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RESUMO

A validagdo de um método analitico € essencial para demonstrar que ele ¢ adequado
para um determinado uso e para garantir a qualidade e a confiabilidade estatistica das
medidas, dos calculos envolvidos no processamento dos dados e dos resultados experimentais
obtidos. Para que um novo método possa ser incorporado nas operacdes de rotina de um
laboratério, devem ser apresentadas evidéncias objetivas e rastredveis de que requisitos
especificos, denominados figuras de mérito, estdo sendo atendidos. No caso da identificacao e
quantificagdo de drogas de abuso, a maioria dos processos de validagdo envolve métodos
analiticos que exigem o uso do padrao certificado do analito. Essa ¢ uma grande dificuldade
no Brasil, uma vez que o acesso a padrdes certificados de drogas de abuso ¢ ainda muito
restrito.  No  presente  projeto, comprimidos de  ecstasy, contendo o
3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), apreendidos pelo Policia Federal, foram
caracterizados e tiveram seu principio ativo quantificado por dois métodos para a construgao
do perfil quimico da droga. A cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama
(CG-DIC), utilizada rotineiramente em laboratérios forenses, foi utilizada como método de
referéncia para avaliacio da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H), que é
um método ainda pouco utilizado. Os dois métodos foram validados, atendendo todos os
requisitos do sistema de gestdo da qualidade do laboratorio central de quimica forense da
Policia Federal, obtendo resultados considerados adequados para linearidade, precisdo,
exatidao, robustez, seletividade, limites de deteccdo e quantificacdo e estimativa da incerteza
de medi¢ao. As amostras de ecstasy analisadas no trabalho correspondem a 25 apreensdes da
Policia Federal, em 6 estados brasileiros, de 2011 a 2013, ¢ foram divididas em 39 lotes. A
andlise por CG-DIC demonstrou que a pureza das amostras variou de 10,5 % a 77,0 % e
alguns adulterantes foram identificados em 15 % dos lotes. Apesar dos resultados
quantitativos dos dois métodos terem sido equivalentes, 0 RMN de 'H se mostrou mais
eficiente e versatil ao realizar tanto a identificacdo inequivoca quanto a quantificacdo do
analito em uma mesma analise, uma vez que dispensa o uso de padrdo do analito e a

construcao de curvas analiticas.

Palavras-chave: Ecstasy. MDMA. CG-DIC. RMN. Validagao.
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ABSTRACT

The validation of an analytical method is essential to demonstrate that it is suitable for
a particular use and to ensure the quality and statistical reliability of the measures, the
calculations involved in the data processing and the experimental results obtained. In order to
incorporate a new method into the routine operations of a laboratory, must be presented
objective and traceable evidences that specific requirements, called figures of merit, are being
attended. Regarding identification and quantification of drugs of abuse, most of validation
processes involve analytical methods that require the use of the analyte’s standard. Since the
access to standards of drugs of abuse in Brazil is still very restricted, it brings a major
difficulty to the wvalidation process. In this project, ecstasy tablets containing 3,4-
methylenedioxymethamphetamine (MDMA), seized by the Federal Police, have been
characterized and had the active ingredient quantified by two methods to achieve chemical
profiling information. The gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID)
method, routinely used in forensic laboratories, was used as reference for evaluating the
proton nuclear magnetic resonance (‘H-NMR) method, which is yet barely used. Both
methods have been validated, complying with all requirements of the forensic chemistry
central lab of Federal Police quality system, with suitable results for linearity, precision,
accuracy, robustness, selectivity, limits of detection and quantification and estimation of
measurement uncertainty. The ecstasy samples analyzed in this work correspond to 25
Federal Police seizures, performed between 2011 and 2013, in 6 Brazilian states, and were
divided into 39 batches. GC-FID analysis showed that sample purity ranged from 10.5 % to
77.0 % and some contaminants have been identified in 15 % of the batches. Despite
quantitative results of both methods were equivalent, the '"H-NMR was more efficient and
versatile to accomplish unambiguous identification and quantification of the analyte in a
single analysis, since it doesn’t require the use of analyte’s standard and the construction of

calibration curves.

Keywords: Ecstasy. MDMA. GC-FID. NMR. Validation.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Relatério Mundial sobre Drogas de 2014 do Escritorio das Nagdes
Unidas sobre Drogas e Crimes (UNODC), estima-se que 5,2 % da populacao mundial de 15 a
64 anos tenham usado drogas ilicitas pelo menos uma vez no ano de 2011, principalmente
substancias pertencentes aos grupos canabinoides, opioides, cocainicos ou anfetaminicos.
Dentre os anfetaminicos, grupo de substidncias composto pela anfetamina e seus derivados,

. .. . 1.2
destacam-se a metanfetamina e os comprimidos conhecidos como ecstasy.

1.1 EcCSTASY

O ecstasy € comercializado principalmente na forma de comprimidos de producao
ilicita que variam em formatos, dimensdes, cores e logotipos. O 34-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) ¢ a substancia ativa mais comumente encontrada
nesses comprimidos e ¢ geralmente utilizado na forma de sal cloridrato (MDMA.HCI), que
tem aparéncia de um p6 de cor branca a bege. Outras substancias ativas andlogas, tais como
3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDEA), 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA),
metanfetamina e anfetamina, também podem ser encontradas (Figura 1). Também ¢
observada esporadicamente a adicdo de substidncias de outras classes quimicas, como
piperazinas ou catinonas, reforcando o carater imprevisivel relacionado com esta atividade
ndo regulada e ilicita. Os farmacos estimulantes cafeina e efedrina sdo adulterantes comuns e
dentre os principais excipientes (substincias utilizadas principalmente para aumentar o
volume e com isso facilitar o manuseio ¢ a compressao do po) encontrados nos comprimidos
de ecstasy estdo a lactose, a celulose, o talco e a sacarose. A presenca de outras substancias e
a ingestdo associada a outras drogas, como o alcool, pode favorecer o aumento dos efeitos

fisiopatologicos. 67
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Figura 1 - Estruturas quimicas de algumas das substancias ativas que podem ser encontradas em

comprimidos de ecstasy

Os efeitos imediatos, apds administracao oral de uma concentragdo tipica, que varia
entre 50 e 150 mg de MDMA por comprimido, se iniciam entre 20 e 60 minutos e podem
durar de 3 a 5 horas. A enzima principal responsavel pelo metabolismo ¢ a CYP2D6, do
sistema hepatico do citocromo P-450. Pode ocorrer persisténcia de efeitos tardios por um ou
dois dias ap6s o uso da droga, devido ao tempo de meia-vida plasmatica em humanos do
MDMA, que ¢ de aproximadamente 8 horas. Logo, sdo necessarios cerca de 40 horas para a

eliminacdo de 95 % da concentragio plasmatica.’

O MDMA pertence ao grupo das feniletilaminas e atua como estimulante do sistema
nervoso central, principalmente na via serotoninérgica. Além disso, € responsavel pela
inibicao das enzimas monoaminoxidase A (MAOA) e monoaminoxidase B (MAOB), gerando
um aumento da concentragdo sinaptica de serotonina, dopamina e norepinefrina. Outras vias
também sdo afetadas, como a neurotransmissao da acetilcolina, da histamina e do 4cido gama-
aminobutirico (GABA), pela afinidade da droga pelos transportadores ou interagao direta com

os receptores desses neurotransmissores.”~

Essa droga pode produzir alteragdo do humor, da cogni¢do, do sono e da memoria e,
por isso, pode gerar sensagdes de euforia, animo e aumento da comunicagdo, o que justifica
seu consumo associado a festas e raves. Em doses excessivas também pode causar

alucinagdes e desencadear uma série de efeitos adversos, como desidratacdo intensa, falta de
2



apetite, esgotamento fisico e mental. Alguns efeitos sdo mais comuns apds uso cronico, como
depressao, ansiedade, hepatotoxicidade e problemas cardiacos. As caracteristicas fisicas e
psicologicas do usuario, assim como a dose, frequéncia e duragdo do uso, influenciam, de

: . 234,59
forma direta, nos efeitos causados pela droga.””™>

A sintese do MDMA pode ocorrer por varios processos quimicos, mas os dois
precursores mais citados na literatura sdo o piperonilmetilcetona (PMK) e o safrol. O PMK
deve passar por uma aminag¢do redutiva com metilamina, que pode ser feita por uma
diversidade de agentes redutores, sendo os mais empregados o borohidreto de sddio (NaBHy4)
a baixa temperatura, o cianoborohidreto de s6dio (NaCNBH3;) ou um redutor de carater
metéalico composto por uma amalgama de aluminio e mercurio (Al/Hg). Um esquema das

equacdes quimicas de aminagdo redutiva do PMK para formar o MDMA encontra-se na

Figura 2.}
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Figura 2 - Esquema de sintese do MDMA a partir do PMK, pelo método de aminagdo redutiva

O safrol também ja apresenta em sua estrutura o grupo fenilmetilenodioxi e sua
conversao a MDMA passa pela formag¢do de um intermedidrio. O intermedidrio MDPBP ¢
formado pela bromacao do safrol, que depois sofre uma reacdo de substituicdo nucleofilica
com metilamina para formar o MDMA. O esquema de sintese do MDMA a partir do safrol

estd na Figura 3.°
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Figura 3 — Esquema da sintese de MDMA a partir do safrol pelo método de bromagao

A andlise das impurezas presentes nos comprimidos pode indicar qual via sintética foi
utilizada. Nao se espera que ocorra etapas elaboradas de purificagdo durante a producao dos
comprimidos, ja que essa ¢ ilegal e clandestina, e por isso é provavel que se encontrem
analitos que possam ser correlacionados com o método utilizado na sintese do MDMA. Essa
analise pode ser feita por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG-
EM), por exemplo. Essas informacdes também podem ser utilizadas para correlacionar

- , . . i 3
apreensodes, mapear rotas de trafico e de distribuicdo dessas drogas.

Virias técnicas analiticas podem ser utilizadas para a identificagdo e quantificacdo de
MDMA em comprimidos de ecstasy. A cromatografia gasosa (CG) ¢ uma das técnicas mais
utilizadas e pode estar acoplada a diversos detectores para essa andlise, como a espectrometria
de massas (EM), ao detector por ionizagdo em chama (DIC) e ao detector de nitrogénio e
fosforo (DNP). A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por fluorescéncia
(CLAE-DF) ¢ outro tipo de cromatografia que também pode ser empregado. A determinagao
da pureza de comprimidos de ecstasy também pode ser feita por métodos que nao envolvem

= A ” 3,4,5,9,25
uma etapa de separag@o, como por ressonancia magnética nuclear (RMN).”"™"

1.2 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Uma boa técnica analitica, e em especial para aplicagdes forenses, deve ser simples e
de rapida execug¢do, gerando resultados confidveis, além de atender as exigéncias normativas.
Para demonstrar que um método ¢ adequado e garantir a qualidade das medidas e a
confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no seu processamento este deve ser

submetido ao processo de validagdao. Validacdo ¢ o termo utilizado quando se apresentam
4



evidéncias objetivas, e rastreaveis, de que os requisitos especificos para um determinado uso
de um método sdo atendidos. A confirmagao que o método pode ser inserido nas operacdes de
rotina de um laboratdrio e a definicdo do seu alcance sdo feitas quando alguns parametros
qualitativos e quantitativos, conhecidos como figuras de mérito, sdo determinados. Dentre as
figuras de mérito descritas na literatura especializada e que se aplicam a validagao de analises
quimicas forenses estdo: linearidade, seletividade, precisdo, exatidao, limites de detecgdo e

quantificagdo, robustez e estimativa da incerteza da medigdo.>' 112

A linearidade expressa a habilidade do método em gerar uma resposta analitica
diretamente proporcional a concentragdo do analito na amostra. Uma das formas de
demonstrar a linearidade de um método ¢ pela constru¢do de uma curva analitica, a partir da
aplicacdo da regressdao linear, determinada pelo método dos quadrados minimos, em um
grafico da resposta do método pela concentragao do analito. A partir da equagdo da reta
obtida, calculam-se os residuos, que devem apresentar perfil aleatério e ndo ter valores
discrepantes, e o coeficiente de determinagdo (R?), que ¢ uma medida descritiva da proporgdo
da variacdo de y que pode ser explicada por variagdes em X, segundo o modelo de regressao
linear simples. Quanto mais proximo de 1 estiver o R%, melhor serd o grau de explicacio da
variacdo de y em termos da varidvel x. Alternativamente, pode-se realizar a analise da

A - ~ 10,11,12,13
variancia na regressao.

A matriz de uma amostra pode conter componentes que interferem no desempenho do
método. A capacidade de um método de separar e identificar, de forma inequivoca, um analito
¢ demonstrada pelo estudo da sua seletividade, também chamada de especificidade. A
avaliagdo da seletividade leva em conta os componentes que podem fazer parte da matriz do
analito de interesse, como outros componentes ativos, excipientes, impurezas e produtos de
degradacao. Outras figuras de mérito, como a linearidade, a exatidao e a precisao, dependem
da garantia da seletividade, caso contrario seus resultados ndo sdo confiaveis. Por isso, a
seletividade deve ser um dos primeiros passos no desenvolvimento e validagdo de um método

e 11,13
analitico. >

Os experimentos mais utilizados na avaliagao da seletividade envolvem ensaios com
padrdes ou materiais de referéncia, que irdo simular a matriz com e sem o analito de interesse,
ou com amostras reais com e sem o analito. A capacidade de identificacdo do analito de
interesse na presenca da matriz deve ser demonstrada pela nao identificacdo de interferéncias

no sinal do analito de interesse. Quando eventuais interferentes ou a matriz sem o analito nao



se encontram disponiveis durante a validacdo, sugere-se a avaliacdo de medi¢ao do analito por
diferentes métodos, técnicas ou por meios de variagdes nas condi¢des de andlise. O método de

adicdo de padrio também ¢ uma alternativa.'"!

A precisdo demonstra o grau de concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas. As trés formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da
precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, que sdo avaliadas ao longo da faixa de trabalho
e sdo usualmente expressas pelo desvio padrao e coeficiente da variagdo. O coeficiente de
variacao (CV), sindnimo de desvio padrao relativo (DPR), também conhecido como RSD, do
inglés relative standard deviation, é usualmente expresso em porcentagem e ¢ calculado

segundo a equagao a seguir:

(1

CV == x100

XRil @«

em que s ¢ o desvio padrio e X é o valor médio da medida.'®"!

A repetitividade avalia a dispersao dos resultados obtidos, em um curto periodo de
tempo, sob as mesmas condi¢gdes de medi¢ao e pode ser determinada por meio da andlise de
padrao, material de referéncia ou pela adi¢do do analito a branco da amostra. A repetitividade
do equipamento, também chamada de precisdao instrumental, ¢ a medida do CV apds analises
consecutivas de uma mesma solugdo no método proposto. Ja a repetitividade do método ¢ a
analise de uma mesma amostra, nas mesmas condi¢des: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo equipamento e mesmo método, em preparagdes diferentes, sucessivas e em

um curto intervalo de tempo.'!'%!!4

A precisao intermediaria avalia a variabilidade dos resultados dentro de um
laboratério. Nessa analise, algumas condi¢gdes definidas sdo variadas e as analises podem ser
divididas por ensaios, em que cada ensaio apresenta a variacdo de uma condi¢do, como
diferentes dias, equipamentos ou operadores. O resultado ¢ expresso pelo coeficiente de
variacdo de cada um dos ensaios € o0 objetivo ¢ verificar se, em um mesmo laboratério, o

método fornecerd, estatisticamente, 0 mesmo resultado apesar das alteragdes realizadas.'>">

A reprodutibilidade ¢ resultado de um estudo colaborativo entre laboratorios. A
mesma amostra ¢ preparada e analisada, seguindo o mesmo método, em dois laboratorios
diferentes, por operadores diferentes, em equipamentos diferentes. Essa comparagao

interlaboratorial ¢ importante principalmente quando a validagdo do método tem como
6



objetivo a inclusdo do mesmo em guias de padronizagdo de procedimentos analiticos, como

o 11,13
na farmacopéia. -

A exatiddo ¢ definida como o grau de concordancia entre resultados individuais
obtidos experimentalmente e o valor de referéncia. A avaliagdo da exatidao pode ser feita por
diversos métodos, como pelo uso de material de referéncia certificado (MRC) ou padrao
certificado, comparacdo entre métodos, ensaios de recuperacdo e adi¢do de padrio. O
certificado de um MRC ¢ um documento com o valor de concentragdo do analito e a incerteza
associada e com garantias da estabilidade e rastreabilidade do mesmo. Através dos resultados

1 . - ” 113
da exatiddo ¢ possivel observar erros sistematicos e aleatdrios.

O limite de detec¢do (LD) ¢ a menor concentragdo do analito que pode ser detectada,
mas nao necessariamente quantificada, por um método analitico. Para a determinagdo da
concentracdo minima de analito que o método consegue quantificar calcula-se o limite de
quantificagdo (LQ). Esses limites podem ser calculados por trés métodos diferentes: o visual,
o da relagdo sinal/ruido e o baseado nos parametros da curva analitica. O LQ utiliza valores
maiores na base de calculos em todos os métodos, para que a quantificacdo seja

confiavel '%131416

O método visual utiliza solugdes contendo baixas concentracdes conhecidas da
espécie de interesse. A menor concentragdo que pode ser detectada visualmente e que seja
distinta do sinal do ruido ¢ considerada como LD, enquanto o LQ corresponde a menor
concentracdo que pode ser quantificada de acordo com os limites de exatiddo e precisao
definidos para o método. A relagdo sinal/ruido € a comparagao entre a altura do sinal do
analito em uma concentra¢do baixa conhecida e a altura do sinal do ruido, de forma que o
analito possa ser facilmente identificado. Considera-se aceitavel que o LD tenha uma relagao
sinal/ruido de 3:1 e o LQ, de 10:1. Os métodos visual e da relagdo sinal/ruido geram
resultados rapidamente, porém baseiam-se em parametros qualitativos, enquanto o método
que se baseia nos parametros da curva analitica utiliza valores quantitativos e calculos

estatisticos.' 131416

Para o calculo do LD e LQ a partir dos parametros da curva analitica, calcula-se o
desvio padrao da resposta, que pode ser estimado do desvio padrdo do branco, da equacgdo da
linha de regressdo ou do coeficiente linear da equagdo. Softwares como Microsoft Excel® ou
Microcal Origin® podem calcular os pardmetros da curva e fornecer a estimativa do desvio

padrao da resposta. Para a determinacdo do LD, a razdo do desvio padrao da resposta pelo

7



coeficiente angular da curva analitica deve ser multiplicada por 3, enquanto o LQ ¢

determinado pela multiplicagdo dessa mesma razdo por 10.'*'®

A robustez mede a sensibilidade do método frente a pequenas, mas deliberadas,
variacoes de parametros associados ao método. As mudancas aplicadas refletem alteracdes
que podem ocorrer quando um método ¢ transferido para outro laboratério. Em um método
por cromatografia gasosa, avalia-se a robustez, por exemplo, pela variagdo de parametros
como volume de inje¢do, programacao da temperatura, natureza do gas de arraste, etc. Uma
maneira muito utilizada para determinar a robustez ¢ através do teste de Youden. Esse teste
permite, além de avaliar a robustez do método, identificar a influéncia de cada uma das
variagoes nos resultados finais. Esse teste consiste na analise multivariada de sete variaveis
que podem influenciar o método. Cada varidvel ¢ modificada para mais e para menos do valor
utilizado no método original. Um total de oito experimentos sdo realizados e o efeito de cada

., , . 11,12,16,1
variavel é analisado.' %1617

A incerteza de medicdo ¢ o pardmetro que caracteriza a dispersdo dos valores
atribuidos a um mensurando, ou seja, a grandeza que se pretende medir. O resultado de uma
medicao €, em geral, apenas uma aproximacao do valor do mensurando, logo, s6 ¢ completo
quando acompanhado pela incerteza. A incerteza nao pode ser confundida com o erro de uma
medicao e, de forma geral, ndo pode ser usada para corrigir o resultado, sendo apenas uma
indica¢do quantitativa da qualidade da medicdo. A incerteza assume a forma de uma faixa e
pode ser aplicada a todas as determinacdes, quando estimada para um procedimento analitico
e um tipo definido de amostra. Além disso, ¢ indispensavel para que os resultados de uma
medicdo possam ser comparados entre si ou com valores de referéncias fornecidos por um

certificado, por exemplo.'®

A medi¢do quimica geralmente depende de uma combinacdo de etapas, sendo todas
elas possiveis fontes de incerteza. Como exemplo de fontes de incertezas tém-se a
amostragem, efeitos de matriz e interferéncias, condi¢des ambientais, incertezas de massas e
de equipamentos, valores de referéncia, aproximagdes e suposi¢des incorporadas ao método e
ao procedimento de medigdo, variagio aleatoria. E necessario determinar a contribuicio
quantitativa de cada uma dessas fontes para que se tenha uma estimativa completa e
confidvel, por isso a estimativa da incerteza de uma medi¢do quimica pode se tornar, na

pratica, uma tarefa muito complexa.'®



O Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicao, referenciado pela norma ISO/IEC
17.025, preconiza o método classico, ou bottom-up, como a abordagem a ser seguida no
calculo da estimativa da incerteza. Esse método envolve 4 etapas. Primeiramente, faz-se a
especificagdo do mensurando, em que se define o que se estd medindo e sua relacdo com as
grandezas de entrada. Na segunda etapa, identificam-se todas as possiveis fontes de incerteza,
pelo diagrama de Ishikawa, incluindo as fontes relacionadas diretamente com o mensurando,
descritas na etapa anterior, quanto as fontes externas. Na etapa seguinte, estimam-se as
incertezas associadas de cada uma das fontes identificadas. Na quarta, e ultima etapa, as
incertezas associadas, expressas como desvio padrio, sdo somadas para a obtencdo da
incerteza padrdo combinada. Para o célculo da incerteza expandida utiliza se um fator de

abrangéncia apropriado.'>'®

A estabilidade de solugdes ndo ¢ uma figura de mérito do método, mas ¢ importante
ser estudada para garantir resultados confidveis e reprodutiveis. O estudo da estabilidade das
solugdes das amostras e dos padroes deve ser feito em relagdo as condigdes de temperatura e
tempo de armazenagem. Em caso de solugdes pouco estdveis a temperatura ambiente, a
diminui¢do da temperatura, como armazenamento em freezer, pode aumentar o tempo util da
solu¢do. Em relagdo ao tempo, ¢ desejavel que as solugdes sejam estaveis por dias ou meses,
mas ha alguns casos em que as solu¢des devem ser preparadas a cada vez que as amostras
forem analisadas. Determinando-se a estabilidade das solucdes, e a forma ideal de estocagem,

o processo de validag¢io pode ser otimizado.'



