122
Vitamina B6 B6 CgHyNO; 169 170 -
Vitamina C vitC CeHgOp 176 177 -
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Os parametros internos de analise foram otimizados pela calibragdo do equipamento
utilizando solucdo e procedimentos padrdes indicados pelo fabricante, enquanto as varidveis
relacionadas a ionizacdo foram otimizadas para cada um dos tipos de suplemento. (Tabela 3). A
corrente do spray gerado variou entre 0,5 pA e 0,8 YA para todas as amostras e se manteve

estavel durante as analises.

Tabela 3- Valores otimizados dos parametros do espectrometro de massas utilizados nas anadlises
PS-MS.

BCAA Termogénico

Voltagem aplicada (kV) 4 3,2-3,5
Distancia PS-->MS (cm) 0,5 0,5
Voltagem do capilar (V) 26 2
Temperatura do capilar (°C) 200 275
Pressdo interna (x10° Torr) 0,75 0,75
Voltagem das lentes (V) 25 40

3.1. BCAA

A natureza anfétera dos amino acidos de cadeia ramificada possibilitou a realizacdo de
analises nos modos positivo (PS-(+)-MS) e negativo (PS-(-)-MS) de leitura de ions e todas as

analises apresentaram sinais intensos e estaveis com relagdo sinal/ ruido alta.

A Figura 12 mostra os espectros PS-(+)-MS, a esquerda, e PS-(-)-MS, a direita, obtidos para
as sete amostras de BCAA.
Figura 12- Espectro de massas adquirido para os suplementos de amino acidos de cadeia

ramificada. Para cada amostra de BCAA, indicada no canto superior esquerdo, mostra-se os
espectros: (a) PS-(+)-MS e (b) PS-(-)-MS.
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Em todos os espectros de massas obtidos no modo positivo (Figura 12, a esquerda), foi
possivel observar a presenca dos sinais correspondentes as moléculas protonadas de valina,
leucina e isoleucina, de m/z 118 e 132, respectivamente. Observou-se que o sinal de m/z 118 foi
sempre menor do que o de m/z 132, um fato esperado considerando que as moléculas de
leucina e isoleucina sdo isdmeros de posicdo e apresentam o mesmo sinal analitico, de modo

gue suas intensidades se somam.

Foi possivel propor a identidade de outros sinais presentes nos espectros de massas,
como o dimero de préton da valina, [2.val+H]*, com razdo massa/carga 235, que foi observado
em todos os espectros. Um ion de m/z 249 foi detectado em seis amostras (todas com excegado
da BCAAG), identificado como sendo um aduto formado pela atragdo eletrostatica entre [leu+H]*
(ou [ile+H]*) e uma molécula de valina e vice-versa (atragdo eletrostatica entre [val+H]* e uma
molécula de leucina ou isoleucina). Excluindo a amostra BCAA1, o sinal referente a molécula

protonada de vitamina B6 foi observado em todos os suplementos desta categoria.

Os fingerprints obtidos pra as amostras BCAA3 e BCAAS foram comparaveis e compativeis,
apresentando perfis semelhantes. Por se tratarem do mesmo produto, esperava-se que 0s
espectros fossem sobreponiveis. No entanto, as diferentes condi¢cbes de fabricacdo,
armazenamento, consumo e lotes, bem como as varia¢des durante o procedimento analitico de
formacgao do spray, e.g. posicionamento do papel, nimero de cones de Taylor formados,

provavelmente fizeram com que as intensidades dos sinais observados fossem diferentes.

Para confirmar a identidade proposta para os ions citados, foram realizadas anélises MS?
utilizando energias de colisdo entre 12% e 15%, para os ions de m/z 118 e 132; 15% e 24%, para
o sinal 249 e entre 15% e 25%, para os demais cations (unidades arbitrarias do fabricante).
Considerando que todos os perfis de fragmentagdo para os amino acidos de cadeia ramificada
investigados foram praticamente idénticos, a Figura 13 representa os espectros obtidos para

estes analitos de maneira representativa.
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Figura 13- Espectros de fragmentagdo obtido para confirmar a identificagdo dos analitos valina
([val+H]* m/z 118); leucina e isoleucina ([leu+H]* e [ile+H]* m/z 132); vitamina B6 ([B6+H]* m/z
170) e o ion de m/z 249.

He He
e 72 m/z118 @ = O - 132 m/z132 @ =P
90 20
g 80 18 &0
2 ©
& 0 2™
o ®
FCE T
kst
25 « a6 I <
2 5
5 40 T° 4
] 5
< 30 g 30
2 203
NL1.35E3 -18 NL4.35E3
104 o] -
) ) 14
l':ﬂ R‘ﬂ 1ﬁn 15“3 14‘& ’-'I‘wﬂ 1%” 945n 220 9-10 ﬁ‘ﬁ 80 100 120 ’d‘ﬁ l-ll 1ﬁ!ﬂ 7f‘K\ 79‘0. 54!0
He He
100 2 m/z170 @ = O 100 m/z249 @wp(O
ag 80
a0 80
©
2 s
B 7 s 7
< 0 =
€ g e g
= @
=3 =
€ 5 2 =
% g -117
5 @ -18 £ 4o
E " H
< 30 =R 70
El .
= 15 20 248
NL 4.67€3 1 NL2.74EL i
0 104 -18
El 13: 178 —
Oy i I T ey L - - e

s e g g e ———— i e -
& 0 100 120 140 160 180 200 220 240 80 1o 120 140 160 180 200 220 240

Idealmente, a identidade dos sinais seria confirmada através da comparagdo entre os
espectros PS-MS/MS coletados para as amostras e padrdes analiticos. Devido a inviabilidade
deste cenario, a comparacao foi feita utilizando referéncias bibliograficas de experimentos ESI-
MS/MS dada a semelhanca entre os processos de ionizacdo. Assim, foi possivel confirmar a
identidade de todos os trés BCAA bem como da vitamina B6.129121 As perdas mais comuns foram
de moléculas de agua (M-18), CO; (M-44) e CO+H,0 (M-46); compativeis com as estruturas dos

analitos.

Outros sinais intensos foram observados, porém suas identidades ndo foram
determinadas, uma vez que ndo sdo compativeis com nenhum outro ingrediente listado pelos
fabricantes dos suplementos e a fragmentac¢do nao forneceu informagdes suficientes para uma

elucidagdo estrutural.

Nos espectros obtidos para andlises em modo negativo (PS-(-)-MS — Figura 12, a direita),
as formas desprotonadas dos analitos ([M-H]) ndo foram observadas em trés ocasides
(amostras BCAA2,BCAA6 e BCAA7). Para as amostras BCAA4 — BCAA7 um par de sinais intensos
de m/z 187 e 189 foi observado com proporgdo 3:1, compativel com o padrio isotopdlogo de
moléculas contendo um dtomo de cloro em sua estrutura, contudo, a inspec¢do dos ingredientes
e experimentos MS? ndo foram conclusivos na identificacdo deste composto. Considerando a
composicdo dos produtos, é possivel que o sinal seja referente a um aduto de cloro com uma

molécula de massa nominal 152 Da.
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3.2. Termogénicos

As analises foram feitas no modo positivo de leitura de ions, uma vez que o modo negativo
ndo apresentou sinais com amplitude significativa para todos os nove termogénicos
investigados. Este comportamento corrobora com as estruturas quimicas dos analitos esperados
(citados nos rétulos de cada produto), uma vez que apresentam diversos sitios basicos capazes

de receber prétons durante o processo de ionizacao.

A Figura 14 mostra todos os espectros PS-(+)-MS dos suplementos esportivos de agdo

termogeénica.

Figura 14- Espectros PS-(+)-MS obtidos para os 9 suplementos esportivos de agdo termogénica,
nomeados de TERM1 a TERM9 (canto superior esquerdo).
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Observa-se que, foi possivel detectar o sinal correspondente a molécula protonada de

cafeina (m/z 195) em todo os casos. Para as amostras TERM3, TERM4 e TERM7 este sinal foi o

Unico detectado na faixa de massa analisada e era o Unico ingrediente listado no rétulo. A

amostra TERM5 também lista apenas cafeina anidra como constituinte do produto, no entanto

0 espectro apresenta outros sinais. A identidade deste composto foi confirmada em todas as

amostras através da realizacdo de anadlises PS-(+)-MS/MS do sinal de m/z 195 com energia de

25% (Figura 15). O principal fragmento corresponde a perda de 57 Da referente a saida do grupo

que forma o anel externo a fenila principal e os resultados sdo compativeis com experimentos

ESI-MS/MS para esta substancia.??

