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RESUMO

Obtencao, purificacdo e caracterizacao de biomarcadores do uso de cocaina e

crack

As substancias quimicas de referéncia (SQR) sdo de extrema importancia para a
identificac@o e quantificacdo de substancias diversas, tanto em analises de controle
de qualidade de medicamentos quanto em andlises toxicoldgicas e forenses. No
entanto, existem muitos problemas burocraticos e financeiros que dificultam a
obtencado destas SQR no Brasil, especialmente porque a maioria deve ser adquirida
do exterior. O objetivo do presente trabalho foi purificar e caracterizar o cloridrato de
cocaina (COC), bem como sintetizar, purificar e caracterizar alguns dos principais
produtos de degradacgdo e pirdlise da cocaina: benzoilecgonina (BZE), ecgonina
(ECG), anidroecgonina (AEC) e éster metilico de anidroecgonina (AEME). As
sinteses das quatro substancias foram realizadas por métodos simples a partir do
cloridrato de cocaina. As purificacdes foram realizadas por métodos de cristalizacao
gerando produtos com pureza adequada para serem usados como SQR. A
caracterizacdo das SQR foi realizada através de métodos de identificagdo como
faixa de fusdo ou ponto de ebulicdo, espectroscopia na regiao do infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e **C, calorimetria diferencial
exploratoria (DSC), rotacdo Optica especifica e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM). A determinacdo de pureza foi realizada através
da determinacdo das impurezas volateis, impurezas inorganicas e organicas. A
determinacdo do teor foi calculada por balanco de massas usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de ultravioleta e aerossol carregado
(CLAE-UVI/CAD) para a quantificacdo das impurezas organicas. Os métodos por CL-
EM, CLAE-UV e CLAE-CAD foram validados e demonstraram ser seletivos, lineares,
precisos e exatos. Os métodos de CLAE-UV e CLAE-CAD foram comparados na
determinacao de COC, AEC, BZE e levamisol (LEV), impureza presente na cocaina,
e mostraram nao ter diferenca significante. ECG néo foi detectada por UV e AEME

nao foi detectada por CAD.

Palavras-chave: Cocaina, produtos de degradacdo, produtos de pirdlise, sintese,

purificagédo, caracterizagao






ABSTRACT
Obtaining, purification and characterization of biomarkers of cocaine and crack

Chemical reference substances (CRS) are extremely important for the identification
and quantification of several chemicals, not only in quality control analysis of
medicines but also in forensic and toxicological analysis. However, there are many
bureaucratic and financial problems hindering the obtantion of these CRS in Brazil,
especially because most of them must come from overseas. Therefore, the objective
of this work was to purify and characterize cocaine hydrochloride, and synthesize,
purify and characterize some of cocaine major degradation and pyrolysis products:
benzoylecgonine, ecgonine, anhydroecgonine and anhydroecgonine methyl ester.
The syntheses of these substances were performed by simple methods using
cocaine hydrochloride as starting product. Purification was performed by
crystallization methods yielding products with adequate purity to be used as CRS.
CRS characterizations were carried out by identification methods such as melting
range or boiling point, infrared spectroscopy (IR), nuclear magnetic resonance (NMR)
'H and *3C, differential scanning calorimetry (DSC), specific optical rotation and liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS). Purity determination was
performed determining volatile, organic and inorganic impurities. The content of each
substance was calculated using the mass balance approach using liquid
chromatography coupled with UV detector and charged aerosol detector (LC-UV-
CAD) to quantify the organic impurities. LC-MS, -LC-UV and -LC-CAD methods were
validated and shown to be selective, linear, precise and accurate. The results from
both LC-UV and LC-CAD methods were compared to determine COC, AEC, BZE
and levamisole (LEV), a contaminant present in cocaine showing no significant
difference. ECG was not detected by UV and AEME was not detected by CAD.

Keywords: Cocaine, degradation products, pyrolytic products, synthesis, purification,

characterization
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INTRODUCAO

O estudo da cocaina e dos seus metabdlitos € de grande importancia, visto
que ela é uma das drogas de abuso mais consumidas no mundo. Mais
recentemente, nos anos 90, o crack, a forma bésica da cocaina na forma de
“pedras”, passou a ser conhecido no Brasil, com crescente niumero de usuarios,
popularizando-se rapidamente entre as classes mais baixas da populacao (FILHO et
al., 2003).

A cocaina é susceptivel a uma biotransformacdo extensa (Figura 1). A
hidrélise das ligagBes ésteres ocorre de forma esponténea ou por efeito enzimatico.
A transformagdo produz a benzoilecgonina, o éster metilico da ecgonina e a
ecgonina, além da formacdo de outros metabdlitos, embora em menores
proporgdes, como norcocaina e norbenzoilecgonina. Em torno de 86-90% da dose
administrada é recuperada na urina como um destes trés principais produtos
(BILLINGS, 2003), principalmente a benzoilecgonina que € o principal marcador do
uso de cocaina, sem diferenciar a via de administracdo (CHASIN e CARVALHO,
2008). O crack, ao ser aquecido, forma o éster metilico da anidroecgonina e, ja no
organismo, este é convertido principalmente em anidroecgonina (PAUL et al., 2005).
Assim, estas duas substancias sdo consideradas importantes marcadores do uso de
crack em andlises toxicolégicas e forenses, uma vez que se formam unicamente

durante o consumo de crack.

As andlises toxicoldgicas e forenses desempenham um papel importante ao
possibilitar a diferenciacdo entre as formas de uso da cocaina através da deteccéo
dos seus metabdlitos. As principais formas de autoadministracdo da cocaina sdo a
intranasal e intravenosa, em que a cocaina consumida se apresenta na forma do sal
cloridrato, a outra forma muito consumida é a fumada que se apresenta na forma de
base livre (CHASIN e CARVALHO, 2008).

Segundo a Portaria SVS/MS n°® 344, de 12 de maio de 1998, e as
atualizacfes presentes na RDC n° 39, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
de 9 de julho de 2012, a cocaina e a ecgonina constam na lista F1 (substancias
entorpecentes de uso proscrito no Brasil), bem como seus sais, isbmeros e ésteres,
além dos derivados da substancia ecgonina que sejam transformaveis em ecgonina

ou cocaina.
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INTRODUCAO

Para a realizacdo de uma andlise satisfatoria e confiavel, € necessario, muitas
vezes, 0 uso de substancias quimicas (SQR) de referéncia para comprovar a
composicdo da amostra analisada. Todavia, estas SQR existem em numero
bastante restrito no pais, e este nimero se restringe ainda mais quando estamos
trabalhando com substancias de uso controlado ou proscrito, como é o caso da

cocaina e produtos relacionados.

Figura 1 - Produtos de biotransformacao e pirélise da cocaina
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Fonte: Carvalho, 2006.

A necessidade do uso de material de referéncia obriga os laboratérios a
recorrerem ao mercado internacional para sua aquisicdo. Principalmente quando
relacionado a substancias controladas ou proscritas, este processo € bastante
demorado, necessitando da aprovacdo de diversos orgaos regulatorios, além de
possuir custos muito elevados. Sendo assim, as analises se tornam ainda mais
caras, principalmente para laboratorios publicos e de pequeno porte. Além disso, a
entrada destas substancias em nosso pais ocorre apenas em quatro localizacfes: 0s
aeroportos de Guarulhos (SP) e Galedo (RJ) e os portos de Santos (SP) e Rio de
Janeiro (RJ). As transportadoras, por sua vez, necessitam de autorizagao especial e
outros documentos para realizar a entrega deste tipo de substancia, o que dificulta
ainda mais a compra (BRASIL, 1998).
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INTRODUCAO

Em nosso grupo de pesquisa temos alguns casos de tentativa de compra
deste tipo de substéncia que nunca pode ser entregue pelos motivos descritos
acima, o que atrasou ou impossibilitou a realizacdo de pesquisas cientificas
importantes que poderiam contribuir em ambito nacional no combate do uso de

drogas no pais.

Nesse contexto, a importancia de dispor de SQR de cocaina,
benzoilecgonina, ecgonina, bem como dos seus produtos de pirdlise, éster metilico
da anidroecgonina e anidroecgonina, trouxe a necessidade do desenvolvimento
destes produtos por sintese, partindo-se do cloridrato de cocaina. A cocaina pode
ser considerada, neste ambito, de mais facil obtencdo em vista do grande nimero de
apreensoes realizadas pelas policias e pela parceria estabelecida entre a Faculdade
de Farméacia da UFRGS e a Policia Federal do Rio Grande do Sul, que permitiu o
uso do produto de apreensao para uso cientifico ap0s devida liberacdo judicial. A
cocaina de apreensdo geralmente possui alguns diluentes ou adulterantes
misturados, tais como lidocaina, fenacetina, levamisol e agucares (UNODC, 2012). A
presenca de levamisol como adulterante da cocaina tem aumentado nos ultimos
anos, sendo um dos adulterantes mais comuns (CASALE et al., 2012). A cocaina
usada neste trabalho possui o0 adulterante levamisol, necessitando o

desenvolvimento de método especifico para sua purificacao.

As sinteses dos produtos de interesse deste trabalho sdo relatadas na
literatura tanto usando a cocaina como produto de partida como a sintese completa
do produto de interesse (MATCHETT e LEVIN, 1941; HENRY, 1949; FINDLAY,
1954; ZIRKLE et al., 1962; LUKASZEWSKI e JEFFERY, 1980). No entanto, nao é

relatada a purificacao destes produtos.

A purificacdo e a caracterizacdo das substancias sintetizadas sdo pontos de
extrema importancia no estabelecimento de SQR. Para tanto € necessario o uso de
métodos adequados que possibilitem a retirada das impurezas, como o0 método de
cristalizagcdo, que embora tenha um baixo rendimento possibilita a obtencdo de um
produto com alta pureza. A caracterizagéo para o estabelecimento das SQR é realizado
através de métodos que podem ser divididos em dois grupos: 0s que se destinam a

identificacéo das substancias, e os utilizados na determinacao da pureza (WHO, 2006).
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OBIJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Obter substancias quimicas de referéncia com grau de pureza estabelecido
de cloridrato de cocaina, benzoilecgonina, cloridrato de ecgonina, cloridrato de

anidroecgonina e éster metilico de anidroecgonina.

2.2 Objetivos especificos

> Purificar e caracterizar o cloridrato de cocaina;

> Sintetizar benzoilecgonina, cloridrato de ecgonina, cloridrato de
anidroecgonina e éster metilico da anidroecgonina a partir do cloridrato de cocaina

> Purificar as substancias de interesse através de técnicas adequadas;

> Caracterizar as substancias purificadas através de meétodos adequados e

determinar suas purezas;

> Desenvolver e validar método analitico para identificacdo e quantificacdo de
cocaina e seus principais produtos de degradacéo e de pirélise por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM).

> Desenvolver e validar métodos analiticos para a quantificacdo das amostras
de cocaina e seus principais produtos de degradacdo e pirélise por cromatografia

liquida acoplada a detectores de ultravioleta (UV) e de aerossol carregado (CAD).
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3 CAPITULO 1 -

Purificacdo e Caracterizacéo de Cloridrato de Cocaina







CAPITULO 1

Com o intuito de aumentar os lucros, traficantes geralmente acrescentam
adulterantes ou diluentes a droga (DEA, 2011). Os principais diluentes sdo agucares
tais como lactose, sacarose, manitol. Os adulterantes sdo substancias que
mimetizam ou alteram o efeito da cocaina, como a lidocaina, a benzocaina, a
fenacetina e a procaina. Alguns adulterantes podem causar intoxicacdo aguda como
atropina e escopolamina, ou intoxicagdo crénica como levamisol (EVRARD et al.,
2010). A cocaina de importacdo/exportacdo geralmente possui pureza entre 80 e
90%. Quando esta chega as ruas, a pureza diminui para 30% com a adulteracdo e
diluicdo (UNODC, 2012).

A cocaina mesmo sem adulterantes adicionados propositalmente possui
impurezas das fases de extracdo da planta. Estes s&o alcaloides também
encontrados nas folhas de coca, produtos de degradacdo da cocaina e solventes

residuais usados no isolamento da substancia (MOORE et al., 1994).

Para a retirada de impurezas, contaminantes e solventes residuais de um
produto solido € necessario o uso de técnicas de purificacdo. Existem diversas
técnicas usadas em laboratorios quimicos principalmente cristalizacéo, extracdo com
solventes, destilacdo fracionada e cromatografia preparativa. A cristalizacdo € uma
técnica muito simples de ser realizada e, por este motivo, uma das mais utilizadas

para obter um produto puro (PAVIA et al., 2007).

Apés a etapa de purificacdo é importante caracterizar o produto. Para isso,
faz-se uso de técnicas de avaliacdo fisico-quimicas. Os métodos para o
estabelecimento das substancias sédo divididos em dois grupos: aqueles com a
finalidade de identificar a substancia e aqueles usados para estabelecer sua pureza.
Para o estabelecimento de uma substancia quimica de referéncia deve-se
determinar a identidade e a pureza da substancia baseadas na avaliacdo dos
resultados dos testes analiticos. Toda a preparacéo e controle das SQR devem ser
realizados de acordo com os principios de boas préaticas de fabricagdo e boas
praticas de controle de qualidade (WHO, 2006).

Sendo assim, este estudo teve por objetivo a purificagdo do cloridrato de

cocaina originado de uma apreensao através da técnica de cristaliza¢cdo, bem como
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a caracterizacdo da substancia utilizando ensaios de identificacdo e andlises de

pureza para o estabelecimento da SQR.

3.1 Procedéncia da amostra

A matéria-prima cloridrato de cocaina utilizada para a realizacdo deste
trabalho foi fornecida pelo Setor Técnico-Cientifico da Policia Federal (SETEC),
proveniente de uma apreensao realizada no estado do Rio Grande do Sul no ano de
2010. Uma quantidade especifica de Cocaina lacrada foi devidamente autorizada
pela Justica Federal para o uso restrito na pesquisa, ficando a mesma armazenada
no deposito do SETEC sob a guarda do Perito responsavel pelo Projeto.

3.2 Identificacéo e avaliacdo da pureza da amostra apreendida

3.2.1 Teste de Scott modificado

Teste de Scott modificado ou teste de tiocianato de cobalto é uma reacao
colorimétrica usualmente realizada nos laboratérios de policia na triagem inicial de
identificacdo da droga. O teste foi desenvolvido por Scott em 1973 e modificado por
Fasanello e Higgins permitindo sua aplicacéo a cocaina na forma basica (TSUMURA
et al., 2005). Além disso, o teste de Scott modificado utiliza menores concentragdes

de tiocianato de cobalto, diminuindo a probabilidade de resultados falsos positivos.

O teste foi realizado no laboratério de analises quimicas do SETEC.

3.21.1 Material e métodos

O teste consiste na adicdo de aproximadamente 1 mg de cloridrato de
cocaina em um tubo de ensaio e, em seguida, é adicionado 0,5 mL de solucéo de
tiocianato de cobalto na amostra. Apds o aparecimento de um precipitado azul, a
solucdo é acidificada com 0,5 mL de &cido cloridrico. Apds a reacdo, é adicionado

cloroférmio.

3.2.1.2 Resultados e discussao
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Apéds adicdo da solucao de tiocianato de cobalto observou-se um precipitado
de coloragdo azul, caracteristico da reacdo do alcaloide com o cobalto. Ao se
adicionar o acido cloridrico a solugéo torna-se incolor, devido a quebra do complexo
formado. A cor azul torna a aparecer na fase inferior na adicdo do cloroférmio
(Figura 3.1).

Figura 3.1 - Tablete de cloridrato de cocaina obtido de apreenséo e teste de Scott (a); Teste
de Scott modificado (b)
'-'"'*_"

3.2.2 Cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometro de massas (EM)

Com o objetivo de identificar e avaliar os possiveis adulterantes presentes na
amostra de apreensdo o cloridrato de cocaina foi analisado por CG-EM, seguindo

protocolo de rotina de andlises para elaboracao de laudo pericial do SETEC.

3.2.2.1 Material e métodos

As analises foram realizadas em equipamento Agilent modelo 7890A, coluna
capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um) com fluxo de gas de 1,0 mL/min,
usando como gas de arraste hélio de alta pureza. As condi¢cdes do método foram:
temperatura do injetor: 180 °C; temperatura inicial do forno: 150 °C aumentando 15
°C/min até 220 °C permanecendo nesta temperatura por 10 min. Apos este tempo a
temperatura aumentou 15 °C/min até 290 °C permanecendo por 2 min. A

temperatura da linha de transferéncia foi 290 °C.

A solugéo foi injetada em uma concentracao de 2 mg/mL, em duplicata.
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3.2.2.2 Resultados e discussdo

CG-EM é uma técnica bastante utilizada para confirmacdo de resultados
positivos encontrados nas etapas preliminares. O sistema permite a separacédo e
identificacdo de substancias através do espectro de massas, obtido pela
fragmentacdo da molécula. Os softwares dos equipamentos geralmente possuem
Otimas bibliotecas de estruturas que sdo bastante completas na area de toxicologia.
Sendo assim, € possivel identificar com boa precisdo as substancias presentes na

amostra.

A avaliacdo da amostra foi realizada através da relacdo de areas dos picos
obtidos nos cromatogramas. A relacdo das areas nao pode ser considerada exata,
devido a diferenca no fator resposta de ionizacdo de cada molécula, porém fornece

uma boa aproximacéo das concentracdes das substancias presentes.

No cromatograma apresentado na Figura 3.2, a amostra de cloridrato de
cocaina (4) apresentou a substancia levamisol (2) como adulterante em uma
concentracdo de aproximadamente 5%. Foram observados outros dois picos no
cromatograma, o primeiro pico (1) se refere a substancia éster metilico de
anidroecgonina. Porém, essa substancia ndo esta presente na amostra mas é
produzida pelas altas temperaturas do injetor no momento da injecdo. Esse evento
de pirolise é relatado por diversos autores (GONZALEZ et al., 1995; CARDONA et
al., 2006). O segundo pico (3) se refere a impureza provavelmente proveniente das

etapas de extracdo da cocaina da planta.

Figura 3.2 - Cromatograma referente a amostra de apreensao de cloridrato de cocaina; 1 —

ester metilico de anidroecgonina, 2 — levamisol, 3 — impureza, 4 — cloridrato de cocaina
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3.2.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrobmetro de massas (CL-EM)

A identificacdo do cloridrato de cocaina e seus contaminantes também foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de
massas (CL-EM). A técnica de CL-EM foi preferida em virtude da praticidade na
realizacdo das andlises e pela alta seletividade e sensibilidade da técnica para a
deteccdo dos possiveis picos de impurezas (KAZAKEVICH, 2007).

3.23.1 Material e métodos

A identificacdo foi realizada em cromatografo a liquido acoplado a
espectrometro de massas, usando coluna Phenomenex Luna C18 (2) (250 mm x 4,6
mm, 5 pum). O sistema cromatografico utilizado foi em modo isocratico com
proporcao de fase movel de 53% metanol e 47% de acetato de amdénio 10 mM, pH
6,3, ajustado com acido acético. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min, com temperatura
do forno de 31 °C. Os detalhes do método serdo apresentados no capitulo 4 deste

trabalho.