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente projeto tem como objetivo desenvolver e validar os métodos de
quantificagdo de MDMA em comprimidos por cromatografia gasosa com detector por
ioniza¢do em chama (CG-DIC) e por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H). Além disso, pretende-se caracterizar e quantificar amostras reais de comprimidos de
ecstasy apreendidos pela Policia Federal e avaliar o desempenho dos métodos validados na

determinagdo do teor de MDMA nessas amostras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar um método de quantificagdo de MDMA por CG-DIC para inser¢ao

nas rotinas de analises da Policia Federal.

e Desenvolver e validar um método de quantificagio por RMN de 'H para analises de

drogas de abuso.
e Demonstrar a aplica¢do do método de quantificacio por RMN de 'H para MDMA.

e Caracterizar e quantificar comprimidos de ecstasy, contendo MDMA, apreendidos pela

Policia Federal.
e Avaliar possiveis correlagdes entre diferentes lotes de comprimidos.

e Comparar os resultados das quantificacdes das amostras reais por CG-DIC e RMN de 'H.
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3 MATERIAIS

3.1 VIDRARIA

e Almofariz e pistilo

e Baldes volumétricos calibrados de 10 mL e 2 L

e Baldo de fundo redondo

e Béquer de 50 mL

e Dispensador com capacidade para 10 mL

e FErlenmeyers de vidro de 50 mL

e Frascode2 L

e Frascos de vidro ambar para descarte de solventes clorados

e JVials de 2 mL para amostrador automatico com tampa de crimpagem com septo

e Tubos de RMN Wilmad® 600 MHz economy 5 mm ou Norell Select Series™ 600 MHz

5 mm

3.2 PADROES E REAGENTES

e Acido Maleico: Sigma-Aldrich, > 99,0 % (grau HPLC)
e Acido Maleico: Sigma-Aldrich, 99,99 %

e Aminopirina: Sigma-Aldrich, 99,1 %

e Anfetamina.HCI: Lipomed, 99,9%

e Benzocaina: Sigma, 99,9 %
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Cafeina: Acros Organics, 98,5 %

Celulose microcristalina: Merck, >95%
Cloroformio P.A.: Tedia Brazil, grau HPLC
Dietilamina P.A.: Sigma

Diltiazem.HCI: Sigma, > 99 %
Dimetilsulfona: Sigma-Aldrich, 99,73 %
Dipentilftalato (Padrao interno): Acros Organics, 97,0 %
Fenacetina: TCI-EP, 99,9 %
Hidroxizina.2HCI: Sigma, > 98 %
Levamisol.HCI: Sigma, > 99 %
Lidocaina.HCL.H20: Sigma, > 97 %
MDA.HCI: NMI, 99,5 %

MDEA .HCI: Lipomed, 99,6 %
MDMA.HCI: NMI, 99,6 %
Mefedrona. HCl: LGC, 99,9 %

Oxido de deutério: Sigma-Aldrich, 99,9 %
Paracetamol: Tylenol®

Procaina.HCl: Sigma, > 97 %

Sacarose: Merck, >95%

TFMPP: Padrao de trabalho SEPLAB/PF

TSP-d4: Sigma-Aldrich, 98 %
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3.3 EQUIPAMENTOS

e Balanga analitica: XP 205, Mettler Toledo, 0,01 mg.
o Centrifugas: Q-222-B, Quimis® ¢ CR41, Jouan, Thermo Electron Corporation®.

e CG-DIC: Cromatografo gasoso Agilent Technologies® 6890N com detector de ionizacdo
em chama, colunas RXI-1MS ou DB-1MS Agilent Technologies®, 25mx 0,2 mm x 0,33
um, injetor do tipo split/splitless e amostrador automatico para liquidos Agilent
Technologies® série 7693A com seringa de 10 pL. Os gases utilizados, da IBG, foram: ar
sintético grau 5.0, gas hélio grau 5.0; gas hidrogénio grau 5.0; gés nitrogénio grau 5.0. O
cromatografo foi acoplado a uma estagdo de trabalho com os softwares MSD
ChemStation e Enhanced Data Analysis, ambos da Agilent Technologies®, instalados

para controle do sistema e andlise de dados respectivamente.

e CG-EM: Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, utilizando
cromatografo Agilent Technologies 6890N, detector seletivo de massas (operando a 70
eV) Agilent Technologies 5973 Inert, injetor automatico Agilent Technologies 7693 A
Series e coluna Rxi-1MS.

e Digitalizador: VSC40, Foster+Freeman Video Spectral Comparator.

e FTIR-ATR: Espectrofotdometro de infravermelho (FTIR-ATR, do inglés attenuated total
reflectance fourier transform infrared spectroscopy) 1S10, Thermo Nicolet, com
acessorio de ATR Smart iTR diamante, 16 scans, resolu¢do 4 cm-1, espectro 4000-525
cm-1. A estagdo de trabalho que estava conectada ao FTIR-ATR continha o software

OMNIC 8 da Termo Fischer Scientific®, para analise dos espectros adquiridos.
e Pipeta automatica P5000 e P100: Gilson®.

e RMN: Ressonancia magnética nuclear Bruker Avance III HD, operando em campo
magnético de 14 T e a frequéncia de 'H de 600 MHz e equipado com sonda do tipo
broadband observe (BBFO) 5 mm, situado no laboratério de RMN, no Instituto de
Quimica (IQ) da Universidade de Brasilia. Os espectros adquiridos foram processados

utilizando-se o software Topspin 3.2 da Bruker”.
e Rotaevaporador: Buchi ®.
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e Ultrassom: 1510 Bransonic®.

e Vortex: Denley Vibromix, Thermo Electron Corporation®.

3.4 AMOSTRAGEM

A partir de um conjunto de 148.268 comprimidos de ecstasy, contendo MDMA,
apreendidos de 2011 a 2013 pela Policia Federal em diversos pontos do pais, foram
encaminhados 682 comprimidos ao Instituto Nacional de Criminalistica (INC) em Brasilia,
para andlises do Projeto PeQui (Perfil Quimico das Drogas), que foram separados em lotes

para andlise quantitativa de um comprimido de cada lote pelos métodos validados.
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4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO DE
QUANTIFICACAO DE MDMA POR CG-DIC

4.1 INTRODUCAO

Na andlise forense de drogas preconiza-se o uso de pelo menos duas técnicas analiticas
distintas para a identificacdo inequivoca da substancia. Geralmente, a droga ¢ submetida a um
teste preliminar, ou teste de triagem, que € simples e rapido, porém de baixa especificidade e
pode apresentar resultados falso-positivos. Por isso, quando uma droga apresenta resultado
positivo na triagem, dois métodos, mais especificos e com maior poder de discriminagao,
devem ser utilizados para a confirmacdo do resultado e a partir deles obtém-se o resultado
definitivo. As técnicas de triagem comumente utilizadas nos laboratorios forenses sdo
imunoensaios e testes colorimétricos, enquanto as técnicas usadas na analise confirmatoria

sdo cromatografia gasosa ou liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas.”'*2°

A cromatografia gasosa (CG) ¢ um método fisico-quimico empregado de forma ampla
€ que permite a separagdo, identificagdo e determinacdo quantitativa de componentes
quimicos em misturas complexas. Os componentes de uma amostra vaporizada sao separados
em consequéncia de sua parti¢ao entre uma fase movel gasosa e uma fase estacionaria liquida
ou solida contida dentro da coluna. A eluigdo ¢ feita por um fluxo de fase movel gasosa
inerte, denominado gés de arraste, que ndo interage com as moléculas do analito e cuja funcdo
¢ transportar o analito através da coluna. O controle da temperatura da coluna ¢ um fator
determinante para a separacao dos analitos e obtengao de resultados precisos e reprodutiveis.
A temperatura 6tima depende dos pontos de ebuli¢do dos componentes da amostra e do grau
de separagdo que se almeja, uma vez que os tempos de retencdo dependem das forgas de
interacdo dos analitos com a fase estacionaria e das temperaturas de ebuli¢do dos

componentes da amostra.®*!*%3

Um dos detectores mais utilizados nos laboratorios forenses ¢ o detector por ionizagao
em chama (DIC) por ser aplicado com sucesso para a maioria dos compostos organicos. A
técnica de CG-DIC baseia-se na comparagdo entre tempos de retencdo do analito e do seu

material de referéncia. Portanto, essa analise depende da disponibilidade de uma quantidade
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suficiente de material de referéncia (padrdo) dos analitos a serem determinados, tanto para a
efetiva identificagdo por comparacdo de tempos de retengdo, quanto para a constru¢do das

curvas analiticas, quando o objetivo &, também, quantificar.”®'>'*

Neste capitulo serdo apresentados os métodos, resultados e discussdes referentes a

validag¢do do método de quantificagdo de MDMA por CG-DIC.

4.2 METODOS

A metodologia empregada teve como referéncia o método validado de determinacao
do teor de cocaina utilizado pelo laboratério de quimica forense da Policia Federal em
Brasilia (SEPLAB/INC)." Os parametros de aceitagdo utilizados nas figuras de mérito foram
baseados, principalmente, no Procedimento Operacional Padrao (POP) do INC de validagdo
de métodos de andlises cromatograficas quantitativas e em bibliografia especializada. Um
teste estatistico, teste de Grubbs, foi aplicado com o uso do software Minitab® em todos os

. rqe . . ~ . 11
conjuntos de analises para a identificacdo de outliers.

Em todas as andlises uma solugdo estoque de padrao interno foi utilizada e 10 mL
dessa solu¢ao foram dispensados diretamente sobre a amostra ou sobre o padriao de
MDMA HCI. As amostras reais com os registros 913/13 e 3267/13 foram usadas na analise de
algumas figuras de mérito, como precisdo, para suprir a baixa disponibilidade do padrao

certificado de MDMA .HCI.

Um branco, solugdo com apenas cloroféormio, foi analisado no inicio, a cada cinco
analises e ao final de todas as sequéncias de inje¢do no CG-DIC, para garantir que ndo tenha

ocorrido carry over e assim evitar interferéncias.

4.2.1 Condicoes cromatograficas

Com injetor mantido a 280 °C, foi injetado 1 pL de amostra, com razdo de split de

50:1. O gas de arraste utilizado foi o hélio, a um fluxo constante de 1,0 mL/min. O forno foi
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programado para se manter a temperatura inicial de 150 °C por 2 minutos, seguido de uma
rampa de aquecimento de 30 °C/min até atingir 315 °C (mantida por 4,5 minutos), sendo o
tempo total da analise de 12 minutos. O detector por ionizagdo em chama foi mantido a 320
°C, com fluxo de hidrogénio (H;) de 35,0 mL/min, fluxo de ar de 350,0 mL/min e fluxo de

nitrogénio de 35,0 mL/min.

4.2.2 Preparo da solucio de padrao interno

Aproximadamente 1024,00 mg de dipentilftalato (padrao interno) foram pesados em
béquer, solubilizado em cloroférmio e a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de
2 L. O béquer foi lavado 5 vezes com cloroférmio e as solu¢des foram transferidas para o
mesmo baldo volumétrico. Apos acrescentar aproximadamente 1 L de cloroférmio, 4 mL de
dietilamina foi adicionada a esse baldo, com o auxilio de uma pipeta automatica, € o volume
foi completado com cloroférmio. A solugdo de padrdo interno (PI) foi entdo transferida para

um frasco de 2 L, no qual foi colocado um dispensador de 10 mL.

A solugdo de PI foi conservada sob refrigeracao por até 3 meses a partir da preparagao,
prazo no qual a estabilidade ja foi demonstrada por estudos feitos por peritos do INC. Sempre
que necessario, uma nova solugdo era preparada e a concentracdo anotada para ser

posteriormente usada nos célculos de concentragdo relativa.

4.2.3 Homogeneizacio das amostras reais

Cerca de 150 comprimidos da amostra de registro 3267/13 foram pulverizados e
homogeneizados por 1 minuto com o auxilio de almofariz e pistilo. O p6 foi entdo transferido
para um baldo de fundo redondo que foi conectado a um sistema de rotagdo, utilizando-se o
rotaevaporador, por Smin. O p6 foi devolvido a um almofariz e o procedimento
homogeneizagdo/rotagdo foi repetido mais 5 vezes. O po6 obtido foi dividido em partes iguais
e acondicionado em tubos plasticos. O mesmo método foi realizado com cerca de 40

comprimidos da amostra de registro 913/13.
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4.2.4 Curva analitica

A linearidade foi demonstrada pela constru¢do de uma curva analitica com valores de
area relativa (Area MDMA.HCl/Area PI) versus concentragdo relativa (Concentragio de
MDMA .HCl/Concentracao de PI). Foram preparadas, em triplicata, solu¢des com o padrao de
MDMA.HCI em solu¢do de padrao interno, em nove niveis de concentracdo, na faixa de 0,02
a 0,90 mg/mL. A média de cada ponto foi plotada em um grafico e uma reta foi obtida pela
aplicacdo da regressao linear pelo método dos quadrados minimos, excluindo-se a origem

como um dos pontos da curva.'*!>!*

A avaliacdo da linearidade foi feita pelo valor do coeficiente de determinagdo (R?)
que, para atender os critérios de aceitacdo do POP de validagdo do SEPLAB/INC, deve ser
maior que 0,998 e pelo coeficiente de variagdo (CV) das replicatas de cada ponto de

concentragdo, que deve ser igual ou inferior a 5 %."

Os erros aleatdrios e possiveis outliers foram avaliados pela construgdo de um grafico

de residuos. Os residuos foram calculados conforme a equacao abaixo:
Residuos = Yoyrpq — Yexp )

onde Yuva € 0 valor da area relativa estimado pela curva analitica em cada ponto de
concentragio de MDMA.HCI e Yo, € o valor da darea relativa média obtida
experimentalmente, ou seja, a partir dos cromatogramas, referente 8 mesma concentragdo. A
distribuicao dos residuos no grafico deve ser aleatéria, nao apresentando curvaturas ou

tendéncias.'”

4.2.5 Figuras de mérito

4.2.5.1 Seletividade

A seletividade foi demonstrada analisando-se trés solugdes: solugdo A contendo

substancias analogas ao MDMA (MDEA e MDA), mefedrona, paracetamol; solu¢do B com
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outros possiveis adulterantes (cafeina, benzocaina, diltiazem, fenacetina, hidroxizina,
levamisol, lidocaina, procaina e aminopirina) ¢ solu¢gdo C contendo anfetamina, além de
MDEA e mefedrona. Todas as trés solugdes continham também, o padraio de MDMA e
dipentilftalato, padrao interno do método. Cada analito foi analisado isoladamente para que os
picos dos mesmos pudessem ser identificados também nos cromatogramas das misturas e para
a identificacdo de eventuais interferéncias no sinal do MDMA. A escolha das substancias a
serem pesquisadas como possiveis interferentes foi feita apds consulta a literatura e

disponibilidade no laboratério.>*”

O fator de retengdo (k’), que ¢ a medida do tempo de retengdo (t;) do analito sobre o
tempo de retengdo do solvente, foi calculado para 0o MDMA e, para a metodologia proposta,
deve ser maior que 2. A resolucdo (Rs), que ¢ a medida da separagdo entre dois picos, deve

ser maior que 1,5 para o MDMA e ¢ calculada conforme a equagado abaixo:

At, 3)

(Wg+ wp)

Rs =

onde At; ¢ a distancia entre o centro de dois picos consecutivos ¢ w ¢ a largura das

1116
bases desses picos.

4.2.5.2 Precisdo

Os testes de precisao foram realizados em trés experimentos diferentes: repetitividade
do equipamento, repetitividade do método e precisdo intermediaria. Nos dois tltimos testes,
amostras reais ¢ homogéneas contendo MDMA .HCI foram usadas sem prejuizo para a analise

dos resultados.

A repetitividade do equipamento foi avaliada analisando-se trés solug¢des, cada uma
em um nivel de concentragdo de MDMA.HCI (baixo, médio, alto). Cada solugao foi injetada
seis vezes no CG e os valores dos coeficientes de variagdo para cada nivel de concentragdo

foram avaliados, devendo ser igual ou inferior a 5 %.'°

A repetitividade do método foi avaliada a partir dos coeficientes de variagdo de

amostras contendo MDMA.HCI. Seis replicatas para cada nivel de concentragdao (baixo,
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médio, alto) foram preparadas e analisadas por um mesmo analista, em um mesmo dia, no
mesmo equipamento ¢ em um mesmo laboratério, totalizando 18 preparagdes. O CV para

cada nivel de concentragdo deve ser igual ou inferior a 10 %.'"'>!¢

A precisao intermediaria foi avaliada através da analise de amostras contendo
MDMA.HCI em trés ensaios independentes: a) mesmo analista, dias diferentes, mesmo
equipamento; b) mesmo analista, mesmo dia, equipamentos diferentes; c) analistas diferentes,
mesmo dia, mesmo equipamento. Em cada ensaio, foram preparadas seis replicatas das
solucdes contendo MDMA.HCI para cada condicdao, em trés niveis de concentragdo (baixo,
médio, alto). A avaliagdo foi feita pelo coeficiente de variagdo, que deve ser inferior a 10 %

. ~ : - 11,16
para cada nivel de concentra¢do em todos os ensaios realizados. -

4.2.5.3 Exatiddo

A exatiddo foi determinada através da preparagao de misturas contendo o analito de
interesse, MDMA.HCI padrio, e celulose, matriz semelhante a encontrada em amostras reais,
em 3 niveis de concentracdo (baixo, médio, alto), dentro da faixa linear do método. O
MDMA HCI e a celulose foram pesados diretamente em um mesmo erlenmeyer € as massas
individuais foram somadas, para simular a massa de uma amostra, sendo o resultado
considerado como massa total. Para cada nivel de concentracdo foram preparadas trés

~ 11,1516
solugdes.