Figura 15- Perfil de fragmentag¢do para o ion de m/z 195.
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As amostras TERM1, TERM2, TERM5, TERM6, TERM8 e TERM9 possuem extratos de

plantas e chds naturais em sua composi¢do, consequentemente os espectros obtidos foram mais

45



ricos em sinais. Apesar de compartilharem semelhancas (e.g. os sinais de m/z 135, 231 e 224
aparecem em mais de uma amostra), estes fingerprints sdao essencialmente diferentes. Assim,
mesmo que vendidos como o mesmo produto, as versdes nacional e importada do produto

correspondente as amostras TERM6 e TERM9 nao apresentam o mesmo perfil quimico.

Os rétulos de ambos os produtos sdo idénticos e ndo sugerem diferenciacdo das
formulagGes. No entanto, os alcaloides e estimulantes derivados da planta Ephedra nao foram
detectados no extrato obtido para o produto nacional que, por sua vez, apresentou outros sinais
com intensidade significativa. No suplemento importado foram observados ions referentes as
formas [M+H]* da efedrina e sinefrina (m/z 166 e 168, respectivamente), em acordo com a

informacao disponibilizada no rétulo.

Adicionalmente, é possivel observar no fingerprint da amostra TERM9 sinais de
intensidade significativa de m/z 136 e 150, identificados como anfetamina e metanfetamina,
respectivamente. A confirmacao da identidade das substancias foi feita pela fragmentacdo dos
ions selecionados utilizando energias de colisdo entre 15% e 24% (Figura 16). Foram observados
sinais em conformidade com dados de fragmentacao de padrdes destas substancias utilizando
ionizacdo electrospray.'?*1?* Derivados da fenietilamina, as anfetaminas s3o poderosos
estimulantes do sistema nervoso central e sdo frequentemente usadas como droga recreativa,

sendo que a metanfetamina é uma substancia proscrita no Brasil.

Figura 16- Perfis de fragmentag¢do obtidos para os ions de m/z 136, 150 e 166, conforme indicado.
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4, CONCLUSOES

A técnica de ionizacdo ambiente paper spray mass spectrometry foi utilizada para
obtencao de fingerprints de suplementos esportivos BCAA e de acdo termogénica minimizando
ao maximo etapas de preparo de amostras. Utilizando um procedimento analitico simples, as
amostras foram solubilizadas e analisadas gerando espectros com alta relagdo sinal/ ruido,
apresentando sinais intensos e estaveis, mostrando o potencial desta técnica para analises onde

ha suspeita de fraudes e adultera¢des destes produtos.

A identificacdo de todos os compostos foi confirmada através da fragmentacao dos ions
selecionados, fornecendo resultados em acordo com a literatura. Desta forma, os amino acidos
de cadeia ramificada foram detectados em todos os suplementos de BCAA analisados, enquanto
nos termogénicos verificou-se a presenca de cafeina em todos os casos, sendo que os

termogénicos de composi¢ao herbal apresentaram perfis mais ricos do que os demais.

As amostras TERM6 e TERM9 apresentaram perfis quimicos distintos apesar de serem
vendidas como o mesmo produto. A amostra nacional ndo apresentou sinais de nenhum dos
alcaloides da planta Ephedra sp. (listada como ingrediente). No produto importado foram
observados sinais referentes a efedrina e sinefrina, bem como da anfetamina e metanfetamina,

esta ultima uma droga ilicita com efeitos adversos significativos e ndo declarada no rétulo.

Assim, demonstra-se a viabilidade do uso da técnica PS-MS em analises forenses de
investigacdo de fraudes e adulterag¢Ges de suplementos alimentares, i.e. BCAA e termogénicos,
como uma alternativa simples, rapida e econdmica a técnicas tradicionais que envolvem pré

tratamento das amostras e separagdo cromatografica.
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Capitulo 3

Detecgdo de fraude em documentos

escritos
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1. INTRODUGAO

Fraudes em documentos escritos, que podem ter datas, valores e assinaturas alterados,
ocorrem frequentemente de modo que a investigacao deste tipo de documentos em ambito
forense é de grande importancia. Andlises documentoscdpicas incluem comparacao visual e
exame da escrita de suspeitos e analises preliminares de natureza fisica usando microscépios e
luzes forenses (lampadas monocromaticas de diferentes comprimentos de onda), uma vez que
sdo de baixo custo e ndo requerem equipamentos especiais. Usualmente, no entanto, essas
etapas precisam ser complementadas com andlises quimicas das escritas para determinar se

houve modificagdo ou adi¢do de informacdes post factum 3%74124125

Todas as canetas contém em sua composicao, basicamente, um veiculo e substancias com
a coloracdo desejada. O veiculo é, geralmente, uma mistura de solventes, surfactantes, biocidas
e aditivos que impedem o bloqueio do sistema de entrega de tinta, sendo também responsdveis
pelo ajuste de pH, viscosidade e grau de polimerizacdo. A cor desejada é alcancada com uso de
corantes, i.e. substancias sollveis no veiculo, ou pigmentos (materiais pulverizados e dispersos

na mistura liquida).1?>1%¢

Canetas apagdveis foram introduzidas no mercado na década de 1970, facilitando o
procedimento de falsificacdo e dificultando seu reconhecimento. O processo de remogao de
tinta é puramente fisico e pode acontecer de duas formas: atrito ou aumento de temperatura
local, utilizando borrachas de goma para as duas situagdes. No primeiro caso a tinta ndo é
absorvida pelas fibras do papel e sdo removidas de forma semelhante a remocdo de escritas
feitas com grafite; j4 o aumento de temperatura é utilizado em tintas termolabeis que sdo
visiveis apenas entre -10°C e 60°C.**” Quando suspeita-se deste tipo de pratica, comparagdes
visuais e observagGes microscopicas podem falhar em detectar adultera¢des, de modo que a

anadlise quimica se torna, em muitos casos, imperativa.

A andlise forense de tintas usualmente é feita utilizando técnicas tradicionais como
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia em
camada delgada (TLC) e eletroforese capilar associadas a espectrometria de massas ou as
espectroscopias UV-vis, infravermelho e Raman.1?#1%127-12% Apecar de eficientes em seus
propdsitos, estas técnicas sdo, em geral, lentas, trabalhosas e afetam a integridade das

amostras.

Assim, as técnicas de ionizagdo ambiente se tornam particularmente Uteis na investigacdo

de fraudes em documentos, uma vez que combinam as vantagens claras de analise direta, rapida
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e minimamente destrutiva com a sensibilidade e resolu¢do dos analisadores de massas.”* As
técnicas desorption electrospray lonization (DESI) e easy ambiente sonic-spray lonization (EASI)
promovem ionizagao em condi¢cdes ambiente utilizando fluxo de gas e solvente e ja se provaram
eficientes em andlises forenses.!>?* Em ambos os casos, os mecanismos de ioniza¢do sdo
similares a ESI e, consequentemente, a PS-MS. No entanto a dessorg¢do dos analitos ocorre de

maneira distinta.

Na técnica DESI um electrospray direcionado apropriadamente atinge a amostra
formando um filme fino de liquido que extrai analitos da superficie. A colisdo entre o filme e
novas gotas do spray gera microgotas secundarias que contém o analito e entram no
espectrémetro de massas (Figura 17A). 12° As caracteristicas de andlise permitem mapeamento
de superficies e formacdo de imagens quimicas, chamada entdo de DESI-MSI (DESI mass
spectrometry imaging). O procedimento é feito através da adaptacdo da fonte original, de modo
gue o suporte amostral passa a ter livre movimento nos eixos -x e -y permitindo fazer andlises
em pontos ao longo de linhas uniformemente distribuidas por toda a amostra adquirindo
espectros que sdo tratados com softwares para formar imagens quimicas em duas dimensdes,

mostrando a distribuicdo espacial e intensidade de ions (Figura 17B).

Figura 17- Diagrama do funcionamento de uma fonte: (A) DESI, na qual os nimeros indicam a fonte
de energia, o fluxo de solvente, a entrada do espectrometro de massas, o capilar do spray, o
capilar do gds nebulizador, o spray formado, o jato de gds, a amostra, o suporte amostral, e os
fons desorvidos,respectivamente;(B) DESI-MSI, na qual o suporte é capaz de realizar movimentos
bidimensionais no plano XY. FONTE: Adaptado de Lebedev, 20152¢ e Ifa et al. 2007,12°
respectivamente.
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Ifa e colaboradores demonstraram, em 2007, a capacidade da técnica DESI-MSI em
detectar tintas de diferentes canetas usadas em uma situacdo simulada de falsificacdo. Na
simulacdo, o nimero 1432 foi alterado para 1982 utilizando canetas distintas. As imagens
guimicas obtidas para os ions referentes aos corantes de cada caneta evidencia a adulteracdo e

a combinac¢3o de ambas gera uma imagem idéntica a observada a olho nu (Figura 18).1%
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Figura 18- Imagens quimicas obtidas via DESI-MS. (A) e (B) Imagens quimicas bidimensionais da
distribuicdo dos ions referentes aos corantes basic violet 3 e basic blue 2, respectivamente; (C)
Sobreposigcdo das duas imagens; (D) Imagem dptica da superficie analisada.

