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RESUMO 

As catinonas sintéticas (CAT) são um grupo de novas substâncias psicoativas 

(NSP) que apresentam efeitos psicoativos similares à metanfetamina. Essas drogas 

são, em sua maioria, adulteradas com cafeína (CAF) com o intuito de aumentar a 

massa do produto e, dessa forma, gerar lucro. Nesse trabalho, um método extração 

em fase sólida molecularmente impressa (MISPE) com HMIP foi desenvolvido para 

aplicação de um método de clean-up para extrair CAF de amostras de comprimidos 

de CAT apreendidos pela Polícia Civil do Distrito Federal. As condições da MISPE 

foram definidas por meio da aplicação de um planejamento fatorial completo de dois 

níveis e quatro fatores: (1) pH da amostra; (2) pH da solução de condicionamento; (3) 

solvente de condicionamento e (4) ordem de condicionamento. A partir dos resultados 

do planejamento observou-se que os fatores (1) e (2) no nível superior (pH 9) e os 

fatores (3) e (4) nos níveis inferiores (água pH 9 seguida de metanol) promoveram 

valores de retenção de CAF de 89%. O procedimento final da MISPE foi aplicado em 

três amostras de CAT e foram observadas retenção média de 74%. Para avaliar a 

seletividade do método, realizou-se a NISPE que apresentou taxa de retenção média 

de 58%, indicando que o método desenvolvido é seletivo à CAF. A MISPE também foi 

aplicada em uma amostra apreendida de comprimido CAF para avaliar outra matriz. 

Foi possível retirar 75%, em média, da CAF presente na amostra, o que indica que a 

MISPE pode ser aplicada em diferentes matrizes e pode ser utilizada para o clean-up 

de outras amostras de drogas que apresentem adulteração por CAF. O método 

desenvolvido aponta aspectos inovadores ao utilizar MIP para extrair o adulterante 

majoritário de amostras de comprimidos de CAT. 

 

 

Palavras-chave: Catinonas sintéticas, NSP, CAF, preparo de amostra, quimiometria, 

planejamento de experimentos, MIP, MISPE.  
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ABSTRACT  

Synthetic cathinones (CAT) are a group of new psychoactive substances that 

exhibit methamphetamine-like psychoactive effects. These drugs are mostly 

adulterated with caffeine (CAF) to increase the mass of the product and thus generate 

profit. In this work, a molecularly imprinted solid phase extraction (MISPE) method was 

developed to apply a clean-up method to extract CAF from samples of CAT tablets 

seized by the Civil Police of the Federal District. The MISPE conditions were defined 

by applying a full factorial design with two levels and four factors: (1) sample pH; (2) 

pH of the conditioning solution; (3) conditioning solvent and (4) conditioning order. 

Based on the results of the study, it was observed that factors (1) and (2) at the upper 

level (pH 9) and factors (3) and (4) at the lower levels (water pH 9 followed by methanol) 

promoted values of 89% CAF retention. The final MISPE procedure was applied to a 

three different samples of seized CAT tablets resulting in a mean retention of 74% of 

CAF. To assess the methods selectivity, the same procedure was conducted using NIP 

as solid phase which resulted in a mean retention of 58%, indicating that the MISPE is 

selective to CAF.  The MISPE was also applied to a different drug sample containing 

CAF. It was possible to remove 75%, on average, of the CAF present in the tablet, 

which indicates that the MISPE can be applied in different matrices and can be used 

for the clean-up of other drug samples that present adulteration by CAF. The developed 

method points to innovative aspects when using MIP to extract the major adulterant 

from samples of CAT tablets. 

 

 

Keywords: Synthetic cathinones, NPS, CAF, sample preparation, chemometrics, 

design of experiments, MIP, MISPE. 
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1. INTRODUÇÃO 

Catinonas sintéticas (CAT) fazem parte de uma classe de substâncias 

psicoativas que apresenta efeitos similares ao da cocaína, êxtase e anfetamina1. São 

derivados sintéticos da catinona, um alcaloide anfetamínico presente nas folhas da 

planta Catha edulis, e são classificadas como drogas de designer ou Novas 

Substâncias Psicoativas (NSP)1,2.  

A falta de controle na síntese faz com que essas amostras não sejam puras, 

normalmente estão presentes outras substâncias como celulose, no caso de 

comprimidos, reagentes residuais e adulterantes. Dentre as substâncias utilizadas 

como adulterantes a mais presente em amostras de CAT é a cafeína (CAF). Por ser 

um pó branco inodoro estimulante, ela é comumente adicionada a substâncias 

anfetamínicas de modo a aumentar a massa e gerar lucro3,4. 

A presença desses adulterantes faz com que seja necessário o emprego de 

uma etapa de preparo de amostra de modo a deixar o analito mais disponível para sua 

determinação. Atualmente o preparo de amostra utilizado consiste na maceração do 

comprimido e posterior extração sólido-líquido utilizando metanol (MET), resultando na 

extração de CAT e CAF para a fase líquida. Dessa forma, os métodos mais 

empregados para a determinação dessas substâncias são baseados em 

cromatografias com detecção por espectrometria de massas5–8. 

Porém, devido ao caráter ilícito da sua produção, surgem constantemente 

novos análogos de CAT cujos tempos de retenção e padrões de fragmentação não 

são conhecidos, tornando a sua determinação onerosa. Além disso, a grande 

quantidade de CAF presente pode coeluir e atrapalhar a identificação de novas CAT. 

Uma estratégia empregada atualmente é a extração de CAT das amostras por meio 

de extração líquido-líquido e purificação da amostra a partir de recristalização, porém, 

devido ao rápido surgimento de novos análogos, essa estratégia não é eficiente visto 

que cada análogo necessitaria de um procedimento específico, tornando o processo 

de preparo de amostra demorado e resultando num grande gasto de solventes 

orgânicos. 

 Nesse caso, o emprego de uma etapa de clean-up no preparo da amostra se 

mostra uma estratégia vantajosa visto que promoveria a extração do interferente 

majoritário da amostra, melhorando a relação sinal-ruído do detector. Uma técnica 

bastante utilizada para limpezas de amostra é a extração em fase sólida (SPE), que 
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consiste na extração do interferente por meio da percolação da amostra por um 

cartucho de extração9,10.  

Porém, as fases sólidas comerciais apresentam baixa seletividade, o que 

torna oneroso o desenvolvimento de um método de preparo de amostra. Além disso, 

os cartuchos de extração podem ser utilizados apenas uma vez, aumentando o custo 

do procedimento. Dessa forma, o emprego de polímeros molecularmente impressos 

(MIP) como fase sólida é uma forma de contornar este problema10,11. 

MIP são polímeros que possuem cavidades com sítios de interação 

específicos para extração de uma molécula de interesse. Esses sítios são formados a 

partir de um processo de polimerização que ocorre em torno de um complexo formado 

entre a molécula molde (MM) e um monômero funcional (MF) por meio de um agente 

de ligação cruzada (ALC).12,13 Ao fim da síntese o material é lavado para a retirada da 

MM deixando no material cavidades seletivas. Devido a sua alta seletividade e 

possibilidade de reutilização, o seu emprego como fase sólida facilita o 

desenvolvimento do método e diminui os custos do procedimento. 

Mesmo com o emprego de MIP como fase sólida em SPE (MISPE – do inglês 

Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction) ainda se faz necessário o estudo de 

cada etapa envolvida no processo de extração para que esta seja o mais eficiente 

possível. Portanto é necessária a otimização de todo processo que pode ser feita de 

forma univariada ou multivariada. Devido a interdependência das etapas da SPE, a 

melhor alternativa é a otimização multivariada dos parâmetros para a determinação do 

ponto ótimo global, que pode ser realizado empregando ferramentas quimiométricas14–

16 

 Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo geral desenvolver um método de 

clean-up baseado em MISPE para a extração de CAF em amostras apreendidas pela 

Polícia Civil do Distrito Federal (PCDF) de CAT. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. CATINONAS SINTÉTICAS 

O termo Nova substância psicoativa (NSP) é utilizado para categorizar 

análogos sintéticos de drogas ilícitas já conhecidas17. Também conhecidas como 

designer drugs (drogas de designer), estas substâncias possuem estrutura química 

similar à de drogas já conhecidas: canabinóides, opióides e anfetaminas, 
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proporcionando os mesmos efeitos e apresentando pequenas diferenças estruturais 

suficientes para evadir medidas de controle aplicadas a substâncias já conhecidas e 

controladas 1,17,18. 