Os valores de area relativa calculados a partir dos cromatogramas foram usados no
calculo das concentracdes de MDMA.HCI, a partir da equagdo da reta. Esses valores e a
massa total foram usados no célculo da pureza experimental. A pureza dada pelo certificado
do MDMA.HCI padrao (Pcerificado) fo1 utilizada, juntamente das massas pesadas, no célculo da

pureza de referéncia (Preferencia), conforme a equagao abaixo:

massa MDMA padrao X Pcertificado 4)

P N . =
referéncia massa total

O erro relativo (ER), expresso em porcentagem, deve ser inferior a = 10 % para cada

solucdo e foi calculado conforme a equagdo a seguir:' "'
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ER % = Preferéncia - Pexperimental )
0 pr—

x 100

Preferéncia

4.2.5.4 Robustez

A robustez foi avaliada em dois testes separados. No teste A, analisou-se uma solugao,
preparada em triplicata, contendo MDMA.HCI padrio e interferentes que possuem tempo de
retencdo no método préximo ao do MDMA.HCI (MDEA.HCI, MDA.HCI, mefedrona.HCI,
cafeina e paracetamol). Foram realizadas variagdes controladas no método proposto em cinco
parametros criticos para a cromatografia gasosa, através de um planejamento fatorial
fracionado, baseado na abordagem de Youden, que resultou em 8 ensaios. No experimento
variou-se, para mais e para menos, fluxo/vazao do gas de arraste, temperaturas do injetor e do

forno de colunas, razao do split do injetor e volume de amostra injetado, conforme descrito na

Tabela 1,116V

Tabela 1 - Parametros e ensaios utilizados na robustez (CG-DIC)

Parametro Original Ensaios com variacdes controladas
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Fluxo
(mL min-1) 1,0 0,9 0,9 0,9 0,9 1,1 1,1 1,1 1,1

Tinjetor (°C) 280 285 285 275 275 285 285 275 275

T oo (°C) 150 155 145 155 145 155 145 155 145
Razdo Split 50 55 55 45 45 45 45 55 55
Vinjecao (LL) 1,0 1,1 0,9 1,1 0,9 0,9 1,1 0,9 1,1

O efeito das variacdes de cada parametro foi estimado calculando-se o erro relativo da

concentracao média de MDMA.HCI da triplicata nas 4 analises em que o parametro estava em
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uma mesma condi¢a0 (Cexperimental) cOm a concentracdo de referéncia (Creferencia), concentragao
média obtida pelas solu¢des injetadas nos parametros originais do método. O erro relativo ndo

deve ser superior a + 10 % e foi calculado segundo a equacao abaixo:

Creferencia - Cexperimetal (6)

x 100

ER% =

Creferéncia

Além disso, os coeficientes de variagdo para as concentracdes média de MDMA.HCI
das replicatas em cada ensaio deve ser inferior a 10 % e a resolu¢do cromatografica média (Rs

média), maior que 2,0 para 0 MDMA em todos os ensaios.'®!

Um segundo teste de robustez, teste B, foi realizado para avaliar o uso de dispensador
ou de baldo volumétrico calibrado na etapa de dissolu¢do da amostra. Uma mesma amostra
contendo MDMA HCI foi analisada seguindo o método com baldo volumétrico e com o
dispensador na medida do volume da solu¢ao de PI adicionado a amostra. Foram preparadas
seis replicatas para cada método, totalizando-se 12 solugdes. A pureza da amostra obtida com
o uso do dispensador ndo pode ter erro relativo superior a 10 % em relagdo aquela obtida com
o baldo volumétrico para que o método seja considerado robusto em relacdo ao uso do
dispensador. Os coeficientes de variagdo para as concentragdes média de MDMA.HCI nas

replicatas em cada ensaio deve ser inferior a 10%.

4.2.5.5 Estabilidade

A estabilidade foi avaliada pela preparacao de solucdes de MDMA.HCI, em duplicada,
em concentragdes baixa, média ¢ alta, dentro da faixa linear do método. As solugdes foram
analisadas apds periodos de tempos considerados adequados aos propositos do método. Para
analise da estabilidade em temperatura ambiente, as solu¢des foram mantidas sobre a bancada
e analisadas no dia da preparacao e apds 2 semanas. Outras fracdes das solugdes foram
mantidas em congelador, a temperatura de —15 °C, e também analisadas no dia do preparo e
apos 3, 14, 30 e 60 dias. As solucdes sdo consideradas estdveis quando o erro relativo da
pureza média do MDMA .HCI obtida apds o periodo avaliado (P,) ndo for superior a + 5 % em
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relagdo ao valor calculado no dia do preparo (P1) para todos os niveis de concentragio.”'® O

calculo do erro relativo foi feito conforme a equagao abaixo:

P, — P %)
ER%=% x 100

4.2.5.6 Limites de detec¢do e quantificagcdo

Os limites de detec¢ao e quantificagdo foram estimados por extrapolagdo da curva

analitica. Os célculos foram feitos conforme as equagdes a seguir:

S
LD =3 x22 ®
a

S
LQ =10 x 2 ©
a

onde sp ¢ 0 desvio padrao do intercepto com o eixo y € a ¢ a inclinagdo da curva

analitica.

Uma avaliagdo experimental dos limites também foi realizada através de diluigdes
sucessivas de uma solugdo de MDMA.HCI. Foram analisadas trés solugdes para cada nivel de
concentracao ¢ o CV das mesmas deve ser inferior a 10 % para o LQ. Outra maneira de se
determinar o LD e o LQ ¢ pela avaliacao da relagdo sinal/ruido, que deve ser superior a 3 para

LD e a 10 para LQ.!H4I
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4.2.5.7 Estimativa da incerteza de medi¢cdo

A incerteza de medi¢do do método foi estimada utilizando a abordagem bottom-up, ou
método classico, que pode ser dividida em 4 etapas: especificagdo do mensurando;
identificacdao das fontes de incerteza; quantificacao das incertezas de cada fontes e calculo da
incerteza padrdo combinada e da incerteza expandida, conforme descrito, em detalhes, no

Apéndice A.'>"®

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O CG-DIC foi o equipamento escolhido para o desenvolvimento e validagdo de uma
metodologia quantitativa para MDMA por estar presente na maioria dos laboratorios forenses
e por ser uma técnica comumente utilizada nas analises de drogas de abuso, de facil operagao
e que fornece resultados reconhecidamente satisfatorios em procedimentos legais. O método
de andlise quantitativa para MDMA se baseou em um método ja utilizado no Projeto PeQui
da Policia Federal para a quantificacdo da cocaina. A validacdo feita neste trabalho teve o
objetivo de ampliar a aplica¢dao do referido método, ajustando-o no que fosse necessario para
aplicacdo na quantificagdo de MDMA, e, assim, facilitar a implementacdo da andlise na rotina
do laboratério de quimica forense do INC. Poucas mudangas foram necessarias e ocorreram
no preparo de amostra, uma vez que a maioria das amostras de cocaina analisada no INC
apresenta alta pureza, realidade que nao se aplica aos comprimidos de ecstasy. A solucao de
padrao interno tem pH basico, devido a dietilamina adicionada a solugdo, garantindo que os
analitos estejam na sua forma de base livre e sejam adequadamente vaporizados no injetor na

quantifica¢do por CG-DIC.

Verificou-se que as analises de precisdo, de estabilidade e at¢ mesmo de robustez
podem ser feitas com amostras reais contendo MDMA, uma vez que os resultados sao
comparados entre si, avaliando-se o coeficiente de variagdo encontrado para cada figura de
mérito, ou seja, os resultados ndo precisam ser confrontados com um valor de referéncia,
previamente definido. O principal cuidado ao utilizar amostras reais ¢ garantir que sejam

homogéneas, motivo pelo qual neste estudo foi realizado um procedimento exaustivo de
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pulverizagdo e mistura nestas amostras. Dessa forma, o MDMA padrdo adquirido com tanta
dificuldade pode ser poupado para as andlises que exijam obrigatoriamente o uso de um
material certificado. Além disso, a aplicagdo de alguns testes em amostras reais aumenta a
confiabilidade nos resultados, uma vez que os comprimidos de ecstasy ndo apresentam alta

pureza e podem apresentar efeitos de matriz.

4.3.1 Curva analitica

Conforme apresentado na Figura 4, o método se mostrou capaz de manter a resposta
de 4rea relativa diretamente proporcional a concentracdo de MDMA.HCI, podendo ser
considerado um método linear em toda faixa de concentragdao estudada. Os coeficientes de
variagdo obtidos foram menores que 2,0 % em todos os pontos e o coeficiente de
determinagdo (R?) igual a 0,99987, valores dentro dos limites de aceitacdo. No grafico (Figura
4) os valores de concentracdo relativa foram utilizados no eixo x, pois essa ¢ a forma utilizada
no laboratorio da PF. Uma alternativa seria apresentar os valores de concentragio do MDMA
no eixo x e adicionar um fator de corre¢do para normalizar o resultado de acordo com a

concentracao do padrao de cada nova solugdo de padrdo interno preparada.
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Figura 4 - Grafico da curva analitica do MDMA HCl

No grafico de residuos versus concentragdo de MDMA.HCI (Figura 5) nota-se uma

leve curvatura negativa para os pontos de concentragao médios e uma positiva para pontos de

concentragdo baixos e altos. Porém, como os valores de residuos tiveram variacdes menores

que 0,01, a discreta tendéncia curvilinea observada ndo influenciou significativamente o

método e pode ser consequéncia da avaliacao de poucos pontos ao longo da curva analitica ou

da injecao sequencial dos pontos feita no CG-DIC.
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Figura 5 — Grafico de residuos da curva analitica do MDMA.HCl

4.3.2 Figuras de mérito

4.3.2.1 Seletividade

A andlise dos cromatogramas obtidos mostra que o método ¢ seletivo para 0 MDMA,
uma vez que ndo foram observados interferentes na sua zona de elui¢do oriundos de brancos,
padrdo interno, matriz € nem de possiveis adulterantes. Diversas substancias proscritas que
podem ser encontradas nos comprimidos de ecstasy, como a anfetamina, seus analogos
(MDEA, MDA) e outros estimulantes (mefedrona), foram testadas. Da mesma forma,
adulterantes, como farmacos estimulantes (cafeina), analgésicos (aminopirina, paracetamol,
fenacetina), anestésicos (benzocaina, lidocaina, procaina) e outras substancias utilizadas na
terapéutica (diltiazem, hidroxizina, levamisol), podem ser utilizadas em um contexto de
fabricacdo ilicita do ecstasy e também foram analisadas para demonstrar a adequada
seletividade do método em separa-los do MDMA. A Figura 6 apresenta os cromatogramas, no
intervalo de 2 a 8 minutos, das trés solucdes analisadas. O fator de reteng¢ao foi maior que 2

para o MDMA no método proposto e a resolugao foi maior que 1,5 para o MDMA,
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considerando os analitos que eluiram antes (MDA e mefedrona) e logo ap6s ao MDMA
(MDEA e o benzocaina), demonstrando uma boa separagao do método a esse analito (Tabela
2). Nenhum adulterante eluiu préximo ao padrdo interno (dipentilftalato), ndo interferindo no

calculo da area relativa.
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Figura 6 — Cromatogramas das solu¢des A, B e C da seletividade
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Tabela 2 — Seletividade do método ao MDMA .HCI (CG-DIC)

Solugao Analito R(s)
Solugdo A MDMA - MDA 8,32
Solugdo A MDMA - MDEA 7,70
Solugdo B MDMA - Benzocaina 4,36
Solugdo C MDMA - Mefedrona 15,23
Solugéo C MDMA - MDEA 8,25

4.3.2.2 Precisdo

Todas as analises de precisdo foram feitas em trés niveis de concentragdo, desta forma
foi possivel avaliar se os resultados foram satisfatorios ao longo da faixa de concentracao
estudada. O método apresentou valores de coeficiente de variagao dentro dos limites definidos
como critérios de aceitacdo e dessa forma, demonstrou ser um método preciso. A
repetitividade do equipamento apresentou um CV menor que 0,2 % em todos os niveis de
concentragdo (Tabela 3), enquanto que para a repetitividade do método (Tabela 4) e precisao
intermediaria (Tabela 5) esse valor foi menor que 3,0 %. Amostras reais foram utilizadas nos
testes de repetitividade do método e precisdo intermediaria, por esse motivo, espera-se um
desvio padrao, e consequentemente um CV, um pouco maior do que os valores obtidos nas
outras figuras de mérito uma vez que essas amostras possuem varios componentes e baixa
pureza, sendo dificil atingir um grau de homogeneidade compardvel a de um padrdo
certificado. O teste de Grubbs identificou um outlier na precisao intermediaria, no nivel de

concentracao alto do ensaio C (Figura 30 - Apéndice B), e esse valor foi retirado dos célculos.
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Tabela 3 — Repetitividade do equipamento para MDMA.HCI (CG-DIC)

Nivel de concentracio Pureza Média (%) CV (%)
Baixo 14,4 0,18
Médio 33,3 0,12
Alto 60,8 0,05

Tabela 4 — Repetitividade do método (Intradia) para MDMA.HCI (CG-DIC)

Nivel de concentracio Pureza Média (%) CV (%)
Baixo 21,2 2,15
Meédio 41,8 2,16
Alto 83,4 0,79

Tabela 5 — Precisdo intermediaria para MDMA.HCI (CG-DIC) — Ensaios A (mesmo analista, dias
diferentes, mesmo equipamento); B (mesmo analista, mesmo dia, equipamentos diferentes) ¢ C

(analistas diferentes, mesmo dia, mesmo equipamento)

Coeficiente de variacao (%)

Nivel de concentracio Ensaio
(Pureza média - %)
A B C
Baixo (21,3) 2,54 1,65 2,50
Meédio (42,2) 2,22 1,81 2,90
Alto (83,7) 1,25 0,83 0,86

4.3.2.3 Exatidao

A exatidao do método foi demonstrada através de um teste de recuperagdo, dessa
maneira, avaliou-se a eficiéncia do método na extracdo e quantificagdo do analito na presenca

da matriz. Para isso uma mistura foi preparada com o objetivo de simular a composicao tipica
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de um comprimido de ecstasy. Utilizou-se MDMA.HCI padrdo e a celulose, que ¢ um dos
principais excipientes encontrados nas amostras reais. O método foi considerado exato, uma
vez que os valores de erro relativo encontrados, considerando todas as replicatas e os trés
niveis de concentragdo, ficaram dentro da faixa de -3,10 % a 3,58 % (Figura 7), dentro do

limite estabelecido de + 10 %.
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Figura 7 — Gréfico com os valores de erros relativos

4.3.2.4 Robustez

O método se mostrou robusto frente as variagdes realizadas no teste A (Tabela 1). Os
coeficientes de variacdo foram menores que 0,5 % em todos os ensaios (Tabela 6), valor
dentro dos 10 % estipulados como limite, o que demonstra uma boa repetitividade do teste e a
baixa ocorréncia de erros aleatorios. Apds os calculos, foi possivel separar o resultado e
avaliar cada variavel, nas duas condi¢des analisadas. O erro relativo da concentragdo média
em relagdo ao método original ndo foi superior a 0,25 % em nenhuma das variaveis, valor
também dentro do critério de aceitagdo definido em 10 %, e a resolugdo média do MDMA se
manteve acima de 2,0, o que indica uma boa separagdo entre o pico de MDMA e os outros
analitos (Tabela 7). Logo, pode-se dizer que nenhuma variacdo testada influencia

significativamente na resposta analitica.
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Tabela 6 — Coecficiente de variagdo da concentragdo média de MDMA HCI para cada ensaio de

robustez - Teste A (CG-DIC)

Teste A

Ensaio 0 1 2 3 4 5 6 7 8

CV (%) 0,28 0,31 0,54 0,33 0,37 0,38 0,44 0,36 0,32

Tabela 7 — Resultado da robustez - Teste A (CG-DIC)

MDMA.HCI
A Resolucio Concentracao A Erro
Parametro Valores Meédia Média (mg/mL) Referéncia relativo (%)
1,1 11,029 0,3279 0,3287 0,229
Fluxo (mL/min)
0,9 9,026 0,3295 0,3287 -0,247
285 9,972 0,3287 0,3287 -0,017
Tinjctor (OC)
275 10,082 0,3287 0,3287 -0,001
155 9,967 0,3286 0,3287 0,017
Tforno (OC)
145 10,087 0,3288 0,3287 -0,034
55 9,515 0,3285 0,3287 0,044
Razao Split
45 10,539 0,3289 0,3287 -0,062
1,1 10,338 0,3290 0,3287 -0,092
Vinjeqéo (HL)
0,9 9,716 0,3284 0,3287 0,075

As andlises quantitativas podem ser realizadas tanto com o baldo volumétrico quanto
com o dispensador, pois o teste B da robustez resultou em um erro relativo entre as purezas
médias de apenas 1,2 % (Tabela 8). O coeficiente de variagdo foi menor que 2,0 % nas
repeticdes feitas em cada experimento e na soma de todos os resultados, demonstrando, assim,

que os erros aleatdrios sdo baixos, dentro dos valores obtidos na repetitividade do método.
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Como ndo ha variagdo significativa entre os dois métodos, o baldo volumétrico e o
dispensador podem ser usados, de acordo com a disponibilidade e conveniéncia do

laboratorio.

Tabela 8 — Coeficiente de variagdo da robustez - Teste B para MDMA.HCI (CG-DIC)

Balao . L 3 Erro relativo
Teste B Volumétrico Dispensador Média (%)
Pureza média
(%) 40,8 41,3 41,0 1,2
CV (%) 1,7 1,5 1,7

4.3.2.5 Estabilidade

O tempo de estocagem no freezer, a -15°C, em que a estabilidade foi demonstrada foi
de 2 meses. Para o armazenamento a temperatura ambiente, a estabilidade demonstrada foi de
13 dias. Os tempos de estocagem maximos podem ser maiores, porém outros testes deveriam
ser realizados para comprovar. Os erros relativos das médias das solucdes de MDMA .HCl
encontrados foram menores que + 5,0 % (Tabela 9) na estabilidade em temperatura ambiente
e apOs armazenamento em freezer, valor do limite estabelecido. O cloroférmio ¢ um solvente
muito volatil, porém, como a quantificacdo ¢ feita com o uso de um padrdo interno, caso
ocorra perda de solvente, a propor¢do relativa entre o MDMA.HCI e o dipentilftalato se
mantém inalterada. Com isso, o valor de pureza calculado pelo método nao muda

significativamente caso haja alguma perda de solvente por evaporagao.
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Tabela 9 — Estabilidade das solu¢des de MDMA.HCI (CG-DIC)

Erro Relativo (%)

Armazenamento
Concentracao Baixa Concentracdo Média Concentracio Alta
13 dias (temp. ambiente) 1,19 -0,77 -0,57
60 dias (-15 °C) -4,94 -2,48 -2,68

4.3.2.6 Limites de detecgdo e quantificagdo

Os experimentos de LD e LQ pela relagao sinal/ruido foram realizados a partir dos
cromatogramas das solugdes diluidas (Tabela 10). Os pontos de dilui¢do 2 e 3 correspondem
ao LQ e LD, respectivamente. O CV para o LQ obtido experimentalmente, nivel 2 (9,6 mg/L
de MDMA.HCI), foi de 2,92 %, estando dentro do critério de aceitagdo. Ja os valores de LD ¢
LQ obtidos pela extrapolagdo da curva analitica apresentaram valores maiores (Tabela 11) para
a concentracdo de MDMA.HCI referente ao LD e ao LQ (0,0034 mg/mL ¢ 0,0112 mg/mL,

respectivamente).

Tabela 10 — Relagao sinal/ruido e calculos para LD e LQ (CG-DIC)

Concentracao de Relacao Sinal/Ruido
Nivel de dilui¢cao MDMA.HCl real
(mg/mL) >3 (LD) >10 (LQ)

1 0,0192 Sim Sim
2 0,0096 Sim Sim
3 0,0019 Sim Nao
4 0,0010 Nao Nao
5 0,0002 Nao Nao
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Tabela 11 — Valores de LD e LQ calculados pela extrapolagido da curva (CG-DIC)

LD LQ
Concentracio relativa (mg/mL) 0,0068 0,0226
Concentracio de MDMA (mg/mL) 0,0034 0,0112
Pureza - para 10,5g de amostra (%) 0,3 1,1

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos pelas duas formas de calculo foram
concordantes ¢ os valores utilizados como os resultados da validagao foram os calculados a
partir da curva analitica, por serem ligeiramente mais conservadores. Esses valores estdo
dentro do aceitavel para a proposta do método uma vez que representam, em uma analise
hipotética de uma amostra real, purezas de 0,3 % (LD) e 1,1 % (LQ), baseando os calculos em
uma pesagem de 10,5 mg de um comprimido para a andlise. Esses valores de pureza ja estdao
abaixo da faixa de concentracdo usualmente encontrada em comprimidos de ecstasy. Nas

analises realizadas em amostras reais nesse estudo, por exemplo, a menor pureza encontrada

foi de 10 %.