1382

Sobreposicdo | 75 Imagem dptica

Ja a técnica EASI (Figura 19) é considerada uma das mais simples e eficazes fontes de
ionizacdo ambiente. Baseada na ionizagdo por spray supersonico, a técnica consiste na criacao
de um fluxo de solvente de microgotas diminutas carregadas positiva e negativamente que
penetram a superficie da amostra extraindo e ionizando analitos sem a necessidade de aplicacdo

de corrente elétrica, uso de fonte para emissdo de fétons ou aquecimento.?37.124

Figura 19- Diagrama simplificado de uma fonte de ionizagdo EASI-MS. FONTE: Adaptado de Lalli et
al. 2010.
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Em 2010, Lalli et al. demonstraram o potencial uso desta técnica na andlise de tintas e
estudos de decomposicdo de tintas de escritas para determinar a cronologia do conteudo de
documentos.'?* Andlises EASI-MS foram feitas de forma simples, rapida e direta em linhas
escritas em papel comum utilizando canetas azul e vermelha. Os perfis quimicos obtidos foram
caracteristicos para cada caneta e a decomposicdo ao longo do tempo se mostrou regular,

possibilitando a detecgao de adigdes feitas em documentos post factum.

Em 2017, a técnica de ionizagdo por paper spray, descrita em detalhes anteriormente
(Capitulo 1), teve seu potencial em analisar documentos e tintas de canetas avaliado por Amador
e colaboradores.” No estudo, canetas esferograficas de tinta preta foram diferenciadas por seus
perfis quimicos obtidos em modo negativo e a associacdo de ferramentas quimiométricas aos
dados de massas forneceu informagdes acerca da degradagcdo dos componentes das canetas

avaliadas.
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Recentemente, a fabricante alem3 de artigos de escrita Stabilo® lancou um conjunto de
canetas que utiliza métodos quimicos para a remoc¢do da coloragdo presente no papel. O
conjunto conta com canetas coloridas de qualidade apagavel e uma caneta branca que provoca
o desaparecimento de qualquer uma das tintas presentes no conjunto ao ser passada sobre a
porcdo que se deseja apagar. Assim, é razodvel assumir que o uso desta tecnologia para fins
criminais e fraudulentos é possivel, de modo que o presente trabalho visa demonstrar a
capacidade das técnicas de ionizacdo ambiente paper spray mass spectrometry e desoption
electrospray lonization mass spectrometry imaging na deteccdo rapida e irrefutdvel de

assinaturas falsificadas utilizando este novo mecanismo.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Para a analise de tintas e deteccdo de falsificagdo em assinaturas, canetas da marca alema
Stabilo® de qualidade apagével e n3o apagavel foram compradas em lojas de comércio local. As
canetas utilizadas tém ponta porosa com didmetro de 0,4 cm e as seguintes cores: branco
apagador (cddigo de cor 00), azul apagavel (codigo de cor 0041) e azul ndo apagavel (cédigo de
cor 41). Os cddigos apresentados sdo designados pelo fabricante e indicam tanto a qualidade
(canetas apagaveis possuem o cddigo ‘00’) quanto o tom da coloracdo de uma dada caneta

(representados pelos numerais).

2.1. Andlises PS-MS

Para a obtencdo dos perfis quimicos (fingerprints), foram realizadas andlises de cada
caneta, bem como do papel utilizado. Para isso, linhas foram desenhadas em pedacos
triangulares (com aproximadamente 10 mm de altura e 5 mm de largura da base), recortados

de folhas de papel A4 branco simples (Ripax 75 g.m™).

Um experimento de prova foi proposto para simular uma situacdo real de falsificacdo
(Figura 20). Nele, um voluntario assinou trés vezes em uma folha de papel A4 branco comum
utilizando a caneta azul apagavel (Figura 20, a esquerda). Duas destas assinaturas foram
apagadas com a caneta branco apagador, deixando uma intacta para ser tomada como ‘padrao’
da assinatura original (Figura 20, no centro). Por fim, um segundo voluntdrio assinou sobre uma
das porgBes apagadas com a caneta azul ndo apagavel (Figura 20, a direita). Se¢Ges triangulares
(com 5 mm de largura de base e 10 mm de altura) representativas de cada area, i.e. assinatura

original, assinatura apagada e assinatura falsificada, foram recortadas e analisadas.
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Figura 20-Procedimento para simular uma situacdo real de falsificagdo de assinatura. (a esquerda)
Assinatura original, feita com a caneta azul apagavel; (no centro) Porgdo apagada obtida através
do uso da caneta branco apagador na assinatura escrita e (a direita) Assinatura falsificada feita

sobre a segunda porgdo apagada usando a caneta azul ndo apagavel.
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As anadlises PS-MS foram realizadas em um equipamento LCQ-FLEET (Thermo Scientific,
San Jose, CA, EUA) operando em modo full scan e positivo de leitura de ions na faixa de razao
massa/ carga (m/z) entre 100 e 1200, utilizando o sistema descrito em detalhes anteriormente
(Capitulo 2). Em todos os casos, o papel triangular foi posicionado a uma distancia de 10 mm da
entrada do espectrometro de massas e segurado por um clipe metalico. O papel foi umedecido
com 10 plL de metanol grau HPLC (J. T. Baker, EUA) com auxilio de micropipetas (Finnpipette,
Thermo Scientific) e, em seguida, aplicou-se alta voltagem (3 kV) através do contato metalico.
Para prevenir a ocorréncia de efeitos de memaria, as andlises das amostras foram intercaladas

com andlises ‘brancas’, i.e. papel sem amostra.

Os seguintes parametros instrumentais foram otimizados e mantidos constantes durante
as anadlises: voltagem do spray (3 kV); voltagem do capilar (35 V); temperatura do capilar (275
°C) e voltagem dos skimmers (65 V). A aquisicdao de dados foi feita através do armazenamento
de 40 scans e a posterior leitura e tratamento dos dados obtidos foi feita com o software

Xcalibur versdo 4.1.31.9 (Thermo Scientific, EUA, 2017).
2.2. Andlises DESI-MSI e EASI-MS

A realizacdo das andlises DESI-MSI e EASI-MS foram feitas no laboratério ThoMSon,
liderado pelo Professor Marcos Eberlin na Universidade de Campinas (UNICAMP, SP). Ambos os

experimentos seguiram os mesmos passos descritos acima, para as analises PS-MS (Figura 21).

Figura 21- Procedimento para simular uma situacdo real de falsificagdo. (a esquerda) Escrita
original, feita com a caneta azul apagdvel; (no centro) Porgdo apagada obtida através do uso da
caneta branco apagador na escrita original e (a direita) Resultado da falsificagcdo feita sobre a
segunda porg¢do apagada usando a caneta azul ndo apagavel.

T hoM Son Dl fon

Escrita original Escrita apagada Escrita falsificada
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Todas as analises foram realizadas em um espectréometro de massas Q Extractive (Thermo
Scientific, Alemanha) acoplado as fontes adequadas. Para andlises EASI-MS foi utilizado um
sistema manufaturado no préprio laboratério e, nos experimentos DESI, a plataforma mével
comercial Omni Spray lon Source 2-D (Prosolia, Indianapolis, USA). Em ambos os casos,
parametros-chave foram otimizados para maximizar a intensidade dos sinais detectados:
solvente do spray (metanol); fluxo do solvente (10 pL.min); voltagem do capilar (5 kV) e
temperatura do capilar (300 °C). Os espectros foram adquiridos em modo full scan e positivo de

leitura de ions na faixa de m/z entre 100 e 1000.

Os espectros de massas foram processados através do software Xcalibur versao 4.1.31.9
(Thermo Scientific, EUA, 2017) e, para a obtenc¢do das imagens quimicas, foram convertidos em

imagem e visualizados no software BioMAP versdo 3.8.04.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises, em todos os casos, foram feitas apenas em modo positivo de leitura de ions
devido a falta de sinais observada para o modo negativo. E possivel inferir, portanto, que os
componentes presentes na formulacdo das canetas analisadas possuem sitios basicos capazes

de receber prétons (H*) durante o processo de ionizacdo ou sdo naturalmente catidnicos.