Dentre esses compostos, as catinonas sintéticas (CAT) (Figura 1A) são o 

grupo mais prevalente de NSP. Análogas à catinona, um alcaloide anfetamínico 

encontrado naturalmente nas folhas de Khat (Catha edulis), tem o efeito 

psicoestimulante, similar ao da metanfetamina e metileno-dioximetanfetamina (MDMA) 
1,2,17,19. A princípio foram sintetizadas com o intuito de uso terapêutico, sendo as 

primeiras a metcatinona e a mefedrona, descritas em 1929, e se popularizaram no 

início dos anos 2000 com a proibição das metanfetaminas19.  
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Figura 1. Estrutura química da (A) CAT e seus (B) sítios de substituição. 

 

O consumo de CAT cresceu ainda mais em 2006 com o advento da internet, 

onde eram vendidas como “bath salts” (do inglês sais de banho), “fertilizante” e com o 

aviso “not for human consumption” de modo a driblar a legislação18. São vendidas em 

formato de pó, cristais, pílulas, comprimidos e selos, e normalmente, compostos de 

uma mistura de diferentes espécies análogas1,20. 

Devido ao número de sítios possíveis de substituição na sua estrutura química 

(Figura 1B), o número de novos compostos cresce rapidamente. Além disso, com o 

maior controle dos reagentes usados na síntese faz com que os laboratórios 

clandestinos busquem outras rotas sintéticas utilizando reagentes alternativos, 

resultando no surgimento de novos análogos1,21,22.  

Nesse contexto, é essencial uma fiscalização e classificação constante 

dessas drogas. Porém, as amostras apreendidas possuem matrizes complexas, 

muitas vezes contendo celulose, restos de síntese e adulterantes. O que torna o 

processo de caracterização de novas CATs extremamente trabalhoso. Dentre os 
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adulterantes citados na literatura, o mais prevalecente nas amostras de CAT é a 

cafeína (CAF)3,4. 

2.2. CAFEÍNA 

A CAF (Figura 2) é um alcaloide pertencente ao grupo das metilxantinas 

presente em diversas espécies de plantas que apresenta um efeito estimulante quando 

ingerido. É uma substância de fácil aquisição vastamente utilizada para melhorar 

atenção e performance física, sendo encontrada em fármacos, bebidas como café, 

refrigerantes, chás e suplementos4,11,23,24. 

N

N

N

N

CH3

CH3

O

CH3

O  

Figura 2. Estrutura molecular da CAF. 

Por ser um composto legal, barato e de fácil aquisição com características 

físicas similares a drogas ilícitas (pó branco inodoro e insípido), é muito utilizado como 

adulterante, sendo adicionado às drogas para adicionar massa e gerar lucro. Além 

disso, em casos como a heroína, a adição da CAF facilita a administração, visto que a 

mistura diminui a temperatura de vaporização3. Ela é quase sempre adicionada a 

substâncias anfetamínicas, sendo constantemente encontrada em amostras de CAT, 

já que potencializa o seu efeito psicoativo 3,4.  

Isso torna o processo de determinação e caracterização dessas amostras 

oneroso, devido à alta solubilidade da CAF em metanol (MET), solvente muito utilizado 

no preparo de amostras de CAT25–27. Durante esse procedimento, a CAF é extraída da 

matriz juntamente com o analito de interesse, isso devido à alta polaridade do MET e 

a sua capacidade de realizar interações do tipo ligação de hidrogênio com a CAF por 

ser um solvente polar prótico11. Dessa forma é necessária a utilização de métodos de 

separação como cromatografia líquida (LC – do inglês Liquid Chromatography) e 

gasosa (GC – do inglês Gas Chromatography) acopladas a espectrômetros de massa 

(MS – do inglês Mass Spectrometry).  

Essa abordagem é muito utilizada para a determinação de NSPs e a 

identificação das estruturas presentes é realizada analisando os padrões de 
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fragmentação obtidos junto aos tempos de retenção5,6,8. Porém essa estratégia 

depende da comparação com espectros das bibliotecas ou da existência de um padrão 

analítico, o que é inviável no caso de substâncias ainda não catalogadas27,30.  

Outras estratégias aplicadas quando uma nova substância é identificada é a 

purificação da amostra por meio de recristalização e posterior análise por 

espectroscopia no infravermelho (IV) e no ultravioleta (UV)28. Ou a separação dos 

compostos psicoativos por meio de extrações líquido-líquido consecutivas utilizando 

diferentes solventes orgânicos29. Ambas as estratégias são trabalhosas, necessitando 

de muitas etapas e grande volume de solventes orgânicos. 

Nesse contexto, o emprego de uma etapa de clean-up para retirar a CAF 

auxiliaria na análise e caracterização dessas amostras já que está presente em grande 

quantidade. A técnica de extração em fase sólida (SPE) é uma boa opção devido a 

sua seletividade, simplicidade e menor gasto de solventes orgânicos. 

2.3. EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 

Na SPE, a extração ocorre por meio das interações químicas entre o analito 

presente na solução da amostra e uma fase sólida de elevada área superficial. A 

extração se dá pela migração do composto de interesse contido na fase líquida para a 

fase sólida por meio de um processo de adsorção promovido pela interação química 

entre tal composto e sítios presentes na fase sólida30. A natureza dessas interações 

depende da fase sólida utilizada e podem ser de caráter iônico, covalente, ligação de 

hidrogênio, entre outras. Elas garantem que o composto de interesse fique retido na 

fase sólida sendo, assim, extraídos da matriz.  

Devido às suas vantagens sobre a extração líquido-líquido, tais como: menor 

consumo de solvente orgânico, facilidade de automação, altas porcentagens de 

recuperação, volumes reduzidos de resíduos tóxicos e melhoria em seletividade9, a 

SPE é uma boa alternativa para o preparo de amostras que apresentam matrizes 

complexas, como é o caso de comprimidos de CAT. Além disso, o seu emprego antes 

da análise cromatográfica impede que os interferentes coeluam com os analitos e 

reduzem a necessidade de limpezas constantes nas colunas, garantindo a estas uma 

maior durabilidade.  

A SPE pode ser conduzida de maneira on-line, em que a SPE é acoplada a 

um método de análise, e off-line, em que o preparo da amostra e a análise são 

realizados separadamente, podendo ser aplicados diversos tipos de dispositivos de 

extração. O modo off-line é o mais utilizado devido a sua maior praticidade, já que a 
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SPE é uma técnica rápida e o modo on-line implica na construção do sistema. O 

dispositivo mais empregado na SPE é o cartucho de extração em forma de seringa. 

Esses cartuchos (Figura 3) são formados por um tubo de polipropileno ou 

vidro preenchidos com uma fase sólida contida entre dois filtros de polietileno, aço ou 

politetrafluoretileno (PTFE). As fases sólidas convencionais são, geralmente, divididas 

em três grupos: sílica quimicamente ligada, materiais de carbono e materiais 

poliméricos. O tipo de sorvente e sua quantidade no cartucho dependem da matriz da 

amostra e da natureza química do composto de interesse a ser extraído9,31.  

 

Figura 3. Esquema de um cartucho de extração em fase sólida. 

O procedimento de SPE consiste em quatro etapas: condicionamento, 

carregamento, limpeza e eluição, representadas esquematicamente na Figura 4. No 

condicionamento, percola-se um solvente pela fase sólida, de modo que a área 

superficial disponível desta aumente e ative os sítios de interação, melhorando a sua 

performance como material adsorvente. Após o condicionamento, a amostra é 

percolada pela fase sólida de modo que as espécies presentes em solução que 

apresentarem maior afinidade com a fase sólida fiquem retidas nesta, sendo extraídas 

da matriz. Durante a lavagem, são removidas da fase sólida quaisquer compostos não 

desejados, para isso utiliza-se um solvente que interaja bem com essas espécies de 

modo que não ocorra a coeluição do analito. Por fim, promove-se a extração das 

espécies adsorvidas na fase sólida deixando-o disponível para posterior detecção 9,30. 

Quando a SPE é utilizada para o clean-up de amostras, as etapas de 

condicionamento e carregamento são particularmente decisivas para que apenas os 

interferentes matriciais fiquem retidos na fase sólida. Muitas vezes a etapa de 

condicionamento é composta por duas fases: ativação e equilíbrio, em que, 

primeiramente são ativados os sítios de interação da fase sólida e em seguida é 
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realizada a preparação da fase sólida garantindo a migração e ancoragem efetiva das 

espécies de interesse. 

 

Figura 4. Esquema das principais etapas de SPE off-line. Em que 1=condicionamento, 

2=carregamento, 3= lavagem e 4=eluição34. 