4.3.2.7 Estimativa da incerteza de medicdo

Os valores adimensionais das incertezas padrao de cada componente da incerteza (u
pad) estdo apresentados na Tabela 12, assim como a contribui¢do de cada uma. O componente
que contribui com mais de 95 % no resultado da incerteza padrdo combinada foi a
recuperagdo do método. Esta contribuicdo poderia ser reduzida se os experimentos de
exatiddo pudessem ser refeitos, com cuidados adicionais e por um analista treinado, ou
através de uma eventual alteracdo do método de preparo de amostra. Porém, como ndo esta
disponivel mais material de referéncia certificado para repetir o experimento e, além disso, o
método mostrou precisdo e exatiddo adequadas aos parametros de aceitacdo normatizados,
ndo foi considerado necessario realizar novos experimentos para alterar a metodologia e

buscar uma incerteza menor para a recuperagao.
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Tabela 12 — Valores das incertezas de cada componente e suas contribuigdes (CG-DIC)

Componentes da p pad (u pad)’ Contribuicio para
incerteza (valor adimensional) np incerteza (%)

UR 4rea 2,00x 10 4,01 x 10 0,00
tee 3,14x 107 9,83 x 107 1,00
UMamostra -1,00 x 10°° 1,01 x 10 0,00
nCpy 2,64x 107" 6,99 x 10 0,00
1V 1,04 x 10 1,09 x 10°® 0,00
UPMDMA 4,51x 107 2,04x 107 2,06
uRec 3,09x 107 9,57 x 10™ 96,94

Soma dos quadrados 9,87 x 10 100,00

Incerteza padrao 00314

combinada (n)

Para se obter a incerteza expandida do método (Uamostra), com 95 % de intervalo de

confianca, multiplica-se a incerteza padrao combinada (pu = 0,0314), pelo fator de abrangéncia

de 95 % (kosy, = 2) e pela pureza da amostra. Logo, deve-se multiplicar a pureza da amostra,

em porcentagem por 6,28 %. Para exemplificar o valor da incerteza expandida de amostras, a

Tabela 13 apresenta trés valores hipotéticos de pureza, em 3 niveis de pureza de MDMA

(baixo, médio e alto), dentro da curva analitica. O valor da incerteza expandida ¢ considerado

muito bom para o proposito do método de quantificar o MDMA.HCI] em comprimidos de

ecstasy.

Tabela 13 - Incerteza expandida (CG-DIC) de 3 amostras hipotéticas

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Pureza da amostra
5,0 40,0 80,0
(Pamostra) (%)
Incerteza expandida 0.3 2.5 5.0

(Uamostra) (%)




5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO DE
QUANTIFICACAO POR RMN de 'H

5.1 INTRODUCAO

Usualmente, a espectroscopia de RMN tem sido utilizada para a determinacao de
estruturas quimicas, em particular de moléculas orgéanicas. A técnica se baseia na aplicacdo de
um campo magnético intenso na amostra que, devido as propriedades do spin nuclear, faz
com que alguns nucleos precessem no seu proprio eixo de rotacdo com uma frequéncia
angular definida (Frequéncia de Larmor). Se uma radiacdo nessa mesma frequéncia for
fornecida ao nlcleo em precessdo, a energia ¢ absorvida, causando mudanga do estado
energético do spin. O espectro ¢, entdo, obtido através da emissdo da energia absorvida pelo
nucleo. O numero de sinais do espectro serd corresponde ao nimero de nucleos em ambientes

quimicos distintos da molécula.”***

No caso de andlises quantitativas, a espectroscopia de RMN de hidrogénio (RMN de
'H) pode ser utilizada como uma importante ferramenta, uma vez que existe uma
proporcionalidade direta entre a area de um sinal e o numero de nucleos responsaveis por este
sinal, desde que se respeitem certos parametros de aquisi¢do e processamento dos espectros.
Logo, se um sinal de ressonancia do analito de interesse ndo se sobrepde aos sinais de outros
constituintes da amostra, este pode ser usado para determinar a concentragdo do respectivo
analito, desde que o niumero de protons correspondente aquele sinal seja conhecido. Essa ¢
uma grande vantagem dessa técnica, pois ndo requer padroes do analito de interesse para a
calibragcdo e, além disso, permite a determinagdo quantitativa de mais de um composto

. 222325262
simultaneamente,?>*>2>2%27

A quantificacdo pode ser realizada a partir do uso de um padrao interno, que deve ser
uma substancia quimicamente estavel, inerte, ndo higroscdpica, nao volatil e de concentragao
conhecida. O composto a ser utilizado como padrao interno deve ser soltivel no solvente da
matriz ¢ o deslocamento quimico do sinal a ser utilizado na quantificagdo ndo deve se

sobrepor aos sinais da amostra. Para calcular a pureza do analito leva-se em conta, além da
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pureza do padrdo interno, a area absoluta dos sinais, o nimero de prétons desses sinais, a

massa molecular e a massa gravimétrica do padréo interno e da amostra.”>>%*"%

Existem varios fatores importantes nas analises quantitativas por RMN, um deles ¢
evitar efeitos diferenciais de saturagdo. E essencial que ocorra total relaxagdo dos spins entre
os pulsos, 0 que demanda um tempo entre os transientes (scans) de pelo menos 5 vezes o T
(tempo de relaxacgdo longitudinal) do nticleo mais lento, dentre os que serdo quantificados. Se
1sso ndo for respeitado, pode ocorrer uma redugdo substancial da relagdo sinal/ruido e perda
da proporcionalidade da éarea do sinal analitico com a concentragdo do analito de interesse.
Além disso, a magnetizacdo resultante pode, ao longo dos scans, no caso extremo, nio ter
tempo de se recuperar e ocorrer supressdo do sinal, denominada de saturagdo. Outros
exemplos de fatores que devem ser respeitados para que essa proporcionalidade seja garantida
e para a aquisi¢ao de um espectro com uma adequada relacao sinal/ruido sdo: aquisicdo de um
sinal simétrico e com coeréncia de fase e evitar ganho de sinal pelo efeito Overhauser nuclear

(NOE, do inglés nuclear Overhauser effect).”’

Na maior parte dos casos a quantificagdo por RMN envolve a utilizagdo de espectros
de RMN de 'H. O uso do sinal de 'H ¢ mais apropriado, uma vez que o valor do T; desse
nucleo ¢ tipicamente menor do que os valores de outros ntcleos utilizados nas analises por
RMN. Além disso, um espectro com relagcdo sinal/ruido adequada pode ser obtido em um
tempo menor, devido a elevada abundancia natural do hidrogénio (99,98%), ao alto valor da
sua constante magnetogirica, entre outros fatores. Dessa forma, ¢ possivel garantir uma boa
proporcionalidade entre area dos sinais e concentracdo do analito, com um tempo razoavel de

analise.”**

Um solvente deuterado ¢ normalmente utilizado nas analises por RMN, uma vez que
os espectrometros de RMN modernos se amparam em canal exclusivo de deutério para
garantir a estabilidade (lock) e homogeneidade (shimming) do campo magnético. E uma
pratica comum adicionar a solu¢des que serdo analisadas no RMN um composto para ser a
referéncia no espectro. Em solventes organicos a referéncia comumente utilizada é o
tetrametilsilano (TMS) e o equivalente, solivel em oOxido de deutério (D,O), ¢ o 3-
trimetilsilil-propionato-d4s de sdédio, ou sal do acido 3-(trimetilsilil) propionico—2,2,3,3—d,

(TSP-d,), ambos possuem um Gnico sinal que é atribuido a 0.0 ppm.***’

A maioria dos métodos utilizados nas andlises forenses de drogas de abuso, como o

CG-DIC, necessita do padrao certificado do material para que se possa fazer a identificagao e
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quantifica¢do da amostra. O acesso a padrdes de drogas de abuso no Brasil ¢ tradicionalmente
muito restrito, pois sdo de dificil importacdo ou sdo muito caros. Nesse cendrio, o
desenvolvimento de um método de quantificacio de drogas de abuso por ressonancia
magnética nuclear (RMN) ¢ de grande aplicabilidade, uma vez que essa técnica oferece uma
alternativa ao uso de um padrao certificado da amostra, que ¢ dispensavel tanto para a

identificagdo, quanto para analise quantitativa.”®'

Neste capitulo serdo apresentados os métodos, resultados e discussdes referentes a
validagio do método de quantificacdo por RMN de 'H para aplicagdo em drogas sintéticas de
modo geral, a aplicagdo do método em MDMA.HCI padrdo e a comparacdo dos resultados

com o método validado de quantificagdo de MDMA HCI por CG-DIC.

5.2 METODOS

A metodologia desenvolvida utilizou o método de padrao interno para se obter, apds a
integragio dos espectros de RMN de 'H, os valores de area referentes aos hidrogénios do
analito e do padrdo interno. Os parametros de aquisicdo e processamento utilizados como

ponto de partida neste trabalho foram os descritos por Hays (2005).%

Para a etapa de validagdo, a referéncia principal foi o artigo de Malz & Jancke (2005).
O 4cido maleico (AM) e a dimetilsulfona (DMS) sdo muito utilizados como padrio interno
em analises quantitativas por RMN e padrdes (MRC) destes dois reagentes foram usados para
avaliar as figuras de mérito, no qual o AM foi definido como padrao interno € o DMS, como o
analito a ser quantificado. Os analitos e padrdes foram pesados em eppendorffs, solubilizados
em 1,2 mL da solugdo de 6xido de deutério (D,O) e a solugdo analisada no RMN. Nao foi
necessario centrifugar e filtrar as solugdes, pois os analitos utilizados sao de alta pureza e boa
solubilidade em D,0. O valor da pureza do DMS descrita em seu certificado foi utilizado para

~ 22
comparagio com os resultados obtidos.”’

Foram utilizados os mesmos parametros de aceitagdo do método CG-DIC, para as
figuras de mérito na validacio do método por RMN de 'H. O teste estatistico de Grubbs foi
aplicado, com o uso do software Minitab®, em todos os conjuntos de analises para a

identificacdo de outliers.
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5.2.1 Condicdes de aquisicao

Para a aquisigo do espectro de RMN de 'H, cerca de 0,6 mL da solugdo contendo AM

e DMS foi transferida, com auxilio de uma pipeta, para um tubo de RMN que foi, entdo,

encaixado no rotor e ajustado, para que a altura da solugdo ficasse correta para a aquisi¢ao do

espectro. Apos a insercao do tubo no equipamento, foram feitos, para cada amostra, o lock do

campo e o ajuste da homogeneidade do campo (shimming) de forma automatica. A sintonia da

solucdo (tunning e o matching) foi feita manualmente. O P90 foi calibrado (comando

pulsecal) e em seguida, os parametros de analise foram configurados de acordo com a Tabela

14 e a aquisi¢do foi realizada com desacoplamento no Be (zgig30). Um experimento prévio

de inversdo-recuperacao foi feito para o céalculo do T, dos analitos e determinacdo do valor do

delay de relaxacao (D1).

Tabela 14 - Parametros de aquisi¢do de espectros de RMN de 'H (Bruker)

Pariametro Valor Parametro Valor
Poténcia do pulso a 90° ,
(PLW1) 28 W Numero de scans (NS) 16
Largura d((;)}la;ﬂso a9 11.58 pus Largura da janela (SW) 20 ppm
Giro da amostra Desligado Largura do filtro (FW) 625.000 Hz
Temperatura (Temp) 28 °C Filtro Digital
Angulo do pulso 30° Numero de pontos — FID (TD) 64k
Delay pré-aquisicao (DE) 10 ps Dummy scans (DS) 4
Tempo de aquisi¢do (AQ) 2.7s FILCOR 1.5 us
Delay de relaxagao (D1) 25s Ganho do detector (RG) 32
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5.2.2 Processamento

A transformada de Fourier foi aplicada ao FID (do inglés free induction decay), com
65.536 pontos (SI = 64 k), ou seja com preenchimento com zeros (Zero filling) e 0 hz de line
broadening (Ib = 0 Hz). A fase foi ajustada manualmente e a linha de base foi ajustada
automaticamente com funcao polinomial de quinta ordem. Os espectros foram referenciados
pelo sinal do TSP-d4 (0 ppm) e as integragdes foram feitas em sinais simpletos, de forma

manual.

5.2.3 Calculo da pureza

O calculo da pureza da amostra foi feito levando em conta a area (integral) de um sinal
referente a hidrogénios do analito e outro sinal referente a hidrogénios do PI, conforme a

equagao abaixo:

Aab analito nHPI MManalito Mp; (10)

Pomostra = X X X X Ppy
Aab PI nHanalito MMPI Mamostra

onde P ¢ a pureza, A,, € a area absoluta, nH ¢ o nimero de hidrogénios do sinal que
foi integrado, MM ¢ a massa molecular, m ¢ a massa gravimétrica referentes a amostra, ao

padrao interno (PI) e ao analito de interesse.

A Tabela 15 apresenta a massa molecular (MM) dos analitos, o sinal selecionado para
a integracdo, o numero de hidrogénios referente a esse sinal e a pureza dos padrdes utilizados

na valida¢do do método.
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Tabela 15 - Padroes utilizados nas analises por RMN

Sinal utilizado Pureza do T; —Pulso 30 °
Analito MM (g/mol) n’de H
(ppm) padrio (%) (s)
AM 116,07 6,4 2 99,99 2,14
DMS 94,13 3,1 6 99,73 2,10
MDMA.HCI 229.7 5,9 2 99,6 0,76

5.2.4 Preparo da solucao de D,O

Pesou se cerca de 50 mg de TSP-d4 em baldo volumétrico, adicionou-se cerca de 100
mL de 6xido de deutério e homogeneizou-se manualmente. A solugdo foi entdo armazenada
em 2 fracos de vidro ambar, a temperatura ambiente. Ap6ds o uso de toda a solucao, uma nova

solucdo era sempre preparada.

5.2.5 Quantificaciio de Acido Maleico de grau HPLC

Como uma alternativa mais barata ao AM certificado, foi feita a determinacdo da
pureza do acido maleico, de grau HPLC, utilizando-se do método desenvolvido. Para isso,
foram analisadas 11 diferentes solu¢des, contendo cerca de 13,00 mg de DMS e 16,00 mg de
AM, ou seja, uma relagdo molar de 50 %. O DMS foi utilizado como padrao interno para os
calculos de pureza do AM, de acordo com a equagdao 10. Esse material foi utilizado na
avaliacdo da precisdo e da linearidade do método geral, das figuras de mérito analisadas com

0 MDMA padrdo e na quantificagdo das amostras reais.
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5.2.6 Figuras de mérito

5.2.6.1 Linearidade

O teste de linearidade foi feito seguindo o modelo utilizado por Malz & Jancke (2005),
no qual se comparou os resultados gravimétricos com os experimentais na determinacao da
relacdo molar de adcido maleico. Uma curva foi construida com os valores médios de relagao
molar experimental, obtidos a partir do espectro de RMN de 'H, versus relagdo molar
gravimétrica, calculados com as massas pesadas durante a preparagdo das solucdes. Foram
preparadas nove solugdes, em triplicata, contendo AM e DMS, na faixa de 5 a 95 % na

~ . ~ .2
relagio molar, que foi calculada segundo a equagio a seguir:”’

Relacs lar = namero de mols AM « 100 (11)
elagao motar = namero de mols AM + nimero de mols DMS

Os pos foram pesados em eppendorff, de forma que a soma das massas de AM e DMS
fosse de 56,00 a 73,00 mg. Adicionou-se 1,2 mL da solucdo de D,O ao eppendorff e
homogeneizou-se a solugdo, utilizando-se o vortex, por 1 minuto. Essa solugdo foi, entdo,

analisada pela técnica de RMN.

Uma reta foi obtida apds a aplicacdo da regressdo linear pelo método dos quadrados
minimos no grafico que continha o valor médio da relacdo molar das triplicatas. A linearidade
foi avaliada pelo coeficiente de determinacao, que deve ser maior que 0,998, e pelo

coeficiente de variacdo das replicatas de cada ponto, que deve ser igual ou inferior a 5%.

Um gréfico de residuos foi construido para avaliacdo de erros aleatorios e possiveis

outliers.
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5.2.6.2 Precisdo

A precisdo do método foi avaliada por trés experimentos diferentes: repetitividade do

equipamento, repetitividade do método e precisdo intermediaria.

Para avaliar a repetitividade do equipamento, uma mesma solug¢ao, com relagdo molar
de 61 %, valor correspondente ao ponto médio da exatiddo, foi analisada seis vezes pela
técnica de RMN. Os valores dos coeficientes de variacdo da pureza do DMS foram avaliados,

devendo ser igual ou inferior a 5 %.

A repetitividade do método foi avaliada pela anélise de seis replicatas para cada nivel
de relagdo molar (baixo, médio, alto). As solu¢des foram preparadas, analisadas e processadas
por um mesmo analista, em um mesmo dia, no mesmo equipamento € em um mesmo
laboratorio. O CV da pureza do DMS de cada nivel de relagdo molar foi calculado e deve ser

igual ou inferior a 10 %.

Dois ensaios independentes foram realizados para a avaliagdio da precisdo
intermediaria: mesmo analista em dias diferentes e analistas diferentes em dias diferentes. No
ultimo caso, cada analista foi responsavel por todo o processo de analise, desde a preparagao
das solugdes até o processamento dos espectros de RMN. Em cada dia, foram preparadas seis
replicatas das solugdes contendo AM e DMS em trés niveis de relagdo molar (baixo, médio,
alto). A avaliagdo foi feita pelo coeficiente de variacdo, da pureza de DMS, calculado para

cada um dos ensaios, que deve ser inferior a 10 % nos trés niveis de relacdo molar.

5.2.6.3 Exatidao

A avaliagdo da exatiddo do método foi feita através do calculo do erro relativo. Foram
preparadas seis solugdes de AM e DMS para trés diferentes niveis de relacdo molar (baixo,
médio, alto). Os valores de pureza do DMS calculados a partir dos espectros de RMN
(Pexperimentat) foram comparados com o valor de pureza dado pelo certificado do DMS
(Peertificado). O erro relativo, expresso em porcentagem, foi calculado segundo a equagdo

abaixo:
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Pcertificado - Pexperimental (12)

ER % = x 100

Pcertificado

Para o método ser considerado exato em toda faixa linear, o erro relativo deve ser

inferior a + 10 % para cada solucao.

5.2.6.4 Robustez

Foi realizado um planejamento fatorial saturado, com 7 fatores em 2 niveis, com base
na literatura e na disponibilidade do laboratorio, priorizando fatores que influenciam a relagao
sinal/ruido. Os fatores escolhidos foram tanto parametros de aquisi¢do quanto de
processamento dos espectros e estdo descritos, assim como os dois niveis (-1 e 1) de cada um,

na um, na Tabela 16.

Tabela 16 - Fatores a serem estudados na robustez e seus respectivos niveis (RMN)

Fatores -1 1
Numero de scans (NS) 8 16
Ganho do detector (RG) 16 32
Temperatura do sensor (Temp) 30 28
Qualidade dos tubos (Tb) Economy Selection
Software de processamento (S) Topspin ACD
Critério de integracdo (Int) 64xFWHH" Manual
Fungdo Line Broadening (Ib) 0,3 Hz 0 Hz

"FWHH = largura a meia altura (do inglés Frequency Width at Half Height)

Foram preparadas solu¢des contendo cerca de 12,00 mg de DMS e 15,00 mg de AM,

em 1,2 mL da solugdo de D,O. As solugdes foram transferidas para os tubos de RMN e os
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espectros foram adquiridos e processados seguindo as especificagdes dos ensaios, conforme a

Tabela 17. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela 17 - Fatores ¢ niveis utilizados em cada ensaio da robustez (RMN)

Ensaio NS RG Temp Tb S Int 1b
1 16 32 28 Selection ACD Manual 0,0
2 8 32 28 Economy Topspin Manual 0,3
3 16 16 28 Economy ACD 64xFWHH 0,3
4 8 16 28 Selection Topspin 64xFWHH 0,0
5 16 32 30 Selection Topspin 64xFWHH 0,3
6 8 32 30 Economy ACD 64xFWHH 0,0
7 16 16 30 Economy Topspin Manual 0
8 8 16 30 Selection ACD Manual 0,3

5.2.6.5 Limites de detec¢do e quantificagcdo

Os limites de deteccao e quantificagdo foram estimados por extrapolagdao da curva
analitica. Para os calculos foram usados os valores de relagdo molar do DMS, que ¢ usado
como o analito a ser quantificado nessa validacdo. Assim, os limites inferiores indicam uma
alta concentracao de padrao interno e uma baixa concentracdo do analito. Os calculos foram

feitos conforme as equagdes a seguir:

S
LD =3 x=2 ®
a
S
LQ =10 x 2 ©
a
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onde s, ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo y € a € a inclinagdo da curva

analitica.