Os experimentos foram feitos utilizando papel oficio comum sem nenhum tratamento e,
em todos os casos, os perfis quimicos obtidos para o papel em branco foram pobres em sinais
e, apesar de caracteristicos, os sinais observados para o papel ndo foram observados em

nenhum outro espectro.

Na falsificagdo simulada, a caneta branco apagador levou pouco menos de 40 segundos
para desvanecer completamente a tinta da caneta azul apagdvel utilizada nas assinaturas
originais. Apds 20 minutos a folha estava completamente seca e, entdao, a caneta azul ndo
apagdvel foi utilizada para realizar a falsificagdo. Nota-se que, em ambos os casos analisados
(Figura 20 e Figura 21), uma simples inspec¢do visual ndo é capaz de detectar a fraude,
comprovando a necessidade de andlises quimicas para comprovar ou descartar a suspeita de

adulteracao.
3.1. PS-MS

A Figura 22 mostra os espectros obtidos para as analises das tintas de cada caneta
individualmente. Para a caneta branco apagador (Figura 22A) apenas dois sinais intensos sdo

observados, de m/z 172 e 343; estes ions ndo sdo encontrados nos espectros de nenhuma das
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canetas azuis (apagdvel e ndo apagavel — Figura 22B e Figura 22C, respectivamente) que, em
contrapartida, sdo caracteristicos de polimeros, i.e. sinais igualmente espacados seguindo uma

distribuicdo Guassiana.

Apesar de apresentarem fingerprints caracteristicos e essencialmente diferentes, cada
um destes espectros apresentam dois clusters poliméricos com sinais adjacentes separados por
uma diferenga constante de 44 Da que pode se referir a grupos -CH,CH,O. Para a caneta
apagavel (Figura 22B) eles se aglomeram na faixa de m/z entre 700 e 1200. Contudo, para a
caneta ndo apagavel, eles sdo observados como dois conjuntos distintos: um com sinais de
massa predominantemente mais baixa (de m/z entre 200 e 600) e um segundo na faixa de m/z
entre 700 e 1200 (Figura 22C). Assim, comprova-se a facilidade em diferenciar as canetas

analisadas através da comparacao de seus perfis quimicos.

Figura 22- Fingerprints obtidos para as canetas (A) branco apagador; (B) azul apagavel e (C) azul
ndo apagavel.
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Como esperado, o fingerprint da assinatura original (Figura 20) apresentou as mesmas
caracteristicas do padrao obtido para a caneta azul apagdvel (Figura 22B). Em contrapartida, os
perfis quimicos obtidos para as se¢cdes da assinatura apagada e falsificada apresentaram

diferencas em relagdo aos seus respectivos padrées (Figura 23).

No espectro da regido da assinatura apagada (Figura 23A) sdo observados os ions
caracteristicos da caneta branco apagador (de m/z 172 e 343) em detrimento dos sinais
correspondentes a assinatura original. A auséncia dos clusters poliméricos caracteristicos da
caneta azul apagdavel pode acontecer, muito provavelmente, devido a efeitos de supressao
i6nica destes sinais. No entanto, a hipétese de que os componentes das suas canetas reagem
guimicamente para desaparecimento da tinta é corroborada pelo aparecimento de sinais nao
observados anteriormente de m/z 278, 321 e 419 que podem se referir a subprodutos desta

reacao.

Figura 23- Espectros PS-(+)-MS paras as regiGes (A) da assinatura apagada e (B) da assinatura falsificada.
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Os dados obtidos para a assinatura falsificada (Figura 23B) sdo compativeis com o
fingerprint da caneta usada nesta etapa (azul ndo apagavel) com excecdo da presenca notavel
de doisions de m/z172 e 321, caracteristicos da caneta branco apagador e da rea¢do que ocorre
durante o processo de adulteracdo, respectivamente. Estes ions ndo foram detectados no perfil
guimico da caneta azul ndo apagavel e podem, portanto, ser usados como evidéncia irrefutavel

de que assinatura original foi substituida por outra.
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A tentativa de fragmentar os possiveis subprodutos (m/z 278, 321, 343 e 419), bem como
o ion caracteristico da caneta branco apagador (m/z 172) ndo produziu fragmentos detectaveis,
sugerindo que estas substancias sdo estdveis e resistem a dissociacao induzida por colisdo (CID
— collision-induced dissociation, do inglés) utilizando energias de até 30% (unidades arbitrarias

do fabricante).

3.2. EASI-MS

Por se tratar de um equipamento com analisador Orbitrap (de alta resolugdo), em todas
as andlises realizadas em Campinas, os sinais observados foram muito mais intensos (cerca de
duas ordens de grandeza maior) quando comparado com as intensidades obtidas com o sistema

PS-MS.

Apesar de compativeis, os resultados obtidos via easy ambient sonicspray ionization
(EASI-MS) diferem em alguns aspectos dos obtidos utilizando a ionizacdo PS-MS. Por se tratar
de uma ionizacdo ambiente mais branda do que a PS-MS, esta técnica tem maior dificuldade em
ionizar e direcionar analitos de massas maiores para serem analisados, dificultando sua
deteccdo, uma vez que a transferéncia de energia envolvida no processo de ionizagdo é menor
e os ions gerados devem percorrer um trajeto mais longo até a entrada do espectrometro de
massas de modo que moléculas de maior peso podem ter dificuldade em alcancar o
equipamento. Assim, os clusters poliméricos observados em faixas de m/z maiores presentes
nos perfis das canetas azuis foram observados com intensidades muito menores nos espectros

EASI-(+)-MS enquanto, para regifes de m/z menores os espectros sdo semelhantes (Figura 24).

Para o experimento de falsificacdo, os dados gerados por ambas as técnicas sdo
semelhantes. Na secdo apagada (Figura 21 ao centro), o resultado obtido foi mais pobre em
informacbes e sinais, muito provavelmente, devido a supressdo idnica causada pelos ions
caracteristicos da caneta branco apagador, uma vez que foi possivel observar, no espectro da
escrita adulterada (Figura 21, a direita), os dois ions diagndsticos do processo de falsificagéo, de

m/z 172 e 321, assim como o polimero caracteristico da caneta azul ndo apagavel (Figura 25).
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Figura 24- Espectros EASI-(+)-MS obtidos para (A) caneta branco apagador; (B) caneta azul

apagavel e (C) caneta azul ndo apagavel.
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Figura 25- Resultados EASI-(+)-MS para das segOes correspondentes a (A) a escrita apagada e (B)

a falsificacdo da escrita original.
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3.3. DESI-MSI

Foram realizados experimentos DESI-MS para a obtencdo dos fingerprints de cada caneta
(Figura 26). As técnicas de ionizacdo DESI e PS possuem grandes similaridades, de modo que os

espectros obtidos para ambos os casos sao praticamente iguais.

O pico base observado para cada caneta foi monitorado para a obtencdo das imagens
quimicas, i.e. m/z 815,5 para a caneta azul apagavel; m/z 172,1 para a branco apagador e m/z
305,2 para a caneta azul ndo apagavel. A intensidade de cada ion foi monitorada nas trés areas
analisadas (escrita original, apagada e falsificada) de modo que tons de roxo a azul
correspondem a intensidades mais baixas e tons de verde a vermelho, intensidades maiores

(Figura 27).
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Através das imagens obtidas é possivel observar todas as etapas do processo de
falsificacdo de forma clara como prova inquestionavel do ocorrido. A escrita original ‘ThoMSon’
foi detectada em todas as se¢des com intensidades significativas do ion monitorado de m/z
815,5 (Figura 27, primeira coluna). Nas se¢des que tiveram a escrita original apagada, as imagens
do ion caracteristico da caneta branco apagador correspondem ao modo com o qual ela foi
passada em toda extensdo da escrita original, cobrindo-a (Figura 27, segunda coluna).
Finalmente, o escrito ‘Dalton’ aparece na drea correspondente ao documento adulterado
através do mapeamento da distribuicdo do ion de m/z 305,2 que n3o é detectado com

intensidade significativa nas duas outras areas analisadas (Figura 27, terceira coluna).

Figura 26- Espectros DESI-(+)-MS obtidos para as canetas (A) branco apagador; (B) azul apagavel
e (C) azul ndo apagavel.
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Figura 27- Imagens quimicas obtidas para as trés areas analisadas para o experimento de
falsificagdo
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4, CONCLUSOES

As ionizacBes ambientes paper spray, easy ambient sonicspray ionization e desorption
electrospray lonization possibilitaram a deteccdo imediata da falsificagdo em documentos
escritos feitas utilizando um novo conjunto de canetas apagaveis que usam processos quimicos

para remover a coloragdo das tintas.