A aplicação da SPE para o preparo de amostras de CAT apreendidas não é 

muito comum, mas já foram estudadas a utilização de fases sólidas de troca iônica 

para extração de alguns análogos já conhecidos32. Porém, devido ao rápido 

surgimento de novas espécies de CAT, essa abordagem não está sendo eficiente.  

Devido à baixa seletividade das fases comerciais disponíveis, o 

desenvolvimento do método baseado em SPE é, muitas vezes, oneroso e de alto 

custo. De modo a solucionar isso, SPE baseadas em fases sólidas como os MIP têm 

chamado a atenção dos pesquisadores  devido a maior seletividade na separação do 

analito de interesse e possibilidade de reutilização 11,33,34. Assim, os MIP substituem as 

fases sólidas comuns tornando mais eficiente o desenvolvimento de métodos e 

diminuindo os custos13,35.  

2.4. POLÍMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS (MIP) 

Os MIPs são materiais poliméricos que apresentam em sua matriz cavidades 

específicas com locais de alta afinidade e complementares em tamanho, dimensão e 

funcionalidade a um composto de interesse. O conceito de impressão molecular foi 

baseado no processo de formação de anticorpos in vitro proposto por Pauling 36. Em 

seus estudos, Pauling percebeu que o anticorpo era modelado ao redor do antígeno 
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mediante ligações seletivas. Nesse contexto, surgiu a ideia da síntese de um material 

sintético similar a esse processo antígeno-anticorpo, com o objetivo de formar 

cavidades específicas para uma molécula molde (MM) 11,13,37.  

MIPs apresentam sítios de interação seletivos à MM, que são formados 

durante a síntese por meio de um processo de impressão (Figura 5). Esse processo 

ocorre por meio da interação entre grupos funcionais presentes na MM com os grupos 

funcionais do monômero funcional (MF), seguida da polimerização feita por meio de 

um agente de ligação cruzada (ALC) 12. Ao fim, a MM é retirada da matriz polimérica, 

resultando em um material resistente e poroso com sítios de ligação específicos para 

a MM.  

 

Figura 5. Esquema da Síntese do MIP em que MM = molécula molde, MFs = monômeros 

funcionais e ALC = agente de ligação cruzada. 

Visto que materiais poliméricos, no geral, são porosos e possuem alta 

capacidade adsortiva, deve-se sintetizar um polímero controle NIP (do inglês Non 

Imprinted Polymer). Essa síntese é idêntica à do MIP, utilizando-se os mesmos MF e 

ALC, mas sem adição de MM, dessa maneira não ocorre o processo de impressão. A 

capacidade de reconhecimento molecular do MIP é avaliada em relação ao NIP e a 

razão entre a capacidade adsortiva do MIP e do NIP caracteriza o fator de impressão 

(FI). Dessa forma, quanto maior o FI mais seletivo o MIP em relação ao seu polímero 

controle. 

Os sítios de interação específicos presentes no MIP garantem ao material 

uma alta seletividade à MM. A natureza química dessas interações – covalentes ou 
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não covalentes – são determinadas durante a síntese do MIP e dependem do MF 

utilizado. Para a sua aplicação em SPE é preferível que essas interações sejam feitas 

por meio de ligação de hidrogênio, que são fortes o suficiente para que ocorra o 

processo de adsorção, mas permitem a sua posterior dessorção durante a etapa de 

eluição. A natureza da matriz polimérica do MIP também influencia na sua aplicação, 

visto que o material deve apresentar compatibilidade com a matriz da amostra para 

que haja a interação e possibilite a migração do analito da fase líquida para a fase 

sólida9,34, 

Os MIPs podem ser sintetizados por diferentes processos, dentre eles, se 

destacam os radicalares e sol-gel. Cada um desses processos envolve parâmetros 

físico-químicos diferenciados produzindo polímeros com propriedades distintas 

conforme sua aplicação. Nos processos radicalares, normalmente sintetiza-se MIPs 

orgânicos para matrizes onde o analito está diluído em um solvente orgânico. Esses 

polímeros apresentam uma distribuição de locais de interação mais homogênea e com 

pontos de ligação em grande parte idênticos11,37,38. 

Já o processo sol-gel resulta em polímeros inorgânicos utilizados para 

extração em matrizes aquosas. Em contraste com os polímeros orgânicos, os MIPs 

inorgânicos apresentam uma distribuição de locais de ligação mais heterogênea 

resultando em uma menor quantidade de sítios de interação. Isso faz com que ocorra 

uma saturação rápida desses MIPs diminuindo significativamente a sua capacidade 

adsortiva e, consequentemente, seu fator de impressão11,37. 

De modo a contornar a limitação de aplicação baseada na natureza da matriz, 

uma abordagem inovadora é o desenvolvimento de uma fase sólida híbrida, orgânica-

inorgânica. Este processo tem vantagens, pois geram fases sólidas adsorventes com 

alta afinidade com matrizes orgânicas e aquosas39,40. 

Para a síntese de polímeros híbridos molecularmente impresso (HMIP – do 

inglês Hybrid Molecularly Imprinted Polymer) é realizada uma etapa adicional que 

consiste na síntese do MF híbrido, dessa forma adiciona-se esqueletos de sílica à 

matriz do polímero garantindo a ele uma afinidade a matrizes orgânicas e aquosas39,40. 

O resto da síntese ocorre como os MIPs inorgânicos e orgânicos, formando-se o 

complexo entre MF e MM seguido pela polimerização a partir do ALC.  

Essa síntese pode ocorrer por diferentes métodos entre eles o método de 

bulk, precipitação e suspensão. A principal diferença entre esses três métodos é o grau 

de homogeneidade morfológica entre as partículas do MIP e o tamanho dessas 

partículas. Dentre elas, a síntese por suspenção resulta em partículas menores, o que 
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garante ao MIP uma maior área superficial, e um alto grau de homogeneidade, 

garantindo maior reprodutibilidade quando utilizado como fase sólida39,40. 

Existem estudos utilizando MIPs para extração de CAT em diferentes 

amostras, porém a síntese dos polímeros necessita da utilização de padrões analíticos 

puros de CAT como MM41. Além do alto custo e baixa disponibilidade desses padrões, 

seria necessário sempre desenvolver novos MIPs para cada análogo ou grupo de CAT 

que surgisse, o que torna esta opção pouco eficiente para preparo de amostras de 

comprimidos de CAT em um laboratório de análise forense. 

Tendo em vista essa limitação e a necessidade de se determinar CAT, pode-

se explorar o MIP como uma fase seletiva para a extração do adulterante CAF a fim 

de minimizar sua interferência na determinação de novas CAT. Assim, pode ser 

aplicado um procedimento de clean-up em SPE utilizando MIP sintetizado para CAF 

no preparo de amostra de comprimidos. O uso de MIP como fase sólida caracteriza a 

extração em fase sólida molecularmente impressa (MISPE – do inglês Molecularly 

Imprinted Solid Phase Extraction)42,43.  

A presença de sítios específicos de interação presentes no MIP e 

possibilidade de dessorção da MM garante à MISPE uma maior seletividade e 

possibilidade de reutilização, ambas vantagens sobre SPE com fases sólidas 

comerciais.  No entanto, para que MISPE seja o mais eficaz possível, é necessário 

que as suas etapas sejam estudas e o seu resultado otimizado. Esta otimização pode 

ser feita de modo univariado, em que cada parâmetro é otimizado individualmente, ou 

multivariado, em que se estuda mais de um fator em diferentes níveis ao mesmo 

tempo. 

2.5. OTIMIZAÇÃO MULTIVARIADA  

No caso de estratégias como MISPE, cuja eficácia depende de vários 

parâmetros, a otimização multivariada é uma excelente opção, visto que desta forma 

pode-se obter uma grande quantidade de informação sobre o sistema realizando um 

número reduzido de experimentos. 

 Diversos trabalhos utilizam planejamento de experimentos para estudar a 

influência dos parâmetros da SPE de modo a desenvolver um procedimento que 

resulte nos maiores níveis de recuperação e de retenção possíveis14,44–46. Essa 

estratégia é empregada devido ao grande número de fatores que influenciam essa 

técnica e a interdependência desses fatores. Desse modo, a aplicação dessa 

ferramenta quimiométrica permite que sejam determinadas as melhores condições a 

serem aplicadas no sistema de uma maneira eficiente. Isso é possível pois os 
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experimentos são planejados de forma que diferentes combinações de níveis para 

cada parâmetro, ou fator, estudado sejam avaliadas16.  