5.2.6.6 Estabilidade

A estabilidade das solugdes de AM e DMS em D,0 foi avaliada para o periodo de 20
dias, tempo considerado adequado para o método proposto. Analisaram-se trés solugdes para
cada nivel de relacdo molar (baixo, médio, alto) dentro da faixa linear do método. As
solucdes foram armazenadas em eppendorff, mantidos dentro de um armario, a temperatura
ambiente, ¢ analisadas no dia da preparacdo e apos 20 dias. O calculo do ER foi feito
(Equagdo 7) e a estabilidade ¢ confirmada quando os erros relativos obtidos sdo menores que

+ 5 %, em todos os trés niveis de relagao molar avaliados.

5.2.6.7 Estimativa da incerteza de medicdo

A incerteza de medicio do método de quantificacio por RMN de 'H foi estimada pelo
método bottom-up, utilizando como referéncia principal o artigo de Malz & Jancke (2005).
Para os célculos o 4cido maleico foi considerado o padrdo interno e o DMS a amostra. A

descri¢do de todas as 4 etapas, em detalhes, encontra-se no Apéndice C.>’

5.2.7 Quantificacdo de MDMA.HCI padriao

Para demonstrar que o método geral validado pode ser aplicado na quantificagdo de
MDMA.HCI, algumas figuras de mérito foram avaliadas com um padrao desse analito, uma
vez que a validagao realizada com o AM e o DMS nao pode garantir a seletividade do método
para outras moléculas, uma boa extracdo do analito no preparo da amostra e nem a
estabilidade de outras solugdes. Como havia pouco material disponivel, as mesmas solugdes

foram utilizadas na avalia¢do da exatiddo e da precisao.
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5.2.7.1 Seletividade

Para demonstrar a seletividade do método, uma solucdo contendo cafeina, procaina,
sacarose ¢ MDMA .HCI padrdo, além do AM, foi analisada de acordo com o método proposto.
Os analitos selecionados foram encontrados em algumas amostras reais, identificados apds
analise por CG-DIC e FTIR/ATR. Uma solugdo contendo cada analito, separadamente, foi
analisada para a identificagdo de possiveis interferéncias nos sinais do MDMA.HCl e do AM
utilizados na quantificacdo. Além disso, uma solug¢ao contendo todos esses analitos, o MDMA
e o AM foi analisada e quantificada, para avaliacao do erro relativo do teor de MDMA nessa

mistura.

5.2.7.2 Exatiddo

A exatidao foi demonstrada pela preparacdo de 3 misturas contendo celulose e
MDMA HCI, para simular uma amostra real. Em um mesmo eppendorff foram pesados a
celulose e 0o MDMA.HCI padrao a 40 %, concentracdo média encontrada nas amostras reais
quantificadas por CG-DIC, além de cerca de 10,00 mg de AM. As solugdes foram

centrifugadas e filtradas para retirar o material solido.

O valor de pureza da amostra obtido a partir do espectro de RMN de 'H (Pexperimentat)
foi calculado considerando a massa total da mistura, MDMA.HCI e celulose. Os valores da
Pexperimentat foram comparados com o valor da pureza de referéncia (Preferencia), calculada

conforme a equagdo abaixo:

Mpadréo X Ppadréo (13)
massa total

Preferéncia =

onde Mpadrao € Ppadarao 530, respectivamente, a massa pesada e a pureza do certificado do

padrao de MDMA.HCI.

O erro relativo (Equacao 5) ndo pode ser superior a + 10 % para cada solugao.

48



5.2.7.3 Precisdo

Para a avaliacdo da precisdo, os valores de pureza do MDMA.HCI nas mesma
amostras utilizadas na exatidio foram calculados a partir dos espectros de RMN de 'H,
considerando a massa de padrao pesada. O desvio padrao e o coeficiente de variacdo das 3

solugdes foram calculados. Como parametro de aceitagdao, o CV deve ser menor que 10 %.

5.2.7.4 Estabilidade

A estabilidade das solugdes contendo MDMA.HCI foi demonstrada apds
armazenamento em eppendorff, a temperatura ambiente, por 3 dias. Analisaram-se trés
solugdes com 40 % de MDMA.HCI em mistura com celulose. As médias dos valores de
pureza da amostra calculados a partir do espectro de RMN de IH, Pexperimental, Obtidos no 1° e

no 4° dia foram comparados e o erro relativo (Equacgao 7) nao deve for superior a + 5 %.

5.2.7.5 Estimativa da incerteza de medi¢do para o MDMA.HCI

A incerteza de medi¢io do método de quantificacio de MDMA.HCI por RMN de 'H
foi estimada, também, pelo método bottom-up, conforme detalhado no Apéndice C. Para os
calculos foram usados os resultados obtidos para a exatiddo, em que o acido maleico € o

padrao interno e o padrao de MDMA.HCI a amostra (Item 5.2.7.2).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seletividade deve ser, quando possivel, demonstrada para cada novo analito que sera
quantificado pelo método. Uma alternativa, quando nao ha material disponivel, por exemplo,

¢ promover analises de RMN bidimensionais na amostra, como DOSY (do inglés diffusion
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ordered spectroscopy) por exemplo, para avaliar se o sinal a ser utilizado na quantificacdo ¢
de apenas um analito ou se had sobreposicdo de sinais. Essa figura de mérito ndo foi
demonstrada para o DMS, pois esse ndo ¢ um analito encontrado nas amostras reais de
MDMA analisadas neste estudo. Deve-se avaliar se alteracdes no método ou novos
experimentos de validagdo serdo necessarios no caso da aplicagdo do método em outros
analitos, como drogas sintéticas, tais como estudos de recuperagdo, estabilidade e escolha

adequada de solvente e padrao interno.

5.3.1 Quantificaciio de Acido Maleico de grau HPLC

O AM de grau HPLC foi utilizado como uma alternativa a baixa disponibilidade do
material certificado na avaliacdo da precisdo, constru¢do da curva analitica e quantificagao
das amostras reais. Apds a analise e quantificacdo de todas as 11 solugdes, a pureza média
obtida foi de 99,76 %, com desvio padrao de 0,40 e um CV de 0,40 %. Nenhum outlier foi
identificado. O valor encontrado esta dentro do esperado, uma vez que deveria ser maior que
99 %, de acordo com o fabricante. Além disso, o resultado da quantificacdo apresentou
pequeno desvio padrao, com valores inclusive abaixo da repetitividade do método e, por isso,

0 uso desse material como padrio interno ndo trouxe prejuizo para o desempenho do método.

5.3.2 Figuras de mérito

5.3.2.1 Linearidade

O método de quantificagdo por RMN de 'H desenvolvido se baseia no calculo da area
relativa a um hidrogénio a partir de dados do padrdo interno, sendo cada espectro suficiente
na quantificagdo do analito na amostra. Dessa forma, ndo ¢ necessario que se faca a
construg¢do de uma curva analitica para a quantificagao do analito, como foi feito na validagao
do CG-DIC (item 4.2.4). Por isso a avaliagdo da linearidade foi feita de forma diferente,

conforme preconizado por Malz & Jancke (2005), variando-se as massas do analito de

50



interesse ¢ do padrdo interno de forma que as propor¢des cobrissem a faixa linear a ser
estudada. A curva obtida (Figura 8) e o valor do coeficiente de determinacao (R* = 1,00000)
demonstraram uma boa relacdo linear entre os valores esperados (gravimétricos) e os valores
obtidos (experimentais) da relacdo molar, em toda a faixa analisada, demonstrando que o
método ¢ linear. Os residuos (Figura 9) encontrados foram pequenos, menores que 0,3 %, e
homocedasticos, com boa distribui¢cdo ao longo da curva, o que confirma a linearidade do

método.
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Figura 8 - Teste de linearidade (RMN)
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Figura 9 — Grafico de residuos da curva obtida para a linearidade do método (RMN)

5.3.2.2 Precisdo

O método foi considerado preciso, pois apresentou bons resultados nos trés testes
realizados e em todos os niveis de relagdo molar. Os coeficientes de variagdo em todos os
testes ficaram dentro dos limites estabelecidos de 10 %, indicando baixos valores de erros
aleatorios. A repetitividade do equipamento apresentou um CV de 0,08 %, enquanto o maior
valor obtido na repetitividade do método foi de 1,85 % (Tabela 18). A precisdo intermediéria
obteve CV abaixo de 3,0 % (Tabela 19). O teste de Grubbs identificou um outlier na
repetitividade do método (Figura 31 — Apéndice B) e outro na precisdo intermedidria no
ensaio com analistas diferentes (Figura 32 — Apéndice B), ambos observados no nivel baixo

de relacdo molar. Dessa forma, os célculos desses ensaios foram feitos com 5 resultados.

52



Tabela 18 — Repetitividade do método (RMN)

Nivel Relag¢ao molar média (%) CV (%)
Baixo 9,9 0,86

Meédio 60,6 0,61
Alto 80,3 1,85

Tabela 19 — Preciso intermediaria (RMN)

Coeficiente de variacao (%)
Nivel

(relacao molar média) Ensaio
dias diferentes analistas diferentes
Baixo (15%) 0,37 0,52
Meédio (50%) 0,40 0,43
Alto (80%) 1,52 1,72

5.3.2.3 Exatidao

Os valores de erro relativo obtidos, nos trés niveis de relagdo molar, estdo dentro da
faixa de + 4 % (Figura 10) e, assim, dentro do limite de aceitagdo de £ 10 %. O teste de
Grubbs identificou um outlier nos resultados das amostras com relagdo molar préxima a 10 %
(nivel baixo) (Figura 31 - Apéndice B), logo para este ponto foram utilizados 5 resultados.
Tanto este outlier quanto aquele encontrado no ponto baixo da repetitividade do método sao
referentes a uma mesma solugdo, usada em ambos os testes. Dessa forma, pode-se considerar

que o método ¢ exato, pois apresenta valores aceitaveis de erros sistematicos.
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Figura 10 — Erros relativos encontrados para a exatiddao do método (RMN)

A validagdo realizada, porém, ndo garante a recuperacdo de solucdes de diferentes
analitos ou solventes. Uma boa recuperagdo depende do método de extracdo, sendo critico
principalmente em amostras pouco puras e, por isso, deve ser planejado para cada tipo de

amostra.

5.3.2.4 Robustez

Os fatores selecionados para o teste de robustez foram aqueles que influenciam na
relagdo sinal/ruido do espectro, uma vez que esse ¢ um dos pontos criticos para a
quantificagdo por RMN. O planejamento fracionario saturado permite avaliar, com um
nimero razoavel de experimentos, uma grande quantidade de fatores, sendo um recurso
adequado para se avaliar a robustez. Os resultados das solugdes analisadas em cada ensaio,

assim como a média, o desvio-padrio (s) e a varidncia (s%), se encontram na Tabela 20.
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Tabela 20 - Resultado da quantificagdo do DMS em cada ensaio da robustez (RMN)

Ensaio Solucdo1  Solucao 2 Média S s?
1 100,15 99,72 99,93 0,30 0,09
2 100,20 99,79 99,99 0,29 0,08
3 100,18 99,69 99,94 0,35 0,12
4 100,15 99,41 99,78 0,53 0,28
5 100,14 99,60 99,87 0,38 0,15
6 100,08 100,27 100,17 0,14 0,02
7 100,11 99,67 99,89 0,31 0,10
8 100,18 99,75 99,97 0,30 0,09

O efeito de cada fator foi calculado através da constru¢do de uma matriz de
planejamento (y) contendo a média das respostas de cada ensaio. Essa matriz foi multiplicada
pela sua transposta (Xt). Os resultados foram entdo divididos por divisores apropriados
(Tabela 21). Para avaliar se os efeitos sdo estatisticamente significativos, um intervalo de
confianga (IC) foi calculado e um grafico com o resultado dos fatores e o IC foi construido
(Figura 11). Todos os fatores apresentaram valores de efeitos dentro do intervalo de confianca
e, portanto, nao influenciam, de maneira significativa, a quantificacdo. Logo, o método ¢
robusto para as varia¢des de aquisi¢ao e processamento avaliadas. Além disso, conclui-se,
também, que ¢ possivel reduzir o tempo de andlise, pela aquisi¢ao dos espectros com apenas 8
scans, € que a utilizacdo de tubos de alta qualidade (Selection), que sdo mais caros, ndo ¢

necessaria para a quantificagao.
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Tabela 21 — Calculo dos efeitos dos fatores avaliados na robustez (RMN)

Fatores Xt*y Divisor Efeitos
M Média 799,549 8 99,94
1 Numero de scans (NS) -0,28 4 -0,07
2 Ganho do detector (RG) 0,39 4 0,10
3 Temperatura do sensor (Temp) -0,26 4 -0,06
4 Qualidade dos tubos (Tb) -0,45 4 -0,11
5 Software de processamento (S) 0,47 4 0,12
6 Critério de integracdo (Int) 0,02 4 0,005
7 Fungao Line Broadening (1b) 0,02 4 0,004
0.50
IC (0,95)
0.40
0.30
0.20
0.10 0,12
0.10
P % % 0,005 0,004
2 000
= = = %
0,10 -0,07 -0,06
-0.11
-0,20
-0,30
-0,40
IC (0.95)
0.50
Numero de Ganhodo  Temperatura de Qualidade dos  Software de Critério de Fungdo Line
scans detector aquisicao tubos processamento  integracdo Broadening

Fator

Figura 11 — Grafico com fator versus valores de efeito calculados pela robustez (RMN)

5.3.2.5 Limites de detec¢do e quantificagcdo

Os valores dos limites de detec¢ao e quantificacdo calculados pela extrapolagdo da

curva, considerando a relagdo molar do DMS (amostra), foram respectivamente 0,12 % e 0,41
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%. Ou seja, 99,88 % e 99,59 % considerando a relacdo molar do acido maleico (PI). Como
ilustragdo, esse valor de LQ representa como quantidade minima da amostra a ser detectada e

quantificada pelo método, para a pesagem de 10,00 mg de AM, 0,03 mg de DMS na solugao.

5.3.2.6 Estabilidade

As solugdes contendo AM e DMS foram estaveis para o periodo de 20 dias, a
temperatura ambiente, uma vez que apresentaram erro relativo para as purezas médias dentro

da faixa de + 1 % (Tabela 22) e dentro do limite de aceitacdo de = 5 %.

Tabela 22 — Erros relativos calculados para a estabilidade das solugdoes de AM e DMS (RMN)

Rela’g:z'i.o molar Pur.eza média Pul.'eza média Erro relativo (%)
média (%) Dia 1 (%) Dia 21 (%)
10,1 96,5 96,2 0,32
59,9 99,4 99,6 -0,19
80,2 101,5 101,7 -0,18

Deve-se destacar, entretanto, que esse resultado ndo garante a estabilidade de solugdes
de diferentes analitos ou solventes. Essa figura de mérito deve ser avaliada para cada solucao
especifica, por isso os resultados obtidos ndo podem ser extrapolados e utilizados para

diferentes amostras e matrizes.

5.3.2.7 Estimativa da incerteza de medicdo

A Tabela 23 apresenta as componentes da incerteza, com os respectivos valores de
incerteza padrao. A contribui¢ao de cada componente (Tabela 24), calculada considerando o
quadrado dos valores adimensionais das incertezas padrao e a soma dos quadrados, demonstra

u U a0 € inci , 0), , poi i z
e a recuperacdo ¢ o fator principal (85,66 %), como era de se esperar, pois essa incerteza
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representa um somatério de varias incertezas, como, por exemplo, as do preparo de amostra e

das purezas do padrao interno e do analito.

Tabela 23 - Componentes da incerteza e respectivos valores de incerteza padrdo (RMN)

Componentes da Incerteza padrio

Valor (x) Unidade U(x) Divisor (k)

incerteza (n pad)
Massa de PI 0,03 g 0,00002 2,00 1,00 x 107
Massa da amostra 0,01 g 0,00002 2,00 1,00 x 10”
Massa moleculardo ¢ 7 0,00500 1,73 2,89 x 107

PI g/mol

Massa ;ﬁ‘;}ietf)“lar do 94,13 gmol 000800 1,73 4,62 x 107
Pureza do PI 0,9999 - 0,00090 2,00 4,50 x 10
Razdo das areas 1,90 - 0,00149 2,45 6,07 x 10*
Recuperacio 1,00 - 0,00610 2,45 2,48x 107

Tabela 24 — Valores das incertezas de cada componente e suas contribuicdes (RMN)

Componentes da incerteza (valor al(liill)::e(:lnsional) (n pad)2 Coilllltcrefll‘)tl;izq: (()‘%;lra

Massa de PI 3,89x 10 1,31x 107 1,83
Massa da amostra 7,68 x 10 5,90 x 107 8,22
Massa molecular do PI 2,49x 107 6,19x 107" 0,01
Massa molecular do analito 491x10° 241 x 10° 0,03
Pureza do PI 4,50 x 10* 2,03 x 107 2,82
Razdio das dreas 3,19x 107 1,02 x 107 1,42
Recuperagio 2,48x 107 6,14x 10° 85,66

Soma dos quadrados 7,17 x 10 100,00

Incerteza padrao combinada 0,0027
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A incerteza combinada foi entdo multiplicada por 2, valor do fator de abrangéncia de
95 % de confianga. A incerteza expandida (U) ¢ relativa e por isso a pureza de cada amostra,
em porcentagem, deve ser multiplicada por 0,54 % para se obter a sua incerteza expandida.
No caso dessa validagdo, o DMS foi utilizado como amostra ¢ a sua pureza e incerteza
expandida sdo respectivamente 99,90 % + 0,54 %. A estimativa da incerteza do método de
RMN de 'H apresentou baixo valor, demostrando a capacidade dessa técnica quando

associada a um bom preparo de amostra.

5.3.3 Quantificacido de MDMA.HCI padriao

Como havia uma quantidade limitada de MDMA.HCI padrao disponivel, somente 4
solucdes foram preparadas. As poucas andlises realizadas com o padrio ndo interferiram
significativamente na conclusdo de que o método poderia ser efetivamente usado para
quantifica¢do desse analito, pois a precisdo e exatiddo também puderam ser avaliadas através
de resultados da quantificagdo das amostras reais € na comparagao desses resultados com os
obtidos por CG-DIC. De acordo com a Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
norma ABNT NBR ISO/IEC 17.025:2005, ¢ suficiente, para a validagdo de um método,
comparar seus resultados com aqueles obtidos por um método ja validado ou,
alternativamente, pela determinacdo da incerteza do método, que também foi estimada nesse
trabalho. Por isso € possivel afirmar que o método de quantificacio de MDMA por RMN de

'H est4 validado.

Para a identificacdo dos hidrogénios da molécula de MDMA no espectro de RMN de
'H avaliou-se o deslocamento quimico, a multiplicidade, o valor da integral e as constantes de
acoplamento (J) de cada sinal (Apéndice D). Na Figura 12 observa-se um dupleto (1,27 ppm,
3 'H, J = 6,60 Hz) referente 4 metila A e um simpleto (2,70 ppm, 3 'H) referente a metila B.
Os dois duplo dupletos (2,83 ppm, 1 'H, J, = 7.89 Hz, J, = 14,09 Hz; 2,97 ppm, 1 'H, J, =
6,60 Hz, J, = 14,09 Hz) sdo dos dois hidrogénios C, que estdo acoplando entre si e com o
hidrogénio D, que parece ser um sexteto (3,48 ppm, 1 'H). O simpleto (5,97 ppm, 2 'H) é do
metileno E e os trés hidrogénios do anel aromatico, F, G e H, acoplam entre si e sdo,
respectivamente: um duplo dupleto (6,78 ppm, 1 'H, J, = 1,83 Hz, J, = 7,89 Hz), um dupleto
(6,84 ppm, 1 'H, J = 1,83 Hz) e um dupleto (6,88 ppm, 1 'H, J = 7,89 Hz).
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Figura 12 - Estrutura molecular e espectro de RMN de 'H do MDMA.HCl padrio, com identificagdo

dos hidrogénios da molécula, em D,0, contendo acido maleico (6,4 ppm)

Os dois hidrogénios identificados pela letra C obtiveram deslocamentos quimicos e
constantes de acoplamento com o hidrogénio D diferentes. Isso ocorreu porque os hidrogénios
C sdo diasteretopicos, uma vez que o carbono ligado ao hidrogénio D é um estereocentro.
Além disso, esses hidrogénios sofrem efeito do anel aromatico, denominado anisotropia
magnética. Logo, esses dois hidrogénios acoplam entre si, formando um dupleto com um J
grande (J, = 14,09 Hz), e com o hidrogénio D, formando um dupleto com um J menor (J; =
6,60/7,89 Hz). Por isso o espectro apresenta dois duplo dupletos, de integral 1 cada e com
valores de constante de acoplamento ligeiramente diferentes, e ndo um tUnico dupleto de
integral 2. O hidrogénio D se assemelha a um sexteto, pois acopla com constantes de
acoplamento muito proximas, porém diferentes, com os trés hidrogénios A (J = 6,60 Hz) e
com os dois hidrogénios C (J = 6,60/7,89 Hz). O hidrogénio ligado ao nitrogénio ndo esta
identificado no espectro devido a troca do hidrogénio com o deutério do solvente, que faz o

sinal desaparecer.
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O sinal utilizado na quantificagio do MDMA foi o referente ao metileno dioxi,
hidrogénios E (5,97 ppm , 2 'H), pois, além de ser um simpleto, ocupando menor espago no
espectro, o que reduz a possibilidade de interferéncia, ¢ um sinal mais especifico, que
diferencia o espectro do MDMA com das moléculas similares, como metanfetamina e

anfetamina.