3.2.3.2 Resultados e discussao

Pelo cromatograma apresentado na Figura 3.3, pode-se identificar o pico do
cloridrato de cocaina (2), levamisol (1) e outras impurezas provenientes das etapas

de extracao da cocaina (3 e 4).

Figura 3.3 - Cromatograma obtido para a amostra de cloridrato de cocaina contaminada
antes das etapas de purificagdo; 1 — levamisol; 2 — cloridrato de cocaina; 3 e 4 — impurezas
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3.3 Desenvolvimento do método de purificagdo do cloridrato de cocaina

A técnica de cristalizacdo foi utilizada para a purificacdo do cloridrato de
cocaina. A cristalizacdo é um processo de equilibrio para producao de material mais
puro, consistindo na dissolucdo do sdélido em um solvente a quente e no
resfriamento lento da solucdo permitindo a cristalizacdo seletiva dos cristais. Como
as impurezas estdo geralmente em quantidades muito menores, estas ficardo
solubilizadas ap6s o resfriamento do solvente. Entretanto, para o0 sucesso da
purificacdo, a escolha do solvente utilizado € fundamental (PAVIA et al., 2007).

3.3.1 Escolha do solvente

A substancia deve ser idealmente pouco soluvel a temperatura ambiente e
muito soltvel no ponto de ebulicdo do solvente. Se a substancia for muito soluvel a
temperatura ambiente ou pouco solivel em baixas e altas temperaturas, o solvente
nao sera o ideal para a cristalizacdo. A Figura 3.4 mostra o grafico do solvente ideal
para cristalizacdo (linha A). A solubilidade dos compostos € uma funcdo da
polaridade do solvente e da substancia. Se a substancia for muito polar, é
necessario um solvente polar para a sua solubilizacdo. Outro parametro que deve
ser avaliado é o ponto de ebulicdo do solvente. O mesmo ndo deve ser maior que o
ponto de fusdo do composto e ndo deve facilitar a degradacdo da substancia. A
Tabela 3.1 mostra o indice de polaridade e ponto de ebulicdo de alguns solventes de
interesse. (PAVIA et al., 2007).

Figura 3.4 - Grafico da solubilidade versus temperatura
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Tabela 3.1 - indice de polaridade e ponto de ebulicdo de solventes

Solvente indice de polaridade Ponto de ebulicdo (°C)
Agua 9,0 100
Acetonitrila 5,8 81
Etanol 5,2 78
Acetona 5,1 57
Acetato de etila 4.4 77
Cloroférmio 4,1 61,2
Isopropanol 3,9 82,5
Eter etilico 2,8 35

Fonte: (Adaptado de Pavia et al., 2007 )

3.31.1 Material e métodos

A escolha dos solventes a serem testados foi feita com base na polaridade e
na solubilidade do cloridrato de cocaina e cloridrato de levamisol. As respectivas
solubilidades foram retiradas da literatura e sdo apresentadas na Tabela 3.2
(MOFFAT, 2004; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011).

3.3.1.2 Resultados e discussao

Com base na polaridade e solubilidade podemos verificar que os cloridratos
de cocaina e levamisol sdo muito pouco sollveis em éter etilico, por ser um solvente
apolar, ndo sendo este um solvente apropriado. Assim como a agua, um solvente
muito polar, ndo é favoravel para a cristalizacéo, pois as duas substancias sdo muito
soluveis. O cloroformio também néo foi selecionado, pois o cloridrato de levamisol é
muito pouco solluvel neste solvente, assim iria precipitar com o cloridrato de cocaina.
Foi realizado o teste de solubilidade em acetato de etila, porém o cloridrato de
cocaina foi praticamente insolivel mesmo apds o0 aquecimento a temperatura de

ebulicdo do solvente.

Sendo assim, 0s solventes escolhidos para iniciar os testes para a
cristalizacao foram: alcool etilico absoluto, alcool etilico hidratado e isopropanol. A
solubilidade do cloridrato de cocaina em acetato de etila e isopropanol ndo estava

descrita em literatura e foi determinada no laboratoério.
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Tabela 3.2 - Tabela de solubilidade do cloridrato de cocaina e cloridrato de levamisol

Solventes Cloridrato de cocaina Cloridrato de levamisol

Agua Muito soltvel Soluvel (1:5)

Alcool Etilico afrio (1: 3,2) e aquente (1:2,0) Soluvel (1:50)

Eter etilico Insolavel Muito pouco solavel

Cloroférmio 1:12,5 1:3000

Acetona Soluvel Pouco soluvel

Acetato de Etila* Praticamente insollvel Praticamente insolavel
Isopropanol* a quente (1: 30) Pouco soluvel (1: 230)

*Teste de solubilidade realizado no laboratério de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(2010)

Fonte: Moffat, 2004

O solvente que mostrou ser mais eficiente na retirada do cloridrato de
levamisol e outras impurezas foi o etanol absoluto. O etanol hidratado, por conter
maior quantidade de agua na sua composicao, solubilizou uma maior quantidade de
cloridrato de cocaina, diminuindo ainda mais o rendimento. O uso do isopropanol
necessitaria um maior numero de recristalizagdes, pois as impurezas ndo foram
totalmente retiradas com duas recristalizacbes, 0 que diminuiria o rendimento da

purificacao.

Boudreau e Casale (2008) relataram o uso de etanol para refinar a cocaina na
producéo clandestina, a chamada base llavada. O refino era feito na cocaina base, a
gual também é soluvel em etanol. A técnica substituiu o refino usando permanganato

de potéssio.

Foi observado que uma cristalizacdo e uma recristalizacdo em etanol absoluto
eram suficientes para a retirada do cloridrato de levamisol e dos produtos de
degradacdo da cocaina. Apés estas duas etapas, apenas uma pequena quantidade
de cis/trans-cinamoilcocaina ainda estava presente como impureza e foi detectada
por CL-EM.

Cis e trans-cinamoilcocaina séo alcaloides presentes nas folhas de coca que
permanecem mesmo apoOs varias extracdes. SO é possivel a retirada destas
substancias através do processo de oxidacdo da cocaina com permanganato de
potassio. E sabido, no entanto, que a oxidacdo com permanganato de potassio gera
outros produtos como norcocaina e N-formilnorcocaina (ENSING e HUMMELEN,
1991).
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Sendo assim, optou-se pela cristalizagdo em etanol sem a oxidacdo do

cloridrato de cocaina para a retirada da cis/trans-cinamoilcocaina.
3.4 Analise por Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € uma técnica de andlise térmica
frequentemente escolhida devido a sua habilidade em prover informacdes
detalhadas das propriedades fisicas e energéticas de uma substéncia. A técnica
vem sendo usada para fornecer informacdes sobre a pureza da amostra através da
entalpia de fuséo e temperatura de fusdo usando a equacédo de Hoff (CLAS et al.,
1999). As amostras foram analisadas e comparadas por DSC para a observacao da

pureza. A pureza foi confirmada por CG-EM.
3.4.1 Material e Métodos

Os experimentos de calorimetria exploratoria diferencial para as amostras
foram realizados no Laboratorio da Central Analitica da Faculdade de Farmacia da
UFRGS. O equipamento usado foi SHIMADZU DSC-60 acoplado a integrador
THERMAL ANALYZER TA-60WS (Collection monitor versao 2.0, 1997-2003) e
controlador de fluxo FC- 60, sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50
mL/min até 300 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min. As amostras foram
analisadas em panelas de aluminio e foram pesados exatamente em torno de 1 a 2

mg.
As analises por CG-EM foram realizadas conforme item 3.2.2.1.
3.4.2 Resultados e discusséo

As Figuras 3.5, 3.6 e 3.7 mostram, respectivamente, 0os termogramas para a
amostra sem sofrer qualquer processo de purificacdo, cristalizada duas vezes em
etanol hidratado e cristalizada em isopropanol. E possivel observar eventos
endotérmicos caracteristicos de fusdo nos trés termogramas, porém foi observado
um alargamento e diminui¢do no ponto de fusdo no pico da amostra sem purificagéo.
Isso ocorre devido a presenca de impurezas que, quanto maior a quantidade de
impurezas menor sera o ponto de fusdo e maior o alargamento do pico (CLAS et al.,
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1999). Além disso, € possivel observar outros dois eventos endotérmicos apos a
fusdo do cloridrato de cocaina, provavelmente de impurezas que fundem a uma
temperatura maior. O ponto de fusédo do cloridrato de levamisol € 227 °C, proximo a
temperatura do evento endotérmico. Na amostra cristalizada em etanol hidratado é
possivel observar um aumento na temperatura de fusdo e um estreitamento do pico,
porém ainda existem impurezas presentes na amostra. A amostra purificada em
isopropanol apresentou uma temperatura de fusdo muito préxima a relatada na
literatura assim como um pico mais fino, 0 que indica um maior grau de pureza da
amostra. O termograma referente a cristalizacdo em etanol absoluto € apresentado
na secao 3.6.3 referente a caracterizacao da substancia na Figura 3.9, uma vez que

este solvente foi usado nas etapas posteriores.

E possivel ainda observar que a altura do pico também é um indicativo de
pureza, mas esse parametro tem influéncia da massa pesada para a aquisicao do
termograma (CLAS et al., 1999).

Figura 3.5 — Termograma obtido por Calorimetria exploratdria diferencial da amostra de
cloridrato de cocaina contaminada com levamisol antes da etapa de purificacdo com taxa de
aquecimento de 10 °C/min em panela de aluminio contendo 1,53 mg

DsC
mW

o
=]

Peak  188.82C
Onset  qg4 a7¢
Endset 493 52C
Heat 452 704ig

(=]

-10000

100.00 200.04 300 08

46



CAPITULO 1

Figura 3.6 - DSC da amostra cristalizada em etanol hidratado com taxa de aquecimento de
10 °C/min em panela de aluminio contendo 1,83 mg
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Figura 3.7 - DSC da amostra cristalizada em isopropanol com taxa de aquecimento de 10
°C/min, em panela de aluminio contendo 1,40 mg
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3.5 Purificagédo do cloridrato de cocaina

3.5.1 Material e métodos

Pesaram-se 200 g da amostra (0,59 mol) e adicionaram-se 300 mL de etanol
absoluto misturando com um bastdo de vidro até a formacdo de uma massa
amarelada. A mistura foi aquecida em chapa de aquecimento até a completa
solubilizac&o. A solucgédo foi filtrada a quente em funil de Blchner aquecido, a vacuo.
Apbs a filtracdo, a solucao foi resfriada lentamente em temperatura ambiente para a
formacdo dos cristais de cloridrato de cocaina. A massa foi filtrada novamente em
funil de Buchner e lavada com trés por¢cdes de etanol absoluto gelado e trés porgbes
de éter etilico gelado. O p6 foi seco em estufa a 40 °C. O residuo amarelado foi seco

em evaporador rotatério a baixa pressdo e armazenado.

3.5.2 Resultados e discussao

Ao misturar o cloridrato de cocaina e etanol absoluto, formou-se uma massa
amarelada devido a presenca de impurezas coloridas soluveis em etanol. Essas
impurezas também sao relatadas no estudo de Boudreau e Casale (2008). O
aquecimento da mistura permite a completa solubilizacdo da amostra no solvente,
como preconiza a técnica de cristalizacdo. A primeira filtracdo € realizada para a
retirada de impurezas insolaveis em etanol como pedacos de plastico, fiapos de
pano e lascas de madeira entre outros residuos nao identificados. O resfriamento da
solucdo apods a primeira filtracao é realizado lentamente para permitir a cristalizacéo
apenas da cocaina. Um resfriamento brusco ndo é seletivo, a rapida precipitacdo
forma uma rede cristalina deixando as impurezas retidas (PAVIA et al., 2007). Os
cristais formados foram entao filtrados para a retirada do etanol impuro. Finalmente,
os cristais foram lavados com etanol absoluto gelado para a retirada de possiveis
impurezas que possam ter ficado retidas. O etanol usado estava gelado para evitar a
solubilizacdo de uma quantidade maior de cloridrato de cocaina. A Ultima lavagem
dos cristais foi realizada com éter etilico por dois motivos: primeiro para retirar 0s
residuos de etanol para evitar a transesterificacdo da cocaina com o etanol

formando ésteres etilicos de tropano, como cocaetiieno (BOUDREAU e CASALE,
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2008) e segundo para acelerar a secagem dos cristais uma vez que a temperatura

de evaporacao do éter etilico € menor que do etanol.

Foi realizada uma recristalizacdo dos cristais de cloridrato de cocaina da
mesma forma que a cristalizagdo. Porém, a mistura de cristalizacdo, apdés um lento
resfriamento em temperatura ambiente, foi resfriada em geladeira para diminuir a

solubilidade e aumentar o rendimento.

A técnica de cristalizacdo é bastante eficiente na purificacdo de sdlidos
organicos, porém o rendimento é baixo. Na primeira etapa usou-se 300 mL de etanol
absoluto, e levando em conta que a solubilidade a frio do cloridrato de cocaina € de
1 g para 3,2 mL, o que significa que aproximadamente 94 g de cloridrato de cocaina
e as impurezas ficariam no liquor-méae. Na segunda etapa dos 107 g de cloridrato de
cocaina solubilizados em 140 mL de etanol, 49,5 g ficariam solubilizados no liquor-
mae. Sendo assim, o rendimento esperado para esse procedimento seria em torno
de 30%.

De fato, ao final da purificacdo do cloridrato de cocaina foi obtido um

rendimento de 28%.

3.6 Caracterizacéo do Cloridrato de Cocaina candidato a SQR

3.6.1 Aspectos visuais

A microscopia Optica € um método classico para a obtencéo de informacgdes a
respeito da natureza fisica da superficie do soélido. As substancias solidas se
apresentam na forma amorfa ou cristalina, a Ultima pode apresentar estruturas

cristalinas diferentes que podem ser observadas usando a microscopia optica.

3.6.1.1 Material e métodos

A caracterizacdo foi realizada visualmente em microscépio Optico Leica S8
através da aplicacdo da amostra em placa de vidro. A mesma amostra foi submetida
a andlise por equipamento de video espectral VSC5000 para analise da

fluorescéncia da substancia.
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3.6.1.2 Resultados e discussdo

O cloridrato de cocaina obtido foi um p6 branco cristalino, com cristais
alongados, estando de acordo com a literatura (USP 34, 2011). Apresentou reflexé@o

ao incidir luz fluorescente.

Figura 3.8 - Imagem dos cristais de cloridrato de cocaina (a, b e ¢c) em microscépio 6ptico;
(d) imagem na luz fluorescente

3.6.2 Determinacao do ponto de fuséo

3.6.2.1 Material e métodos

As determinacbes da faixa de fusdo foram realizadas em equipamento
automatico METLER TOLEDO FP90. A substancia foi compactada em capilares com
1 mm de diametro e 6 cm de altura e introduzidos verticalmente no equipamento.
Previamente foi realizada a calibracdo do equipamento com fenolftaleina (WHO,
Melting Point Substance Reference n° 13; ponto de fusdo 263 °C), acido benzoico
(Mettler ME-18555 A.8.92 Calibration Substance; ponto de fusdo 122,4 °C) e cafeina
(Mettler ME-18872 A.4.96; ponto de fusdo 236,5 °C). A taxa de aquecimento foi de 5

°C/min até 20 °C acima da temperatura de fusao preconizada na literatura.

As determinacdes foram realizadas em triplicata.
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3.6.2.2 Resultados e discussao

Os valores obtidos nas trés determinacdes da faixa de fuséo do cloridrato de
cocaina sao apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Valores obtidos para a faixa de fusdo do cloridrato de cocaina em equipamento
automatico Mettler Toledo FP90

Determinacgéo Valor (em °C)
1 193,0 —194,6
2 192,7-193,8
3 193,4-194,9
Média 193,0-194 4

Os resultados encontrados ndo estéo de acordo com os valores relatados na
literatura entre 195 e 197 °C. A amostra apresentou caramelizacdo ao final das
analises, o que possivelmente dificultou a determinacéo correta da faixa de fuséo
por este tipo de equipamento. Como o ponto de fusdo é um parametro importante na
caracterizacdo da substancia foi realizada a determinacdo por calorimetria

exploratoria diferencial.

3.6.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Calorimetria exploratéria diferencial € a técnica de andlise térmica mais
amplamente utilizada e proporciona de forma rapida e facil informacdes detalhadas
da amostra. A técnica € usada em diversas areas, na farmacéutica é usada desde
1960 e possui duas principais aplicacdes: mudancas fisicas, como fusdo, mudanca
de fase cristalina, transicdo vitrea; e reacdes quimicas, como decomposicdo e
oxidacdo (GIRON, 2002; GABBOTT, 2008). Na toxicologia forense a técnica é usada
para identificar e caracterizar diversos tipos de materiais como plasticos, explosivos,
retalhos de tecido, metais, entre outros (RIGA, 1998). Alguns trabalhos utilizam DSC
para analisar o comportamento calorimétrico da cocaina e seus principais
adulterantes (CURINI et al., 1989; GOSTIC et al., 2009; MEDEIROS et al., 2009).

DSC mede a mudanca de energia que ocorre entre a amostra e o material de

referéncia quando aquecidos ou esfriados. A técnica fornece a temperatura de fusédo
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com a exatiddo que os métodos tradicionais muitas vezes ndo fornecem (CLAS et
al., 1999).

3.6.3.1 Material e métodos

Os ensaios foram realizados no Laboratério da Central Analitica da Faculdade
de Farmécia da UFRGS. As andlises foram realizadas conforme item 3.5.1 com o

objetivo de caracterizar o cloridrato de cocaina candidato a SQR.

3.6.3.2 Resultados e discussao

A Figura 3.9 ilustra o termograma obtido para a amostra de cloridrato de

cocaina.

Pode-se observar um evento endotérmico caracteristico da fusdo da amostra.
O ponto de fusdo é obtido através da determinacdo do Onset fornecido pelo
equipamento. O ponto de fusdo determinado para amostra foi de 196,63 °C. O ponto
de fuséo obtido corresponde ao relatado na literatura entre 195 e 197 °C (MOFFAT
et al., 2004; BRITISH PARMACOPEA, 2011). Além disso, o pico apresenta uma boa
simetria e sem alargamento, um indicativo de pureza da substancia. Apos o ponto de
fusdo observa-se outro evento endotérmico referente a decomposi¢cdo da amostra
apos sua fusdo. Esse comportamento € relatado na literatura para o cloridrato de
cocaina. Geralmente sais possuem ponto de fusdo muito alto e tendem a se

decompor apés a fusao.
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Figura 3.9 - Termograma de calorimetria exploratéria diferencial para cloridrato de cocaina
purificado com etanol absoluto, candidato a SQR usando taxa de aquecimento de 10°C/min
em panela de aluminio contendo 1,36 mg
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3.6.4 Rotacao especifica

A determinacdo da rotacdo especifica permite estabelecer a identidade e
pureza optica de uma substancia. As substancias que desviam o plano de luz
polarizada sao ditas opticamente ativas e podem ser classificadas como levogiras (-)

ou dextrégiras (+).