Para a realização de um planejamento de experimentos, é necessário definir 

quais parâmetros do sistema serão estudados e qual a resposta que será avaliada. No 

caso da SPE, as etapas envolvidas são condicionamento, carregamento, lavagem e 

eluição que devem ser estudadas com o objetivo de obter um alto fator de retenção. 

Esses fatores são aplicados em diferentes níveis de modo a determinar qual a sua 

influência nesse resultado14,15. 

Tendo em vista aplicação da MISPE para o clean-up de amostras, os fatores 

de maior interesse são aqueles envolvidos nas etapas de condicionamento e 

carregamento, visto que o objetivo principal é a retirada do adulterante majoritário. 

Dessa forma, é possível realizar um planejamento fatorial, de modo a determinar quais 

os parâmetros aplicados nessas etapas que mais influenciam na retenção de CAF. A 

partir dessa informação pode-se realizar mais estudos e construir uma superfície de 

resposta, possibilitando o encontro do ponto ótimo global de um sistema14–16,47. 

No contexto deste trabalho, o estudo envolve apenas quatro fatores e, dessa 

forma, um planejamento completo de dois níveis pode ser aplicado14,15. Nesse caso 

são escolhidos n fatores a serem avaliados em cada um dos dois níveis e são 

realizados, no mínimo, 2n experimentos, de modo a avaliar todas as possíveis 

combinações entre os fatores estudados. Após a realização dos experimentos, por 

meio dos resultados, é possível avaliar se há, de fato, uma interação entre os fatores 

estudados e quais os fatores apresentam maior influência na resposta15,16.  

A partir desses estudos, têm-se como objetivo analisar quais os fatores e 

combinação de fatores que mais influenciam na retenção de CAF em amostras 

preparadas em MET. Desenvolvendo, dessa forma, um procedimento de MISPE para 

clean-up de amostras de comprimidos de CAT e que possa ser inserida na rotina de 

análises forenses da PCDF. 
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3. OBJETIVOS 

Considerando o contexto apresentado, esse trabalho propõe a utilização de 

um HMIP de CAF como fase sólida para retirar CAF presente em amostras de CAT, 

tendo como objetivo geral o desenvolvimento de uma MISPE para clean-up de 

amostras de comprimidos de CAT apreendidos pela PCDF e como objetivos 

específicos: 

 

- Determinar os fatores de maior influência e presentes nas etapas da MISPE por meio 

da aplicação de um planejamento fatorial completo de dois níveis; 

- Otimizar o procedimento da MISPE para retirar CAF de soluções metanólicas; 

- Aplicar o procedimento otimizado em amostras de comprimidos de CAT fornecidas 

pela PCDF. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. REAGENTES 

CAF e hidróxido de sódio foram adquiridos da Sigma-Aldrich, grau P. A. Os 

solventes acetonitrila (ACN) e metanol (MET) foram adquiridos, respectivamente, da 

Merck e Supelco, ambos grau HPLC. Já o ácido clorídrico foi adquirido da Biograde. A 

água utilizada foi deionizada utilizando um sistema Milli-Q (Millipore, resistividade ≥ 18 

cm-1) de purificação. 

4.2. UV-VIS 

Foi utilizado um espectrofotômetro UV-VIS Agilent, modelo 8454, para a 

determinação de CAF durante as lavagens do HMIP e testes de adsorção. Para isso 

foi construída uma curva de calibração em metanol numa faixa de 0,5 – 2 mg·L-1 

analisando o valor de absorbância no comprimento de onda de 272 nm. 

4.3. MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 

4.3.1. HPLC-UV 

Durante os estudos de otimização de MISPE, foi utilizado um cromatógrafo 

líquido de alta pressão (HPLC – Shimadzu, LC-20AD Prominence) com detecção de 

arranjo de diodos (DAD) em 272 nm. As separações foram realizadas numa coluna de 

fase reversa C-18 (dimensões: 250 x 4,6 mm, diâmetro de partícula de 5 μm, Zorbax 

Eclipse Plus, Agilent). Este equipamento encontra-se no Laboratório de 

Desenvolvimento de Processos Químicos (LDPQ) do Instituto de Química da 

Universidade de Brasília. 

O método cromatográfico utilizado foi adaptado de Casarin (2020)11, com 

alteração do controle de temperatura em 35°C, e volume de injeção de 100,0 µL 

empregando um gradiente binário com uma vazão de 0,8 mL·min-1 de acordo com a 

seguinte programação: de 0 a 1 min 10% de MET e 90% de água, aumentando 

linearmente até 2 min para 40% de MET e 60% de água, proporção mantida até 10 

min, nos dois últimos minutos as condições iniciais foram retomadas resultando num 

tempo total de 12 min. A curva de calibração foi feita em triplicata numa faixa de 0,05 

– 6 mg·L-1 CAF e os sinais analíticos obtidos a partir das áreas dos picos referentes à 

CAF no tempo de retenção de 8,6 min. 
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4.3.2. CG-MS 

Durante os estudos de aplicação em amostra foi utilizado um cromatógrafo 

gasoso Agilent 7890A acoplado a um espectrometro de massas 5975C (CG-MS) 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A aquisição e análise dos dados foram 

realizados com o auxílio do software Agilent MSD Chem-Station Data Analysis (versão 

E.02.02.1431) e a deconvolução e aprimoração dos cromatogramas foi feito utilizando 

o Automated Mass Spectral Deconvolution and Identi- fication System (AMDIS) (versão 

2.73 Build 149.31). Este equipamento encontra-se no Laboratório de Análises 

Forenses do Instituto de Criminalística da PCDF. 

Foi utilizado o método de rotina para screening de amostras do laboratório de 

análises forenses que consiste no uso de uma coluna cromatográfica (J&W DB-1 ms 

Ultra Inert analytical column; 0.25 mm I.D., 0.25 μm, Agilent, 122–0132UI) de 30 m. A 

injeção foi feita numa temperatura de 280 °C, volume de injeção 1,0 µL, com split de 

20:1 e fluxo de 1,0 mL·min-1, hélio como gás carreador. No início da corrida a 

temperatura do forno era 200 °C e foi aumentando no gradiente de 15 °C por minuto 

durante 1 min até ser atingida a temperatura de 300 °C, que foi mantida até o fim da 

corrida. A detecção foi feita utilizando um espectrômetro de massas, a temperatura de 

fonte foi de 28 °C, energia de ionização de 70 eV e quadupolo à temperatura de 150 

°C. O tempo de cada corrida foi de 7,7 min e os tempos de retenção para CAF e CAT 

foram de 2,75 min e 3 min, respectivamente. Foram tiradas as medidas do branco 

antes de cada medida por meio da injeção de 1,0 µL de MET. 

4.4. SÍNTESE DO HMIP DE CAF 

O HMIP de CAF utilizado como fase sólida da MISPE foi sintetizado por meio 

do processo de suspensão descrito por Casarin (2020)11. Primeiramente, foi feita a 

síntese do monômero funcional híbrido (APTES-MAA) por meio da mistura de 6,4 

mmol de APTES com 8,1 mmol de MAA em um frasco vedado de 250 mL de 

borossilicato. Essa mistura foi levada a aquecimento em 60 °C sob agitação constante, 

em banho Dubnoff, por 24 h. Para a síntese do HMIP, foi solubilizado 1 mmol de CAF 

em 10 mL de clorofórmio e a essa solução foram adicionados 4 mmol de APTES-MAA. 