5.3.3.1 Seletividade

A seletividade do método de quantificacio por RMN de 'H para o MDMA foi
demonstrada pela ndao sobreposicdo dos sinais dos adulterantes nos sinais utilizados na
quantifica¢do. Os analitos selecionados foram aqueles encontrados como adulterantes nas
amostras reais (anfetamina, aminopirina, cafeina e procaina) pela analise por CG-DIC ¢ a
sacarose, excipiente identificado em algumas amostras reais, que ¢ soluvel em D,0O. Os
espectros dos adulterantes e da sacarose (Figura 13) mostram que nao ha sinais nas regides do
acido maleico (6,4 ppm) e nem do MDMA.HCI (5,9 ppm) utilizados na quantificagdo das

amostras (Apéndice E).
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Figura 13 — Espectros de RMN de 'H dos possiveis adulterantes e da solugio de seletividade

A quantificagdo do MDMA.HCI realizada no espectro da solucdo contendo a
aminopirina, a anfetamina, a cafeina, a procaina e a sacarose apresentou pureza de 103,5 % e
erro relativo igual a 3,92 %, valor dentro dos limites estabelecidos para a exatiddo. Ficou

demonstrado, mais uma vez, que o método ¢€ seletivo para esse analito.

5.3.3.2 Precisdo

O CV obtido com MDMA.HCI (1,82 %) est4 proximo aos CV calculados com o DMS
para a precisio do método de quantificacdo por RMN de 'H (Item 5.3.2.2) e, portanto, dentro
do limite de + 10 %.

62



5.3.3.3 Exatidao

Os valores de erro relativo obtidos para a exatidao (Tabela 25) estdo abaixo de = 5,0 %
e, portanto, dentro do limite de aceitagdo estabelecido de = 10 %. Dessa forma, o método ¢
exato para 0 MDMAL.HCI. Os valores de erro relativo obtidos para a exatiddo sdo um pouco
maiores do que os obtidos no teste de exatidio do método de RMN de 'H validado com o
DMS (Item 5.3.2.3). O maior desvio obtido pelo MDMA HCI pode ser devido ao maior erro
de balanca, uma vez que se pesou o padrao e a celulose no mesmo eppendorff, e a possiveis

perdas no processo de filtracao.

Tabela 25 — Exatidao do padrao de MDMA HCI (RMN)

MDMA.HCI

Replicata Pureza de Erro relativo (%)

Pureza obtida (%) referéncia (%)

1 41,9 423 0,9
2 41,1 42,9 4,2
3 43,3 43,9 1,4

5.3.3.4 Estabilidade

A estabilidade das solu¢des de MDMA .HCI e acido maleico em 6xido de deutério, a
temperatura ambiente, foi demonstrada para 3 dias, com erros relativos menores que 0,2 %
nas trés solucdes analisadas. O erro relativo encontrado para a média das solugdes foi de 0,1

%, dentro do limite de aceitagcdo de 5 %.

5.3.3.5 Estimativa da incerteza de medi¢do para o MDMA.HCI

Aproveitando os dados obtidos com o padrao de MDMA.HCI e para que o resultado

pudesse ser comparado, de forma mais fiel, com o valor de estimativa de incerteza obtido para
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o método de quantificagdo de MDMA.HCI por CG-DIC, a estimativa da incerteza do método
de quantificagdo por RMN de 'H também foi calculado considerando o MDMA.HCI como

amostra.

Os componentes da incerteza, com os respectivos valores de incerteza padrao estao na

Tabela 26.

Tabela 26 - Componentes da incerteza e respectivos valores de incerteza padrao (RMN/MDMA)

COI?E:;?:;? da Valor (x) Unidade () Diz;i;or Incer(t:z;a[(;z)ldrﬁo
Massa de PI 0,01 g 0,00002 2,00 1,00x 107
Massa da amostra 0,01 g 0,00002 2,00 1,00x 107
Massa molecular do PI 116,07 g/mol 0,00500 1,73 2,89x 107
Massa 2illll;ﬁiet((:)ular do 229,70 ol 0.02000 173 1,15x 102
Pureza do PI 0,9999 - 0,00090 2,00 4,50x 10™
Razio das areas 1,90 - 0,00149 2,45 6,07 x 10
Recuperagao 0,9822 - 0,01788 1,73 1,03 x 107

As contribuigdes de cada componente (Tabela 27), calculadas considerando o
quadrado das incertezas padrdes, mostra que a recuperacdo ¢ o fator principal (98,53 %),

como esperado.
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Tabela 27 — Valores das incertezas de cada componente e suas contribuigdes (RMN/MDMA)

Componentes da p pad

: . . (u pad)? Co'ntribuig:z'm para
incerteza (valor adimensional) incerteza (%)
Massa de PI 9,09 x 10°* 8,26x 107 0,74
Massa da amostra 7,14x 10 5,10x 107 0,46
Massa molecular do PI 2,49x 107 6,19x 107 0,00
Massa molecular do 5,03 x 107 2,53x 107 0,00
analito
Pureza do PI 4,50 x 10™ 2,03 x 107 0,18
Razdo das dreas 3,19x 10" 1,02 x 107 0,09
Recuperagio 1,05 x 107 1,10x 10™ 98,53
Soma dos quadrados 1,12x 10" 100,00
Incerteza padrao combinada 0,0106

A incerteza expandida (U) ¢ obtida pelo valor da pureza, em porcentagem, de cada
amostra multiplicada por 2,12 %, valor da incerteza padrdo combinada multiplicada pelo fator
de abrangéncia de 95 % de confianga (k = 2). Para exemplificar, a Tabela 28 apresenta trés

valores hipotéticos de pureza e os respectivos valores de incerteza expandida.

Tabela 28 - Incerteza expandida para 95 % de IC (RMN/MDMA) de 3 amostras hipotéticas

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Pureza da amostra
5,00 40,00 80,00
(Pamostra) (%)
Incerteza expandida 0.11 0.85 1,69

(Uamostra) (%)

Ao se comparar os valores de incerteza que devem ser multiplicados pela pureza da

amostra, a incerteza do RMN de 'H para o MDMA (2,12 %) é menor do que a obtida para o
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método de quantificacdo por CG-DIC (6,28 %). A recuperagao foi o componente principal na

estimativa das duas incertezas.
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6 CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DE MDMA EM
COMPRIMIDOS DE ECSTASY

6.1 INTRODUCAO

A UNODC, através da Avaliagdo Global sobre Drogas Sintéticas de 2014, relata que a
cocaina e a maconha ainda dominam o mercado das drogas na América do Sul, América
Central e Caribe, porém, as apreensdes de ecstasy nessas regides tém aumentado
significativamente e mais do que triplicou entre 2008 e 2012. A maioria das apreensdes de
ecstasy ocorreu no Brasil, representando 47 % de todo os anfetaminicos apreendidos nessas
regides no referido periodo (Figura 14). Em 2012, o ecstasy representou mais de 95 % das

apreensdes de anfetaminicos no Brasil.*

Outros Uruguai
5% 4%

Coldmbia

6%
Peru __Brasil
16% I 47%

Argentina/
22%

Figura 14 - Apreensdes de ecstasy na América do Sul, América Central e Caribe, por pais, 2008-2012

De acordo com dados internos da Policia Federal, em 2014 foram apreendidos 99,44
kg de comprimidos contendo MDMA. Essa massa corresponde a cerca de 400 mil
comprimidos, considerando 250 mg como massa média de um comprimido. Os principais
estados, responsaveis por 88,9 kg, quase 90 % dos comprimidos apreendidos no pais em um

ano, foram Sao Paulo e Rio de Janeiro e a maior parte das apreensdes ocorreu nos acroportos
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internacionais localizados nestes estados. A Figura 15 apresenta a contribui¢do da massa de

comprimidos apreendidos em 2014 dos estados que representaram mais de 0,1 % do total.

Figura 15 - Mapa das principais apreensdes de MDMA por estado do Brasil, realizadas pela Policia

Federal, em 2014

Nesse capitulo serdo apresentados os métodos, resultados e discussdes referentes as

analises realizadas nas amostras reais de comprimidos de ecstasy.
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6.2 METODOS

As amostras reais de comprimidos de ecstasy foram disponibilizadas pela Policia
Federal e analisadas no INC. Os comprimidos utilizados foram os encaminhados ao INC, para
andlise do projeto PeQui, por laboratorios forenses da Policia Federal localizados em diversos

estados brasileiros.

Os 682 comprimidos de ecstasy disponiveis foram inicialmente separados em 39 lotes
que levaram em consideracao o nimero de registro na pericia da PF, o estado da apreensao da
droga e caracteristicas fisicas (massa, cor e logotipo impresso durante a fabricagdo). Um
comprimido de cada lote foi triturado, com auxilio de almofariz e pistilo de vidro, até a
obtencdo de um po fino. Esse po foi utilizado em todas as analises quimicas, de caracterizacao

e quantificacdo, feitas nesse projeto.

6.2.1 Caracterizacio dos comprimidos

Imagens dos comprimidos foram registradas em arquivo digital, através do

digitalizador VSC 50, que permite incidir iluminagao lateral para destacar logotipos.

A massa média foi calculada apds a pesagem em balanga analitica de 10 comprimidos
de cada lote, selecionados aleatoriamente. Quando o numero de comprimidos de um lote foi
igual ou menor que 10, a média foi calculada com a massa de todos os comprimidos

disponiveis.

A identificacdo do excipiente principal de cada lote dos comprimidos foi feita por
espectroscopia no infravermelho médio (FTIR-ATR). Cerca de 10 mg do p6 de um
comprimido de cada lote foi solubilizado em 10 mL de metanol, submetido a agitagao por
vortex e, em seguida, ao ultrassom por 5 minutos. Apods centrifugagao da solugao resultante, a
1100 rpm por 5 minutos, o sobrenadante (fase metandlica, contendo o MDMA), foi
descartado e o precipitado analisado no infravermelho e confrontado com as bibliotecas de

FTIR disponiveis na estacdo de trabalho. Nos casos em que praticamente toda amostra se
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solubilizou no metanol, a andlise por infravermelho foi feita com o p6 do comprimido e,

quando necessario, o espectro do MDMA foi subtraido do espectro resultante.

O teste de cloreto foi realizado para a identificacdo de ions cloreto no comprimido, o
que indica o uso de MDMA na forma de sal cloridrato. Em um tubo de ensaio foi adicionado
aproximadamente 10 mg do comprimido pulverizado, cerca de 1 mL de 4gua e 2 gotas de
uma solug@o de 4cido nitrico 5 mol/L. Ao sobrenadante adicionou-se 2 gotas de uma solugdo
de nitrato de prata 1 % e o resultado foi observado e registrado. Um branco e um controle
positivo foram feitos para comparagdo. Para um resultado positivo, um precipitado branco

deve se formar.

6.2.2 Analise das amostras reais por CG-DIC

Entre 10,00 mg ¢ 11,00 mg do p6 de um comprimido foram pesados em balanga
analitica dentro de erlenmeyers de 25 mL. Adicionou-se, com dispensador, 10 mL da solugdo
de padrdo interno e agitou-se manualmente a solucdo resultante, fazendo-se movimentos de
agitacdo circulares com o erlenmeyer por cerca de 10 segundos, para extracao e dissolucao do
MDMA HCI. Cerca de 1,5 mL dessa solucao foi transferida para um vial, que foi lacrado e
submetido a centrifuga¢do (3.000 rpm por 5 minutos) e levado para analise no CG-DIC. Os
tempos de reteng¢do dos analitos utilizados durante a seletividade do método foram utilizados

na identifica¢ao de adulterantes presentes nas amostras.

6.2.3 Analise das amostras reais por RMN de '"H

Pesou-se, em triplicata, de 25,00 a 30,00 mg do pd obtido a partir de um comprimido e
de 10,00 a 12,00 mg de AM em um mesmo eppendorff. Acrescentou-se, a este eppendorff,
1,2 mL da solu¢ao de D,O. O eppendorff foi levado ao vortex por 1 minuto e em seguida a
centrifuga, a 2.000 rpm por 5 minutos. Cerca de 1,0 mL do sobrenadante foi, entdo,
transferido a um segundo eppendorff, com auxilio de uma pipeta automatica. Nos casos em

que a solucao apresentou material em suspensao mesmo apos centrifugacao, um algodao foi
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colocado na ponteira para filtracdo dos soélidos durante a transferéncia. As solugdes foram
armazenadas a temperatura ambiente e analisadas no RMN ap6s um periodo méximo de 3

dias.

Uma solugdo controle foi sempre preparada nos dias de pesagem das amostras. Para
isso, pesou-se de 10 a 13 mg de AM e de DMS em um mesmo eppendorff, no qual se
acrescentou 1,2 mL da solugdo de D,O. O eppendorff foi, entdo, levado ao vortex por 1
minuto. A solu¢do foi armazenada a temperatura ambiente até um periodo maximo de 20 dias.
Para avaliar se o equipamento estava funcionando adequadamente, solugdes controle foram
analisadas e quantificadas, seguindo o método utilizado na validagio por RMN de 'H, no
inicio, no meio e no fim de uma sequéncia de andlises de amostras. Como parametro de

aceitacdo, desvios de até + 5,0 % do valor da pureza do certificado do DMS foram aceitos.

6.2.4 Comparacio dos métodos

Para a comparacdo dos métodos, os valores das purezas médias obtidas para as
replicatas de cada amostra em cada um dos métodos foram comparados pela construcao de
um grafico, plotando-se o resultado obtido por CG-DIC no eixo x e o resultado do RMN de
'H no eixo y. A regressio linear pelo método dos quadrados minimos foi aplicada para a
obtenc¢ao de uma reta e para avaliar o quio proximos estariam os resultados obtidos pelos dois
métodos. Os residuos, ou seja, a diferenca do valor médio de pureza obtido pela anélise por
RMN de 'H e aquela determinada pela reta, foram calculados. Para avaliar a presenca de
outliers nos resultados de pureza dos comprimidos de ecsfasy, foram analisados o conjunto
dos 6 resultados, sendo 3 da quantificacio por CG-DIC e 3 da por RMN de 'H. Para uma
comparacao estatistica dos métodos, o teste T pareado foi aplicado, com o uso do software

Minitab, para o conjunto das purezas médias das amostras obtidas pelos dois métodos.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.3.1 Caracterizacio dos comprimidos

A caracterizagdo dos comprimidos de ecstasy apreendidos pela PF foi feita com o
objetivo de uma possivel correlacdo entre drogas apreendidas em estados e/ou épocas
diferentes, no contexto do Projeto PeQui do ecstasy, que pode resultar na indicagdo de rotas

de trafico e até mesmo de laboratodrios de sintese dessas drogas.

Os comprimidos foram separados em 39 lotes, que apresentaram variadas cores e 17

logotipos diferentes, sendo apenas um, o logotipo denominado diamante, em alto relevo.

Alguns dos logotipos podem ser vistos nas fotos apresentadas na Figura 16.

Diamante X
Naipes
Ying yong Maga Apple® Coroa Coracdo

Tulipa Golfinho Gota
Fantasma

Figura 16 — Logotipos das amostras de comprimidos de ecstasy
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As amostras analisadas decorrem de 25 apreensdes em 6 estados brasileiros: Alagoas,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Parand e Sao Paulo, conforme apresentado na Tabela
29. O Para foi o estado que obteve a maior média de comprimidos por apreensao, com 19.956
comprimidos em uma unica apreensao, enquanto a média geral foi de 5.931 comprimidos por
apreensdo. Sao Paulo apresentou o maior nimero de comprimidos apreendidos, representando

63 % do total, conforme demonstrado na Figura 17.

Tabela 29 — Comprimidos apreendidos em cada estado

N° total de Média de
Estado N° de apreensoes comprimidos comprimidos por
apreendidos apreensiao
AL 1 197 197
MS 1 215 215
MT 5 2.754 551
PA 1 19.956 19.956
PR 12 32.211 2.684
SP 5 92.935 18.587
TOTAL 25 148.268 5.931
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Figura 17 — Mapa com a porcentagem do niimero de comprimidos apreendidos por estado

A massa média de 10 comprimidos de cada lote variou de 158,42 a 429,19 mg (média
de 252,23 mg). A Figura 18 mostra a distribuicdo da massa média dos comprimidos nos lotes

apreendidos.
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Figura 18 - Grafico da quantidade de lotes em uma mesma faixa de massa media dos comprimidos
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O excipiente identificado em mais de 60 % dos lotes foi a celulose. Na Figura 19
encontra-se o espectro de FTIR/ATR da celulose utilizado para a sua identificagdo. Outros

excipientes encontrados foram sacarose, amido, talco e ésteres graxos de cadeia longa.

95—5
eu—f
55-3
au—f

751

70+

B85 <

% Transmitance

En—f
55—5
su—f
45-3
au—f
35—5

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (crr-1)

Figura 19 — Espectro de FTIR/ATR de amostra padrao de celulose

Os resultados da caracterizagdo dos comprimidos estdo compilados na Tabela 30, com

os lotes agrupados por logotipo.
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Tabela 30 — Caracterizagao fisico-quimica dos comprimidos de ecstasy

Comprimidos

Estado -

. n Excipiente
Reglstl’o Massa média . MeS/Ano da
(mg) Cor Logotipo apreensio (FTIR/ATR)
1309/11 217,79 Rosa Diamante PA -06/2011 Celulose
363/12 227,09 Rosa Diamante MS -02/2012 Celulose
187/12 2294 Rosa Diamante MT -02/2012 Celulose
1839/12 C 227,27* Rosa Diamante PR -07/2012 Celulose
4332/12 A 260,14 Verde Maga - 'Mac' SP - 08/2012 Celulose
5212/12 295,73 Verde Maga - 'Mac' SP - 10/2012 Celulose
4332/12 B 268,36 Azul escuro  Maga - 'Mac' SP - 08/2012 Celulose
3780/11 A 429,19 Amarelo Maga - 'Mac' PR -11/2011 Sacarose
3781/11 A 426,21 Amarelo Maga - 'Mac' PR -11/2011 Sacarose
3780/11 B 414,41 Roxo Maga - 'Mac' PR -11/2011 Talco
3781/11 B 413,61 Roxo Maga - 'Mac' PR -11/2011 Amido
4332/12C 198,16 Amarelo Coroa - Rolex' SP - 08/2012 Talco
4332/12 E 196,36 Azul claro  Coroa - 'Rolex’ SP - 08/2012 Celulose
2626/12 220,02 Rosa Coroa - Rolex' SP - 06/2012 Celulose
1839/12 E 216,48* Rosa Coroa - Rolex' PR -07/2012 Celulose
Esteres
1959/12 201,5 Verde Y MT - 12/2012 graxos de
cadeia longa
Esteres
1465/12 195,76 Verde Y MT - 09/2012 graxos de
cadeia longa
Verde Esteres
1839/12 D 205,81%* Y PR -07/2012 graxos de
escuro X
cadeia longa
Esteres
2949/12 197,13 Verde Y PR - 12/2012 graxos de

cadeia longa

Continua
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Conclusio

Comprimidos

Estado -

. - A Excipiente
Registro Massa média Cor Logotipo Mes/An0~da (FTIR/ATR)
(mg) apreensao
Esteres
958/12 196,93* Vermelho Y PR - 05/2012 graxos de
cadeia longa
Esteres
5870/12 204,97 Azul Y SP-11/2011 graxos de
cadeia longa
543/13 158,42 Rosa Y PR - 02/2013 Celulose
1837/12 231,59* Amarelo Golfinho PR -07/2012 Celulose
1839/12 A 207,19* Amarelo Golfinho PR -07/2012 Celulose
798/13 261,4 Vermelho T 0“;1:;) de pr-032013 Sacarose
835/13 271,99 Vermelho ~ © Ongltf de pR-032013 Sacarose
Formato de
843/13 263,93 Verde sota PR - 03/2013 Sacarose
672/13 202,39 Verde Coragdo PR - 03/2013 Celulose
768/13 195,32 Verde Coragdo PR - 03/2013 Celulose
652/12 210,65* Azul C AL - 06/2012 Celulose
122/13 226,03 Branco 007 MT -02/2013 Celulose
913/13 275,26 Vermelho Tulipa MT - 10/2013 Celulose
4460/12 A 276,47 Rosa claro Naipes SP - 09/2012 Celulose
4460/12 B 258,15 Rosa escuro Flor SP -09/2012 Celulose
4332/12D 354,32 Laranja Ying Yang SP - 08/2012 Celulose
1746/12 247.47* Azul Fantasma PR -07/2012 Celulose
1839/12 F 228,36* Roxo Flor PR -07/2012 Celulose
3267/13 214,98 Verde Simbolo dapaz PR - 11/2013 Celulose
1839/12 B 310,65* Verde claro X PR -07/2012 Celulose

*Média calculada com n < 10.
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Os testes de precipitacdo para cloreto resultaram positivo para todos os lotes,
indicando o uso geral do MDMA na forma de sal cloridrato. No decorrer dos testes, as
solugdes apresentaram formagdo de turvagdo intensa, confirmando a formacdo de um

precipitado branco, conforme ilustrado na Figura 20.