O sistema PS-MS se mostrou adequado para andlises diretas de documentos suspeitos
fornecendo sinais intensos, estaveis, reprodutiveis, com boa relacdo sinal/ ruido e
representativos de cada amostra. O reconhecimento irrefutavel da falsificacdo foi alcangado
adotando um procedimento analitico simples, rapido e pouco trabalhoso. A destruicdo da
amostra é reduzida, uma vez que secOes diminutas sdo necessarias para a realizacdo das analises
e podem ser armazenadas sob condi¢des controladas para serem analisadas posteriormente, se

necessario, como contraprova.
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A ionizagdao EASI também demonstrou ser capaz de detectar a presenga dos ions que
diagnosticam a adulteracdo, no entanto este método se mostrou menos sensivel e mais

demorado quando comparado com a PS-MS.

Imagens quimicas explicitando a distribuicdo espacial de ions selecionados e sua
intensidade foram geradas evidenciando todas as etapas do processo de falsificagdo de maneira
inquestiondvel com sensibilidade adequada. Apesar de eficiente esta metodologia tem alto
custo associado: é mais lenta, trabalhosa e demanda conhecimento técnico avangado,

caracteristicas que dificultariam sua implementacdo na rotina de laboratérios forenses.

Conclui-se, portanto, que dentre as técnicas de ionizacdo empregadas, a paper spray mass
spectrometry se destaca como uma real alternativa para a deteccdo de fraude em documentos
escritos. Contudo, a implementacdo desta metodologia na pratica de laboratdrios de pericia
forense depende da conduc¢do de outros estudos que avaliem, por exemplo, a degradacao dos

componentes das tintas com o passar do tempo.
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Capitulo 4

Andlise de entorpecentes

Producgdo de uma fonte PS-MS para um equipamento

Shimadzu LCMS8030
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1. INTRODUGAO

Segundo o ultimo relatério oficial World Drug Report 2018 publicado pelo 6rgdo United
Nations Office on Drug and Crime (UNODC) vinculado a organiza¢do das nag¢des unidas (ONU),
cerca 5,6% da populacdo mundial entre 15 e 64 anos de idade é usudria de drogas — o
correspondente a 275 milhdes de pessoas. Deste demografico, 18,2 milhdes sdo usudrios de

cocaina. 13

Os dados mais atuais demonstram que o cultivo de Eritroxylum coca, planta da qual a
cocaina é extraida, cresceu 76% entre 2013 e 2016 apds mais de uma década de retragao.
Seguindo essa tendéncia, o mercado ilegal de producdo e distribuicdo da droga atingiram os
maiores valores ja registrados e estima-se que 1.410 toneladas de cloridrato de cocaina pura

foram manufaturadas em 2016, um crescimento de 25% em relacdo ao ano anterior.3!

Ainda segundo a UNODC, os maiores consumidores de cocaina estdo no continente
americano e Europa Ocidental, regides que registraram maior quantidade de droga apreendida.
No entanto novas rotas de trafico tem disseminado o uso desta substancia em todo o mundo.
Considerando a proximidade com os principais paises que cultivam e produzem cocaina (Peru,
Bolivia e Colémbia), mais da metade das apreensdes desta substancia ocorre na América do

SUI 132

No Brasil, 0 nimero de usuarios é cerca de quatro vezes maior do que a média mundial,
com 1,75% da populagdo adulta admitindo uso do entorpecente. Sua posicao geografica
privilegiada faz com que seja parte importante das rotas de trafico e, como consequéncia do

aumento observado na producdo, uma maior quantidade de cocaina esta circulando no pais.!*

O investimento em politicas de combate ao trafico resultou na apreensao de 75 toneladas
de cocaina em 2018, quase 60% a mais do que no ano anterior e a maior desde o primeiro
registro, segundo dados de um levantamento da Policia Federal do Brasil feito a pedido do jornal
O Globo.'** Assim, verifica-se uma necessidade imediata de métodos analiticos rapido, simples,
e baratos capazes de identificar e confirmar a presenga de cocaina no material apreendido,

atendendo as grandes demandas atuais.

Entre produgdo e consumo, a droga bruta passa por procedimentos de diluicdo com
adulterantes — farmacos e outras substancias com propriedades que simulam o efeito do
entorpecente mascarando a diluicdo — e diluentes, i.e. qualquer componente branco que possa

ser usado para aumentar o volume e massa do produto final. Assim, o material apreendido tem
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uma matriz muito mais complexa do que a droga isolada que dificulta e mascara a detec¢do da

cocaina propriamente dita.’*

A anadlise de substancias apreendidas é feita seguindo as diretrizes recomendadas pelo
grupo SWGDRUG (do inglés scientific working group for the analysis of seized drugs) que sugere
o uso de analises preliminares e confirmatdrias para verificar a presenca de substancias ilicitas.
Considerando sua capacidade discriminatéria, o documento divide as técnicas analiticas em trés
categorias. Técnicas pouco especificas, pertencentes a categoria C, incluem imuno-ensaios e
testes colorimétricos. As cromatografias — gasosa, liquida e em camada delgada — pertencem
a categoria B devido a sua capacidade de separagdo, enquanto a grande capacidade
discriminatéria de técnicas como espectrometria de massas e espectroscopia Raman, as

classificam na categoria A.1%1%

Seguindo estas recomendacdes, a analise de apreensdes de cocaina em forma de pd ou
pedra (conhecida popularmente como crack) ocorre, de maneira preliminar, através do uso do
teste colorimétrico de Scott modificado, que forma um complexo de cor azul para cocaina e
outras substancias de estrutura quimica semelhante. A confirmacao é feita utilizando métodos
cromatograficos associados a espectrometria de massas, i.e. cromatografias gasosa e liquida de

alta performance — HPLC-MS e GC-MS.56:136

A espectrometria de massas com ionizacdo ambiente se torna uma alternativa muito
eficiente e promissora para andlises desta natureza, tendo seu potencial demonstrado por
diversas vezes na literatura.’3®13° Neste ambito, a ioniza¢do PS-MS se destaca com vantagens de
tempo e simplicidade, sendo capaz de detectar substancias de interesse forense com eficiéncia
e facilidade.3*’>”7 No caso especifico da cocaina, a técnica paper spray mass spectrometry foi
utilizada com sucesso na detec¢ao e quantificagdo desta substancia e de seus metabdlitos em
diversas matrizes de interesse forense que incluem materiais apreendidos (crack e cocaina em

pd), urina, sangue, dentre outros.40141

Apesar de ter se tornado uma técnica difundida que se estabeleceu no meio académico
como uma alternativa eficaz aos métodos tradicionalmente empregados em diversas situagoes,
a implementacdao de metodologias que usam PS-MS em laboratérios da policia cientifica
depende, entre alguns fatores, da disponibilidade comercial desta fonte de ionizagdo.
Atualmente a fabricante Thermo Scientific produz, com exclusividade, a fonte Prosolia Velox
360™ Paper Spray System™ de modo que equipamentos de outros fabricantes devem ter suas

fontes manufaturadas.
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Assim, o presente trabalho tem como objetivo construir uma fonte de ionizagao paper
spray mass spectrometry compativel com um equipamento LCMS8030 da fabricante japonesa
Shimadzu para implementacdo da técnica PS-MS na rotina do laboratério da secdo técnica de
quimica e fisica do Instituto de Criminalistica da Policia Civil de Minas Gerais (ICPC-MG). A
eficacia da fonte manufaturada foi demostrada através da analise de amostras reais de cocaina

apreendidas pela PC-MG.

2. MANUFATURA DA FONTE PS-MS

Para a construcdao de uma fonte de ionizacao paper spray mass spectrometry compativel
com o equipamento disponivel no laboratério da secdo técnica de quimica e fisica do ICPC-MG

foi feita, inicialmente, uma avalicdo da maquina e seu funcionamento.

Fabricado pela japonesa Shimadzu, o equipamento LCMS8030 (Figura 28, a esquerda) é
composto de um sistema HPLC com amostragem automatica acoplado a um espectrometro de
massas com analisador triplo quadropolo (QQQ), de modo que a remog¢do da coluna

cromatografica possibilita experimentos de injecdo direta automatizados.