Essa mistura foi deixada em banho ultrassônico por 10 min e, posteriormente, deixada 

no escuro à uma temperatura de 4 °C por 2 horas para a formação do complexo MF-

MM. Depois, foram adicionados à mistura 4,48 mmol de TEOS e 25 mmol de EDGMA, 

que agiram como agentes de ligação cruzada, e 0,3 mmol de iniciador radicalar AIBN. 
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Em seguida foram adicionados 66 mL de uma solução aquosa de PVA 0,1% e essa 

solução foi submetida à purga de N2 por 5 minutos. Essa mistura foi então colocada 

em um reator de 500 mL sob agitação constante de 1000 rpm à uma temperatura de 

60 °C por 24 h. Concomitantemente, o NIP foi sintetizado da mesma maneira. Ao fim 

do processo de polimerização, o polímero foi filtrado e colocado em um frasco de 250 

mL de borossilicato com 200 mL de água deionizada, sob agitação constante e à 80 

°C por 2 h para retirada total do PVA. Por fim, o MIP foi submetido a um processo 

exaustivo de remoção da CAF em que foram realizados em torno de 10 ciclos de 

lavagem com uma mistura de metanol/ácido acético (90:10) com aquecimento por 

volta de 40 °C por 1 h. Para remoção do excesso do ácido acético foram realizados 

mais alguns ciclos utilizando apenas metanol, durante estes últimos ciclos uma 

alíquota da solução de lavagem foi analisada no espectrofotômetro UV-VIS para 

garantir que toda a CAF tivesse sido removida. 
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Figura 6. Esquema da síntese do HMIP pelo processo radicalar proposto por Casarin (2020). 
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4.5. ESTUDO DE ADSORÇÃO 

Para avaliar a capacidade adsortiva do HMIP sintetizado, foram colocandos 

30 mg do polímero em um tubo Falcon de 15 mL, contendo 15 mL de uma solução 

aquosa de CAF 10 mg·L-1. Essa mistura foi deixada sob agitação em um 

homogeneizador hematológico (modelo SP 260H, SP Labor) durante 1 h. Os tubos 

então foram centrifugados à 40000 por 5 min utilizando uma centrífuga de bancada 

(modelo KC5, Kinddley), esse procedimento foi feito em triplicata. O sobrenadante foi 

filtrado com o auxílio de um sistema de filtração Holder com membrana de filtração de 

22µm e analisado no UV-VIS, a partir do resultado foi calculado a capacidade adsortiva 

do material por meio da Equação 1.   

𝑄
𝑒

=
𝐶𝑖 − 𝐶𝑓 𝑣

𝑚
 

Equação 1. Capacidade adsortiva do HMIP. Em que Ci=concentração inicial, Cf=concentração 

final, v=volume de solução e m=massa de HMIP 

 

Este procedimento foi realizado para o NIP e o fator de impressão foi calculado 

utilizando a Equação 2. 

𝐹𝐼 =
𝑄

𝑄
 

Equação 2. Cálculo do fator de impressão. Em que QMIP = capacidade adsortiva do MIP e 

QNIP=capacidade adsortiva do NIP 

4.6. DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAÇÃO DA MISPE 

4.6.1. MONTAGEM DOS CARTUCHOS 

Para a confecção dos cartuchos foram utilizadas seringas de polipropileno de 

3,0 mL. Na parte inferior da seringa foi colocado um fritz de polipropileno (0,22 µm) 

seguido por uma membrana de filtração de PTFE (0,22 µm, Merck). Foram, então, 

adicionados 200 mg de HMIP, pesado diretamente no cartucho. Por fim, foi colocado 

um fritz em cima do HMIP de modo a comprimir o material (Figura 7).   
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Figura 7.Esquema de montagem do cartucho de extração da MISPE. (1) Colocação do Fritz 

inferior seguido da (2) membrana de filtração; (3) adição do HMIP de CAF e por fim (4) inserção 

do Fritz superior. 

4.6.2. MONTAGEM DO SISTEMA DA MISPE 

No sistema MISPE, os cartuchos foram alocados em uma bomba peristáltica 

(modelo CP 78001-12, ISMATEC) com o auxílio de tubos de Vitton diâmetro interno 

(d. i.) 2,06 mm da Cole-Palmer Co. (Figura 8). Os cartuchos foram apoiados por meio 

de um suporte universal com auxílio de garras metálicas. 

A vazão empregada para cada etapa foram: 1,0 mL·min-1 para o 

condicionamento e 0,7 mL·min-1 para o carregamento do cartucho. Essas vazões 

foram calculadas e definidas com base em estudos preliminares. 
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Figura 8. Sistema da MISPE. A) cartucho, B) tubo de Vitton e C) bomba peristáltica. 

4.6.3. PLANEJAMENTO FATORIAL 

Para verificar as condições ideais para a extração de CAF foi utilizada a 

ferramenta de planejamento fatorial completo 24 para indicar os principais fatores e 

níveis que influenciam sua adsorção no HMIP durante a SPE. 

Visto que o objetivo é a retenção da CAF na fase sólida, as etapas estudadas 

foram as de condicionamento e carregamento da amostra, em que os sítios do HMIP 

são ativados e as condições se tornam favoráveis para a migração do analito da fase 

líquida para a fase adsorvente, respectivamente. 

Dessa forma, os fatores avaliados foram (1) pH da solução de carregamento 

(CAF 1,0 mg·L-1 em MET) (2) pH da solução de condicionamento (água deionizada) 

(3) tipo de solvente de condicionamento e (4) ordem de condicionamento. As 

respostas, quantidade de CAF presente no percolado, foram determinadas por HPLC-

DAD utilizando o método descrito no tópico 4.3.1. Na Tabela 1 estão demonstrados os 

fatores e níveis experimentais considerados. 

Tabela 1. Fatores estudados no planejamento fatorial completo 24 e seus níveis. 

Fatores 
Níveis 

-1 1 
1 pH da solução de carregamento 4 9 
2 pH de condicionamento 4 9 
3 Solvente de condicionamento MET ACN 
4 Ordem de condicionamento H2O + Solvente Solvente + H2O 
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A solução de carregamento foi feita diluindo uma solução concentrada de CAF 

(500 mg·L-1) em MET com auxílio de um balão volumétrico até a concentração de 1,0 

mg·L-1. O ajuste de pH foi realizado com gotas de solução 1,0 mol·L-1 de HCl ou NaOH 

ao MET. Devido ao uso de um solvente orgânico para esta solução, decidiu-se utilizar 

fitas de pH em vez do pHmetro para aferir o pH. A concentração de 1,0 mg·L-1 para a 

solução de carregamento foi escolhida para os estudos de otimização levando em 

consideração a capacidade adsortiva (Q) do HMIP utilizado de modo a não saturar os 

cartuchos. 

Para a etapa de condicionamento, que foi composta de uma etapa de 

equilíbrio e uma etapa de ativação, foram utilizadas soluções aquosas de HCl (pH 4) 

e NaOH (pH 9), também feitas a partir de soluções concentradas. 

Após escolhidos os fatores e os níveis, foi montada a tabela codificada de 

experimentos (Tabela 2) a partir dos valores atribuídos na Tabela 1. Visto que se trata 

de um planejamento fatorial 24, foram necessários 16 experimentos para avaliar as 

influências de cada fator no sistema. 

Tabela 2. Matriz codificada de experimentos. 

Experimento 
Fatores 

1 2 3 4 
1 -1 -1 -1 -1 
2 +1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 -1 
4 +1 +1 -1 -1 
5 -1 -1 +1 -1 
6 +1 -1 +1 -1 
7 -1 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 
10 +1 -1 -1 +1 
11 -1 +1 -1 +1 
12 +1 +1 -1 +1 
13 -1 -1 +1 +1 
14 +1 -1 +1 +1 
15 -1 +1 +1 +1 
16 +1 +1 +1 +1 

Esses experimentos foram realizados em duplicata e de maneira aleatória, de 

modo a diminuir a ocorrência de erros sistemáticos, com o seguinte procedimento: (i) 

adicionou-se 3,0 mL de solvente para equilíbrio da fase seguido de 3,0 mL de solvente 

para a ativação da fase (etapa de condicionamento); (ii) percolou-se  3,0 mL de solução 
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1,0 mg L-1 de CAF com o pH ajustado (Tabela 1) que foi coletado em um tubo de ensaio 

e colocado em um pré concentrador para que o MET fosse completamente evaporado. 

Após a evaporação, foi adicionado 1,0 mL de água Milli-Q e a solução foi transferida 

para um vial âmbar para análise no HPLC. O condicionamento e carregamento do 

cartucho foram feitos utilizando vazões de 1,0 mL·min-1 e 0,7 mL·min-1, 

respectivamente. Após cada experimento, para a reutilização do cartucho, este foi 

lavado com 5,0 mL de MET a uma vazão de 0,3 mL min-1, em seguida centrifugado a 

uma velocidade de 4000 rpm por 10 minutos e, por fim, levado à estufa por 20 minutos 

à 80 °C para garantir a secagem total. 

A concentração de CAF na fase líquida foi calculada a partir da área do seu 

respectivo pico no tempo de retenção de 8,6 min e esse valor foi aplicado na equação 

1 para de obter a porcentagem de CAF extraída em cada experimento.  

𝐶 − 𝐶

𝐶
× 100 % 

Equação 3. Cálculo de porcentagem de retenção de CAF. Em que Ci=concentração antes da 

MISPE e Cf=concentração depois da MISPE. 