3.6.4.1 Material e métodos

A rotacdo Optica especifica foi determinada em polarimetro Perkin ElImer 341,
em temperatura ambiente (20 £ 0,5 °C). As anadlises foram determinadas em
comprimento de onda de 589,3 nm da raia D de sédio. As cubetas utilizadas foram

de vidro com janelas de quartzo com 1 dm de percurso Optico e volume de 1 mL.

As determinacbes foram realizadas em solugédo a 2% p/v em agua, usando

como branco o mesmo solvente.
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O experimento foi realizado segundo a Farmacopeia Americana (USP 34,
2011), a qual possui monografia especifica para cloridrato de cocaina e cocaina
base, e os valores comparados.

Os valores obtidos foram aplicados na Equacéo 3.1.
[a]*% = all.c Equacéo 3.1

Onde:
a = angulo de rotagao
| = comprimento, em dm, da cubeta

C = concentragdo da substancia em g% p/v
3.6.4.2 Resultados e discussao

A cocaina € uma molécula opticamente ativa, possui dois centros opticos,
sendo quatro isdbmeros possiveis. A (-) — cocaina é o unico enantidmero encontrado
naturalmente nas folhas de Erythroxylum coca. O processo de sintese geralmente
resulta em uma mistura racémica (KIDWELL E ATHANASELIS, 2005).

Os valores de a e [0]*°, s&o apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Determinagdes de rotacao Optica especifica para cloridrato de cocaina

Determinag&o a [a]*%
1 -1,432 -71,10

2 - 1,440 -71,49
3 -1,441 -71,54
Média -1,437 -71,37

Os valores encontrados estdo de acordo com a faixa especificada na

monografia: entre -71 e -73. O resultado satisfatério deste ensaio é mais um

indicativo de pureza da amostra.
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3.6.5 Perda por dessecacéo

A perda por dessecacdo é o0 ensaio que determina a quantidade de
substancias volateis de qualquer natureza eliminadas nas condi¢cdes especificas
(BRASIL, 2010).

3.6.5.1 Material e métodos

O ensaio foi realizado de acordo com a Farmacopeia Britdnica (2009), em

triplicata.

Pesou-se aproximadamente 1,0 g de amostra em um pesa-filtro previamente
dessecado por 30 min a 100 °C e pesado. O pesa-filtro contendo a amostra foi
levado a estufa, com tampa aberta, em temperatura de 105 °C por 2 horas. Apés, 0
pesa-filtro foi retirado da estufa e esfriado a temperatura ambiente em dessecador e
pesado. Levou-se novamente a estufa a 105 °C por 1 hora. Retirou-se da estufa,
deixou-se esfriar e pesou-se novamente. O peso obtido da amostra foi usado para o

céalculo da porcentagem de perda por dessecacao pela equacéo 3.2:

Perda = Pu—Ps x 100 Equacéo 3.2
Pa

Onde:
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes de dessecacéao
Ps = peso do pesa-filtro

Pa = peso da amostra dessecada
3.6.5.2 Resultados e discussao
Os resultados do ensaio estao descritos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Valores obtidos de porcentagem de substéncias volateis no ensaio de perda
por dessecacao para amostra de cloridrato de cocaina

% de substancias volateis

0,30
0,21
0,26

1
2
3
Média 0,26
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O valor especificado na monografia da Farmacopeia Britanica (2009) é de no
maximo 0,5%. Sendo assim, a porcentagem de substéancias volateis presentes na

amostra esta dentro do especificado.

3.6.6 Determinacao de cinzas sulfatadas (Residuo por incineracao)

Cinzas sulfatadas compreendem o residuo ndo volatil a incineracdo na
presenca de acido sulfarico. O ensaio permite determinar o teor de impurezas

inorganicas presentes na amostra.

3.6.6.1 Material e métodos

Pesou-se exatamente cerca de 1 g de amostra de cloridrato de cocaina
previamente dessecada em cadinho de porcelana previamente calcinado e tarado.
Adicionou-se 1 mL de &cido sulfurico e aqueceu-se em bico de Bunsen até completa
carbonizacao. Esfriou-se e adicionou-se acido sulfurico para umedecer o residuo,

em seguida, incinerou-se em forno de mufla a 700 °C por 3 horas.

Calculou-se a porcentagem de cinzas sulfatadas pela equacéo 3.3.

% Cinzas sulfatadas = P, - P; x 100 Equacéo 3.3
P3

Onde:
P1 = peso do cadinho calcinado
P, = peso do cadinho amostra incinerada

P3s = peso da amostra inicial

3.6.6.2 Resultados e discussao

Os resultados do ensaio estao descritos na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Valores das porcentagens de substancias inorganicas presente na amostra de
cloridrato de cocaina

Amostra % substéncias inorganicas
1 0,0038
2 0,0029
Média 0,0034

A porcentagem de substancias inorganicas obtida para a amostra de
cloridrato de cocaina (0,0034%) esta dentro do especificado na monografia da
Farmacopeia Britanica (2009), que estipula um méaximo de 0,1% em relacdo a

substancia dessecada.

3.6.7 Espectroscopia naregiao de infravermelho (IV)

A regidao do infravermelho do espectro eletromagnético se encontra em
comprimentos de onda maiores que 0s associados a luz visivel e menores que as
ondas de radio. As moléculas sdo excitadas a um estado de energia superior
guando absorvem a radiacao infravermelha. A absor¢cédo da radiacéo infravermelha é
um processo quantizado, apenas frequéncias selecionadas sdo absorvidas pelas
moléculas. As frequéncias de radiacdo que coincidem com as frequéncias naturais
de vibracdo sdo absorvidas e a energia envolvida aumenta a amplitude dos
movimentos de vibracdo das ligacbes da molécula. Como cada tipo de ligacdo tem
uma frequéncia propria de vibracdo, as moléculas de estruturas diversas nunca
terdo espectros idénticos (PAVIA et al., 2007).

A espectrofotometria de IV possui ampla aplicacdo na area farmacéutica e
guimica como na identificacdo de compostos, na caracterizacdo de amostras e na
deteccdo de polimorfos. No entanto, a técnica possui algumas limitacfes. A
presenca de impurezas, por exemplo, é apenas detectada se estas estiverem em
altas concentracfes (WATSON, 2005).

Com a analise detalhada do espectro e a consulta a tabelas de correlacdo é
possivel extrair informagfes estruturais da molécula. IV em conjunto com outras
técnicas pode auxiliar na determinacdo estrutural da molécula (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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3.6.7.1 Material e métodos

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho foi obtido por analise
direta usando refletancia total atenuada (ATR) em espectrofotometro Nicolet 380 FT-

IR System. A faixa de varredura foi de 3500 a 500 cm™ realizando 16 scans.

3.6.7.2 Resultados e discussdo

O espectro de infravermelho obtido para a amostra de cloridrato de cocaina é
apresentado na Figura 3.10. Na Figura 3.11 € apresentado o espectro de IV usando
ATR e KBr de cloridrato de cocaina retirado da literatura. Na Tabela 3.7 estédo

descritas as principais bandas e suas respectivas atribuicoes.

Figura 3.10 - Espectro de infravermelho da amostra de cloridrato de cocaina obtido usando

refletancia total atenuada
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===

Figura 3.11 - Espectro de IV de cloridrato de cocaina obtida da literatura usando ATR e
i' f*

pastilhas de KBr
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Fonte: DIBBERN, 2001

Tabela 3.7 - Frequéncias de absorcdo das bandas de IV principais para caracterizacdo de
cloridrato de cocaina e suas atribuicdes

Frequéncia (cm™) Atribuicao

1728 Deformacdo axial de carbonila (C=0) de
éster proximo ao anel fenila
Deformacdo axial de carbonila (C=0) de

1711 - i
éster metilico

1168 Deformacédo axial de C-O

1105 Deformacédo axial assimétrica de O-C

1026 Deformacéo axial de C-N

799 Deformacéo angular - anéis

monossubstituidos

Fonte: Silverstein & Webster, 2000; Pavia et al., 2007

Pela andlise do espectro obtido para a amostra de cloridrato de cocaina e o
reportado na literatura (Figura 3.11), além de consulta a tabelas de correlacéo foi
possivel caracterizar a substancia pela presenca de bandas caracteristicas dos
principais grupamentos presentes na molécula sendo eles os dois grupamentos

éster, o grupamento fenila e a amina terciaria.

As principais bandas descritas acima para a caracterizagdo do cloridrato de

cocaina coincidem com as descritas na literatura.
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3.6.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear € uma forma de espectroscopia de
absorcdo, onde a amostra absorve radiacdo eletromagnética na regido de
radiofrequéncia governada pelas caracteristicas estruturais da molécula. A técnica
de RMN permite a determinacdo do numero, do tipo e das posi¢cdes relativas de
certos atomos da molécula. Este tipo de espectroscopia € aplicavel apenas aos
atomos que possuem momentos magnéticos nucleares, ou seja, aqueles atomos
gue a soma de prétons e néutrons for um nimero par possuem o numero de spins 0,
a carga nao gira em torno do proprio eixo. Os atomos que a soma for um numero
impar, terdo um nuamero de spin fracionario, por exemplo %2, que gira em torno do
proprio eixo e assim produzird sinal na RMN em condi¢gbes adequadas. Esse € o
caso dos atomos de 'H, °C, °F, *'P. O atomo dos is6topos mais abundantes de
carbono (**C) e o oxigénio (**0) ndo possuem momentos magnéticos nucleares. As
RMN de 'H e °C s&@o as mais estudadas e serdo usadas na caracterizacdo do
cloridrato de cocaina (BREITMAIER, 2002).

3.6.8.1 Material e métodos

Para a realizacdo do ensaio a amostra, aproximadamente 25 mg, foi diluida
em 0,4 mL de agua deuterada contendo tetrametilsilano (TMS) como agente de
calibracéo e transferida para tubo de vidro para RMN (0,5 cm x 18 cm). A anélise foi
realizada em espectrdmetro Varian 400MR com campo de 400 MHz para 'H e 9,4
Tesla para *C. As andlises foram realizadas no Centro de Nanociéncia e
Nanotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CNANO-UFRGS).

3.6.8.2 Resultados e discussao

Na Figura 3.12 é apresentado o espectro de RMN *H do cloridrato de cocaina.
Na Tabela 3.8 sdo apresentados os deslocamentos quimicos bem como as

atribuicbes para cada hidrogénio.

60



CAPITULO 1

Figura 3.12 - Espectro de RMN *H de cloridrato de cocaina utilizando agua deuterada como
solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 3.8 - Dados do espectro de RMN 'H de cloridrato de cocaina utilizando

espectrémetro de 400MHz

Posicéo Deslocamento  N° Hidrogénios  Multiplicidade Atribuicao
2’6’ 7,806 2 d H na posicéo orto do
anel aromatico
4 7,563 1 t H na posi¢éo para do
anel aromatico
35 7,414 2 dd H na posi¢do meta do
anel aromatico
5,444 1 m H ligado a C-OCO
4114 1 dd H ligado a C-N
3,988 1 t H ligado a C-N
10 3,502 3 S H de metila ligado a
éster
2 3,482 1 dd H ligado a C-COO
8 2,787 3 S H de metila ligada a N
4 2,326 1 m H de CH,-CH,
6 2,29 2 m H de CH,-CH,
7 2,10 2 m H de CH,-CH,

Fonte: Silverstein & Webster, 2000; Pavia et al., 2007; Breitmaier, 2002
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Na Figura 3.13 é apresentado o espectro de RMN **C do cloridrato de
cocaina. Na Tabela 3.9 sédo apresentados os deslocamentos quimicos bem como as
atribuicbes para cada carbono. Os resultados foram comparados com a literatura
(BREITMAIER, 2002).

Figura 3.13 - Espectro de RMN **C de cloridrato de cocaina utilizando agua deuterada
como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
1.09CLCO_L1_C13_090113

0.9 o
\ \ s

(0]
0.8

0.7 zee //\ ~ \0

3es
5
206 5 O% '~ ‘“\:‘3\'
g | b
E 6""‘*—..5-//
T 05
N
= . 5
g 4
5 0.4 2
= 31 4
6
0.3
10 8 7
0.2
9
0.1 1

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

62



CAPITULO 1

Tabela 3.9 - Dados do espectro de RMN '*C de cloridrato de cocaina utilizando
espectrometro de 9,4 Tesla

Posicao Deslocamento Atribuigcdo
1 62,954 CHligadoa N
2 45,944 CH ligado a COO
3 64,245 CH ligado a OCO
4 32,456 CH; ligado a COC=0
5 63,728 CHligadoa N
6e7 22,436 CH, — CH;
8 38,741 CH; ligado ao N
9 173,076 C de COO
10 53,178 CHs; radical éster
11 166,928 Cde C=0
1 128,323 CH de anel aromatico ligado a C=0
2’6’ 128,847 CH de anel aromatico em orto
35 129,378 CH de anel aromatico em meta
4 134,297 CH de anel aromatico em para

Fonte: Breitmaier, 2002

Através da andlise dos espectros de RMN *H e *C e comparacdo com dados
presentes na literatura € possivel afirmar que a substancia em questéo € o cloridrato

de cocaina.

3.6.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CL-EM)

3.6.9.1 Material e métodos

A andlise por CL-EM foi realizada para a identificacéo do cloridrato de cocaina
e de possiveis impurezas que poderiam estar presentes. A solucao foi preparada em
metanol em concentracdo de 1 mg/mL, apenas uma inje¢cado nesta concentracao foi

realizada. A andlise da solucéo diluida a 100 pug/mL foi realizada em duplicata.

As analises foram realizadas em um cromatégrafo Agilent 1260 acoplado a
um espectrémetro de massas Agilent série 6120B usando coluna Phenomenex
Luna C18 (2) (250 mm x 4,6 mm, 5 um). O sistema cromatografico utilizado foi em

modo isocratico com proporc¢ao de fase mével de 53% de metanol e 47% de acetato
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de amoénio 10 mM, pH 6,3 ajustado com acido acético. O fluxo utilizado foi de 1,0
mL/min, com temperatura do forno de 31 °C. Foram realizadas a injecdo de 1 pL na
solucdo concentrada e 10 pL na mais diluida. O espectrdbmetro de massas foi
operado no modo de ionizagdo eletrospray positivo. Os parametros de analise foram:
temperatura do gas 350 °C; fluxo do gas de secagem 13 L/min; pressdo do gas
nebulizador (nitrogénio) de 40 p.s.i., voltagem do capilar 3000 V e energia de
fragmentacao 150 V.

3.6.9.2 Resultados e discussao

O cromatograma obtido para o cloridrato de cocaina e a impureza presente na
amostra é apresentado na Figura 3.14. Como € possivel observar no cromatograma,
cis/trans-cinamoilcocaina estéo presentes como impurezas. A presenca de cis/trans-
cinamoilcocaina era esperada, uma vez que se optou por ndo incluir a etapa de
oxidacdo da cocaina para a retirada da impureza. O método por CL-EM foi usado
apenas na etapa de identificacdo da substancia de interesse e suas possiveis
impurezas, ndo sendo usado para a quantificacdo das impurezas. A resposta de
ionizacao é diferente para cada molécula, para realizar a quantificacdo é necessario

0 uso de padroes.

Devido a dificuldade de se obter padrdes de drogas no Brasil e a burocracia
para tal, ndo foi possivel a aquisicdo de padrées de cinamoilcocaina para realizar a
guantificacdo por CL-EM. Sendo assim, optou-se por fazer a quantificacdo por

balanco de massas usando detector de ultravioleta (UV).
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Figura 3.14 - Cromatograma obtido para cloridrato de cocaina por LC-MS usando coluna
Luna C18(2) e fase mdével metanol: acetato de amo6nio 10mM pH6,3 (57:43) e espectros de
massas da substancia (A) e suas respectiva impureza, cinamoilcocaina (B).
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3.6.10Balanco de massas por CLAE-UV

Balanco de massas é um meétodo bastante exato para a determinacdo de
impurezas e recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO),
Farmacopeia Internacional e Farmacopeia Europeia para estabelecimento de
substancias de referéncia (MA et al., 2009). A técnica consiste na subtracdo a partir
de 100 do somatdrio da porcentagem das impurezas. As impurezas organicas sao
calculadas por métodos analiticos como CLAE-UV usando normalizacao de areas.
As impurezas volateis sdo geralmente solventes residuais e umidade e podem ser
guantificados na perda por dessecacao, enquanto que as impurezas inorganicas sao
calculadas através da determinacdo de residuos de ignicdo. A normalizacdo de
areas na determinacdo de pureza é utilizada na auséncia de SQR dos produtos de
degradacéo e € baseada na hip6tese de que o fator de resposta da substancia de
interesse e das impurezas € igual a 1. A incerteza analitica embutida nesta técnica &
menor que no meétodo tradicional de determinacdo de impurezas, através de
doseamento (GOROG, 2005; LIU e HU, 2007; MA et al., 2009).
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3.6.10.1 Material e métodos

Para a porcentagem de impurezas voléateis foi usado o resultado obtido na
perda por dessecacdo, descrito no item 3.6.5.1. A porcentagem de impurezas
inorganicas foi obtida no ensaio de determinacdo de cinzas sulfatadas descrito no
item 3.6.6.1.

A determinacdo de impurezas organicas foi realizada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a detector de ultravioleta (CLAE-UV) em
cromatografo SHIMADZU com coluna Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm, 2,6 pm). O
sistema cromatografico utilizado foi em modo isocratico com proporcdo de fase
moével de 75% acetonitrila e 25% de acetato de aménio 10 mM, pH 6,3 ajustado com
acido aceético. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min, com temperatura do forno de 30
°C. Foram realizadas injecfes de 20 puL de uma solucdo de 1 mg/mL da amostra
diluida em acetonitrila. As condi¢cdes cromatograficas e detalhes do método seréo

descritas no capitulo 4.

O calculo da pureza da amostra foi calculado usando a equacéao 3.4.

% Teor =100 - 2 %impurezas

= 100 — % Impurezas Volateis — % Impurezas Inorganicas - % Impurezas

Organicas

Equacao 3.4

3.6.10.2 Resultados e discussao

A Figura 3.15 mostra o cromatograma obtido para a amostra de cloridrato de
cocaina e as impurezas presentes. Na Tabela 3.10 estdo descritas as impurezas

organicas, inorganicas e volateis utilizadas para o calculo da pureza da amostra.
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Figura 3.15 - Cromatograma obtido para cloridrato de cocaina por CLAE-UV usando coluna
KINETEX HILIC e fase mdvel acetonitrila:acetato de aménio 10 mM (75:25), pH 6,3, com
injecdo de 20 uL; 1 — benzoilecgonina; 2 — Cloridrato de cocaina; 3 - cinamoilcocaina

% z

[
w
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O cloridrato de cocaina possui duas impurezas detectadas por CLAE-UV, a
benzoilecgonina (1) e a cinamoilecgonina (3). As impurezas foram identificadas pelo
tempo de retencdo e por analise em CL-EM através da identificacdo dos ions
moleculares das impurezas m/z 330 para cinamoilcocaina e m/z 290 para

benzoilecgonina.