Figura 28- A esquerda: Equipamento LCMS8030 disponivel no laboratério do ICPC-MG. (1) Sistema
HPLC; (2) Porta de fechamento hermético; (3) Fonte de ionizagdo e (4) EspectrOmetro de massas.
A direita: Interface entre fonte de ionizacdo e a entrada do espectrometro de massas. FONTE:
Adaptada de: https://goo.gl/qSk68y Acessado em 21/Jan/2019

(1) \ d

Fonte de Entrada
ionizagdo MS

Sistema 6ptico
(skimmers)

As fontes de ionizacdo disponiveis comercialmente para o modelo em questdo sdo a
electrospray lonization (ESI) e atmospheric pressure chemical lonization (APCl). Em ambos os
casos, a ionizagdo ocorre a pressdo atmosférica e a fonte fica em posicdo perpendicular a
entrada do espectrometro de massas, isolada do ambiente por uma porta de fechamento

hermético (Figura 28).

A comunicacdo com o sistema, assim como tratamento dos dados obtidos, é feita através
do software LabSolutions que, apesar de muito eficiente, possui diversos mecanismos que
defendem todo o sistema de andlise contra eventualidades que podem comprometer a

integridade dos componentes do equipamento, e.g. ndo é possivel zerar o fluxo dos gases que
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auxiliam a ioniza¢do e a abertura da porta de acesso a fonte aborta qualquer operagdo em

andamento.

Como mencionado anteriormente, a ionizacdo PS-MS acontece quando alta voltagem é
aplicada a um substrato cortado em formato triangular alinhado com a entrada do
espectrometro de massas e umedecido com o solvente apropriado. Assim, para a construgao de
uma fonte operacional, necessita-se de um suporte capaz de promover o melhor alinhamento
entre o papel e o MS e um componente que conecta a fonte de alta voltagem do equipamento

ao papel.

A fonte de ionizacdo PS-MS construida é mostrada na (Figura 29). Como o layout da
maquina limita o espago disponivel para acessar a entrada do espectrometro de massas, optou-
se pela construcdao de um sistema compacto. A fonte é composta por uma plataforma mével
capaz de ajustar a posi¢do do papel ao longo do eixo -z (retirada de um aparelho de microscépio
sucateado) e montada em um suporte em MDF que possui um contrapeso que estabiliza a
plataforma. Um cabo flexivel de cobre liga a fonte de alta tensdo do MS ao clipe metdlico
(soldado utilizando ponta de solda de tungsténio) que segura o papel para que a ionizagdo
ocorra.

Figura 29- Fonte PS-MS construida. (1) clipe metalico; (2) Fio para conectar a fonte de alta

voltagem; (3) suporte para ajustes finos ao longo do eixo z- e (4) contrapeso.
(4

...... e

(Suporte em MDF)

()

A Figura 30 mostra a fonte construida conectada ao equipamento. Para a realizacdo de

analises ndo é necessario retirar a fonte ESI (ou APCI) original, no entanto deve-se desconectar
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a canula responsdvel pelo fluxo de gas e o fio de alta tensdo, uma vez que o fluxo pode ser
minimizado, mas ndo zerado, e a alta tensdo deve ser conectada ao fio da fonte PS-MS para que
ela funcione corretamente. O posicionamento do papel e deposicdo de amostras e solventes é

feito manualmente, como descrito nos capitulos anteriores.

Figura 30- Fonte de ioniza¢do PS-MS construida

Gl-8 - IR

Considerando que o software nao reconhece a fonte PS-MS, alteracdes devem ser feitas

em parametros-chave para que a analise seja feita corretamente. Assim, o método utilizado para
a realizagdao de andlises paper spray foi criado com os parametros resumidos na Tabela 4.
Parametros internos para o sistema de lentes e detecgdao foram otimizados utilizando os
procedimentos de calibragdo indicados pelo fabricante de modo a maximizar a intensidade e
qualidade dos sinais detectados. No momento da andlise, com o papel ja posicionado, inicia-se
uma corrida (‘single run’) alterando os dados de amostragem do auto amostrador de modo que
ele ndo faca injecdo; apds a ativagcdo da corrida (que inicia o processo analitico) é feita a

deposicdo da amostra e/ ou solventes para que ocorram a ionizagdo e deteccdo dos analitos.

Tabela 4- Parametros alterados para o método de andlise PS-MS.

Parametro Valor
Tempo de andlise (min) 1
Fluxo da bomba de fase orgénica (mL/min) 0
Fluxo da bomba de fase aquosa (mL/min) 0
Temperatura da linha de dessorgdo (°C) 250
Temperatura do bloco de aquecimento (°C) 400
Fluxo do gas nebulizador N, (L/min) 0,5
Fluxo do gas secante (L/min) 0

Finalmente, para verificar a performance da fonte construida, um conjunto de cinquenta
amostras de cocaina foi analisado e os resultados obtidos foram comparados com os obtidos

para o mesmo conjunto utilizando a fonte PS-MS implementada no laboratério do grupo de
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pesquisa liderado pelo professor Doutor Rodinei Augusti, com eficacia jd estabelecida na

literatura.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Amostras

Para o estudo comparativo da performance das fontes de ionizagdo PS-MS foram feitas
analises de um conjunto de amostras de cocaina apreendidas em operac¢des da Policia Civil de

Minas Gerais entre os meses de Outubro e Novembro de 2017.

Para todas as amostras, uma massa de aproximadamente 0,05 g foi solubilizada em 1 mL
de metanol grau HPLC (J. T. Baker, EUA) em frascos de vidro tipo vial com capacidade de 2 mL;
a solucdo resultante foi mantida refrigerada (0 °C) até o momento das analises. Como parte do
procedimento interno do ICPC-MG, foram feitos exames preliminares das amostras, i.e. teste

colorimétrico de Scott modificado e cromatografia em camada delgada (TLC).

3.2. Andlises LCMS8030 Shimadzu

Todas as andlises foram realizadas utilizando a fonte de ionizacdo e espectrometro de
massas supracitados operando nos modos positivo (PS-(+)-MS) e negativo (PS-(-)-MS) de leitura
de ions. Os perfis quimicos (fingerprints) das amostras foram coletados em modo full scan
dentro da faixa de m/z entre 100 e 1000 e a confirmac¢do da identidade dos analitos foi feita
através de experimentos MRM (monitoramento de rea¢des multiplas) acompanhando trés

transi¢Oes para cada substancia.

Para cada analise, foram utilizados triangulos de papel de filtro qualitativo com 15 mm de
altura e 10 mm de base aos quais 10 pL de solugao foram adicionados com auxilio de uma
micropipeta com capacidade maxima de 100 pl (Finnpipette, Thermo Scientific). Para prevenir
a ocorréncia de efeitos de memdria, as andlises de amostras foram intercaladas com quantas
anadlises ‘brancas’, i.e. papel sem amostra, fossem necessarias para extinguir o sinal analitico dos

analitos da amostra anterior.

Além dos parametros alterados para o método de analise proposto, os parametros de
voltagem aplicada (3,5 kV); voltagem do detector (2 kV) e pressdo interna (1,6x1073 Pa) foram
otimizados e mantidos constantes. A distancia da interface PS a entrada do MS foi ajustada
manualmente para aproximadamente 5 mm e a aquisicdao e posterior leitura e tratamento dos

dados obtidos foi feita com o software LabSolutions, versdo 5.91 (Shimadzu, Japdo, 2017).
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3.3. Andlises LCQ-FLEET Thermo Scientific

Neste caso, utilizou-se a fonte e equipamento especificados nos capitulos 2 e 3. As
analises foram realizadas em modo full scan e positivo de leitura de ions na faixa de m/z entre

100 e 1000.

Em concordancia com os experimentos realizados no ICPC-MG, foram utilizados
triangulos de papel de filtro qualitativo com 15 mm de altura e 10 mm de base mantidosa 5 mm
da entrada do espectrometro de massas. Uma aliquota de 10 ulL de solugdo foi adicionada ao
papel com auxilio de uma micropipeta com capacidade maxima de 100 pL (Finnpipette, Thermo
Scientific). Todo o sistema, i.e. a entrada do equipamento e o clipe metdlico que entra em
contato com o papel, foi limpo com toalhas de papel embebidas em metanol entre as analises,
eliminando, assim, possiveis efeitos de memdria e, para cada analise, utilizou-se um novo

triangulo de papel.

A confirmagdo da identidade dos analitos monitorados foi feita através dos perfis de
fragmentagdo coletados para os ions selecionados com energias de colisdo entre 15% e 28%
(unidades arbitrarias do fabricante). Para evitar extincdo do sinal analitico causado pelo

esgotamento do spray, quando necessario, o sistema foi re-alimentado com 10 pL de solugdo.