Figura 20 — Teste de Cloreto: 1. Amostras solubilizadas em agua. 2. Amostras ao final do teste

6.3.2 Analise das amostras reais por CG-DIC

A pureza de um comprimido de cada lote encontrada apds andlise pelo CG-DIC
(Tabela 31) variou de 10,5 = 0,7 % a 77,0 + 4,8 %, com média de 41,9 + 2,6 %. O maior
coeficiente de variagao das triplicatas de cada lote encontrado foi de 4,4 %, e a média dos CV
foi de 1,9 % (Apéndice F). Ao usar a massa média dos comprimidos de cada lote e a pureza,
foi possivel estimar a quantidade de MDMA.HCI em um comprimido de cada lote e esse
valor variou de 39,4 a 151,8 mg, sendo a média dos 39 lotes igual a 96,4 mg por comprimido.
Dessa forma, a maioria das amostras reais apresentou concentracao dentro da faixa descrita na
literatura, de 50 a 150 mg de MDMA, sendo apenas 5 lotes com quantidades estimadas fora
dessa faixa (3 lotes com valores abaixo de 50 mg e 2 lotes com valores acima de 150 mg). A
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Figura 21 mostra a distribuicdo da massa de MDMA HCI, por comprimido, por nimero de

lotes apreendidos.

Tabela 31 — Pureza das amostras determinada por CG-DIC

Amostra Pureza Massa Amostra Pureza Massa
(%) MDMA.HCI (mg) (%) MDMA.HCI (mg)
3780/11 A 10,5 44,9 768/13 43,9 85,8
3780/11 B 12,7 52,6 2626/12 44,4 97,7
3781/11 A 12,8 54,7 4332/12 E 45,8 90,0
3781/11 B 13,2 54,5 1309/11 48,0 104,4
835/13 14,8 40,2 4332/12C 48,3 95,6
798/13 15,1 39,4 1839/12 C 48,5 110,2
843/13 19,6 51,7 652/12 52,4 110,4
913/13 21,4 59,0 363/12 52,9 120,1
1839/12 F 29,9 68,2 187/12 53,0 121,5
5212/12 314 92,9 1837/12 53,5 124,0
1839/12 B 31,9 99,1 1746/12 54,0 133,5
122/13 32,0 72,3 1839/12 A 55,6 115,3
4460/12 A 333 91,9 543/13 56,6 89,7
4332/12D 333 118,0 1465/12 60,9 119,3
4460/12 B 36,0 92,9 5870/12 61,9 126,8
4332/12 B 41,8 112,1 1839/12 D 66,1 136,0
1839/12 E 41,9 90,7 1959/12 74,9 151,0
4332/12 A 429 111,7 958/12 75,7 149,1
3267/13 42,9 92,3 2949/12 77,0 151,8
672/13 43,6 88,3
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Figura 21 — Quantidade de lotes em uma mesma faixa de massa de MDMA.HCI por comprimido

Para a identificacdo de adulterantes nas amostras, foram utilizados os tempos de
retencao dos analitos presentes nas solugdes analisadas no teste de seletividade do método de
CG-DIC, logo ¢ possivel que outros analitos, além desses, estejam presentes nas amostras. Foi
identificado pelo menos um adulterante em 15 % das amostras analisadas. A partir dos
cromatogramas foi possivel identificar a presenca de aminopirina em 3 amostras, 3781/11 B,
2949/12 e 1959/12 (Figura 22). A cafeina e a procaina foram encontradas em duas amostras,
798/13 e 835/13, e a anfetamina, em apenas uma amostra, 843/13 (Figura 23). A presenca

destes adulterantes foi confirmada por analises de CG-EM.
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Figura 22 — Cromatogramas das amostras 3781/11 B, 2949/12 e 1959/12
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Figura 23 — Cromatogramas das amostras 798/13, 835/13 e 843/13

6.3.3 Agrupamento de amostras

8,00

Agrupou-se os lotes com o mesmo logotipo, excipiente e adulterante e foi possivel

propor 9 conjuntos, dos quais 6 apresentavam CV intragrupo para pureza do MDMA menor

que 10 % (Tabela 32), valor de aceita¢do usado no teste de repetitividade do método.
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Tabela 32 — Agrupamento de lotes de comprimidos similares

Comprimidos -
Numero Estados das Pureza média
.. - de MDMA.HCl1 CV (%)
Losotino Excipiente/ de lotes apreensdes (%)
gotip Adulterante °
Coragao Celulose 2 PR 43,8 0,5
Formato de gota Sacarose/ 2 PR 14,9 1,4
& Cafeina e Procaina ’ ’
Golfinho Celulose 2 PR 54,6 2,7
Coroa - 'Rolex’ Celulose 3 PR, SP 44,1 4.5
Diamante Celulose 4 MS, MT, PA, PR 50,6 4,7
Esteres graxos de
Y cadeia longa/ 2 MT, PR 76,0 8.9
Aminopirina
Y Esteres graxos de 4 MT, PR, SP 66,2 10,2
cadeia longa
'Maga - 'Mac' Sacarose 2 PR 11,6 14,4
'Maga - 'Mac' Celulose 3 SP 38,7 16,4

A partir desses dados, uma analise mais aprofundada sobre os comprimidos destes
lotes e uma pesquisa das suas respectivas apreensdes pode ser feita, possibilitando uma
correlacdo mais confidvel. Por exemplo, no caso dos comprimidos com logotipo de diamante,
as 4 apreensoes foram feitas em 4 estados diferentes (Pard, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
e Parand) entre junho de 2011 e julho de 2012 (Tabela 30), indicando que houve uma ampla

distribui¢do dos mesmos pelo Brasil.

6.3.4 Anailise das amostras reais por RMN de 'H

Das amostras quantificadas por CG-DIC, 38 também foram quantificadas por RMN de
'H, a maioria em triplicata. Como ndo havia material suficiente de algumas amostras, em

alguns casos um numero menor de replicatas foi feito. O coeficiente de variacdo das amostras

83



(Apéndice F), obtido para as andlises por RMN, apresentou média igual a 2,82 %. Uma
amostra apresentou valor acima do limite usado para a repetitividade do método de 10 %
(15,82 %), porém o teste de Grubbs ndo identificou nenhuma replicata dessa amostra como

outlier.

O método de RMN de 'H néo foi utilizado neste trabalho com o propésito de auxiliar
na identificagdo de adulterantes, pois para avaliar misturas, como as esperadas em
comprimidos de ecstasy adulterados, costuma ser necessario separar os sinais de cada analito
para identificar cada conjunto de sinais, ¢ analises por outras técnicas de RMN, como as

bidimensionais, ndo fazem parte do escopo desse trabalho.

6.3.5 Comparacao dos métodos

O teste de Grubbs foi feito avaliando-se os resultados de quantificacdo dos dois
métodos para cada amostra e dois outliers foram identificados, um da amostra 1839/12 A
(Figura 33 — Apéndice B) e outro da amostra 2626/12 (Figura 34 — Apéndice B), ambos

obtidos na quantificacio por RMN de 'H . Esses valores foram excluidos dos resultados.

Os coeficientes de variagdo das triplicatas dos 39 lotes quantificados por CG-DIC
foram menores que 5,0 %, sendo a média igual a 1,9 % (Apéndice F). Ja na quantificagdo por
RMN de 'H, os resultados apresentaram CV um pouco maiores (média 2,82 %), sendo que
uma das amostras apresentou CV acima 10 % e, portanto, fora do limite de aceitagdo da
precisdao para a validagdo dos métodos. O valor maior de CV médio obtido no RMN pode
estar relacionado ao diferente preparo de amostra, ao longo periodo de armazenamento das
amostras € ao menor numero de triplicatas. Os comprimidos utilizados nas duas
quantificagdes foram triturados e armazenados em eppendorff por aproximadamente 1 ano até
a efetiva analise quantitativa por RMN. Esse longo periodo, utilizado para desenvolvimento
da metodologia, pode ter ocasionado uma segregacao do p6, diminuindo a homogeneidade da
amostra. Das 38 amostras analisadas por RMN, apenas 30 puderam ser analisadas em
triplicata e, das amostras restantes, 6 foram analisadas em duplicata. Os valores dos CV das
amostras reais foram maiores do que os determinados durante a validagcao dos dois métodos, o

que pode ser reflexo da esperada menor homogeneidade das amostras reais.
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Na construgdo do gréafico para comparagdo dos resultados dos dois métodos validados,
o resultado obtido por CG-DIC foi colocado no eixo X, sendo esse método escolhido como
referéncia, por apresentar um CV menor na quantificagdo das amostras. A reta obtida
apresenta bons resultados, equacao da reta com inclinagao de 0,936, intercessao no eixo y em

0,02 e valor de R? de 0,9909 (Figura 24).

80,00%
70,00%
= 60,00%

50,00%

40,00%
° y = 0,9356x + 0,0205

R?=0,9909
30,00%

20,00%
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Pureza determinada por RMN de

0,00%
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00%
Pureza determinada por CG-DIC

Figura 24 — Grafico da comparagdo dos métodos pela pureza das amostras

Os residuos calculados para os valores obtidos por RMN de 'H e aqueles previstos
pela reta (Figura 25) ficaram abaixo de 5 % para todas as 38 amostras, que foram numeradas
pela ordem crescente do valor de pureza, mostrando, novamente, uma boa correlacdo dos
resultados dos 2 métodos. O grafico de residuos construido ¢ homocedéastico, com distribui¢ao

aleatdria, sem tendéncias ou curvaturas, como desejado.
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Figura 25 — Residuos do grafico de comparagio entre CG-DIC ¢ RMN de 'H

Os resultados das quantificagdes das amostras pelos dois métodos foram plotados em

um grafico, no qual é possivel ver as duas faixas, com os valores de purezas médias e as

respectivas incertezas, dos dois métodos (Figura 26).
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Figura 26 — Pureza média das amostras e incerteza do respectivo método. Amostras discrepantes (8,

35 ¢ 37) destacadas.

Ao se comparar os resultados obtidos pelos dois métodos, foram identificadas 3
amostras discrepantes (8 = 913/13, 35 = 5870/12, 37 = 958/12), em que a diferenca entre os

resultados dos dois métodos foi maior que a observada nas outras amostras. Nessas trés
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amostras nenhuma das médias se encontram dentro da faixa de incerteza do outro método
(Tabela 33). Somente a amostra 8 (913/13) apresentou faixas de pureza e incerteza nao

coincidente entre os dois métodos em nenhum momento.

Tabela 33 — Amostras com resultados distantes na quantificacao pelos dois métodos

CG-DIC RMN de 'H
Nimero da
amostra Amostra Pureza média o Pureza média o
(%) Incerteza (%) (%) Incerteza (%)
8 913/13 21,4 1,3 25,5 0,5
35 5870/12 61,9 3.9 57,9 1,2
37 958/12 75,7 4,8 69,9 1,5

Ao se aplicar o teste T pareado, em que a hipotese nula representa a igualdade no
resultado dos dois métodos (Hy: p = 0), concluiu-se que os resultados do CG-DIC e do RMN
de "H nido sdo significativamente diferentes (Tabela 34). O valor de t observado (tons = 1,93)
esta incluido na regido critica, definida por valores tabelados (-2,026 < tops < 2.026) e o valor
de P ¢ maior que 0,05 (P = 0,061), logo se aceita a Hy ao nivel de 5 % de significancia. Além
disso, o valor de p para Hy (Ho: p = 0) esta dentro dos limites obtidos para o intervalo de 95 %
de confianga (-0,0003 < 0,00000 < 0,01243). Portanto, os resultados obtidos pelos dois

métodos na quantificagdo das amostras sdo estatisticamente iguais.
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Tabela 34 — Resultado do teste T pareado

Informacéo Valor
tobs 1,93
Graus de liberdade 37
P 0,061
Média das diferencas 0,00607

Desvio padrdo das diferencgas 0,01936

Hipotese alternativa £0

Intervalo de confianga 95%
Limite inferior -0,0003
Limite superior 0,01243

Cabe ressaltar que a analise por RMN de uma das amostras identificou um problema
no método de CG-DIC. A analise por RMN de 'H da amostra 2696/12, inicialmente
identificada como contendo MDMA pelo método de CG-DIC desenvolvido, mostrou que, na
realidade, a amostra ndo continha esse analito. A auséncia dos sinais especificos d¢ MDMA
no espectro de RMN de 'H (Figura 27) e a analise da amostra por CG-EM, feita pela
comparacdo com um banco de dados, mostraram que a amostra continha a 1-m-
(trifluorometilfenil) piperazina (TFMPP), substincia também comercializada na forma de

comprimidos e que apresenta tempo de retengao muito proximo ao MDMA no CG-DIC.
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Amostra 2696/12

o L J@J)JL J "

MDMA

MJ k L e A y

T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T

7.6 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 4.4 4.2 4.0 3.f8 ( 3.6) 34 3.2 3.0 2.8 2.6 24 2.2 2.0 1.8 1.6 14 1.2
1 (ppm

Figura 27 — Espectros de RMN de 'H do padrio de MDMA.HCI e da amostra 2696/12

O RMN, como possibilita a caracterizagdo da amostra pela identificagcdo dos
hidrogénios, ¢ menos passivel de um resultado falso positivo, pois uma analise de todos os
sinais dos diferentes hidrogénios da molécula pode ser feita, enquanto o cromatograma utiliza
apenas o tempo de retencao do analito. Dessa forma, ¢ uma 6tima ferramenta para analise de

amostras desconhecidas, como € o caso de novas drogas sintéticas.

A inje¢do no CG-DIC de solugdo contendo material de referéncia de TFMPP mostrou
que, na realidade, os tempos de retencio do TFMPP e MDMA nao sdo totalmente
coincidentes (4,61 min e 4,67 min, respectivamente) e a resolu¢do obtida foi maior que 1,5
(2,21), demonstrando que nao ha sobreposicdo dos dois picos (Figura 28). Este caso de “falso
positivo” poderia ter sido evitado se a faixa de tempo de retengdo usada para identificagdo de
MDMA no CG-DIC estivesse mais estreita. Esse parametro foi corrigido no método e nio sao

esperados mais problemas de identificacdo entre estes dois analitos no CG-DIC.
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Figura 28 — Cromatogramas do padrao de MDMA e da amostra 2696/12
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7 CONCLUSAO

O método de quantificagio de MDMA em comprimidos de ecstasy por CG-DIC
desenvolvido nesse trabalho foi validado através das figuras de mérito: linearidade,
seletividade, precisao, exatidao, robustez, limites de detec¢dao e quantificacdo, estabilidade e
estimativa de incerteza. Os resultados obtidos para as figuras de mérito podem ser
considerados adequados ao propdsito de utilizacdo na area forense. A faixa de trabalho
estudada ¢ grande, cobrindo as concentracdes de MDMA usualmente encontradas nos
comprimidos e expressando os resultados com uma estimativa de incerteza adequada para os
objetivos da andlise forense. A precisdo e a exatidao foram demonstradas nos extremos € no
centro da curva analitica, garantindo um resultado confidvel ao longo de toda essa faixa. O
método se mostrou robusto e estavel, sendo resistente a pequenas variagdes nos parametros do
CG-DIC e ao tempo entre o preparo ¢ a analise. O preparo de amostra ficou simples, rapido e,
por ser similar a outros métodos ja em uso no laboratorio do INC, se mostrou, também,

conveniente.

A validagdo do método geral de quantificagdo por RMN de 'H foi demonstrada pela
avaliacdo das figuras de mérito linearidade, precisao, exatidao, robustez, limites de deteccao e
quantificagdo, estabilidade e estimativa de incerteza. Todas as figuras de mérito apresentaram
resultados muito bons para os objetivos da andlise forense, mostrando-se como uma
alternativa viavel para quantificacdo de drogas de abuso. O método apresentou uma Otima
linearidade ao longo da faixa de relacdo molar do padrao interno, podendo ser aplicado em
amostras de diferentes concentragdes e expressando os resultados com uma estimativa de
incerteza adequada para os objetivos da analise forense. A precisdo e a exatiddo apresentaram
bons resultados ao longo de toda a faixa de relagdo molar. O método se mostrou robusto
frente as alteracdes realizadas tanto nos fatores de aquisi¢do quanto de processamento do
espectro de RMN de 'H. As solucdes utilizadas para a validagio do método se mostraram

estaveis para o periodo avaliado.

O método de identificagdo e quantificagdo por RMN de 'H validado pode ser utilizado
nas andlises de drogas reais apreendidas pela Policia Federal. O método validado garante a
quantificagdo de hidrogénios, em diferentes ambientes quimicos, presentes na solugdo. Por
1sso, esse método pode, em teoria, ser aplicado para qualquer molécula organica desde que

figuras de mérito como recuperacdo e seletividade sejam verificadas, sendo, portanto, uma
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Otima alternativa para amostras desconhecidas. Além disso, a técnica de RMN pode ser
utilizada na construcdo de padrdes de trabalho de novas drogas sintéticas, ao fazer uma fiel
identificacao do analito e a determinacao da pureza da amostra. Assim, o padrdo de trabalho
pode ser utilizado como referéncia nas analises desse material por outras técnicas, evitando a

compra de padrdo certificado, o que gera economia e agilidade para as analises forenses.

A aplicagio do método de quantificagio por RMN de 'H no MDMA.HCI padrio
avaliou as figuras de mérito seletividade, exatidao, precisao e estabilidade. Os resultados
confirmaram a 6tima aplicabilidade do método nesse analito. A seletividade ao MDMA.HCI
ficou evidenciada para todos os adulterantes analisados. Bons resultados também foram
obtidos para a precisdo e a exatiddo. As solugdes se apresentaram estaveis para os tempos e

condi¢des avaliados.

Foram analisadas 39 amostras de comprimidos contendo MDMA.HCI apreendidos em
procedimentos da Policia Federal e os parametros quantitativos obtidos fizeram parte da
analise de possiveis correlagdes entre as diferentes apreensdes. Além da pureza, o excipiente
majoritario da amostra, identificado por analise de infravermelho, a presenca de adulterantes,
identificados por CG-DIC, e o logotipo também foram usados para agrupar as amostras. A
partir de dados como estes a Policia Federal podera aprofundar sua compreensao a respeito da
composicdo do ecstasy e avaliar se novas andlises serdo necessarias, como a identificagdo de

componentes minoritarios derivados da sintese do MDMA.