Tabela 3.10 - Porcentagem de impurezas encontradas na amostra

Impurezas %
Impurezas organicas Benzoilecgonina 0,28
Cinamoilcocaina 0,28
Impurezas inorganicas 0,0034
Impurezas volateis 0,25

Aplicando os resultados na equacdo 3.4 o valor obtido para a pureza do

cloridrato de cocaina foi de 99,2%.

3.7 Substancia Quimica de Referéncia de cloridrato de cocaina

ApOGs a caracterizacdo da substancia através de métodos de identificacdo e
analise de pureza do cloridrato de cocaina € possivel afirmar que a substancia

apresenta pureza adequada para uso como SQR em laboratérios forenses e de
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pesquisa. Um estudo interlaboratorial, utilizando as mesma condi¢cées e 0s mesmos

ensaios realizados neste trabalho, deve ser realizado para confirmacéao do teor.

A substéncia foi envasada em frascos de vidro ambar contendo cada um 200
mg. Os frascos foram fechados, lacrados e devidamente identificados com rotulo
contendo nome quimico, teor, cuidados a serem tomados com a substancia e cédigo

de barras para assegurar a rastreabilidade.

Foram separados vinte frascos para o controle da estabilidade das
substancias em 6, 12, 24 e 36 meses. Cada grupo de cinco frascos foi armazenado
em diferentes condicbes como em dessecador a temperatura ambiente, em

geladeira, em freezer e a temperatura ambiente fora do dessecador.

Os testes interlaboratorial e de estabilidade ndo serdo contemplados neste

trabalho em virtude dos prazos para a elaboracédo desta pesquisa.

A etapa de envase, rotulagem e armazenamento dos frascos foi realizada no
Setor Técnico-Cientifico da Policia Federal (SETEC).

3.8 Tratamento de residuos

As etapas de purificacdo do cloridrato de cocaina por cristalizacdo geraram
residuos de cloridrato de cocaina e suas impurezas. Os residuos foram secos em
evaporador rotatorio a baixa pressdo e armazenados em frascos devidamente
identificados. Os frascos foram armazenados no depdésito do SETEC sob a guarda
do Perito responsavel pelo Projeto, aguardando a destruicdo por incineracdo. A

incineracdo é realizada juntamente com outros produtos de apreensdo da Policia

Federal, e faz parte da rotina da Policia Federal.

Os materiais descartaveis contaminados usados no estudo foram descartados

em lixo especial com coleta especial.
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3.9 Conclusdes

» A técnica usada para a retirada dos contaminantes bem como o solvente
selecionado resultou na obtencdo de cloridrato de cocaina com alta pureza,

porém com um baixo rendimento, caracteristico da técnica selecionada;

» Os ensaios realizados para identificacdo da substancia como os ensaios de
analises das constantes fisicas, DSC e rotacao especifica, bem como 1V, RMN,
CL-EM confirmaram a estrutura da molécula e permitram a completa

identificag8o do cloridrato de cocaina;

» Os ensaios de pureza de perda por dessecacéao, cinzas sulfatadas e balanco de
massas por CLAE-UV determinaram a quantidade de substancias volateis,
organicas e inorganicas que estavam presentes na amostra, possibilitando o

estabelecimento da pureza do cloridrato de cocaina em 99,2%.
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4.1 Introducgéo

Para que as andlises toxicoldgicas e forenses tenham resultados satisfatérios,
os laboratorios devem utilizar substancias quimicas de referéncia (SQR). Porém, na
area forense e na pesquisa toxicolégica, as SQR sdo substancias geralmente
sujeitas a regime de controle especial e a grande maioria hdo é comercializada no
Brasil, tendo que ser muitas vezes adquiridas no mercado internacional. O processo
de importacao torna a compra demorada e dispendiosa. Os metabdlitos e produtos
de pirdlise da cocaina, bem como a prépria substancia sdo um exemplo de SQR que

nao sao encontradas no Brasil.

Com a dificuldade em obter esse tipo de substancia, faz-se necessaria a
busca por outras alternativas. A sintese dos metabdlitos da cocaina € relatada por
diversos autores desde o inicio do século XX (HENRY, 1949; FINDLAY, 1954;
ZIRKLE et al., 1961). As técnicas sao simples e muito eficientes na obtencdo do
produto de interesse. A purificacdo dos produtos obtidos apdés as sinteses é
essencial para garantir a pureza da substancia. Substancias com altos teores de

impurezas podem interferir no resultado das analises.

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi obter substancias quimicas de
referéncia para o cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de ecgonina,

benzoilecgonina e éster metilico de anidroecgonina com pureza adequada.

4.2 Sintese de cloridrato de anidroecgonina

7

A anidroecgonina € o produto de hidrélise do éster metilico de
anidroecgonina, que por sua vez € o produto de pirélise da cocaina base quando
esta é aquecida a altas temperaturas. A estrutura da molécula de anidroecgonina
possui um anel cicloepteno com uma ponte de nitrogénio e um grupamento acido
carboxilico. E uma molécula anfotérica, pKa 9,8 e pKb 10,2. A presenca do
grupamento acido carboxilico torna a molécula altamente polar e soluvel em agua. O
carater pouco lipofilico faz com que a mesma seja pouco ou praticamente insoluvel

em solventes organicos. A presenca da insaturagdo conjugada com o &cido
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carboxilico aumenta o potencial acido da molécula. (MATCHETT e LEVIN, 1941;
PAUL et al., 1999; UNODC, 1965).

A sintese da anidroecgonina € relatada na literatura por varios autores, que
apresentam basicamente duas formas de se obter anidroecgonina. Einhorn e
colaboradores (1887) propuseram o0 uso de agentes desidratantes como
pentacloreto de fosforo ou oxicloreto de fosforo (MATCHETT e LEVIN, 1941;
FINDLAY, 1954). Por sua vez, Zirkle e colaboradores (1961) propuseram um método
baseado nas observacbes de De Jong (1937) de que a cocaina ou a ecgonina

guando tratadas com acido formavam o acido insaturado.

No entanto, a literatura néo relata qualquer tratamento de purificacdo. O
cloridrato de anidroecgonina é usado, pelos autores, na forma bruta em outras
etapas de experimentos (LUKASZEWSKI e JEFFERY, 1980; ZHANG et al., 1997).

4.2.1 Material e métodos

A realizacdo da sintese do cloridrato de anidroecgonina foi baseada no
método relatado por Zirkle e colaboradores (1961). Alguns parametros, entretanto,

foram otimizados no intuito de obter um rendimento da sintese desejavel.

Pesaram-se 34 g de cloridrato de cocaina (0,10 mol) e adicionaram-se 250
mL de &cido cloridrico concentrado (37%). A solucdo permaneceu em refluxo por 30
horas em manta de aquecimento coberta com aluminio a temperatura de ebulicdo do
acido cloridrico concentrado (48 °C). Apés este tempo, a solucdo foi resfriada a
temperatura ambiente, diluida com 100 mL de agua e fez-se uma extracdo com
varias por¢cdes de éter etilico para a retirada de substancias insollveis em agua. A
porcdo aquosa foi seca em evaporador rotatério com trompa d’agua a 80 °C. O
precipitado formado foi lavado com porcdes de éter etilico e seco em estufa a vacuo
a 80 °C por 20 horas.

4.2.2 Resultados e discussao

Ao realizar o refluxo do cloridrato de cocaina com &cido cloridrico

concentrado ocorre, simultaneamente, a hidrolise dos ésteres formando assim acido
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benzoico e metanol. A reacdo que ocorre € uma reacao de substituicdo nucleofilica
(SN) catalisada por &cido, onde a SN ocorre no carbono da carboxila. A
representacdo grafica é apresentada na Figura 4.1 (BRUCKNER, 2010).
Simultaneamente ocorre uma desidratacdo do alcool pela reacé@o de eliminagdo (E1)
sob a influéncia do &cido forte (HClconc) formando uma liga dupla na posic¢éo 2,3 do
anel tropanico com a liberacdo de uma molécula de dgua (MATCHETT e LEVIN,
1941; ZHANG, 1997; NORMAN e COXON, 2000). A representacdo da reacao de

desidratacdo do alcool esta representada na Figura 4.2.

Figura 4.1 - Representacdo do mecanismo de hidrolise de ésteres carboxilicos catalisada
por acido

(0) 0

Il cat. H® Hidralise do éster H
R'—C—OR? |+ H,0 = > R'—C—OH + HOR?

cat. H®

—H‘DH+ H® —H‘D“+HEB

20—H O—H I0—H @(5\—H
< L e I i
R!—=C—OR? + {OH, =—= R!'-C-0OR? —= R'—cl‘.—gR— — R‘—cl‘, + HOR?

®OH, OH OH

Fonte: Bruckner, 2010

Figura 4.2 - Representacdo da reacdo de formacao dos alcenos

Fa

Fonte: Norman e Coxon, 2000

Ao final da reacdo, observou-se uma mudanca de cor na solucdo de
transparente (inicio da reacdo) para uma cor amarelo claro. Isso provavelmente
ocorre pela formacdo de produtos intermediarios corados da degradacdo da

cocaina.

Ao esfriar a reacdo, ocorreu a precipitacdo do acido benzoico na forma de

cristais brancos em formato de agulha. O acido benzoico é insolivel em meio acido
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a temperatura ambiente, porém a quente ele permanece solubilizado. Sendo o
coeficiente de particdo mais favoravel ao éter, a extragdo usando este solvente
permite a retirada do acido benzoico, enquanto que a anidroecgonina, insolivel em
éter, permanece na fase aquosa. A solubilidade do cloridrato de anidroecgonina e
acido benzoico sao apresentados na Tabela 4.1.

No caso da sintese ocorrer de forma completa ao final da reacdo espera-se
formar 20,3 g de cloridrato de anidroecgonina bruto. Obteve-se uma quantidade de
16,7 g de um po6 cristalino com coloragdo amarelo escuro, rendimento bruto de
82,2%.

4.2.3 Analise do cloridrato de anidroecgonina sintetizado

Apoés a realizacdo da sintese, o produto foi analisado para a verificacdo de
possiveis impurezas para, em seguida, proceder a uma técnica de purificacdo

adequada.

42.3.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A técnica, como ja explicitado no capitulo 1 deste trabalho, é uma ferramenta
importante na analise da presenca de impurezas em uma amostra. Através do
calculo do ponto de fusdo da amostra é possivel identificar a presenca de
impurezas, uma vez que presentes diminuem o ponto de fusdo e acarretam um

alargamento no pico (CLAS et al., 1999).

42311 Material e métodos

Uma amostra de 1,87 mg exatamente pesada em uma panela de aluminio
lacrada foi analisada em equipamento SHIMADZU DSC-60 acoplado a integrador
THERMAL ANALYZER TA-60WS (Collection monitor versao 2.0, 1997-2003) e
controlador de fluxo FC- 60, sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50

mL/min até 300 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min.
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4.2.3.1.2 Resultados e discussao

Na Figura 4.3 é apresentado o termograma da amostra de cloridrato de
anidroecgonina sem purificagdo. E possivel observar um evento endotérmico com
Tonset de 239 °C. Os valores relatados na literatura apresentam pequenas diferencas.
Essa divergéncia ocorre provavelmente devido a falta de purificacdo prévia da
substancia. Zirkle e colaboradores (1962) relataram ponto de fusdo de 233 °C e
Kline e colaboradores (1989) relataram um faixa de fusdo de 239 - 243 °C, enquanto
Einhorn (1887, citado por ZIRKLE et al., 1962) encontrou 241 °C.

Podemos observar, além do Tonset abaixo do valor esperado, que 0 pico

possui um alargamento o que é um indicativo de presenca de impurezas.

Figura 4.3 - Termograma de calorimetria exploratdria diferencial da amostra de cloridrato de
anidroecgonina apos a sintese, sem purificagdo, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em
panela de aluminio contendo 1,87 mg
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4.2.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrébmetro de
massas (CL-EM)

A cromatografia liquida acoplada a espectrbmetro de massas permite a
deteccdo e identificacdo de impurezas presentes na amostra através do
monitoramento do ion molecular (BOXLAER et al., 2000; WATSON, 2005).

42.3.2.1 Material e métodos

A andlise da amostra de cloridrato de anidroecgonina foi realizada usando as
condicBes analiticas descritas no método apresentado no capitulo 3. A identificacéo
foi realizada no modo scan entre m/z de 80 — 600. A amostra foi preparada em
metanol e agua (4:2) na concentracdo de 1 mg/mL. As injecdes foram de 1uL e o
tempo de corrida de 20 minutos.

4.2.3.2.2 Resultados e discussao

O cromatograma apresentado na Figura 4.4 mostra duas principais
impurezas, cloridrato de ecgonina e levamisol. A presenca do levamisol decorre do
cloridrato de cocaina usado como material precursor. O cloridrato de cocaina usado
tinha passado por apenas uma cristalizacéo para a retirada das impurezas, restando
uma fracdo de levamisol ao final da sintese da anidroecgonina. A ecgonina, outra
impureza presente na amostra, € o0 produto intermediario da sintese da

anidroecgonina, indicando que ndo ocorreu a conversao total em anidroecgonina.

Nos teste preliminares de sintese da anidroecgonina, usando quantidades
pequenas de amostra (5 g) com a mesma proporcao de acido cloridrico em refluxo
por 20 horas, ocorreu a quase completa conversdo da cocaina em anidroecgonina,
restando ainda uma quantidade de ecgonina presente. Ao transpor as condicdes
ideais alcancadas na sintese em pequena escala para a sintese em escalas
maiores, observou-se uma maior propor¢cao de ecgonina presente no produto final.
Sendo assim, aumentou-se o tempo de reacdo para que uma maior quantidade de

anidroecgonina pudesse ser formada. A reacdo com duragdo de 30 horas
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apresentou uma maior quantidade de anidroecgonina e a presenca, ainda que

minima, de ecgonina.

Figura 4.4 - Cromatograma obtido para o produto bruto da sintese de cloridrato de
anidroecgonina por CL-EM, apresentando os picos de anidroecgonina (5), ecgonina (2) e
levamisol (3)

-§888384¢

4.3 Purificacao do cloridrato de anidroecgonina

Sabendo as principais impurezas presentes na amostra, partiu-se para a
etapa de purificacdo da amostra. A técnica de cristalizacao foi novamente preferida
devido a praticidade e a eficiéncia da técnica. A escolha do solvente, importante
para o sucesso da purificacdo, foi realizada usando pequenas quantidades de
amostra e baseada na solubilidade das substancias envolvidas. A solubilidade para

cloridrato de anidroecgonina e cloridrato de ecgonina € apresentada na Tabela 4.1

Tabela 4.1- Solubilidade do cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de ecgonina e acido
benzoico

Solvente Cloridrato de Cloridrato de Acido benzoico
anidroecgonina ecgonina
Agua Muito solavel Solavel a frio Insolavel
a quente Solavel
Etanol Fracamente solGvel Fracamente solivel a frio Pouco
solavel
a quente Solavel
Cloroférmio -- -- Soluvel
Eter InsolGvel Insoldvel Solavel
Acetonitrila* Muito pouco Muito pouco soluvel --
soltvel
Metanol* Pouco soltvel Pouco soltvel --
Acetato de etila* Pouco soltvel Pouco soltvel --

*teste de solubilidade realizado no laboratério segundo Farmacopeia Brasileira 5 ed. (2010)
Fonte: Moffat, 2005; UNODC, 2012
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4.3.1 Material e métodos

Para a escolha do solvente adequado, utilizou-se uma pequena amostra da
substancia impura (300 mg) para proceder os testes de purificagdo. Foram testados
trés solventes: acetonitrila, acetato de etila e etanol absoluto.

ApGs os testes, 0 solvente selecionado para a purificacdo do produto obtido

pela sintese foi o etanol absoluto.

Adicionaram-se 15 mL de etanol absoluto para cada 15 g de produto em um
tubo de centrifuga de vidro com capacidade para 60 mL. A mistura foi agitada
usando bastao de vidro e centrifugada a 1095 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur. O procedimento foi repetido sete
vezes. Ao final, a amostra foi lavada com porc¢des de éter etilico, filtrada, transferida
para um vidro de relégio e levada a estufa para secagem por 10 horas a 80 °C a

Vacuo.

4.3.2 Resultados e discussao

Os testes realizados para a escolha do solvente adequado foram realizados
de forma padronizada, utilizando mesmas quantidades de solvente e tempo de

agitacdo e centrifugacdo. As amostras foram entdo secas em estufa e analisadas.

Enquanto o produto inicial possuia uma coloracdo amarelo escura, o produto
ao final dos testes de purificacdo possuia coloracdo que variava do branco, para as
amostras purificadas com etanol absoluto e acetato de etila, ao amarelo claro para
aquela em que foi utilizada acetonitrila. A coloracdo amarela foi considerada como
um indicativo da presenca de impurezas e, consequentemente, da menor eficiéncia

da acetonitrila neste processo.

Ao analisar as amostras por CL-EM, confirmou-se a menor capacidade de
purificagdo da acetonitrila. A amostra purificada com acetato de etila ndo
apresentava mais impurezas de levamisol, mas ainda apresentava uma quantidade
significativa de ecgonina, muito préxima a quantidade presente antes da purificagéo.

Isso se deve ao fato de ambas, anidroecgonina e ecgonina, serem muito pouco
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soluveis neste solvente. A purificacdo utilizando etanol absoluto se mostrou mais
eficiente na retirada da ecgonina, por ser esta um pouco mais sollvel neste
solvente. No entanto, para a purificacdo de toda a amostra obtida na sintese, foram
realizadas nove etapas de centrifugacdo para garantir a retirada da ecgonina

presente na amostra.

A separacdo do cloridrato de anidroecgonina e cloridrato de ecgonina € uma
etapa complexa na purificagdo tanto de uma como da outra substancia. As
propriedades fisicas destas moléculas sdo muito semelhantes devido a semelhanca
estrutural. A ecgonina possui uma hidroxila ligada ao anel tropanico na posi¢cao 3
enquanto que a anidroecgonina possui uma insaturacdo na posicdo 2,3 do anel
tropanico. As solubilidades de ambas sdo muito semelhantes, além de serem muito
polares, sendo sollveis apenas em agua. Sendo assim, baseou-se em que uma
mistura de duas substancias, uma em maior quantidade, o produto, e a outra em
menor quantidade, a impureza, dissolvidas em uma pequena quantidade de
solvente, uma maior solubilizacdo da impureza iria ocorrer, enquanto que o produto,
apenas uma pequena parte solubiliza o restante pode ser coletado por filtracdo ou
centrifugacdo (MULLIN, 2001; PAVIA et al., 2007).