Para os estudos estatísticos, optou-se por utilizar a porcentagem extraída 

como resposta para que a interpretação dos resultados fosse mais intuitiva, sendo que 

quanto maior o valor da reposta, melhor o resultado. O tratamento estatístico dos 

resultados foi realizado a partir da utilização do software Statistica versão 7.0.  

4.7. APLICAÇÃO EM AMOSTRAS DE CATINONAS APREENDIDAS 

Esse estudo foi realizado no laboratório do Instituto de Criminalística do PCDF 

com comprimidos apreendidos que apresentavam um perfil de fragmentação 

condizente com diferentes catinonas. Foram disponibilizadas 3 amostras de diferentes 

aspectos e provenientes de diferentes apreensões realizadas no período de 2018 e 

2020. Para o preparo dessas amostras foram pesados 100 mg de comprimido 

macerado em microtubos Eppendorf de 1,5 mL e, por fim, adicionado 1,0 mL de MET. 

A mistura foi agitada por 3 min à 3000 rpm no Vortex e colocado no banho ultrassônico 

por 10 min e, então, centrifugada por 3 min. Uma alíquota de 200,0 µL do sobrenadante 

foi adicionada à um balão volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com MET 

pH 9, alcalinizado com uma solução 1 mol·L-1 de hidróxido de sódio. Essas soluções 

foram percoladas pelo cartucho de MISPE previamente condicionado e foram 
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analisadas, antes e após a MISPE, no HPLC-UV e no CG-MS utilizando os métodos 

descritos no item 4.4.  

De modo a avaliar a seletividade do método desenvolvido, o mesmo 

procedimento de SPE foi feito utilizando o NIP como fase sólida.  

4.8. APLICAÇÃO EM MATRIZ DISTINTA 

Para avaliar a aplicação da MISPE em diferentes matrizes foi feito um estudo 

aplicando a MISPE em uma amostra de comprimidos apreendidos pela PCDF em que 

havia sido identificada a presença de CAF. O preparo de amostra foi feito da mesma 

maneira que os comprimidos de catinonas indicado no item 4.6. Foi realizada, então, 

a extração da CAF aplicando o método da MISPE otimizado anteriormente e o 

percolado foi analisado no HPLC-UV de acordo com o método descrito no item 1.4. 

Esse procedimento foi realizado em triplicata e a recuperação foi calculada a partir da 

área do pico referente à CAF. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. ESTUDOS UV-VIS 

5.1.1. ESTUDOS DE ADSORÇÃO 

De modo a determinar se o processo de impressão molecular foi efetivo 

durante a síntese realizada, foram feitos estudos de adsorção com HMIP e o NIP 

deixando-os com contato com uma solução de CAF 10 mg·L-1 por 1h sob agitação 

constante. Após os testes o sobrenadante foi analisado no UV-VIS e com a 

concentração final foi calculada a capacidade adsortiva do HMIP e NIP e o fator de 

impressão, esses valores se encontram na Tabela 3. 

Tabela 3. Valores médios e desvio padrão da capacidade adsotiva do HMIP (QHMIP), do NIP 

(QNIP) e fator de impressão (FI). 

QHMIP QNIP FI 

2,87 ± 0,06 1,33 ± 0,15 2,17 ± 0,24 

 

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o processo de foi efetivo, 

visto que o HMIP adsorve aproximadamente 2,2 vezes mais que o NIP. Os valores de 

capacidade adsortiva e fator de impressão são menores que os indicados no trabalho 

de Casarin (2020), porém isso é devido ao tempo em que o HMIP ficou em contato 

com a solução de CAF visto que o tempo necessário para o sistema entrar em 

equilíbrio é de 3h. 

5.1.2. ESTUDOS DE OTIMIZAÇÃO 

A princípio, de modo a tornar as análises mais simples para realizar o 

planejamento fatorial, decidiu-se utilizar o UV-VIS para obter as respostas para os 

experimentos realizados no planejamento fatorial. Dessa forma, a solução de 

carregamento foi analisada no UV-VIS após a passagem pelo cartucho condicionado 

e a concentração foi calculada utilizando a curva analítica descrita no item 4.2. 

Porém, após a realização de todos os experimentos, foi observado que os 

taxas de retenção ficaram muito baixos e, em um dos casos, apresentou um valor 

negativo (Tabela 4).  
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Tabela 4. Tabela de experimentos codificada com resultados do planejamento fatorial realizado 

no UV-VIS. 

Experimento 
Fatores Taxa de 

retenção 
(%) 

pH de 
carregamento 

pH de 
condicionamento 

Solvente Ordem 

1 -1 -1 -1 -1 25,3 

2 +1 -1 -1 -1 19,4 

3 -1 +1 -1 -1 30,4 

4 +1 +1 -1 -1 30,6 

5 -1 -1 +1 -1 -3,7 

6 +1 -1 +1 -1 9,0 

7 -1 +1 +1 -1 16,2 

8 +1 +1 +1 -1 4,3 

9 -1 -1 -1 +1 18,8 

10 +1 -1 -1 +1 24,6 

11 -1 +1 -1 +1 22,9 

12 +1 +1 -1 +1 20,2 

13 -1 -1 +1 +1 12,6 

14 +1 -1 +1 +1 19,7 

15 -1 +1 +1 +1 21,2 

16 +1 +1 +1 +1 22,2 

 

Visto que o HMIP é naturalmente adsorvente e é específico para a CAF, 

decidiu-se investigar a possibilidade de lixiviação do cartucho. Assim, foi percolado 3,0 

mL de metanol pelo cartucho limpo e analisado no UV-VIS. O resultado obtido indicou 

a presença de um composto que que possui comprimento de onda de máxima 

absorção em 210 nm, com uma largura de banda que compreende um pouco o 

comprimento de onda da CAF em 272 nm (Figura 9). Isso pode ocasionar em um 

cálculo de concentração de CAF maior que o real, já que ela não é o único composto 

presente na amostra que absorve no comprimento de onda 272 nm. 
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Figura 9. Espectro obtido na análise do metanol percolado pelo cartucho limpo com o valor de 

absorbância obtido no comprimento de onda de 272 nm, que é utilizado para quantificar a CAF. 

 

O percolado foi também analisado no HPLC-UV utiizando o método descrito 

no item 4.3.1. A partir do cromatograma (Figura 10) foi possível confirmar que algum 

composto do MIP estava sendo extraído do cartucho durante a percolação da solução 

de carregamento. A presença desse composto resulta em um valor de concentração 

calculado de CAF maior que o real, visto que o valor de absorbância não seria referente 

apenas à CAF. Consequentemente, não seria possível calcular a taxa de retenção real 

do experimento, o que comprometeria o resultado do planejamento fatorial e quaisquer 

otimizações posteriores. Dessa forma, decidiu-se repetir os experimentos de 

planejamento fatorial utilizando o HPLC-UV para obter as respostas dos experimentos 

do planejamento fatorial. 
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Figura 10. Cromatograma do metanol percolado pelo cartucho limpo. 

5.2. PLANEJAMENTO FATORIAL 

Os resultados da triagem (Figura 11) mostram que os fatores: (4) ordem do 

condicionamento e (1) pH de carregamento influenciaram significativamente a 

retenção de CAF no cartucho. A interação entre (1) e (4) também foi significativa, 

confirmando a necessidade da realização de uma otimização multivariada para o 

estudo da SPE, já que uma otimização univariada não seria capaz de considerar a 

interdependência dos fatores.  

Pode-se observar também que, apesar de não ter sido considerado 

significativo, o fator (3), solvente de condicionamento, apresentou um valor de p 

próximo a 0,05, o que demonstra uma influência na resposta que deve ser investigada. 

Dessa forma, decidiu-se repetir os experimentos para conhecer melhor a relação entre 

os fatores significativos e a porcentagem de CAF extraída. 
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Figura 11. Gráfico de Pareto da triagem dos fatores: (1) pH de carregamento; (2) pH de 

condicionamento; (3) solvente de condicionamento; (4) ordem de condicionamento; e (x*y) 

interação entre fatores. 

A matriz de experimentos codificada desse planejamento fatorial 24 completo 

junto com a média das respostas obtidas para cada um encontra-se na Tabela 5. 

Analisando os resultados obtidos, pode-se perceber o efeito causado pelas diferentes 

combinações dos fatores na resposta, com valores variando de 40 até 89%.  
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Tabela 5. Matriz codificada do planejamento fatorial com o valor médio das respostas. 