Em todos os casos, os seguintes parametros instrumentais foram otimizados e mantidos
constantes durante as andlises: voltagem do spray (3 kV); voltagem do capilar (2 V); temperatura
do capilar (275 °C) e voltagem das lentes (40 V); e a aquisicdo de dados foi feita através do
armazenamento de 40 scans. A posterior leitura e tratamento dos dados obtidos foi feita com o

software Xcalibur versdo 4.1.31.9 (Thermo Scientific, EUA, 2017).

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os resultados das andlises preliminares (teste colorimétrico e TLC)
realizadas pelos peritos, cinco analitos, além da cocaina, foram observados com frequéncia nas
amostras (Figura 31). As cinco substancias, i.e. cafeina, fenacetina, levamisol, lidocaina e
procaina, sdo farmacos que simulam alguns efeitos provocados pela cocaina, como euforia e
dorméncia localizada, de modo que o uso destes compostos como adulterantes da droga é

comum e acontece para camuflar a diluicdo da cocaina.
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Figura 31- Estrutura quimica dos possiveis analitos com as respectivas m/z das espécies

protonadas.
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4.1. Andlises LCMS8030 Shimadzu

Devido as caracteristicas do analisador de massas QQQ, o espectrémetro LCMS8030
possui maior sensibilidade quando comparado ao analisador jon trap do equipamento LCQ-
FLEET. Assim, foi observada a necessidade de diluicdo das amostras solubilizadas. Para isso, 10
pL da solugdo foram adicionados a um novo vial contendo 1,0 mL de metanol grau HPLC e as

novas solugdes foram analisadas.

Para todas as amostras, o modo positivo de leitura de ions forneceu espectros com sinais
intensos e estdveis enquanto o modo negativo gerou dados ruidosos e pouco informativos. A
diferenga observada se deve a natureza dos analitos, que possuem sitios basicos em sua

estrutura capazes de receber prétons durante o processo de ionizagdo.

A Figura 32 mostra os espectros PS-(+)-MS de dez amostras, de forma representativa do
conjunto amostral. Em todas as analises, foi possivel observar o sinal correspondente a molécula
protonada de cocaina (m/z 304) com intensidade significativa. Os sinais correspondentes aos
adulterantes cafeina e levamisol — m/z 195 e 205, respectivamente — foram os mais
frequentemente detectados. Em contrapartida, as substancias fenacetina e procaina ndo foram
detectadas com intensidade significativa — a pesar de menos frequentes, estes compostos

foram identificados pelos testes de triagem.
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Figura 32-Espectros PS-(+)-MS gerado para 10 amostras de cocaina apreendidas, representativas

de todo o conjunto amostral.
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As moléculas de fenacetina e procaina (Figura 31) possuem sitios basicos em sua estrutura
sendo assim, ionizaveis. No entanto, quando comparadas com os demais analitos, as duas sao
menos bdsicas e adicionadas em menor quantidade (estdo presentes em menor concentracao
no produto final); portanto, se ionizam em menor extensado. A pesar do efeito de supressdo
ibnica observado, a deteccdo e identificacdo de fenacetina foi possivel através das transi¢cdes
MRM, mesmo com sinais aproximadamente dez vezes menos intensos do que os observados
para as transicoes das demais substancias e trés ordens de grandeza menor do que o pico base
do espectro full scan. A procaina, no entanto, ndo foi observada em nenhum caso com sinais

suficientemente intensos e estaveis.

As transicdes MRM monitoradas para cada analito (Tabela 5) fazem parte do
procedimento adotado pela policia cientifica do ICPC-MG para confirmar a identificagdo das
substancias detectadas e foram escolhidos através de revisdo bibliografica e experimentos MS?

de padrdes analiticos em processos internos do laboratério do ICPC-MG.

Tabela 5- Transicbes MRM para cada uma das substancias monitoradas com suas respectivas
massas molares e razdo massa/ carga.

Substancia MM [M+H]* Transi¢des (MRM)
195->138
Cafeina 194 195 195->163
195->69
304->182
Cocaina 303 304 304 ->82
304 ->105
205->178
Levamisol 204 205 205->91
205->123
235->86
Lidocaina 234 235 235->58
235->30
180-> 110
Fenacetina 179 180 180-> 65
180->93
237->100
Procaina 236 237 237->120
237->164

A fragmentacdo produziu, em todos os casos, os ions-filho monitorados apresentando

sinais estaveis e intensos (Figura 33). Os ionogramas de cada ‘evento’, que ocorre na analise de
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uma mesma amostra, evidencia que o sinal de cada ion acompanha a formagao e extin¢do do

spray como prova adicional de que os sinais pertencem, de fato, a amostra analisada.

Figura 33- Espectro de fragmentac¢do para os ions de m/z (A) 195; (B) 304; (C)205; (D) 235 e (E)180,
obtidos para as transicdes MRM monitoradas.
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Um sinal muito intenso de m/z 284, observado em todas as amostras, ndo foi identificado,
pois se mostrou resistente a fragmentacao induzida por colisdo. No entanto, analises do papel
sem amostra (‘branco’) mostram que este ion é parte do perfil quimico do substrato utilizado,

sendo o pico base do espectro gerado por ele (Figura 34).

Figura 34- Fingerprint gerado pelo papel usado nas analises.

1504 Papel Branco.

4.2. Andlises LCQ-FLEET Thermo Scientific

Para as andlises feitas utilizando o equipamento da Thermo Scientific, a intensidade dos
sinais esperados para cada amostra utilizando a solugdo diluida foi muito pequena; optou-se,

entdo, por utilizar as solu¢ées concentradas das amostras.

A Figura 35 representa os espectros PS-(+)-MS para as mesmas amostras representadas
no tdpico anterior. A sensibilidade dos detectores presentes em cada espectrometro de massas
alterou qualitativamente o fingerprint apresentado por cada amostra. Consequentemente, em
comparagdo aos resultados obtidos anteriormente, os espectros gerados possuem menos sinais

e maior relagdo sinal/ ruido.
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Figura 35- Espectros PS-(+)-MS gerado para 10 amostras de cocaina apreendidas, representativas
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O sinal referente a molécula de cocaina protonada foi detectado com facilidade, sendo

observado como pico base em todos os casos e suprimindo o sinal proveniente do papel (m/z

284). A facilidade da molécula de cocaina em se ionizar reduz a intensidade dos picos referentes
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aos adulterantes cafeina, levamisol e lidocaina, entretanto, apenas em casos isolados esse efeito

inviabilizou a detecg¢do dos analitos.

A maior relacdo sinal/ ruido possibilitou que outros sinais observados com frequéncia nos
resultados obtidos pudessem ser identificados. Um sinal intenso de m/z 330 foi observado em
praticamente todas as andlises e tem comportamento compativel com a molécula de
cinamoilcocaina — um metabdlito natural das folhas de coca, extraida concomitantemente ao
entorpecente (Figura 36).1*2 A presenca deste composto é adicionalmente corroborada pelos
sinais de m/z 368 e 659 (observados apenas em espectros que possuem o sinal em m/z 330)

atribuidos ao aduto de potassio e dimero de préton da cinamoilcocaina, respectivamente.

Figura 36- Estrutura quimica, massa molar e valores de m/z para a cinamoilcocaina.

H ; /

(0]

\

m/z ([cin+H]*) 330
m/z ([cin+K]*) 368
m/z ([2*cin+H]*) 659

Cinamoilcocaina
MM 329

Aidentidade dos analitos foi verificada através de seus respectivos perfis de fragmentacao
(Figura 37). As diferencas observadas nestes espectros, quando comparados aos obtidos no
laboratério do ICPC-MG, sdo consequéncia da diferenca no processo analitico: Experimentos
MRM detectam apenas ions-filho pré-selecionados apds a fragmentacdo do ion-pai enquanto o
perfil de fragmentacdo MS? detecta o sinal de todos os ions-filho gerados apds a fragmentacio

do ion-pai.
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Figura 37- Perfis de fragmentacgdo para os ions de m/z (A) 195; (B) 304; (C)205; (D) 235 e (E)180
obtidos para experimentos MS2.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho construiu-se uma fonte de ionizagao paper spray mass spectrometry
compativel com um equipamento LCMS8030 da fabricante japonesa Shimadzu para
implementacdo da técnica PS-MS na rotina do laboratério da sec¢do técnica de quimica e fisica

do Instituto de Criminalistica da Policia Civil de Minas Gerais (ICPC-MG).

A fonte construida é compacta e de facil manipulagdo e o processo de adaptagdo para seu
uso é simples, seguro, rapido e ndo oferece riscos a integridade fisica do equipamento. A fonte
manufaturada se demostrou capaz de gerar sprays estaveis e realizar a ionizagdo de maneira

eficiente.