4.4 Sintese do Cloridrato de Ecgonina

A ecgonina € um acido hidroxiamino, produto de hidrolise da cocaina
(FINDLAY, 1954) e também um alcaloide encontrado na planta Erythroxylum coca. E
uma molécula levogira e possui uma hidroxila e um grupamento acido carboxilico o
gue torna a molécula extremamente polar, facilmente sollivel em agua e pouco
soluvel na maioria dos solventes organicos. A ecgonina é capaz de formar sais com
acidos e bases, principalmente cloridrato, cloreto aurico e bario. E uma molécula
anfétera possuindo pks 11,1 e pky 11,2. Como ndo possui a dupla ligacao conjugada
com a carboxila e nem o anel benzénico, assim como outros derivados da cocaina,
nao absorve na regido do ultravioleta. A ecgonina também pode ser usada como
precursor na sintese da cocaina com iodeto de metila e anidrido benzoico sob
presséo reduzida (MANSKE e HOLMES, 1950; HENRY, 1949).
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A sintese do cloridrato de ecgonina pode ser realizada por hidrdlise acida ou
basica a partir da cocaina. Willstatter e colaboradores (1923) e Einhorm e
colaboradores (1887) realizaram a conversdao de cocaina a ecgonina usando
solucdo aquosa de hidroxido de bario a temperatura ambiente ou hidroxido de
potassio, respectivamente, no entanto a hidrélise basica gera uma quantidade
consideravel do isbmero dextrogiro da ecgonina que nao € encontrado naturalmente
na planta (NICHOLLS, 1936; MANSKE e HOLMES, 1950). A hidrdlise acida a partir
da cocaina realizada com acido cloridrico diluido (0,2 M) produz apenas o isémero
levégiro da ecgonina. A formagéo de outros isbmeros durante a hidrodlise basica é

caracteristico dos alcaloides do grupo metilacilecgoninas (HENRY, 1949).

4.4.1 Material e métodos

Pesaram-se 4 g de cloridrato de cocaina (0,012 mol) e adicionaram-se 80 mL
de &cido cloridrico 0,8 M. A solucdo permaneceu em ebulicdo sob refluxo durante 20
horas em manta de aquecimento fechada. Ao final da reacéo a solucéo foi resfriada
a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada uma extracdo com éter etilico. A
porcdo aquosa foi seca em evaporador rotatério com trompa d’agua e a secagem foi

finalizada em estufa a vacuo a 80 °C por 20 horas.

4.4.2 Resultados e discussao

Da mesma forma que a sintese da anidroecgonina, ocorre a hidrolise dos dois
ésteres da molécula de cocaina. Porém, no meio reacional mais brando, usado na
sintese da ecgonina, ndo ocorre a desidratacdo do grupamento alcool apds sua
hidrolise. A conversdo da cocaina a ecgonina ou anidroecgonina € dependente da
concentracéo do acido e do tempo de reacdo. Quanto mais fortemente acido o meio,
maior conversdo a anidroecgonina. Quanto mais fracamente acido o meio, maior
sera a formacao de ecgonina. No entanto, independente da concentracdo do &cido,
sempre ocorrerd a formagdo das duas substéncias, em maiores ou menores
quantidades (UNODC, 1965).
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Ao final da reacdo, a extracdo com éter etilico permitiu a retirada do acido
benzoico. O produto bruto da sintese da ecgonina possuia uma coloracdo amarelo

claro.

Apos a secagem em estufa obteve-se 2,43 g de amostra bruta.

4.5 Andlise do produto obtido a partir da sintese do cloridrato de ecgonina

ApOs a realizacdo da sintese, o produto bruto foi analisado para a verificacdo
de possiveis impurezas para, em seguida, proceder a uma técnica de purificacéo
adequada.

4.5.1 Cromatografia liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrémetro de
massas (CL-EM)

4511 Material e métodos

A analise da amostra de cloridrato de ecgonina foi realizada usando as
condicBes analiticas descritas no método apresentado no capitulo 3. A identificacédo
foi realizada no modo scan entre m/z 80 — 600. A amostra foi preparada em metanol
e agua (4:2) na concentracdo de 1 mg/mL. As injecOes foram de 1uL com tempo de

corrida de 20 minutos.

451.2 Resultados e discussao

Através da analise do cromatograma obtido para a amostra de cloridrato de
ecgonina, apresentado na Figura 4.5, e dos espectros gerados para 0S picos
presentes no cromatograma, € possivel identificar duas impurezas principais: a
anidroecgonina, como era esperado, devido a desidratacdo do alcool formando uma
insaturacdo e a benzoilecgonina, indicando que ndo ocorreu a hidrélise dos dois
ésteres, ndo ocorrendo a liberacdo do &acido benzoico. Além destas impurezas, foi
possivel detectar a presenca de éster metilico de ecgonina, ainda que em baixa
concentracdo. A presenca do éster metilico de ecgonina indica que ocorreu a
esterificacdo da ecgonina pela presenca de moléculas de metanol liberadas durante

a hidrdlise, ou a hidrdlise apenas do éster ligado ao anel benzénico.
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Cis/trans-cinamoilcocaina, presentes no produto de partida, ndo sao
encontradas ap0s a reacdo na amostra de cloridrato de ecgonina, uma vez que
também hidrolisam formando ecgonina (BOUDREAU e CASALE, 2008).

Figura 4.5 - Cromatograma do produto bruto obtido através da sintese do cloridrato de
ecgonina por CL-EM em modo SCAN, mostrando os picos de ecgonina (6), anidroecgonina
(5) e benzoilecgonina (3)
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4.6 Purificagéo do cloridrato de ecgonina

Como relatado anteriormente, as propriedades fisicas do cloridrato de
ecgonina e do cloridrato de anidroecgonina sdo muito semelhantes, inclusive a
solubilidade de ambas. No entanto, € possivel a retirada de impurezas presentes em
menores concentracdes fazendo sucessivas recristalizacdes, mesmo que as

impurezas tenham o mesmo perfil de solubilidade que o produto majoritario.

4.6.1 Material e métodos

Inicialmente a amostra foi lavada com por¢cdes de éter etilico e em seguida
filtrada a vacuo. A etapa seguinte consistiu na cristalizacdo usando etanol absoluto.
Adicionou-se etanol absoluto e agitou-se com o auxilio de um bastdo de vidro. A
mistura foi centrifugada a 1095 g durante 10 minutos. O procedimento foi repetido
por quatro vezes. A amostra foi novamente lavada com por¢cdes de éter etilico,

filtrada e, em seguida, levada a estufa a vacuo a 80 °C por 20 horas.

4.6.2 Resultados e discussao

Para a retirada de impurezas sollveis em solvente organico, como a
benzoilecgonina e o éster metilico de ecgonina procedeu-se a primeira purificacdo

usando éter etilico. Em seguida realizou-se a purificacdo usando como solvente o
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etanol absoluto. Como as duas substancias, ecgonina e anidroecgonina, S&o0 muito
semelhantes usou-se o0 mesmo procedimento descrito anteriormente para a retirada
da anidroecgonina da amostra de ecgonina. Por ultimo, realizou-se uma lavagem da
amostra com éter etilico para a retirada do residuo de etanol. A ecgonina, assim
como a anidroecgonina, em presenca de etanol a quente pode esterificar, formando,
por exemplo, éster etilico de ecgonina, o que ndo € desejavel na purificagcdo da
ecgonina. Além disso, o ponto de ebulicdo do éter etilico € menor que a do etanol,

ocorrendo assim a evaporacao do solvente mais rapidamente.

4.7 Sintese da benzoilecgonina

Benzoilecgonina é o acil éster de ecgonina, possui um grupamento acido
carboxilico e um éster do acido benzoico. Assim como os outros derivados da
cocaina, a molécula encontrada naturalmente € levogira. A benzoilecgonina € uma
molécula anfétera, possuindo pk, de 2,15 e pk, de 11,41, hidrofilica, altamente
soluvel em agua e pouco soluvel em solventes organicos. Dissolve-se rapidamente

em solucgdes alcalinas formando sais (BILLINGS, 2003).

O alcaloide benzoilecgonina é produto de hidrélise da cocaina. A substancia é
também encontrada na planta Erythroxylum coca, no entanto ndo é extraido
juntamente com a cocaina no processo clandestino devido a sua alta solubilidade
em meio alcalino e insolubilidade em éter etilico. A benzoilecgonina, assim como a
ecgonina é um produto da degradacdo da cocaina (HENRY, 1949; UNODC, 2005;
CASALE e WAGGONER, 1991).

A benzoilecgonina pode ser sintetizada a partir da ecgonina através da acéo
do anidrido benzoico ou a partir da cocaina pela hidrélise do éster metilico gerando
metanol e benzoilecgonina (HENRY, 1949). Ambas as formas de obtencdo da

benzoilecgonina originam um produto na forma de base relativamente estavel.

4.7.1 Material e métodos

O desenvolvimento da sintese da benzoilecgonina foi baseado nos

experimentos relatados por Findlay (1954).
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Pesaram-se 32 g de cloridrato de cocaina (0,094 mol) e adicionaram-se 200
mL de solucdo saturada de bicarbonato de soédio. Agitou-se até precipitacao,
formando uma massa branca. O precipitado foi extraido com cinco por¢cdes de éter
etilico. As fracbes etéreas foram misturadas e evaporadas. Ao residuo adicionaram-
se 200 mL de agua. A mistura foi levada a ebulicdo sob refluxo em manta de
aquecimento por 2 horas. Ap6s o tempo de reacdo evaporou-se a agua em
evaporador rotatério a baixa pressao e o produto foi lavado com éter etilico e seco
em estufa a 40 °C a vacuo.

4.7.2 Resultados e discussao

A primeira etapa da sintese da benzoilecgonina é a transformagéo da cocaina
na forma de sal para a forma de base livre que € alcancado através da alcalinizacéo
do meio. A cocaina em meio acido possui a amina protonada, ao passar para 0 meio
alcalino, entre pH 8,0 e 10,0, a amina fica desprotonada. A cocaina na forma de
base livre € insolivel em agua e soluvel em solvente organico. A mistura de cocaina
base e agua a temperatura ambiente forma uma pasta branca. Quando a mistura
entra em ebulicdo (100 °C) a cocaina se funde, pois o ponto de fusédo é abaixo do
ponto de ebulicdo da agua (96 °C), formando duas fases. Durante a reacdo, a
cocaina, que esta na forma liquida, € hidrolisada a benzoilecgonina tornando-se
soluvel na agua. Apos a reacao, o produto foi seco em evaporador rotatério a baixa
pressdo e a finalizacdo da secagem foi realizada em estufa a 50 °C a vacuo. A
temperatura de fusdo da benzoilecgonina na forma hidratada é 92 °C (MOFFAT et
al., 2004), sendo assim ndo se deve proceder a secagem em estufa com

temperaturas muito altas para evitar a fusdo e degradacédo da amostra.

O mecanismo de reacdo que ocorre na sintese da benzoilecgonina é a
hidrolise do grupamento éster metilico formando benzoilecgonina e uma molécula de

metanol.

4.8 Analise do produto obtido através da sintese da benzoilecgonina

ApOs a realizacdo da sintese, o produto foi analisado para a identificacdo de

possiveis impurezas, em seguida, procedeu-se o0 ensaio de purificacao.
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4.8.1 Cromatografialiqguida acoplada a espectrometro de massas (CL-EM)
4.8.1.1 Material e métodos

A andlise da amostra de benzoilecgonina foi realizada usando as condicdes
analiticas descritas no método descrito no capitulo 3. A identificag&o foi realizada no
modo scan entre m/z 80 — 600. A amostra foi preparada em metanol na
concentracdo de 1 mg/mL. As injecOes foram de 1uL com tempo de corrida de 15
minutos.

48.1.2 Resultados e discussao

Pela analise do cromatograma obtido para a amostra de benzoilecgonina,
apresentado na Figura 4.6, e dos espectros gerados para 0S picos presentes no
cromatograma, € possivel identificar como as principais impurezas a cocaina (3),
ecgonina (1) e cinamoilcocaina (4). Todas as impurezas estdo na forma de base
livre uma vez que o produto de partida na sintese da benzoilecgonina era a cocaina
base livre.

Figura 4.6 - Cromatograma do produto bruto obtido através da sintese da benzoilecgonina
por CL-EM em modo scan de m/z 80-600.1-ecgonina; 2 -benzoilecgonina; 3-cocaina; 4 -
cinamoilcocaina

MSD1 TIC, MS File (D:ANDREA2012-09-11'BENZO000006.D) ES-API, Pos, SIM, Frag: 100, "Pos ES"
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4.9 Purificacao da benzoilecgonina

Tendo-se conhecimento das impurezas presentes na amostra de
benzoilecgonina procedeu-se a etapa de purificacdo da amostra. A técnica de

cristalizacdo foi realizada para a purificagdo da benzoilecgonina. A selecdo do
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solvente adequado foi realizada baseada na solubilidade das substéancias presentes

na amostra e na solubilidade da benzoilecgonina (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Solubilidade da benzoilecgonina, cocaina, ecgonina e cinamoilcocaina

Solvente Benzoilecgonina  Cocaina Cinamoilcocaina Ecgonina
Agua a frio Pouco Pouco solivel  Praticamente Soluvel
soluvel insolavel
a Solavel
quente
Etanol Soluvel Solavel Solavel Pouco soluvel
Eter etilico Insolavel Soluvel Soluvel Ligeiramente
soluvel
Cloroférmio Solavel Solavel Ligeiramente
solavel

Fonte: UNODC, 2012

49.1 Material e métodos

O produto bruto da sintese da benzoilecgonina foi lavado com quatro porcdes
de éter etilico. Em seguida, foi realizada uma cristalizacdo em agua. A mistura foi
aquecida até completa solubilizacdo do produto e depois resfriada para a
precipitacdo da benzoilecgonina. Os cristais foram filtrados, coletados e secos em

dessecador.

4.9.2 Resultados e discussao

De acordo com a tabela de solubilidade das substancias envolvidas e
considerando que € importante a coleta dos cristais puros de benzoilecgonina
iniciou-se a purificacdo lavando o produto obtido com éter etilico. A lavagem permite
a retirada de impurezas que séo soluveis no solvente, como a cocaina que esta ha
forma de base livre e outras impurezas como a cis/trans-cinamoilcocaina. Para a
cristalizacdo selecionou-se a agua como solvente uma vez que nesta a
benzoilecgonina ndo é soluvel a frio, mas é sollvel a quente. A ecgonina presente
na amostra é solivel em Aagua, ficando solubilizada no liquor-mae. A
benzoilecgonina precipitada apos o resfriamento foi filtrada e lavada com &agua
gelada para retirada de impurezas que possam ter ficado retidas na rede cristalina

da benzoilecgonina.
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4.10 Sintese do éster metilico de anidroecgonina

O éster metilico de anidroecgonina é o principal produto de pirélise da
cocaina. E formado quando a cocaina base é aquecida a cerca de 260 °C
juntamente com o &cido benzoico (NOVAK, 2011). A molécula possui um
grupamento éster e uma insaturacdo na posicdo 2,3 do anel tropanico. O éster
metilico de anidroecgonina é um 6leo higroscopico com odor de aminas, € em meio
acido é rapidamente hidrolisado a anidroecgonina (MATCHET e LEVIN, 1941).

A sintese do éster metilico de anidroecgonina é relatada na literatura usando
acido sulfurico e metanol para a esterificacdo (LUKASZEWSKI e JEFFERY, 1980),
ou pelo uso de metanol saturado com cloreto de hidrogénio (ZIRKLE et al., 1962),
ambas usando como produto de partida a anidroecgonina. O éster metilico de
anidroecgonina também pode ser obtido pela sintese completa a partir do hexanoato
de rodio Il e N-trimetilsilil-etoxi-carbonil pirrol com sucessivas reacdes até obter o
ester com rendimento de 95% (DAVIES et al., 1991).

4.10.1 Material e métodos

A sintese do éster metilico de anidroecgonina foi baseada no estudo realizado

por Zirkle e colaboradores (1962).

O produto de partida da sintese do éster metilico de anidroecgonina foi o
cloridrato de anidroecgonina. O cloridrato de anidroecgonina foi obtido a partir do

processo descrito no item 4.2.1 e purificado de acordo com o item 4.3.1.

Pesaram-se 10,7 g de cloridrato de anidroecgonina (0,052 mol) adicionaram-
se 240 mL de metanol e 120 mL de acido cloridrico concentrado. A solucao
permaneceu em refluxo durante 34 horas em manta de aguecimento coberta. Ao fim
da reagdo a solucdo foi evaporada em evaporador rotatério a baixa pressédo. O
residuo foi solubilizado com agua e alcalinizado a pH 10 com solugéo de carbonato
de potéassio saturada. A solucdo foi extraida com varias porcdes de éter etilico. A

fase orgéanica foi evaporada em evaporador rotatério a baixa pressao.
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4.10.2 Resultados e discussao

O uso do produto de partida, cloridrato de anidroecgonina, ja purificado evitou
a formacdo de subprodutos que contaminariam a amostra do éster metilico de
anidroecgonina. Alguns testes preliminares foram realizados usando o produto bruto
da sintese do cloridrato de anidroecgonina, o que gerou diversos subprodutos, entre
eles, o éster metilico de ecgonina. Isto indica que a ecgonina presente como
impureza do cloridrato de anidroecgonina também reagiu gerando seu éster

correspondente.

A anidroecgonina na presenc¢a do metanol em meio acido sofre esterificagéao.
A reacdo é conhecida como esterificacdo de Fischer (NORMAN e COXON, 2000).
Inicialmente ocorre a protonacao da carbonila gerando um intermediario estabilizado
por ressonancia. Em seguida ocorre a adicdo do alcool a carbonila protonada, a

desprotonacdo gerando um intermediario tetraédrico que perde uma agua, e

D

finalmente, a formacdo do éster. A representacdo da esterificacdo de Fischer
apresentada na Figura 4.7 (REINHARD, 2010).

Figura 4.7 - Representacdo da esterificacdo de Fischer que ocorre na sintese do éster
metilico de anidroecgonina
/O\
H cat. HO Esterificagdo de dcido carboxilico ”
R'—C—OH + HOR? =< = R!=C—OR? + H,0O
cat. H®

Fonte: Bruckner, 2010

No entanto, quando o alcool ndo esta em excesso, ocorre a protonacdo do
radical OR gerando a saida do alcool, voltando a reacao para o inicio. Na sintese do
éster metilico de anidroecgonina pode ter ocorrido a falta de metanol, uma vez que o
rendimento da sintese foi muito baixo (aproximadamente 31%), embora gerando um
produto puro (NORMAN e COXON, 2000).

Para a separacdo do éster do produto de partida que néo sofreu a reacéo é
necessario basificar o meio. Em meio basico ocorre o fenbmeno de salting out, que

diminui a solubilidade de compostos organicos. O éster é insolivel em meio basico,
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passando para a fase organica na extracdo com éter etilico. A anidroecgonina
mesmo em meio alcalino ndo é sollvel em éter etilico, ficando retida na fase aquosa
(ARMAREGO e CHAI, 2003).