Experimento 
Fatores Retenção 

média 
(%) 

pH de 
carregamento 

pH de 
condicionamento 

Solvente Ordem 

1 -1 -1 -1 -1 53,5 

2 +1 -1 -1 -1 82,0 

3 -1 +1 -1 -1 52,2 

4 +1 +1 -1 -1 88,8 

5 -1 -1 +1 -1 49,6 

6 +1 -1 +1 -1 54,4 

7 -1 +1 +1 -1 51,9 

8 +1 +1 +1 -1 76,1 

9 -1 -1 -1 +1 41,1 

10 +1 -1 -1 +1 45,8 

11 -1 +1 -1 +1 49,1 

12 +1 +1 -1 +1 51,5 

13 -1 -1 +1 +1 47,9 

14 +1 -1 +1 +1 40,9 

15 -1 +1 +1 +1 44,6 

16 +1 +1 +1 +1 44,9 

 

Após a realização dos experimentos, foram calculados os efeitos de cada 

fator para um nível de 95% de confiança. A partir dessa análise, pode-se verificar que 

todos os fatores estudados apresentaram influência significativa na resposta assim 

como algumas interações secundárias. Com o gráfico de Pareto representado na 

Figura 12, é possível visualizar a influência de cada fator com relação aos outros 

fatores estudados. 



Resultados e discussão 
 

30 

 

Figura 12. Gráfico de Pareto do planejamento fatorial 24 com replicata (n=2) dos fatores: (1) pH 

de carregamento; (2) pH de condicionamento; (3) solvente de condicionamento; (4) ordem de 

condicionamento; e (x*y) interação entre fatores. 

Novamente os fatores que apresentaram maior efeito na resposta foram o (4), 

no nível baixo (-), e (1), no nível alto (+). Ou seja, utilização de MET na etapa de 

equilíbrio para o condicionamento do cartucho e pH 9 na solução de carregamento. A 

partir deste estudo também foi possível identificar a influência do fator (3), solvente, na 

resposta em seu nível baixo (-) e a sua interação binária com a ordem de 

condicionamento (34) no nível superior (+). Ainda se verificou que o fator (2), pH de 

condicionamento, apresentou uma influência no aumento da retenção de CAF no seu 

nível superior (+). Assim, analisando os dados, pode-se determinar que o 

procedimento que garante uma maior retenção de CAF no HMIP durante a SPE 

consiste no condicionamento do cartucho com 3,0 mL de água deionizada pH 9 

seguido de 3,0 mL de MET e o carregamento com a solução de CAF em MET em pH 

9. 

A influência do pH de condicionamento e da natureza do solvente utilizado na 

retenção de CAF durante o procedimento da SPE se dá pelo fato de que o 

condicionamento ativa os sítios de interação, deslocando o equilíbrio para a adsorção 

da CAF pela fase sólida.  
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O pH da solução de carregamento está diretamente relacionado com a 

estrutura molecular de CAF e, consequentemente, com sua interação com as fases48. 

Estudos de extração realizados por Vandeponseele et. al. (2021) demonstraram que o 

pH influencia diretamente na quantidade e seletividade da extração da CAF, 

concluindo que o meio alcalino torna a CAF mais propícia para interações do tipo 

ligação hidrogênio49. Essa conclusão é corroborada por um estudo computacional feito 

por Wang et. al. (2022) que verifica que, em solução, a CAF existe como uma mistura 

de duas formas moleculares, protonada (HCAF+) e desprotonada (CAF)48. 

De acordo com Wang e colaboradores (2022)48, essas duas formas se 

encontram em solução, em pH < 5 sendo predominante a forma HCAF+ e em pH > 5, 

a forma CAF. Porém, a partir do pH 8, observa-se em solução apenas a forma CAF, o 

que explica sua maior retenção no HMIP em pH 9. O meio alcalino na solução de 

carregamento faz com que toda a CAF presente esteja na sua forma desprotonada, o 

que a torna mais propícia para realizar ligações do tipo hidrogênio, tipo de interação 

esperada entre CAF e o HMIP. Isso condiz com o valor de pKa da CAF que é de 8,3, 

o que demonstra que em soluções de pH<8 ela se encontra na sua forma neutra50,51. 

Diante dos resultados obtidos com a análise no planejamento fatorial 24, os 

fatores quantitativos, (3) e (4), foram definidos e, para melhor entendimento de suas 

influências na resposta, decidiu-se realizar uma análise apenas desses fatores. Isso 

foi feito fixando o nível inferior nos fatores (3) solvente e (4) ordem de condicionamento 

e excluindo suas respectivas colunas na matriz codificada. Com isso, foram excluídos 

os experimentos em que esses fatores teriam sido analisados em seus níveis 

superiores. Esse procedimento resultou em uma nova matriz codificada consistindo 

apenas dos 4 primeiros experimentos presentes na Tabela 2 que representa uma 

matriz referente a um planejamento fatorial completo 22 (Tabela 6). 

Tabela 6. Matriz codificada planejamento 22. 

Experimento 

Fatores 
Retenção 

média (%) 
pH de 

carregamento 

pH de 

condicionamento 

1 -1 -1 53,5 

2 +1 -1 82,0 

3 -1 +1 52,2 

4 +1 +1 88,8 
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Foram analisados, então, apenas este conjunto de dados para verificar de 

forma mais aprofundada o efeito do pH nas etapas de condicionamento e 

carregamento na retenção de CAF. Novamente, foram calculados os efeitos de cada 

fator assim como a sua interação binária (12) (tabela 7). 

Tabela 7. Valores dos efeitos dos fatores estudados no planejamento fatorial 22. 

Fatores Efeito Desvio padrão Nível p R2 

Média/Interação 69,13 0,5199 0,000000 0,99602 

(1) pH de carregamento 32,54 1,040 0,000006   

(2) pH de condicionamento 2,694 1,040 0,060593   

Interação 1 com 2 4,053 1,040 0,017564   

A partir dessa nova análise é possível constatar que o fator (1) pH de 

condicionamento no nível superior apresenta grande influência, confirmando o 

resultado da análise realizada no primeiro conjunto de dados. Esse resultado também 

era esperado visto que o pH alcalino influencia o deslocamento da CAF para a fase 

sólida como discutido anteriormente. Porém, contrário à análise anterior, a variável 2 

não apresentou efeito significativo para um nível de 95% na retenção. Em 

contrapartida, a sua relação com o fator 1 foi significativa, mostrando que os dois 

fatores combinados em seus níveis superiores (ambas as soluções em pH 9) 

contribuíram para o aumento da retenção de CAF. Além disso, o seu valor de p, 

enquanto maior que 0,05, se apresenta muito próximo, a 0,06. 

Por meio do gráfico de Pareto representado na figura 13, fica nítida a 

influência do pH de carregamento na retenção de CAF durante o procedimento da 

MISPE e a sua interação com o pH de condicionamento no nível positivo. Esses 

resultados indicam que o ajuste para o pH 9 na solução de condicionamento e de 

carregamento propiciam a retenção de CAF no cartucho. Isso pode ser devido à 

influência do pH alcalino no deslocamento do equilíbrio para a interação da CAF com 

o HMIP discutida na análise anterior. 
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Figura 13. Gráfico de Pareto do estudo fatorial 22 com replicata (n=2) dos fatores: (1) pH de 

carregamento; (2) pH de condicionamento; e (x*y) interação entre fatores. 

Visto que nesta análise todos os fatores estudados foram quantitativos, foi 

construído uma superfície de resposta (Figura 14), onde foi possível verificar que a 

resposta aumenta com o aumento dos níveis, tanto do fator 1 quanto do fator 2. Ou 

seja, quanto maior o pH das soluções de carregamento e condicionamento, maior a 

porcentagem de CAF retida no cartucho, corroborando os resultados da análise 

anterior. Observando a superfície, percebe-se que o ponto ótimo não foi atingido e este 

se encontra, provavelmente, em uma região de pH mais elevado.  

Poderiam ser realizados outros estudos, como um planejamento 

evolucionário (EVOP) para refino dos resultados e otimização da MISPE, porém 

aumentar mais o pH das soluções poderia prejudicar a integridade do HMIP, visto que 

este apresenta dióxido de silício na sua matriz. Tendo essa limitação prática em vista 

e levando em consideração que foram alcançadas porcentagens de retenção 

satisfatórias para o objetivo do trabalho, foi decidido encerrar os estudos e definir como 

procedimento de MISPE: condicionamento do cartucho com água deionizada pH 9 

seguida de MET e carregamento com solução de CAF em MET pH 9. 
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Figura 14. Superfície de resposta para os fatores estudados. 