Os resultados obtidos na quantificacdo das amostras reais por CG-DIC e RMN
mostraram a grande proximidade no desempenho dos métodos para quantificagdo de MDMA
em comprimidos de ecstasy das duas técnicas. O CG-DIC ¢ uma técnica relativamente barata
e amplamente aplicada na quantificagdo de drogas em analises forenses. Porém, o RMN de 'H
gerou resultados quantitativos com menor incerteza de medi¢ao de forma eficiente e versatil.
A desvantagem do RMN ¢ o alto custo do equipamento, entretanto isso nao se aplica quando
colaboragdes entre institui¢cdes de ensino e laboratorios forenses sdo firmadas. A possibilidade
do RMN de identificar o principio ativo de uma droga e o quantificar sem uso de um material
de referéncia em uma mesma andlise, demandando menos trabalho e tempo (ndo ¢ necessario
construir uma curva analitica), ¢ a maior vantagem dessa técnica frente aos métodos
cromatograficos normalmente utilizados, tornando-o uma valiosa ferramenta no apoio a
obtencdo de dados quantitativos no ambiente forense, que sempre lida com urgéncia na

emissao de resultados e imprevisibilidade de composi¢ao das amostras.
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APENDICE A

INCERTEZA DA MEDICAO (CG-DIC)

Etapa 1 - Especificagao do mensurando

O mensurando desse método ¢ a pureza da amostra e a equagao que calcula seu valor,

obtida a partir da equag@o da curva analitica, ¢ a equag@o abaixo:

Appma _ b) y Cpr X Vpr X Pypuma (14)

P - (
amostra
API a X Mamostra

A descrigdo, o valor e a unidade de cada componente da equacdo acima estdo na

Tabela 35.

Tabela 35 - Legenda e valores dos componentes da Equacao 14

Sigla Descricao Unidade Valor
Pamostra Pureza da amostra - _
Anpma / Razdo média da area relativa (R, = Area do i 0.47268
App MDMA/ Area do Padrao Interno) ’
M, Massa da amostra (massa média pesada no ponto mg 10,17

médio da repetitividade do equipamento)

P Pureza do MDMA padrio (usado na repetitividade ) 0.996
MDMA do equipamento) ’

a Coeficiente de inclinagdo da curva analitica - 0,68435
b Valor da interse¢do com o €ixo y — curva analitica - 0,00561
Cypy Concentrac¢io da solucdo de Padrio Interno mg/mL 0,496902

Vo Volume da solucao de Padrio Interno dispensada mL 10,0

97



Etapa 2 - Identificagdo das fontes de incerteza

As fontes de incerteza do método sdo evidenciadas no diagrama de causa e efeito
(diagrama de Ishikawa), Figura 29. Nesse diagrama estdo listadas todas as grandezas

presentes na formula anterior e as provenientes de fontes externas.

Vol sol PI Razao
5 Curva analitica
dispensado ~ RECUPEragao  gaq sreas
a
b
P amostra
M PI
Vol total da N
sol mae
sol mae
Pureza Massa da

C sol PI
MDMA amostra

Figura 29 - Diagrama de Ishikawa: contribui¢Ges na incerteza na determinac¢do da pureza de uma

amostra contendo MDMA

Etapa 3 - Quantificacdo dos componentes de incerteza

A derivada (coeficiente de sensibilidade) foi utilizada para uniformizar as unidades

das grandezas de entrada em relagdo a pureza da amostra, unidade do mensurando.

Para o calculo das incertezas associadas no método classico, deriva-se o componente
de incerteza, Tabela 36, em funcdo da pureza da amostra, a partir da equagao 14, e multiplica-

se pela incerteza desta fonte.
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Tabela 36 — Componentes de incerteza do CG-DIC

Incerteza da

Incerteza associada Sigla Calculo
fonte
Razdo média da area relativa . . ~
( Area relativa = Aypya/ Ap) URrea Met. Classico Desvio padrao
Curva analitica (a + b) uce Met. Classico Desvio padrao
Massa da amostra UMamostra Met. Classico Certificado da
Balancga
Concentragao Padrao interno Ceg:ﬂ (Izla(;oeda
(massa PI + volume total da sol. mae + uCpy Met. Classico ) g~
ureza do PI) Calibragdo do
p Baldo de 2L
Volume dlSpCI}SEl.dO da solucdo de WV Met. Classico Ce'rtlﬁcado do
padrdo interno Dispensador
Pureza do padrao de MDMA.HCI UPMDMA Met. Classico Certificado NMI
Recuperacao uRec Tipo A Desvio padrao

As equagdes que definem cada uma das incertezas associadas sdo apresentadas a

seguir:

o HRarea

Cpr X Vp; X Pypya
a X Mamostra

Sarea (15)

N

URgreqa =

Em que surea € 0 desvio padrdo das areas relativas (razdes de area) e n; € o nimero de
injecoes da amostra na repetitividade do equipamento. Substituindo os valores de cada

componente tem-se:

0,496902 x 10 x 0,996 0,00056

= % _
0,68435 X 10,17 NG 0,000162640

,Ll area
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® ucc

CPI cc
pcc = p'cc X :
CMDMA.cc

2
—1)? Rarea — b 1
u'cc? = <(7) X ,ub2> + (—( are;Z )) X ua* + 2 x (— E)
Rarea — b
X — 2

)xuaxubxrab

_ |[(Eresiduo?/(ny — 2)) X Y x?
a (n; X 222 — (R 2)?

- n, X (Q residuo?)/(n, — 2)
T Xz - @

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)
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_ CMDMA.cc 21)

CPI.cc

No qual p’cc ¢ a incerteza combinada da curva de calibracdo nao relativa; Cpycc €
CwmbMa.cc S30 as concentragdes médias da curva analitica de padrdo interno e de MDMA.HCI
respectivamente; x € a concentragdo relativa; r,, € 0 coeficiente de correlacdo entre a e b; p, e
Wy sdo as incertezas dos coeficientes angular e linear, nessa ordem; residuo ¢ a diferenca das
concentracoes relativas gravimétrica e calculada a partir da curva analitica e n, ¢ o nimero de
pontos da curva multiplicado pelas replicatas. Substituindo os valores de cada componente

das equagdes 16 e 17 tem-se:

000227712 x 22996 1 00313515
= X ——— =
pee =5 0360957

u'ee =

2

2
( ! ) x 0,002422882 | + (0’472676 _ 0’00561) x 0,002259512 + 2 X
0,68435 ’ 0,684352 '

( 1 ) (0'472676 — 0'00561) 0,00225951 X 0,00242288 X —0,778835
- \x - X X X
\\" 0,68435 0,684352 ' ' ’
— 0,00227712
° HMamostra
M = _<A_MDMA-— ) Cpr X Vpr X Pypuma Upalanga  (22)
HMamostra Ap; a X (Mgmostra)® ey

Sendo Upuanca @ incerteza expandida e k; o fator de abrangéncia do certificado de

calibragdo da balanga. Substituindo os valores de cada componente tem-se:
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0,496902 x 10 X 0,996  0,00005
X
0,68435 X (10,17 )2 2

UMymostra = —(0,472676 — 0,00561) X

= 8,16447 x 1077

e uCp
Ampma Vpr X Pypma , (23)
uCpy = (A—_b)x X wCpy
PI a X Mymostra
(.“,CPI)2 = (.UIWPIsolm;ie)2 X (.UVsolmée)Z (24)
PPI Ubalanga (25)
M =
UMPpr so1 mae Vsolmée kl
_ Mp; X Ppp Uparzo (26)
ﬂVsolmée -

— X
(Vsol mae )2 kz

Sendo p'Cp; a incerteza da concentracdo da solugdo de padrdo interno; Mpj so mae €
UMBp; sol mze @ Massa de padrao interno pesada para fazer a solugdo mae de PI e sua incerteza
combinada; Vol mie € WV sol mie © Volume total da solugdo mae de PI e sua incerteza combinada;
Pp; 0 valor da pureza do padrio interno e Upgj;, € ko, respectivamente, a incerteza expandida e
o fator de abrangéncia do certificado de calibracdo do baldo volumétrico de 2 L. Unindo as

equagoes 23 a 26 e substituindo os valores de cada componente das equagdes tem-se:
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10 x 0,996

HCpr = (0,472676 — 0,00561) X Geme— o X

0,97 0,00005\° —993,80 x 0,97 0,22\° _
( ) ( X ) = 2,14845 x 10713

2000 2 (2000)2 2
e LVPI
UV, = (AMDMA b) y Cpr X Pypuma y Uaisp (27)
pr =\———
Apy a X Mamostra k3

Em que Uyg;sp € a incerteza expandida e ks € o fator de abrangéncia do certificado de

calibracao do dispensador. Substituindo os valores de cada componente tem-se:

0,496902 X 0,996>< 0,0062
0,68435 x 10,17 2,43

uVp; = (0,472676 — 0,00561) X = 8,47411 x 107°

e uPyvpma

uP _ (AMDMA b) y Cpr X Vpy y Umpma (28)
MDMA — ™ ,
Apy a X Mamostra ka4
Em que Uyvpma € a incerteza expandida e k4 € o fator de abrangéncia, da pureza,
obtidos do certificado de calibracdo do padrao de MDMA. Substituindo os valores de cada

componente tem-se:

0,496902 x 10 0,022

UPypma = (0,472676 — 0,00561) X 0.68435 X 10,17 X > = 0,00366811
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e uRec

A recuperacgdo nao faz parte do calculo da pureza da amostra e por isso nao pode ser
calculada diretamente através da derivada da equagdo 18. Esta incerteza ¢ obtida por um
experimento prévio, sendo combinada como uma incerteza do tipo A (usualmente baseada em
um conjunto de informagdes comparativamente confidveis). Para o calculo da incerteza da

recuperagao foram utilizadas as equagdes abaixo:

u1' Rec (29)

yRec = -
Recmedia

(30)

2 2
’, 1 Srec) ( Ccurva UMDM >
WRec = X + X
<Cg7”av v 3 (Cgrav)2 k4

_ Ccurva €2))
Recmedia -

grav

Sendo Recpegia @ recuperacdo média do MDMA .HCI do ponto médio da exatidao;
1'Rec a incerteza da recuperacdo (ndo relativa ao valor recuperado); Ceyva 0 valor médio da
concentragdo de MDMA.HCI, obtido a partir dos valores de area dos cromatogramas do ponto
médio da exatiddo e da equagdo da curva analitica; Cgny valor médio da concentragido
gravimétrica de MDMA, calculado a partir da massa pesada na preparagao das solugdes do
ponto médio da exatiddo; s, € 0 desvio padrao da recuperagao e n3 € o numero de replicatas
utilizadas. Unindo as equagdes 29 a 31 e substituindo os valores de cada componente das

equacoes tem-se:
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( LI 0,000888643)2 +( 0361253 0,022)2

0,358594 V3 (0,358594)2 2

uRec = e = 0,0309329
0,358594

Etapa 4 - Célculo da incerteza padrdo combinada

Para que as incertezas possam ser somadas, as incertezas associadas advindas da
equagdo da curva analitica (incerteza da area relativa, da massa da amostra, da concentracao
do PI, do volume da solucdo de PI e da Pureza do MDMA) devem ter seus resultados
divididos pela concentragdo relativa do ponto médio da curva analitica (0,81250), para que se

tornem valores adimensionais, assim como a incerteza da curva analitica e da recuperagao.

Todas as incertezas foram somadas, seguindo a equagao abaixo:

°= (32)

VWRwea)? + (1cc)? + UMamostra)? + WCp)? + (WVp)? + (UPypua)? + (uReC)?

Ao inserir os valores adimensionais de cada incerteza (Tabela 12) na Equacdo 32,

obtém-se a incerteza padrao combinada:

u

_1(0,000200148)2 + (0,003135146)2 + (—1,00474 x 10-6)2 + (2,64393 x 10~1 )2
- + (0,000104284)2 + (0,00451406)2 + (0,0309329)2

= 0,0314182

Para se obter a incerteza na unidade da pureza, deve-se multiplicar a incerteza padrao

combinada calculada pela pureza da amostra, uma vez que a incerteza padrao combinada,
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equacdo 32, ¢ relativa. A incerteza expandida da amostra (Usmesta) € @ obtida pela

multiplicagdo desse valor pelo fator de abrangéncia, conforme a equagao a seguir:

Ugmostra = U X k95% X Pamostra (33)

= 0,0314182 x 2 X Pymostra

em que Uymostra € @ incerteza expandida da pureza da amostra e koso, ¢ o fator de

abrangéncia (95 %) da incerteza expandida.

Os célculos foram feitos utilizando-se tabelas e formulas no Excel®, logo ndo foram
feitos arredondamentos durantes as contas, por isso os valores finais das formulas
apresentadas acima podem nado ser iguais ao valor obtido caso as formulas descritas sejam

calculadas como expostas.
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APENDICE B

TESTE DE GRUBBS - OUTLIERS

Grubbs’ Test
Min Max G P
083 085 286 0001

Outlier

!

82,0% 83,0% 84,0% 85,0% 86,6% 87,0% 88,0% 89,0% Pureza

Figura 30 — Outlier precisdo intermediaria (ensaio C), nivel alto — CG-DIC

Grubbs’ Test
Min Max G P
088 101 202 0001

Outlier

86,0% 88,0% 90,0% 92,0% 940% 96,0% 98,0% 100,0% 102,0% Pureza

Figura 31 — Outlier repetitividade do método e exatiddo, nivel baixo — RMN de 'H
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Min
0354

Grubbs’ Test
Max G

P

101 200 0004

101,0% Pureza

Outlier
n ® ® O L J
940%  950%  96,0%  97.0%  980%  99,0%  100,0%

Figura 32 — Outlier precisdo intermediaria (analistas diferentes), nivel baixo — RMN de 'H

Outlier
n L ] 0 ° L J
54,0% 54,5% 55,0% 55,5% 56,0%

Figura 33 — Outlier quantificacdo de MDMA, amostra 1839/12 A

Grubbs' Test

Min Max G
054 056 152 0031

P

Pureza
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Grubbs' Test
Min Max G P
041 045 196 0014
Outlier
o o o Y
41,0% 42,0% 43,0% 44 0% 45,0% Pureza

Figura 34 — Outlier quantificacio de MDMA, amostra 2626/12
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APENDICE C

INCERTEZA DA MEDICAO (RMN de 'H)

Etapa 1 - Especificacdo do mensurando

O mensurando desse método ¢ a pureza da amostra e a equagdo que calcula seu valor,

¢ a equacdo abaixo:

Aab analito nHPI MManalito Mpj (34)

Pymostra = X X X X Ppy
Aab PI nHanalito MMPI Mamostra

A descrigdo, o valor e a unidade de cada componente da equagdo acima estdo na tabela

abaixo:

Tabela 37 - Legenda e valores dos componentes da Equacdo 34

Sigla Descricao

Pamostra Pureza da amostra

Razao média da area absoluta relativa (R, — no ponto médio da
Aab analito / Aab PI e e e .
repetitividade do equipamento)

Razdo do niimero de prétons dos sinais selecionados para
nHPI/ nHanalito

quntificacdo
MM ,patito Massa molecular do analito
MMy, Massa molecular do padréo interno

m Massa pesada de PI (no ponto médio da repetitividade do
PI

equipamento)
m Massa pesada da amostra (no ponto médio da repetitividade do
amostra equipamento)
Py Pureza do padrao interno
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Etapa 2 - Identificagdo das fontes de incerteza

As fontes de incerteza do método sdo evidenciadas no diagrama de causa e efeito
(diagrama de Ishikawa), Figura 35. Nesse diagrama estdo listadas todas as grandezas

presentes na equacao 34 e as provenientes de fontes externas.

Razao
Recuperagao das éireas MM PI MM analito
P amostra
Pureza Massa PI Massa da
PI amostra

Figura 35 - Diagrama de Ishikawa: contribui¢des na incerteza do RMN

Etapa 3 - Quantificacdo dos componentes de incerteza

Para a obtencdo da incerteza padrdo das fontes de incerteza do tipo B, utilizou-se a
incerteza fornecida no certificado do padrao interno e no de calibracdo da balanca analitica. O
programa Mass calculator” foi utilizado para calcular a massa molecular ¢ a incerteza
associada a esse valor. Os valores de incerteza fornecidos foram divididos por um divisor

adequado (k), para a obtenc¢do da incerteza padrao de cada componente.

A incerteza padrao da razdo da éarea e da repetitividade foram calculadas como fontes
do tipo A, que s3o aquelas em que as informacdes das incertezas sdo baseadas em analises
estatisticas de medicoes feitas durante a validacdo. Para a razao das areas utilizou-se a média
e o desvio das analises do ponto médio da repetitividade do equipamento. Como incerteza
externa foi calculada a incerteza da recuperagdo (Rec) e utilizou-se o valor de pureza obtido
para o DMS, e o respectivo desvio, das andlises feitas no teste de repetitividade do método, no
ponto médio. Todas as incertezas padrdo foram, entdo, divididas pelo valor (x) da componente

respectiva, para que os resultados sejam adimensionais € possam ser somados.
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Etapa 4 - Célculo da incerteza padrao combinada

Para a obtencdo da incerteza padrdo combinada as incertezas (valores adimensionais)

foram somadas, seguindo a equagao abaixo:

(34)

U= (.umPI)Z + (ﬂmanalito)z + (ﬂMMPI)Z + (ﬂMMamostra)z + (.uPPI)Z + (.uRarea)Z
+ (uRec)?

A incerteza padrao combinada ¢ relativa e por isso seu valor deve ser multiplicado
pela pureza da amostra. A incerteza expandida da amostra (Uzmesra) € a obtida pela
multiplicagdo desse valor pelo fator de abrangéncia (koso,) para 95 % de confianga, conforme
a equagao a seguir:

Ugmostra = U X k95% X Pamostra (35)
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APENDICE D
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Figura 36 — Estrutura molecular e espectro de RMN de 'H do MDMA.HCI padrio, com identificago
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APENDICE E

SELETIVIDADE (RMN DE 'H)
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Figura 37 — Estrutura molecular e espectro de RMN de 'H da aminopirina em D,0, contendo TSP
(0,0 ppm)
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Figura 39 — Estrutura molecular e espectro de RMN de 'H da cafeina em D,0O, contendo TSP (0,0
ppm)
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APENDICE F

Tabela 38 — Valores de pureza média e CV das replicatas das amostras

CG-DIC RMN de 'H
Amostra
Pureza Média (%) CV (%) Pureza Média (%) CV (%)
3780/11 A 10,5 23 10,8 4,5
3780/11 B 12,7 1,3 12,8 0,9
3781/11 A 12,8 1,2 12,5 2,7
3781/11 B 13,2 2,5 13,0 6,2
835/13 14,8 0,5 14,5 1,0
798/13 15,1 4,4 15,1 2,4
843/13 19,6 3.9 19,6 2,2
913/13 21,4 3,0 25,5 1,4
1839/12 F 29,9 3,0 31,1 52
5212/12 31,4 0,9 34,1 2,9
1839/12 B 31,9 2,3 33,2 0,6
122/13 32,0 1,5 30,9 15,9
4460/12 A 333 2,9 33,7 0,9
4332/12D 333 1,8 333 0,8
4460/12 B 36,0 0,8 37,2 5,5
4332/12 B 41,8 1,8 41,2 2,2
1839/12 E 41,9 0,5 41,0 1,0
4332/12 A 42,9 4,1 42,7 3,0
3267/13 42,9 3,3 43,4 0,8
672/13 43,6 2,6 43,6 6,7
768/13 43,9 1,8 40,5 *
2626/12 44,4 0,8 43,7 3.8

Continua
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Conclusio

CG-DIC RMN de 'H
Amostra
Pureza Média (%) CV (%) Pureza Média (%) CV (%)
4332/12 E 45,8 23 46,9 3,1
1309/11 48,0 0,7 46,6 0,9
4332/12C 48,3 2,0 47,8 2,1
1839/12 C 48,5 1,9 47,3 1,6
652/12 52,4 3.8 48,7 2,8
363/12 52,9 1,5 49,4 2,4
187/12 53,0 0,7 51,3 3.4
1837/12 53,5 1,0 53,6 1,0
1746/12 54,0 1,3 55,7 8,5
1839/12 A 55,6 0,7 55,5 1,7
543/13 56,6 4,4 56,6 *
1465/12 60,9 2,1 57,9 2,4
5870/12 61,9 1.4 57,9 1,0
1839/12 D 66,1 0,4 64,7 0,2
1959/12 74,9 1,9 * *
958/12 75,7 1,7 69,9 0,7
2949/12 77,0 0,4 73,6 4,1
Média 41,9 1,9 40,4 2,9

*valor nao calculado.
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