Ao evaporar a fase organica obteve-se um Oleo amarelo claro translucido,

caracteristico do éster metilico de anidroecgonina na forma de base.

4.11 Andlise do produto obtido a partir da sintese do éster metilico de

anidroecgonina

Apoés a obtencdo do o6leo, o produto foi analisado para a identificacdo de

possiveis impurezas.

4.11.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (CL-EM)

411.1.1 Material e métodos

A andlise da amostra de éster metilico de anidroecgonina foi realizada usando
as condicdes analiticas descritas no meétodo apresentado no capitulo 3. A
identificac&o foi realizada no modo scan entre m/z 80 — 600. A amostra foi preparada
em metanol na concentracdo de 1 mg/mL. As inje¢cdes foram de 1 pL com tempo de

corrida de 20 minutos.

4.11.1.2 Resultados e discussoes

Através da andlise do produto obtido ndo se observou presenca de
impurezas. O produto foi utilizado na realizacdo de outros testes de caracterizacao

sem ser submetido a outros processos de purificacao.
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Figura 4.8 - Cromatograma do produto obtido através da sintese do éster metilico de
anidroecgonina por CL-EM em modo SCAN
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4.12 Caracterizacdo do cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de ecgonina,

benzoilecgonina e éster metilico de anidroecgonina

4.12.1 Aspectos Visuais

Através da microscopia Optica é possivel identificar a forma das substancias
sélidas, amorfa ou cristalina. Sendo a substancia cristalina, € possivel observar a
forma dos cristais. Dependendo do tipo de solvente usado na cristalizacdo obtém-se

diferentes tipos de cristais, e podem ser caracterizados quanto a sua forma.

412.1.1 Material e métodos

As caracterizacdes foram realizadas visualmente em microscoépio éptico Leica
S8 através da aplicacdo das amostras, separadamente, em placas de vidro. Cada
amostra foi também submetida a analise por equipamento de video espectral

VSC5000 para analise da fluorescéncia da substancia.

4.12.1.2 Resultados e discussao

O cloridrato de anidroecgonina obtido foi um p6 branco cristalino, com cristais
irregulares pequenos dispostos em aglomerados, e ndo apresentou reflexdo ao
incidir luz fluorescente. Na literatura existe relato de que os cristais de
anidroecgonina base possuem formato de agulha (HENRY, 1949), no entanto nada

foi encontrado para os cristais de cloridrato de anidroecgonina.
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O cloridrato de ecgonina obtido foi um pd branco cristalino, com cristais
irregulares. De acordo com o descrito na literatura, os cristais de ecgonina na forma
de cloridrato podem apresentar formato rombico (HENRY, 1949), porém néo foi
possivel observar o exato formato dos cristais. Nao apresentou reflexdo ao incidir luz

fluorescente.

A benzoilecgonina obtida foi um p6 branco cristalino, com cristais em formato
de agulhas, como relatado na literatura (HENRY, 1949). Ao incidir luz fluorescente

apresentou reflexao.

A Figura 4.9 apresenta as imagens por microscopia Optica para as trés

substancias descritas acima, bem como a imagem de reflexado na luz fluorescente.

Figura 4.9 - Imagem do p6 de cloridrato de anidroecgonina (a) em microscoépio 6ptico; p6
do cloridrato de ecgonina (b) em microscépio Optico; benzoilecgonina (c) em microscopio
optico e (d) luz fluorescente

4.12.2 Determinacao do ponto de fuséo

4.12.2.1 Material e métodos

As determinagbes da faixa de fusdo foram realizadas em equipamento
automatico METLER TOLEDO FP90. A substancia foi compactada em capilares com
1 mm de diametro e 6 cm de altura, introduzidos verticalmente no equipamento.
Previamente foi realizada a calibragdo do equipamento com fenolftaleina (WHO,

Melting Point Substance Reference n° 13; ponto de fusdo 263 °C), acido benzoico
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(Mettler ME-18555 A.8.92 Calibration Substance; ponto de fusdo 122,4 °C) e cafeina
(Mettler ME-18872 A.4.96; ponto de fusdo 236,5 °C). A taxa de aquecimento foi de 5
°C/min até 20 °C acima da temperatura de fusao preconizada na literatura.

As determinagbes foram realizadas em triplicata para cada uma das

substancias.

A determinacdo do ponto de ebulicdo do éster metilico de anidroecgonina foi
realizada no mesmo equipamento na fungao “ponto de ebulicdo”. A substancia foi
adicionada em tubo para ponto de ebulicdo, um capilar com a extremidade aberta foi
colocado verticalmente no tubo de ponto de ebulicdo e o conjunto foi introduzido no
equipamento. A taxa de aquecimento foi de 5 °C/min até 10 °C acima do ponto de
ebulicdo da amostra. A pressao atmosférica na qual foi realizado o ensaio foi 756
mmHg. Através de uma equacdo matematica tendo o valor da temperatura que
ocorreu a ebulicdo e a pressao atmosférica o equipamento calcula automaticamente

0 ponto de ebulicéo.

4.12.2.2 Resultados e discussao

Os valores médios obtidos na faixa de fusédo do cloridrato de anidroecgonina,
cloridrato de ecgonina e benzoilecgonina, e o valor médio do ponto de ebulicdo do

éster metilico de anidroecgonina sédo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Valores médios obtidos para a faixa de fus@o do cloridrato de anidroecgonina,
cloridrato de ecgonina e benzoilecgonina e ponto de ebulicdo para éster metilico de
anidroecgonina em equipamento automatico Mettler Toledo FP90

Substancia Faixa de fusdo média (em PF literatura (em °C)
OC)

Cloridrato de anidroecgonina 246 — 248,1 239 - 244

Cloridrato de ecgonina 246,4 — 263,7 246

Benzoilecgonina 84,7 —-89,1 86 - 92 (tetraidratada)
Ponto de ebulicdo médio P.E. literatura
(em °C, 760 mmHQ)

Ester metilico de 104,9 --

anidroecgonina
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A faixa de fusdo encontrada para o cloridrato de anidroecgonina esta um
pouco acima do observado na literatura, entre 239 e 244 °C, porém, os produtos
relatados estavam na forma bruta, sem purificagdo (KLINE et al., 1989; ZIRKLE et
al., 1962). ApGs a fusdo ocorreu decomposicdo da amostra. O ponto de fusdo para a
anidroecgonina base relatado na literatura é de 235 °C, o que confirma a forma de
sal da substancia (HENRY, 1949).

A faixa de fusdo encontrada para o cloridrato de ecgonina esta de acordo com
o descrito na literatura que € 246 °C, no entanto os valores observados possuem
uma faixa muito ampla o que pode indicar a presenca de alguma impureza. O ponto
de fusdo da ecgonina base é de 205 °C (MOFFAT et al., 2004). Os valores de ponto
de fusdo encontrados indicam que o produto obtido esta na forma de sal cloridrato.

A faixa de fusdo da benzoilecgonina esta de acordo com a literatura para a
forma de cristais tetraidratados, na faixa de 86 — 92 °C. A forma anidra da
benzoilecgonina base possui ponto de fusdo mais elevado, 195 °C. Sendo assim &
possivel afirmar que a benzoilecgonina obtida se apresente na forma hidratada.
Segundo a literatura, a benzoilecgonina cristaliza com quatro moléculas de agua em
cristais agulha (MOFFAT et al., 2004; HENRY, 1949).

O ponto de ebulicdo obtido para o éster metilico de anidroecgonina foi 104,9
°C, a pressdo atmosférica de 760 mmHg. Nao foram encontrados na literatura

valores referentes ao ponto de ebulicdo para do éster metilico de anidroecgonina.

4.12.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) mede a mudanca de energia que
ocorre entre a amostra e o material de referéncia quando aquecidos ou esfriados. A
técnica fornece a temperatura de fusdo com exatiddo que os métodos tradicionais
muitas vezes nao fornecem (CLAS et al., 1999). A DSC pode ser usada na
confirmacdo do ponto de fusdo através das mudancas de estado que ocorrem na
substancia submetida a variagces da temperatura, além de identificar a presenca de
solventes ou agua de hidratacdo, ainda que n&o se possa avaliar com precisdo o

numero de moléculas de agua presentes.
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N&o existe relato na literatura do uso desta técnica para avaliar os eventos

ocorridos durante o aguecimento das trés substancias.

4.12.3.1 Material e métodos

Os experimentos de calorimetria exploratéria diferencial para as amostras de
cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de ecgonina e benzoilecgonina foram
realizados no Laboratério da Central Analitica da Faculdade de Farmacia da
UFRGS. O equipamento usado foi um SHIMADZU DSC-60 acoplado a integrador
THERMAL ANALYZER TA-60WS (Collection monitor versdo 2.0, 1997-2003) e
controlador de fluxo FC- 60, sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50
mL/min até 300 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min. As amostras foram
analisadas em panelas de aluminio e foram pesados exatamente em torno de 1 a 2

mg.

4.12.3.2 Resultados e discussao

A Figura 4.10 ilustra o termograma obtido para a amostra de cloridrato de

anidroecgonina.

Pode-se observar um evento endotérmico caracteristico da fusdo da amostra.
O ponto de fusdo obtido através da determinacdo do Onset fornecido pelo
equipamento foi de 246,2 °C. O ponto de fuséo obtido esta um pouco acima do valor
relatado na literatura (239 — 244 °C). Como ja foi discutido no item 4.11.2, os
produtos relatados na literatura estavam na forma bruta, sem purificacdo, o que
pode diminuir o ponto de fusdo da substancia devido a presenca de impurezas
(KLINE et al., 1989; ZIRKLE et al., 1962).
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Figura 4.10 - Termograma obtido para cloridrato de anidroecgonina purificado, candidato a
SQR usando taxa de aquecimento de 10 °C/min em panela de aluminio
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A Figura 4.11 apresenta o termograma obtido para a amostra de cloridrato de

ecgonina.

E possivel observar um evento endotérmico caracteristico da fusdo do
cloridrato de ecgonina. O ponto de fusdo obtido através da determinacdo do Onset
fornecido pelo equipamento foi de 250,1 °C. O ponto de fusdo obtido encontra-se um
pouco acima do valor relatado na literatura de 246 °C (MOFFAT et al., 2004;
HENRY, 1949). No entanto, como ndo existem relatos de purificacdo do produto de
sintese do cloridrato de ecgonina nos trabalhos que apresentam o ponto de fusdo da
amostra € possivel que exista alguma interferéncia nas analises. ApGs o evento de
fusdo da amostra é possivel observar que houve degradacdo da amostra. A
degradacdo ocorreu em duas partes, inicialmente um evento endotérmico e por fim

um evento exotérmico.
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Figura 4.11 - Termograma obtido para cloridrato de ecgonina purificado, candidato a SQR
usando taxa de aquecimento de 10 °C/min em panela de aluminio
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A Figura 4.12 apresenta o0 termograma obtido para a amostra de
benzoilecgonina.
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Figura 4.12 - Termograma obtido para benzoilecgonina purificada, candidata @ SQR usando
taxa de aquecimento de 10 °C/min em panela de aluminio
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Pela analise do termograma obtido para a amostra de benzoilecgonina
purificada é possivel observar um evento endotérmico caracteristico de fusdo. O
ponto de fusdo obtido através da determinacdo do Onset fornecido pelo
equipamento foi de 82,1 °C encontrando-se um pouco abaixo do valor relatado na
literatura (MOFFAT et al., 2004). Antes do evento de fusdo da amostra € possivel
observar que houve um evento endotérmico, provavelmente devido a perda da agua
de hidratacdo da amostra. Apos o evento de fusdo da amostra, ocorreu degradacgao

do composto.
4.12.4 Rotacao especifica

Muitas substancias sdo opticamente ativas desviando a luz plano-polarizada
de modo que a luz transmitida é desviada em um determinado angulo em relacao a
incidente. Um dos enantidbmeros desvia a luz plano-polarizada para a direita (+),
chamado dextrégiro, ou d; o antipoda desvia para a esquerda (-), conhecido como
levogiro, ou I. O angulo desse desvio é igual em mdédulo para os enantibmeros,

porém com sinais opostos (FB, 2010).
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A avaliacdo do poder rotatério de uma substancia com polarimetro é um dos
métodos mais praticos para distinguir os enantibmeros, sendo um importante critério
de identificacdo, caracterizacdo e determinacdo de pureza enantiomérica dos

farmacos.
4.12.4.1 Material e métodos

A rotacao Optica especifica foi determinada em polarimetro Perkin Elmer 341,
em temperatura ambiente (20 = 0,5 °C). As andlises foram determinadas em
comprimento de onda de 589,3 nm da raia D de sddio. As cubetas utilizadas foram

de vidro com janelas de quartzo com 1 dm de percurso Optico e volume de 1 mL.

As determinacOes foram realizadas em solucdo a 1% p/v em agua, usando

como branco o mesmo solvente.
Os valores obtidos foram aplicados na Equacéo 4.1.
[a]®p = all.c Equacéo 4.1
Onde:
a = angulo de rotagao

| = comprimento, em dm, da cubeta

¢ = concentracdo da substancia em g% p/v

4.12.4.2 Resultados e discussao
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Tabela 4.4 - Determinagbes de rotacdo Optica especifica média para cloridrato de
anidroecgonina, cloridrato de ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico de anidroecgonina
alg%

Composto média de a média de [ [a]*%
[a]% literatura Especificacéo

comercial

Cloridrato de -0,722 -71,6 -61%a -72° -58 (MeOH)°

anidroecgonina (em

agua)

Cloridrato de -0,356 -475 -47% a -57° -45 +2°¢

ecgonina (em agua)

Benzoilecgonina -0,474 -47.2 -63° -52°

(em metanol)

Ester metilico de

anidroecgonina (em -0, 410 -41,3 -47° (etanol) -40+ 2°¢
metanol)

Fonte: ®UNODC, 1965; "Henry, 1949; ‘Lipomed; “Sigma-Aldrich; ®Matchett e Levin (1941)

Os valores de rotacdo Optica especifica para as trés substancias estao
proximos aos valores relatados na literatura. No entanto, a faixa de valores entre
diferentes autores € ampla, o que indica grande variacdo, que pode ser devido a
falta de purificacdo das substancias nos trabalhos. Por outro lado, algumas
empresas internacionais que possuem estes produtos relatam valores de rotacao
especifica mais proximos aos encontrados para as substancias candidatas a SQR. A
pureza declarada pelos fabricantes para o cloridrato de ecgonina foi acima de
98,5%, para a benzoilecgonina acima de 98,5%, para o cloridrato de anidroecgonina
acima de 97% e para éster metilico de anidroecgonina acima de 97,5%. O valor de
rotacdo especifica encontrado na literatura para a benzoilecgonina (-63°) nao indica
se a substancia é tetraidratada ou anidra, normalmente substancias hidratadas

possuem o valor de rotacéo especificas menores que as anidras.

Os valores negativos para todas as substancias indicam que as moléculas
sdo levogiras, majoritariamente, assim como o produto de partida das sinteses, o
cloridrato de cocaina. Esse fato indica que ndo ocorreu a extensa formacdo do

isdbmero dextrogiro.
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4.12.5Perda por dessecacao

O ensaio de perda por dessecacao €é realizado para avaliar a quantidade de
substancias volateis de qualquer natureza eliminadas nas condi¢cdes especificas
(FB, 2010).

4.12.5.1 Material e métodos

O ensaio foi realizado de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), em
triplicata para o cloridrato de anidroecgonina e cloridrato de ecgonina. Para a
benzoilecgonina, por possuir um ponto de fuséo abaixo de 100 °C e por se saber ser
uma substancia hidratada, procedeu-se o ensaio de determinagédo de agua por Karl
Fischer descrito no item 4.12.6. O éster metilico de anidroecgonina, por ser uma

substancia oleosa e volatil, o ensaio de perda por dessecac¢ao nao se aplica.

Pesou-se exatamente cerca de 1,0 g de amostra em um pesa-filtro
previamente dessecado por 30 min a 100 °C e tarado. O pesa-filtro contendo a
amostra foi levado a estufa, com tampa aberta, em temperatura de 105 °C por 2
horas. Apds, o pesa-filtro foi retirado da estufa e esfriado a temperatura ambiente em
dessecador e pesado. Levou-se novamente a estufa a 105 °C por 1 hora. Retirou-se
da estufa, deixou-se esfriar e pesou-se novamente. O peso obtido da amostra foi

usado para o calculo da porcentagem de perda por dessecacéo pela equacao 4.2:

Pu—Ps x100 Equacao 4.2
Pa
Onde:

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes de dessecacéao
Ps = peso do pesa-filtro

Pa = peso da amostra dessecada

4.12.5.2 Resultados e discussao

Os resultados dos ensaios estao descritos na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Valores obtidos de porcentagem média de substancias volateis no ensaio de
perda por dessecagcdo para as amostras de cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de
ecgonina

Substancia % média de substancias volateis

0,095
0,082

Cloridrato de anidroecgonina
Cloridrato de ecgonina

Os valores encontrados de impurezas volateis nas amostras de cloridrato de
ecgonina e cloridrato de anidroecgonina estao abaixo de 0,1 %, um valor adequado
visto que a monografia do cloridrato de cocaina especifica no maximo 0,5%
(BRITISH PHARMACOPEA, 2011). A benzoilecgonina encontra-se na forma
hidratada, como foi mostrado nos ensaios de ponto de fusdo e DSC, provavelmente
na forma tetraidratada, relatado na literatura (HENRY, 1949). A porcentagem de
agua esperada para a benzoilecgonina na forma tetraidratada € de 19,29%. Para a
confirmacdo da quantidade de agua na benzoilecgonina foi realizado o ensaio de

Karl Fischer, descrito a seguir.

4.12.6 Determinacao de agua

Muitas substancias encontram-se na forma hidratada ou contém agua
absorvida, o que torna relevante sua determinacdo por métodos especificos como o

método de Karl Fischer.

O método se baseia na reacdo quantitativa da agua com solucdo anidra de
dioxido de enxofre e iodo em presenca de uma solucdo tampéo que reage com ions
hidrogénio. Como a substancia benzoilecgonina encontra-se na forma hidratada o
ensaio foi realizado. As demais substancias que ndo se apresentam na forma
hidratada a determinacdo de substancias volateis foi realizada por perda por

dessecacéo, descrita anteriormente.
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4.12.6.1 Material e métodos

Para a determinacdo da quantidade de agua presente na amostra utilizou-se
equipamento Scott e reagente de Karl Fischer (Merck).

A andlise foi realizada em duplicata e a padronizacao do reagente titulante foi
realizada em triplicata.

4.12.6.2 Resultados e discussdes

O valor médio obtido para a porcentagem de agua presente na amostra foi de
18,61%, o que reforca a hidratacdo da molécula de benzoilecgonina com quatro
moléculas de 4&gua, majoritariamente, podendo ser caracterizada como

benzoilecgonina tetraidratada.