O sistema construido foi utilizado com sucesso na identificacdo de cocaina e seus
adulterantes, i.e. cafeina, fenacetina, levamisol e lidocaina, gerando espectros com sinais
intensos, estaveis e com boa relagdo sinal/ ruido. Em anélises de apenas um minuto, foi possivel
realizar a identificagdo (através do fingerprint obtido em modo full scan) e confirmacdo (através

de transicdes MRM) da presenca da droga nas amostras e os resultados obtidos foram
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comparados com anadlises utilizando uma fonte PS-MS bem-estabelecida que comprovou o

funcionamento adequado da adaptacdo realizada.

Quando comparados qualitativamente, os espectros gerados para as amostras de cocaina
analisadas nos equipamentos LCQ-FLEET e LCMS8030 sdo equivalentes. As diferengas de
intensidade, sensibilidade e relagdo sinal/ ruido observadas sdo esperadas, uma vez que, apesar
de utilizarem ionizagdo PS-MS, os dois conjuntos de experimentos foram realizados em

espectrometros de massas diferentes.

Assim, foi demonstrado que a implementacao da técnica de ionizagao PS-MS na rotina de
um laboratério forense como alternativa aos métodos tradicionalmente utilizados para a
deteccdo de cocaina em amostras apreendidas é possivel e vantajosa, uma vez que resultados

de qualidade e sensibilidade satisfatdrias sdo obtidos em analises rapidas e simples.
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Neste trabalho, a técnica de ionizacdo paper spray mass spectrometry foi utilizada, com
sucesso, como ferramenta analitica em trés situacGes de interesse forense, i.e. analises
documentoscdpicas, investigacdo de suplementos esportivos e detec¢do de cocaina. Em todos
os casos, foram gerados espectros de qualidade (sinais intensos, estaveis, reprodutiveis e com

boa relagdo sinal/ ruido) em analises simples, rapidas e pouco onerosas

Na investigacdo de suspeita de fraudes em suplementos esportivos BCAA e de acdo
termogeénica, a técnica PS-MS foi utilizada para obtencdo de fingerprints destes produtos
eliminando a necessidade de etapas de preparo de amostras e separacao cromatografica. Para
os amino acidos de cadeia ramificada, os resultados obtidos confirmam a composicado declarada
pelos fabricantes nos rétulos de cada amostra. Em todos os termogénicos analisados a cafeina
foi o composto presente com maior intensidade sendo, em muitos casos, o Unico analito
presente. No entanto, em uma amostra foram detectados sinais correspondentes a anfetaminas

e metanfetamina, um poderoso estimulante de uso e venda proscritos.

De maneira similar, a PS-MS foi empregada na identificacdo de falsificagdo de documentos
escritos usando canetas apagdveis, de modo a oferecer respaldo quimico a observacbes
microscépicas. A adulteracdo é indubitavelmente identificada através da deteccdo de ions que
diagnosticam a ocorréncia da pratica ilegal (m/z 172 e 343). Apesar de capaz de detectar a
presencga dos ions que diagnosticam a adulteragao, a técnica EASI se mostrou menos sensivel e

mais demorada quando comparada com a PS-MS.

Imagens quimicas explicitando a distribuicdo espacial de ions selecionados e sua
intensidade foram geradas, evidenciando todas as etapas do processo de falsificagdo de maneira
inquestiondvel e com sensibilidade adequada. Apesar de eficiente, esta metodologia tem alto
custo associado: é mais lenta, trabalhosa e demanda conhecimento técnico avangado,

caracteristicas que dificultariam sua implementagdo na rotina de laboratérios forenses.

Por fim, a técnica PS-MS foi implementada no laboratdrio de andlises quimica da Policia
Civil de Minas Gerais através da manufatura de uma fonte PS-MS para adapta¢do do
equipamento de espectrometria de massas. A fonte construida é compacta e de facil
manipulacdo e o processo de adaptacdo para seu uso é simples, seguro, rdpido e ndo oferece

riscos a integridade fisica do equipamento.

Analises de amostras reais de cocaina apreendidas pela for¢a policial foram realizadas
utilizando a fonte produzida e uma fonte ja bem-estabelecida e os resultados foram comparados

de modo a demonstrar a eficdcia da adaptacao feita.
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Assim, demonstra-se a elegibilidade da técnica PS-MS em anadlises forenses de
investigacdo de fraudes e adulteracdes de produtos e documentos bem como na identificacdo
de substanciasilicitas em amostras de drogas como uma alternativa simples, rapida e econ6mica
a analises utilizando técnicas tradicionais que envolvem pré tratamento das amostras e
separacdao cromatografica. Conclui-se, portanto, que dentre as técnicas de ionizacdo
empregadas, a paper spray mass spectrometry se destaca como uma real alternativa para ser

implementada na pratica de laboratdrios de pericia forense.
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Espectro de massas
Para cada amostra d

Figura 12-
ramificada.
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Figura 14- Espectros PS-(+)-MS obtidos para os 9 suplementos esportivos de agdo termogénica,
nomeados de TERM1 a TERM9 (canto superior esquerdo).
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Figura 15- Perfil de fragmentag¢do para o ion de m/z 195.
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Figura 16- Perfis de fragmentac¢do obtidos para os ions de m/z 136, 150 e 166, conforme indicado.

100 105

©
=}

He
m/z136 @ = O

@
=]

@ ~
S I~}
LT T T T T

Abundancia Relativa
o
(=]

7 119 136

] % 118 NL 4.67E2

| y T T LEARALAASN WAL ™
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

107



Abundancia Relativa

Abundancia Relativa

w
=3
T

n
=}

58

=)

o
I

1004

13 @ ~ @ ©
=] =} o =} o
Tl Tenin o

s
=}

w
=3

91

105

105

19

166

He

m/z150 @ = O

He

NL9.03E3

m/z166 @ =P O

NL1.72E3

T
220

T
240

108



Figura 22- Fingerprints obtidos para as canetas (A) branco apagador; (B) azul apagavel e (C) azul

ndo apagavel.
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Figura 23- Espectros PS-(+)-MS paras as regiGes (A) da assinatura apagada e (B) da assinatura
falsificada.
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Figura 24- Espectros EASI-(+)-MS obtidos para (A) caneta branco apagador; (B) caneta azul
apagavel e (C) caneta azul ndo apagavel.
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Figura 32-Espectros PS-(+)-MS gerado para 10 amostras de cocaina apreendidas, representativas
de todo o conjunto amostral.
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Figura 33- Espectro de fragmentag¢do para os ions de m/z (A) 195; (B) 304; (C)205; (D) 235 e (E)180,
obtidos para as transicdes MRM monitoradas.
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Figura 34- Fingerprint gerado pelo papel usado nas analises.
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Figura 35- Espectros PS-(+)-MS gerado para 10 amostras de cocaina apreendidas, representativas
de todo o conjunto amostral.
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Figura 37- Perfis de fragmentacgdo para os ions de m/z (A) 195; (B) 304; (C)205; (D) 235 e (E)180
obtidos para experimentos MS?2.

100+

Abundancia Relativa
— I+ o Y w @ ~ = w
s 3 8 & & 83 &5 & 8
e bl bbb b bbb bbb bbb bbb ll

=3

NL: 1.05E2

A

H
m/z330 @ — 0

182

330

200

=]
=1

o @ ~ =] © =}
=3 S I~} =] =} =}

N
o

Abundancia Relativa

(5} @
(=3 S

o

o

T ™ T ™1
200 300 400 500 600 700 800 9200 1000

m/z

NL: 3.26E5

B

H
m/z304 @ — 0

304

182

o @ ~ @ © o
=3 =3 I~} =3 =} °

-
o

Abundancia Relativa

(5} @
S S

o

o

86

T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/fz

NL: 4.08E4

C

H
m/z235 @ — 0

235

L DA LA AR L LA A LA B LAAI LA LAt BAAd A Ak s Line LA AL A R M Lk i L et |
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/fz

124



Abundancia Relativa

Abundancia Relativa

o
=}

~
r=}

@
=1

o
=1

'
=}

o
=3

NL: 6.82E3

D
He
m/z205 @ == O
178
145
88
129
.
T R T I R ERT R T R R e R AR TR
100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000
m/fz
NL: 4.97E2
138 E
He
m/z2195 @ == O
195
167
135
w\w"ulw\wu I ASSRRRIAAM AR R T T T T ™
100 200 300 400 500 600 700 800 9200 1000
m/z

125