 

5.3. APLICAÇÃO EM AMOSTRAS APREENDIDAS DE CATINONAS 

As amostras foram primeiramente analisadas no CG-MS utilizando o método 

descrito no item 4.3.2 para que fosse determinada a sua composição e tivesse uma 

ideia da quantidade de CAF presente. Os cromatogramas obtidos para cada amostra 
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e espectros de massa referentes aos picos encontram-se nas Figuras 13 e 14 e 

composição de cada amostra encontra-se na Tabela 8. 

 

Figura 15. Cromatogramas do CG-MS das amostras A, B e C com os tempos referentes à cada 

pico. 
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Figura 16. Espectros de massas referentes aos picos indicados na Figura 13. 

 

Tabela 8. Componentes majoritários de cada amostra por ordem de aparecimento no 

cromatograma. 

Amostras Componentes majoritários 
A 4-cloropentadrona, paracetamol, CAF, n-etilpentilona 
B CAF, eutilona, orfenadrina, aminopirina 
C CAF, eutilona 

 

Por meio dos cromatogramas e espectros de massas, pode-se observar que 

as amostras apresentam diferentes composições tendo em comum a presença de 

CAF. A amostra A contém duas catinonas sintéticas distintas: a 4-cloro pentadrona 
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(3,36 min) e a n-etilpentilona (4,59 min), já as amostras B e C contêm eutilona (4,2 

min). 

Para determinar a quantidade de CAF que foi retirada das amostras após a 

aplicação da MISPE e da NISPE, estas foram analisadas utilizando o método de 

HPLC-UV indicado no item 4.3.1. A partir dos cromatogramas contidos na Figura 15, 

foi calculada a taxa de retenção de CAF por meio da área do pico com tempo de 

retenção de 8,6 min, esses valores médios de retenção encontram-se na Tabela 9. 

 

 

Figura 17. Cromatogramas obtidos no HPLC-UV das amostras A, B e C antes da extração 

(preto), após a MISPE (vermelho) e após a NISPE (azul) e os tempos de retenção de cada pico. 
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Tabela 9. Taxas de retenção médias ± desvio padrão obtidas na MISPE e na NISPE para as 

amostras apreendidas. 

Amostra 
Taxa de retenção média (%) 

MISPE NISPE 
1 65,01 ± 0,03 56,95 ± 2,23 
2 74,21 ± 0,25 53,17 ± 1,31 
3 83,54 ± 0,35 65,14 ± 5,04 

 

Com relação aos cromatogramas da Figura 15 pode-se observar que, para 

todas as amostras, a MISPE apresentou uma diminuição maior do pico em 8,6 min em 

comparação com a NISPE, o que era esperado devido aos sítios de interação 

específicos à CAF presentes no HMIP. A partir dos resultados quantitativos 

apresentados na Tabela 6, observa-se que a MISPE apresentou valores altos de 

retenção, sendo capaz de reduzir em até 84% a quantidade de CAF na amostra 3. 

Pode-se aferir também que a taxa de retenção diminuiu com o aumento da 

complexidade da amostra. 

Essa alta porcentagem de retenção pode ser devida à presença dos sítios 

interações específicas presentes na matriz do HMIP. Analisando o esquema de 

adsorção proposto por Casarin (2020)11 contido na figura 16, pode-se observar que a 

CAF se liga ao HMIP por meio de interações químicas do tipo ligação de hidrogênio. 

O fato de essas interações serem dessa natureza também é o que permite a 

reutilização dos cartuchos, isso porque tais interações são fortes o suficiente para 

retirar a CAF do meio líquido, mas não fortes o suficiente para que possam ser 

quebradas e a CAF possa ser retirada da matriz.  
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Figura 18. Interações entre CAF e o HMIP adaptado de Casarin, 2020 11. 
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No entanto, a NISPE também foi capaz de adsorver CAF, o que é esperado 

por se tratar de um material adsorvente, e o fator de impressão médio obtidos para 

essas amostras foi de 1,3. Esse valor de fator de impressão foi menor que o observado 

nos estudos de adsorção provavelmente devido ao menor tempo de interação entre a 

amostra e a fase sólida. Outra razão pode ser as condições aplicadas no cartucho que 

podem estar favorecendo mais a adsorção por meio de interações com sítios não 

específicos, o que pode ser confirmado pela diminuição do pico da CAT, que aparece 

logo após do pico da CAF, em todas as amostras que ocorreu aproximadamente na 

mesma proporção para a MISPE e para a NISPE. 

Por meio desses resultados pode-se afirmar que o método proposto foi eficaz 

para o clean-up das amostras permitindo a redução da interferência de CAF na 

identificação de novas CAT. Além disso, ele apresentou um baixo coeficiente de 

variação, o que demonstra que os cartuchos utilizados são reprodutíveis e podem ser 

reutilizados sem grande perda de capacidade adsortiva. Isso permite que a MISPE 

possa ser realizada mais de uma vez, dependendo da complexidade da matriz, para 

que uma quantidade maior de CAF seja retirada. 

Esses sítios de interação específicas do material em conjunto com as 

condições da MISPE resultaram em um procedimento capaz de retirar CAF em 

amostras com matriz extremamente complexa. Isso indica que a aplicação do 

planejamento fatorial no estudo desse sistema foi eficaz para o desenvolvimento de 

um procedimento de clean-up, visto que foi possível determinar as condições de 

condicionamento e carregamento do cartucho em que o processo de adsorção de CAF 

é favorecido. 

5.4. APLICAÇÃO EM MATRIZ DIFERENTE 

Visto que a CAF está presente como adulterante em outras drogas do tipo 

estimulante, decidiu-se estudar a sua aplicação em uma matriz diferente para 

investigar se o método poderia ser utilizado para o preparo de diferentes amostras. 

Para isso foi utilizado uma amostra de comprimido apreendido que apresentava CAF 

em sua composição. A taxa de retenção foi calculada assim como nas amostras de 

CAT, a partir dos cromatogramas obtidos no HPLC-UV (Figura 17) 
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Figura 19.Cromatogramas da amostra e comprimido no HPLC-UV antes (preto) e após a 

aplicação da MISPE (vermelho) e NISPE (cinza). 

A porcentagem de retenção obtida após aplicação da MISPE foi de 67% e da 

NISPE foi de 43%. Esses resultados confirmam o que foi discutido no item 5.3, 

indicando que o procedimento pode ser aplicado em diferentes tipos de matriz. 

Novamente a MISPE retirou mais CAF que NISPE, porém numa proporção que indica 

que o procedimento pode estar favorecendo mais as interações não específicas do 

que os sítios de ligação específicos. Entretanto, o resultado demonstra que a MISPE 

é mais seletiva à CAF devido aos pontos de ligação específicos presentes no HMIP 

utilizado. E, novamente, foi possível aplicar o procedimento mais de uma vez sem 

ocasionar na perda de amostra e sem grande perda da capacidade adsortiva do 

cartucho. 

Os resultados obtidos mostram que o procedimento de clean-up pode ser 

aplicado em diferentes amostras. Indicando que a aplicação da MISPE não é restrita 

a amostras de CAT e, dessa forma, pode ser utilizado para o preparo de outras drogas 

que apresentem adulteração por CAF.  
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Neste trabalho foi desenvolvido um método de extração em fase sólida 

utilizando um HMIP de CAF por meio de planejamento de experimentos com o objetivo 

de extrair CAF de amostras de comprimidos de CAT apreendidos pela PCDF. Foi 

possível, por meio da realização de um planejamento fatorial completo, identificar 

quais fatores tiveram mais influência na extração da CAF. A otimização multivariada 

foi eficaz tendo em vista a existência de interdependência dos fatores estudados e, 

dessa forma, foi possível delimitar quais as melhores condições para a realização do 

método MISPE. 

Dessa forma, a MISPE desenvolvida foi capaz de realizar um clean-up das 

amostras de CAT apreendidas utilizando um pequeno volume de solvente, o que é 

uma vantagem em comparação à extração líquido-líquido geralmente utilizada. Foi 

possível também realizar o procedimento mais de uma vez sem perda de material e 

reutilizar os cartuchos, diminuindo o custo do procedimento e conferindo uma 

vantagem à utilização de cartuchos comerciais.  

O procedimento desenvolvido apresenta o potencial de ser inserido na rotina 

do Laboratório de Análises da PCDF visto que foi possível observar a diminuição da 

concentração de CAF no método utilizado para a identificação de novas drogas 

apreendidas. 

Como perspectiva futura, pode-se realizar outros estudos de otimização 

utilizando como resposta também a taxa de retenção de CAT, de modo que melhore a 

seletividade do método favorecendo as interações específicas com a CAF.  
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