4.12.7 Determinacao de cinzas sulfatadas (Residuo por incineracao)

Cinzas sulfatadas compreendem o residuo nao volatil a incineracdo na
presenca de acido sulfarico. O ensaio permite determinar o teor de impurezas

inorganicas presentes na amostra (FB, 2010).

4.12.7.1 Material e métodos

Pesou-se exatamente cerca de 1,0 g de cada amostra previamente
dessecada, separadamente, em cadinhos de porcelana previamente calcinados e
tarados. Adicionou-se 1 mL de acido sulfurico e agueceu-se em bico de Bunsen até
completa carbonizacao. Esfriou-se e adicionou-se &cido sulfurico para umedecer os

residuos, em seguida, incinerou-se em forno de mufla a 600 °C por 4 horas.

Os calculos de porcentagem de cinzas sulfatadas foram realizados pela

equacao 4.3.

% Cinzas sulfatadas = P»-P1 x 100 Equacéo 4.3
P3

Onde:
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P1 = peso do cadinho calcinado
P, = peso do cadinho amostra incinerada

P3 = peso da amostra inicial

4.12.7.2 Resultados e discussao

Os valores encontrados para 0s ensaios de cinzas sulfatadas estdo descritos
na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Valores, em porcentagem, de substancias inorgénicas presente nas amostras
de cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico de
anidroecgonina.

Amostra % substancias inorganicas
Cloridrato de anidroecgonina 0,0023
Cloridrato de ecgonina 0,014
Benzoilecgonina 0,0090
Ester metilico de anidroecgonina 0,0018

A porcentagem de substancias inorganicas obtida para as amostras de
cloridrato de anidroecgonina (0,0023%), cloridrato de ecgonina (0,014%),
benzoilecgonina (0,0090%) e éster metilico de anidroecgonina (0,0018%) estao
abaixo de 0,1% em relacdo a substancia dessecada, valor especificado para cinzas
sulfatadas na monografia do cloridrato de cocaina, produto de partida das sinteses
(BRITISH PHARMACORPEIA, 2011).

4.12.8 Espectroscopia naregido de infravermelho (1V)

A andlise do espectro de IV, com o auxilio das tabelas de correlacéo, que
mostram informacdes conhecidas sobre a absorcédo de diversos grupos funcionais,
bem como a consulta de espectros encontrados na literatura, permite extrair
informacgdes estruturais da molécula. Em conjunto com outras técnicas como RMN,
MS e UV, o IV auxilia na determinagdo estrutural da molécula (SILVERSTEIN, 2000;
PAVIA et al., 2007).

107



CAPITULO 2

No entanto, o IV possui uma limitagdo na identificacdo da presenca de
impurezas. SO € possivel identificar uma impureza, quando esta estiver em
concentragcbes muito elevadas, as bandas da substancia majoritaria encobrem as

bandas das impurezas, ndo permitindo sua identificacdo (WATSON, 2005).
4.12.8.1 Material e métodos

O espectro de absorcéo na regiao do IV foi obtido por andlise direta usando
refletdncia total atenuada (ATR) em espectrofotometro Nicolet 380 FT-IR System. A
faixa de varredura foi de 3500 a 500 cm™, com resolucdo de 4 cm™, realizando 16

scans.
4.12.8.2 Resultados e discussao

Os espectros de infravermelho obtidos para a amostra de cloridrato de
anidroecgonina, cloridrato de ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico de
anidroecgonina sado apresentados nas Figuras 4.13, 4.14, 415 e 4.16,
respectivamente. As Tabelas 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 apresentam as principais bandas e
suas respectivas atribuicbes para cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de

ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico de anidroecgonina.
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Figura 4.13 - Espectro de infravermelho da amostra de cloridrato de anidroecgonina obtido
usando ATR
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Tabela 4.7 - Frequéncias de absorcdo das bandas de IV principais para caracterizacdo de
cloridrato de anidroecgonina e suas atribuicbes

Frequéncia (cm™) Atribuicao

2812 Deformacédo axial do O — H

Deformacdo axial de carbonila (C=0) de
1712 - o

acido carboxilico

Deformacdo angular do C - O de acido
1211 o

carboxilico
1651 Deformacgéo axial C=C

Deformacdo angular de O — H do acido
1426 o

carboxilico
1035 Deformacgéo axial C — N

Fonte: Silverstein & Webster, 2000; Pavia et al., 2007

N&do hé& relatos na literatura quanto ao espectro de IV do cloridrato de
anidroecgonina. Porém, com o auxilio de tabelas de correlagdo foi possivel

identificar as possiveis bandas referentes aos principais grupamentos da molécula.
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Figura 4.14 - Espectro de infravermelho da amostra cloridrato de ecgonina obtido usando

ATR
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Tabela 4.8 - Frequéncias de absorcdo das bandas de IV principais para caracterizacdo de
cloridrato de ecgonina e suas atribuices

Frequéncia (cm™) Atribuicao

Deformacéo axial do O — H

3299
Deformacédo axial de carbonila (C=0) de
1685 - o
acido carboxilico
Deformacdo angular do C - O de acido
1211 o
carboxilico
1200 Deformacéo axial de C — O do alcool
1226 Deformacgéo angular de O — H
1136 Deformacéo axial C — N
1180 C — O élcool secundario

Fonte: Silverstein & Webster, 2000; Pavia et al., 2007

As principais bandas encontradas para a substancia cloridrato de ecgonina
conferem com as bandas relatadas na literatura (MOFFAT et al., 2004; UNODC,
2012). Além disso, é possivel observar a auséncia da banda de éster e a presenca

da banda caracteristica de alcool.
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Figura 4.15 - Espectro de infravermelho da amostra de benzoilecgonina obtido usando ATR
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Tabela 4.9 - Frequéncias de absorcdo das bandas de IV principais para caracterizacdo de
benzoilecgonina e suas atribuicoes.

Frequéncia (cm™) Atribuicao

3450 Deformacéo axial de O — H (4gua)

1717 Deformacédo axial de carbonila (C=0) de
acido carboxilico

1590 Deformagao axial de C = C do anel
aromatico
Deformagdo axial do O — H de &cido

1351 o
carboxilico

1269 Deformacdo angular do C - O de &cido

carboxilico

1115

Deformacédo axial de C— N

708

Deformacéo angular - anéis
monossubstituidos

Fonte: Silverstein & Webster, 2000; Pavia et al., 2007

As bandas principais encontradas para a substancia benzoilecgonina

conferem com as bandas relatadas na literatura (MOFFAT et al., 2004; UNODC,

2012; SIGMA-ALDRICH, 2001).
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Figura 4.16 - Espectro de infravermelho da amostra de éster metilico de anidroecgonina
obtido usando ATR
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Tabela 4.10 - Frequéncias de absorcédo das bandas de IV principais para caracterizacao de
éster metilico de anidroecgonina e suas atribuicfes.

Frequéncia (cm™) Atribuicao
2950 Deformacéo axial de C—H
1701 Deformacédo axial de carbonila (C=0) de
éster
1638 Deformacéo axial de C=C
1154 Deformacéo axial de C-O
1115 Deformacéo axial de C— N

Fonte: Silverstein & Webster, 2000; Pavia et al., 2007

As principais bandas obtidas no espectro de IV para éster metilico de
anidroecgonina conferem com as bandas relatadas na literatura (KLINE et al., 1990).
E possivel observar as bandas referentes & insaturagdo no anel tropanico, bem
como a banda caracteristica de éster. A banda larga presente proximo a 3400 cm™

refere-se a banda de agua, uma vez que a substancia é bastante higroscopica.
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4.12.9 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A RMN-'H é a técnica mais comumente usada devido & sua sensibilidade e &
capacidade de fornecer grande quantidade de informacdes sobre a estrutura. A
RMN-'3C também é bastante usada, porém devido a baixa abundancia do *3C a
ressonancia é relativamente baixa. Ambas serdo usadas na caracterizacdo das
substancias quimicas de referéncia (WATSON, 2005; BREITMAEIR, 2002).

4.12.9.1 Material e métodos

Para a realizacéo dos ensaios, aproximadamente 25 mg das amostras, foram
diluidos em 0,4 mL de solvente apropriado contendo tetrametilsilano (TMS) como
agente de calibracdo e transferidos para tubos de vidro para RMN (0,5 cm x 18 cm).
As analises foram realizadas em espectrometro Varian 400MR com campo de 400
MHz para 'H e 9,4 Tesla para *C. As andlises foram realizadas no Centro de
Nanociéncia e Nanotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(CNANO-UFRGS).

A agua deuterada foi usada como solvente para o cloridrato de
anidroecgonina e cloridrato de ecgonina. A benzoilecgonina e o éster metilico de

anidroecgonina foram diluidos com metanol deuterado.
4.12.9.2 Resultados e discusséo

As Figuras de 4.17 a 4.24 apresentam os espectros de RMN de *H e **C para
cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de ecgonina, benzoilecgonina e éster
metilico de anidroecgonina. Assim como as Tabelas de 4.11 a 4.18 apresentam 0s

deslocamentos quimicos e as atribuicdes para cada *H e **C.
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Figura 4.17 - Espectro de RMN -'H de cloridrato de anidroecgonina utilizando agua
deuterada como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.11 - Dados do espectro de RMN 'H de cloridrato de anidroecgonina utilizando

espectrémetro de 400MHz

Posicdo  Deslocamento N° Hidrogénios Multiplicidade Atribuicdo
3 6,90 1 d HdeCH=C
1 4,38 1 dd H ligado a C-N
5 3,95 1 dd H ligado a C-N
8 2,76 3 S H de metila ligada a N
4 2,36 2 m H de CH,-CH
6 2,21 2 m H de CH,-CH,
7 1,89 2 m H de CH,-CH,

Fonte: Breitmaier, 2002; ACDLAB, 2013
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Figura 4.18 - Espectro de RMN -*C de cloridrato de anidroecgonina utilizando agua
deuterada como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.12 - Dados do espectro de RMN *C de cloridrato de anidroecgonina utilizando
espectrémetro de 9,4 Tesla

Posicéo Deslocamento Atribuicao
1 61,83 CHligadoa N
2 132,06 C ligado a COOH
3 137,59 HC=C
4 34,18 CH; ligado a C=C
5 59,42 CHligadoa N

6 e7 30,57 e 25,87 CH; — CH,

8 38,38 C de CHj;
9 166,70 C de COOH

Fonte: Breitmaier, 2002; ACDLAB, 2013

Através da andlise dos espectros de RMN de 'H e *3C é possivel caracterizar a
molécula como sendo anidroecgonina. No entanto, ocorreu uma duplicagdo do
ndmero de carbonos no espectro de **C. Isso pode ter ocorrido devido a formacéo,
durante a sintese, das formas cis e trans na ligacao dupla entre os carbonos 2 e 3.
Os carbonos podem estar um pouco deslocados gerando sinais duplicados. N&o

foram encontrados na literatura os espectros para possiveis comparacoes.
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Figura 4.19 - Espectro de RMN-'H de cloridrato de ecgonina utilizando agua deuterada
como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.13 - Dados do espectro de RMN 'H de cloridrato de ecgonina utilizando

espectrémetro de 400MHz

Posic¢ao Deslocamento N° Hidrogénios  Multiplicidade Atribuicao
3 4,31 1 m H ligado a C-OH
1 4,02 1 dd H ligado a C-N
5 3,85 1 dd H ligado a C-N
10 3,21 1 s H de OH
2 3,11 1 m H ligado a CCOOH
8 2,59 3 S H de metila ligada a N
4 2,25 2 m H de CH,-CH
6 2,06 2 m H de CH,-CH,
7 1,96 2 m H de CH,-CH,

Fonte: Breitmaier, 2002; UNODC, 2012; ACDLAB, 2013
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Figura 4.20 - Espectro de RMN **C de cloridrato de ecgonina utilizando agua deuterada

como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.14 - Dados do espectro de RMN C de
espectrémetro de 9,4Tesla

60 40 20 0

cloridrato de ecgonina utilizando

Posicéo Deslocamento Atribuicao
1 63,08 CHligadoa N
2 48,95 CH ligado a COOH
3 64,05 CH ligado a OH
4 35,00 CH; ligado a CHOH
5 60,28 CHligadoa N
6 e7 23,50 e 22,69 CH, — CH,
8 38,42 C de CH;
9 175,74 C de COOH

Fonte: Breitmaier, 2002; UNODC, 2012; ACDLAB, 2013

Os espectros de RMN de 'H e *3C obtidos para a substancia cloridrato de

ecgonina estdo de acordo com os espectros relatados na literatura (UNODC, 2012;

AIRAKSINEN et al.,1999). No espectro de *H é possivel observar a auséncia dos

sinais de H aromaticos préximo a 7 ppm. J& no espectro de RMN de **C nota-se a

auséncia do sinal atribuido a metila do éster em 53 ppm.
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Figura 4.21 - Espectro de RMN 'H de benzoilecgonina utilizando metanol-d* como solvente
e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.15 - Dados do espectro de RMN *H da benzoilecgonina utilizando agua deuterada
como solvente e TMS em espectrémetro de 400MHz

Posicao Deslocamento N° Hidrogénios  Multiplicidade Atribuicado
2’6’ 8,03 2 dd H na posicéo orto do
anel aromatico
4 7,60 1 t H na posicéo para do
anel aromatico
3’5 7,46 2 dd H na posi¢do meta do
anel aromatico
3 5,48 1 m H ligado a C-OCO
1 4,00 1 dd H ligado a C-N
5 3,94 1 dd H ligado a C-N
2 3,08 1 dd H ligado a C-COO
8 2,79 3 S H de metila ligada a N
4 2,56 1 m H de CH,-CH,
6 2,41 3 m H de CH,-CH,
7 2,29 2 m H de CH,-CH,

Fonte: Breitmaier, 2002; UNODC, 2012; ACDLAB, 2013
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Figura 4.22 - Espectro de RMN *C de benzoilecgonina utilizando &gua deuterada como
solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.16 - Dados do espectro de RMN **C da benzoilecgonina utilizando espectrémetro
de 400MHz

Posicéo Deslocamento Atribuicao
1 64,39 CHligadoa N
2 48,04 CH ligado a COO
3 65,20 CH ligado a OCO
4 32,83 CH; ligado a COC=0
5 62,14 CHligadoa N
6e7 23,60 e 23,13 CH, — CH,
8 36,72 CHs ligado ao N
9 175,46 C de COO
10 165,66 Cde C=0
4 129,73 CH de anel aromaético ligado a C=0
2’6’ 129,42 CH de anel aromatico em orto
35 128,06 CH de anel aromatico em meta
4 133,00 CH de anel aromatico em para

Fonte: Breitmaier, 2002; UNODC, 2012; ACDLAB, 2013

Os espectros de RMN de 'H e *C estdo de acordo com o descrito na
literatura (UNODC, 2012). Além disso, € possivel observar a auséncia do sinal

referente & CHs do éster (53 ppm) presente no espectro de RMN-"*C da cocaina.
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Figura 4.23 - Espectro de RMN *H do éster metilico de anidroecgonina utilizando metanol-d*

como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.17 - Dados do espectro de RMN-'H de éster metilico de anidroecgonina utilizando
espectrémetro de 400MHz

Posicéo Deslocamento  N° Hidrogénios  Multiplicidade Atribuicao
3 6,86 1 d HdeCH=C
10 3,79 3 t H de metila
1 2,78 1 dd H ligado a C-N
5 2,72 1 dd H ligado a C-N
8 2,36 3 S H de metila ligada a N
4 2,17 2 m H de CH,-CH
6 1,90 2 m H de CH,-CH,
7 1,63 2 m H de CH,-CH,

Fonte: Breitmaier, 2002; ACDLAB, 2013
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Figura 4.24 - Espectro de RMN-'*C do éster metilico de anidroecgonina utilizando metanol-
d* como solvente e TMS como referéncia de 0,0 ppm
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Tabela 4.18 - Dados do espectro de RMN **C do éster metilico de anidroecgonina utilizando
espectrémetro de 9,4 Tesla

Posicéo Deslocamento Atribuicao
1 60,02 CHligadoa N
2 135,13 C ligado a C=0
3 137,41 HC=C
4 33,23 CH; ligado a C=C
5 58,71 CHligadoa N

6 e7 34,91 e 36,88 CH, — CH,

8 34,88 C de CH;
9 167,70 C=0 do éster

Fonte: Breitmaier, 2002; ACDLAB, 2013

Os espectros de RMN de 'H e *3C para a molécula de éster metilico de
anidroecgonina estdo de acordo com o descrito na literatura (ZHENG e
MULHOLLAND, 1996). E possivel observar no espectro de RMN de H e *C a

presenca da metila do éster, além dos sinais correspondentes a dupla ligacao.
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4.12.10 Balanco de massas por CLAE-UV e CLAE-CAD

Balanco de massas é um método bastante exato para a determinacdo de
impurezas e recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO),
Farmacopeia Internacional e Farmacopeia Europeia para estabelecimento de
substancias de referéncia (MA et al., 2009). Sendo assim, com a determinagédo de
pureza através da técnica de balanco de massas, ndo ha a necessidade de conduzir
ensaios de doseamento com a utilizacdo de padrdes. Além disso, a incerteza
analitica embutida na técnica € menor que no método tradicional de determinacao
de pureza através de doseamento (MA et al., 2009; LIU et al., 2007; GOROG, 2005).

4.12.10.1 Material e métodos

Para as porcentagens de impurezas volateis foram usados o resultados
obtidos na perda por dessecacédo, descrito no item 4.12.5. As porcentagens de
impurezas inorganicas foram obtidas nos ensaios de determinacdo de cinzas

sulfatadas descrito no item 4.12.5.1.

As determinacdes de impurezas organicas foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores de ultravioleta e aerossol
carregado (CLAE-UV-CAD), em cromatégrafo SHIMADZU equipado com bomba LC-
20AT, degaseificador DGU-14A, termostatizador para coluna CTO-10A, detectores
de UV, SPD-10A, e Corona CAD com coluna Kinetex HILIC (150mm x 4,6 mm, 2,6
pm). O método utilizado foi em modo isocratico com proporcado de fase moével de
75% de acetonitrila e 25% de acetato de amonio 10 mM, pH 6,3 ajustado com &cido
acético. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min, com temperatura do forno de 30 °C.
Foram realizadas injecbes de 20 puL de uma solucdo de 1 mg/mL da amostra diluida
em acetonitrila e agua (4:1). As condi¢cdes cromatograficas e detalhes do método

serdo descritas no capitulo 4.
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A pureza da amostra foi calculada usando a equacéao 4.4.

% Teor =100 - % %impurezas

= 100 — % Impurezas Volateis — % Impurezas Inorganicas - % Impurezas

Organicas

Equacéo 4.4

O somatorio das impurezas organicas foi realizado levando em conta os picos
de impurezas presentes em ambos detectores. Quando uma determinada impureza
estava presente nos cromatogramas dos dois detectores, 0 pico do cromatograma

do detector com maior area era usado na realizacao dos calculos.

4.12.10.2 Resultados e discussao

O cromatograma obtido para a substancia cloridrato de anidroecgonina por
CLAE-UV e CLAE-CAD é apresentado na Figura 4.25, onde é possivel observar a
presenca de duas impurezas nado identificadas usando o detector UV, para o
detector CAD observam-se também duas impurezas presentes. Para o calculo das
impurezas organicas foi utilizada a relacdo de areas de 1:1, assumindo que a
intensidade dos sinais eram as mesmas do analito principal. Os valores obtidos para
as porcentagens de impurezas inorganicas e volateis juntamente com as

porcentagens de impurezas organicas sao apresentados na Tabela 4.19.
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Figura 4.25 - Cromatograma obtido para cloridrato de anidroecgonina por CLAE- CAD (1) e
CLAE- UV (2) usando coluna KINETEX HILIC e fase movel acetonitrila: acetato de amonio
10 mM (75:25), pH 6,3, com injecédo de 20 uL, em 200 nm, mostrando impurezas por UV
(a,b) e por CAD (d,e) e o pico do cloridrato de anidroecgonina por UV (c) e CAD (f)
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Tabela 4.19 - Porcentagem de impurezas encontradas na amostra de cloridrato de
anidroecgonina

Impurezas %
Impurezas organicas por CLAE-UV (200 nm) 1,08
Impurezas organicas por CLAE-CAD 3,04
Impurezas inorganicas 0,0023
Impurezas volateis 0,095

O teor de pureza obtido para a substancia cloridrato de anidroecgonina por
CLAE-UV foi de 98,8%, enquanto que por CLAE-CAD o teor foi de 96,8%. A
diferenca observada entre os dois detectores se deve ao principio de deteccéo de
cada método. Considerando as impurezas presentes nos dois métodos, a soma das
porcentagens, pelo método que produziu o maior sinal, é 3,98 para as impurezas
organicas, sendo este somado com as impurezas volateis e inorgéanicas, o teor real
atribuido ao cloridrato de anidroecgonina foi de 95,9% (em relacdo a substancia

anidra). O cloridrato de anidroecgonina pode ser considerado uma SQR.

As andlises da porcentagem de impurezas organicas para a substancia

cloridrato de ecgonina foram conduzidas apenas por CLAE-CAD uma vez que a
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ecgonina nado tem absorcao na regido do ultravioleta, pois ndo possui grupamentos
cromoforos, porém é uma molécula pouco volatil, caracteristica desejavel para a
analise por CLAE-CAD. Na Figura 4.26 € apresentado o cromatograma obtido para a
substancia cloridrato de ecgonina por CLAE-CAD. A Tabela 4.20 apresenta os
valores obtidos para as porcentagens de impurezas inorganicas e volateis

juntamente com as porcentagens de impurezas organicas.

Figura 4.26 - Cromatograma obtido para cloridrato de ecgonina por CLAE-CAD usando
coluna KINETEX HILIC e fase mével acetonitrila: acetato de amoénio 10 mM (75:25), pH 6,3,
com injecdo de 20 uL, mostrando as impurezas (1e 3) e o pico de cloridrato de ecgonina (2)
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Tabela 4.20 - Porcentagem de impurezas encontradas na amostra de cloridrato de ecgonina

Impurezas %
Impurezas organicas por CLAE-CAD 0,45
Impurezas inorganicas 0,014
Impurezas volateis 0,082

O teor de pureza obtido para a substancia cloridrato de ecgonina por CLAE-
CAD foi de 99,4%, em relagdo a substancia anidra. Apds a caracterizacao através
da identificacdo e determinacdo de pureza da substancia cloridrato de ecgonina a

substancia pode ser considerada SQR.
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A substancia benzoilecgonina foi analisada por CLAE-UV e CLAE-CAD e os
cromatogramas sao apresentados na Figura 4.27, onde € possivel observar a
presenca de uma impureza nao identificada usando o detector UV, para o detector
CAD observam-se, duas impurezas presentes. Os valores obtidos para as
porcentagens de impurezas inorganicas e volateis juntamente com as porcentagens

de impurezas organicas séo apresentados na Tabela 4.21.

Figura 4.27 - Cromatograma obtido para benzoilecgonina por CLAE-CAD (1) e CLAE-UV (2)
usando coluna KINETEX HILIC e fase movel acetonitrila: acetato de amoénio 10 mM (75:25),
pH 6,3, com injecdo de 20 uL, em 200 nm, mostrando o pico de benzoilecgonina por UV (a)
e CAD (d) e as impurezas por UV (b) e por CAD (c,e)
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Tabela 4.21 - Porcentagem de impurezas encontradas na amostra de benzoilecgonina
tetraidratada

Impurezas %
Impurezas organicas por CLAE-UV (200 nm) 0,43
Impurezas organicas por CLAE-CAD 0,93
Impurezas inorganicas 0,090
Impurezas volateis 18,61

O teor de pureza da substancia benzoilecgonina tetraidratada foi de 99,5%
para CLAE-UV e 98,9% para CLAE-CAD, em relacdo a base anidra. Considerando
as diferentes impurezas presentes nos dois métodos, o teor real atribuido a

benzoilecgonina é de 98,5%, sem considerar o teor de agua presente, ou seja, em
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relacdo a substancia anidra (79,9% tal qual). A benzoilecgonina foi caracterizada

através de ensaios de identificacdo e pureza podendo ser considerada SQR.

A analise da porcentagem de impurezas organicas para a substancia éster
metilico de anidroecgonina foi conduzida apenas por CLAE-UV. A analise nao foi
possivel por CLAE-CAD devido a alta volatilidade da substancia. Porém, a molécula
possui um grupamento croméforo, um éster conjugado com a liga dupla do anel
tropanico absorvendo na regido do ultravioleta, permitindo a utilizagcdo de CLAE-UV.
Na Figura 4.28 é apresentado o cromatograma obtido para a substéncia éster
metilico de anidroecgonina por CLAE-UV. A Tabela 4.22 apresenta os valores
obtidos para as porcentagens de impurezas inorganicas e volateis juntamente com

as porcentagens de impurezas organicas.

Figura 4.28 - Cromatograma obtido para éster metilico de anidroecgonina por CLAE-UV
usando coluna KINETEX HILIC e fase mdvel acetonitrila: acetato de aménio 10 mM (75:25),
pH 6,3, com injecdo de 20 uL, em 200 nm, mostrando os picos de impurezas (a, b) e o pico
do éster metilico de anidroecgonina (c)
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Tabela 4.22 - Porcentagem de impurezas encontradas na amostra de éster metilico de
anidroecgonina

Impurezas %
Impurezas organicas por CLAE-UV (200 nm) 0,67
Impurezas inorgéanicas 0,0018

Impurezas voléteis -
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O teor de pureza obtido para amostra de éster metilico de anidroecgonina foi
de 99,3%, tal qual. O éster metilico de anidroecgonina apresenta-se na forma de um
Oleo viscoso volatil, sendo assim, o ensaio para impurezas volateis nado foi realizado.
A substéancia foi caracterizada por ensaios de identificacdo e impureza, podendo ser
considerada uma SQR.

4.13 Substancias Quimicas de Referéncia

As quatro substancias foram caracterizadas usando métodos de identificacdo
e analises de pureza. Sendo assim, € possivel afirmar que o cloridrato de
anidroecgonina, o cloridrato de ecgonina, a benzoilecgonina e o éster metilico de
anidroecgonina apresentam pureza adequada para serem usadas como SQR em
laboratorios forenses e de pesquisa, assim como a substancia cloridrato de cocaina
descrita anteriormente. Um estudo interlaboratorial serd realizado utilizando as
mesmas condi¢cdes de analise e 0s mesmos meétodos para a confirmacao dos teores
obtidos.

As substancias serdo envasadas em frascos de vidro ambar contendo cada
um 50 mg e serdo armazenadas em frascos rotulados contendo nome quimico, teor,
cuidados a serem tomados com a substancia e codigo de barras para assegurar a

rastreabilidade.

O controle de estabilidade das substancias sera realizado apos 6, 12 e 24
meses de armazenamento em diferentes condicbes de armazenagem, como em
dessecador a temperatura ambiente, em geladeira, em freezer e a temperatura

ambiente fora do dessecador.

Os testes interlaboratoriais e de estabilidade para as quatro substancias
descritas ndo serdo contemplados neste trabalho em virtude dos prazos para a

elaboracéo desta pesquisa.
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4.14 Conclusao

» Os métodos usados para a sintese de cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de
ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico de anidroecgonina a partir do

cloridrato de cocaina foram adequados;

» As purificagbes realizadas para cloridrato de anidroecgonina, cloridrato de
ecgonina, éster metilico de anidroecgonina e benzoilecgonina permitiram a

obtencao de produtos de alta pureza;

» Os ensaios de identificacdo usados na caracterizacdo do cloridrato de
anidroecgonina, cloridrato de ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico de
anidroecgonina forneceram informacdes Uteis na determinagcéo das substancias

de referéncia;

» Os ensaios de pureza determinaram a quantidade de impurezas organicas,
inorganicas e volateis presentes nas amostras de cloridrato de anidroecgonina,
cloridrato de ecgonina, benzoilecgonina tetraidratada, assim como impurezas

organicas e inorganicas para o éster metilico de anidroecgonina.

» A pureza determinada para cloridrato de anidroecgonina foi de 95,9%, para
cloridrato de ecgonina foi 99,5%, para benzoilecgonina tetraidratada foi 98,5% e

para éster metilico de anidroecgonia foi de 99,3%.
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5.1 Introducéao

A cromatografia liquida acoplada a detector de massas (CL-EM) é uma
ferramenta importante na deteccdo e quantificacdo de diversas substancias,
incluindo as substancias de interesse toxicologico e forense, devido a sua alta
sensibilidade e seletividade. O uso do CL-EM na toxicologia vem crescendo nos
ultimos anos, para suprir alguns problemas encontrados no uso da cromatografia
gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM), como a necessidade de
derivatizacdo de moléculas ndo volateis e a degradacdo de algumas substancias,
como a cocaina, pela alta temperatura do injetor do cromatografo gasoso (VAN
BOCXLAER et al., 2000;).

Em vista da necessidade de um método validado para avaliar as substancias
sintetizadas neste trabalho, foi realizado o desenvolvimento de método analitico por
CL-EM para a determinacéo da cocaina e seus principais metabdlitos e produtos de
pirdlise, além da determinagcéo do levamisol, um contaminante presente na cocaina

empregada como produto de partida nas sinteses realizadas neste trabalho.

Para o desenvolvimento do método, foi empregada a abordagem
guimiomeétrica, uma ferramenta muito Gtil que fornece informacdes importantes para
a escolha correta dos melhores parametros a serem utilizados na validacdo do

método analitico.
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Abstract

A method to assay cocaine (COC), its metabolites benzoylecgonine (BZE),
ecgonine (ECG), ecgonine methyl esther (EME), benzoylnorecgonine (BNE),
pyrolytic products anhydroecgonine (AEC) and anhydroecgonine methyl ester
(AEME) and adulterant levamisole (LEV) was developed and validated by LC-MS
using a chemometric approach including a two-level factorial design in the screening
step and face-centered central composite design (FCCCD) to achieve the
optimization. The method was carried out on positive electro spray ionization (ESI™)
with a flow of 1 mL.min™ in isocratic mode consisting of 53% methanol and 47%
ammonium acetate 10 mmol.L* pH 6.3. The chromatographic separation was
obtained with a Phenomenex Luna C18(2) column (250 mm x 4.6 mm, particle size 5
pm), with the temperature set at 31 °C. Validation parameters such as selectivity,
linearity, precision and accuracy were evaluated. The method was linear over the
concentration range of 1-100 ng.mL™ for COC, AEME, EME, LEV, BZE and ECG and
5-100 ng.mL™* for AEC and BNE. The method was successfully applied to identify

and quantify the analytes.

Key words: Cocaine, metabolites, pyrolytic products, LC-MS, chemometric

approach
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Desenvolvimento e validacdo de método para determinacéo de

cocaina, seus principais metabalitos e produtos de pirdlise por
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6.1 Introducéo

Os detectores universais como detector de aerossol carregado (CAD) e o
detector evaporativo de espalhamento de luz (ELSD) sdo amplamente utilizados na
analise de compostos que ndo possuem absorcdo na regido ultravioleta. Como
alguns metabdlitos ou produtos de degradacdo da cocaina ndo possuem
grupamentos croméforos, ndo sdo capazes de serem detectados por UV, porém

talvez sejam detectados utilizando CAD.

A cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC) é uma alternativa na
separacdo de compostos pequenos e muito polares, utilizando para tanto uma fase
estacionaria polar com fase movel usada na cromatografia em fase-reversa. A
técnica € propicia para solucionar o problema de separacdo e retencdo dos
metabolitos da cocaina que sdo moléculas muito polares (GHEORGHE et al., 2008;

JIA et al., 2011).

Embora ja existam trabalhos publicados usando HILIC na separacdo de
metabolitos da cocaina (BISCEGLIA et al.,, 2010; GHEORGHE et al., 2008), nao
existem relatos do uso da técnica HILIC acoplada a detector CAD e UV para

determinacao dos metabdlitos da cocaina.
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Abstract

A versatile mode of liquid chromatography, the hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC), was done to determine cocaine (COC), its main
degradation products, benzoylecgonine (BZE) and ecgonine (ECG), main pyrolytic
products, anhydroecgonine (AEC) and ester methilanhydroecgonine (AEME), and a
frequent contaminant of cocaine, levamisole (LEV). The detection of all compounds
was achieved using two detectors: charged aerosol detector (CAD) and ultraviolet
detector (UV), connected in series. No method was related using HILIC coupled to
CAD and UV to determine the related compounds. The HILIC method was carried
out with a Phenomenex Kinetex HILIC (150mm x 4,6 mm 1.D.; 2,6 um) column with
the mobile-phase acetonitrile: 10 mM ammonium acetate pH 6,3 (75:25 v/v) with a
flow rate 0.8 mL/min and oven temperature set at 30 °C. CAD detection was
performed using a nitrogen pressure of 35 psi, range of 100 pA and the UV detection
at 200 nm. Validation parameters such as selectivity, linearity, precision and
accuracy were evaluated. The method showed to be linear over the range of 40-120
pHg/mL in both detectors. The methods were successfully applied to determine COC,
AEC, AEME, BZE, ECG and LEV. The CAD and UV methods were also compared
for COC, BZE, AEC and LEV resulting in no significant difference between CAD and

uVv.

Palavras-chave:
Cromatografia liquida de interagdo hidrofilica; Detector de aerossol carregado;

Detector de ultravioleta; Cocaina; Produtos de degradacao; Produtos de pirdlise;
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> A técnica para a purificacdo do cloridrato de cocaina foi adequada para a

obtencao de um produto com teor de pureza de 99,2% (tal qual);

> Os métodos de caracterizagcdo possibilitaram a identificacdo e o

estabelecimento da pureza do cloridrato de cocaina;

> Os métodos usados para a sintese de cloridrato de anidroecgonina, cloridrato
de ecgonina, benzoilecgonina e éster metilico da anidroecgonina a partir do
cloridrato de cocaina foram adequados;

> Os métodos de purificacdo das substancias de interesse permitiram a
obtencdo de SQR com teor de pureza de 99,5% para cloridrato de ecgonina, 95,9%
para cloridrato de anidroecgonina, 98,5% para benzoilecgonina, e 99,3% para éster

metilico de anidroecgonina;

> A caracterizacdo das substancias de interesse proporcionou a determinacao

da identidade das SQR, assim como a determinacédo do teor de pureza das mesmas;

> O método desenvolvido por CL-EM para a identificacdo e quantificacdo da
cocaina, seus principais produtos de degradacdo e pirdlise e o contaminante

levamisol foi validado, demonstrando ser seletivo, linear, preciso e exato;

> Os meétodos desenvolvidos por CL-UV e CL-CAD para a determinacédo de
cocaina, seus principais produtos de degradacdo e pirélise e o contaminante

levamisol foram validados, demonstrando ser seletivos, lineares, precisos e exatos;

> A analise comparativa dos métodos por CL-UV e CL-CAD para a
determinacdo de cloridrato de cocaina, cloridrato de anidroecgonina,
benzoilecgonina e levamisol demonstrou ndao haver diferenca estatistica entre os

métodos.
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9 APENDICE







APENDICE

APENDICE A — llustrac&o das estruturas quimicas das substancias sintetizadas e
purificadas no capitulo 2

N

I

Cloridrato de cocaina

.HCl Cloridrato de anidroecgonina

Hel Cloridrato de ecgonina

\\
V7
\

Benzoilecgonina

Ester metilico de anidroecgonina

195



APENDICE

APENDICE B — Representacéo esquematica do método de purificacéo do cloridrato
de cocaina

Aquecimento

—

Filtrac&o a quente

200 g clor, 300 mL etanol
cocaina absoluto

~ Filtracao

- éter etilico

/
|
3
Lavagem com: L
- etanol gelado <« ! D

Resfriamento
Formacéo dos

cristais
Secagem em

estufa 40 °C

196



APENDICE

APENDICE C — Representacdo esquematica do método de sintese do cloridrato de

anidroecgonina

O

Refluxo
30 horas

250 mL &cido

0,1 mol clor.
cloridrico conc.

cocaina

Resfriamento
16,19

produto bruto \L

N
T 100 mL HZO
Lavagem
com éter Secagem

etilico <« em <
Secagem rotavapor
em estufa Extracdo com
. oo X -
a 89 Ca éter etilico
vacuo
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APENDICE

APENDICE D — Representacdo esquematica do método de sintese do cloridrato de

ecgonina

0,012 mol clor.
cocaina

2,43 g produto
bruto

!

Lavagem com
éter etilico
Secagem em
estufa a 80°C
a vacuo
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80 mL &c.
cloridrico 0,8 M

< Secagem em
rotavapor

%

Refluxo por
20 horas

—

Resfriamento

Extracéo

com éter
etilico



APENDICE

APENDICE E -

benzoilecgonina

- +
0,094 mol

clor.
cocaina

Lavagem com
éter etilico
Secagem

‘W:w' ]

200 mL sol. sat.
NaHCO3

15,8 g produto
bruto

Evaporacéo
em
rotavapor

Refluxo
2 horas

Representacdo esquemdtica do método de sintese da

) Extracéo
A com éter
BN
\\\\
5 r

f/ \\‘

:‘f \‘w_l
Add. 200 mL 4

HO
2

Evaporacédo
éter etilico
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APENDICE

APENDICE F — Representacdo esquematica do método de sintese do ester metilico

de anidroecgonina

Refluxo
] 34 horas
Y + +
I\\\,_i_j
0,052 mol clor. 240 mL 120 mL &c.
anidroecgonina metanol cloridrico -
Evaporacdo em
rotavapor
Extracéo J/
com éter Solubilizacéo
etilico em HZO
Evaporacédo T—l Aoalnzach
) calinizacao
em rotavapor /
P < / \ < com K2C03
(=)
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