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RESUMO

N,N-dimetiltriptamina ou DMT € um alcaloide inddlico com acentuada agdo psicoativa,
presente em bebidas vegetais de origem indigena, como o vinho da jurema e a
ayahuasca. Esses preparos vegetais sdo consumidos em rituais religiosos sincréticos
criados no Brasil no inicio do século 20, hoje dispersos e em continua expansio por
todo o mundo. As bebidas sdo também utilizadas como droga de abuso, no contexto
recreativo, principalmente, gragas a facil disponibilidade das fontes vegetais utilizadas
nos seus preparos, oferecida pelo comércio virtual. Neste trabalho, foi proposto um
estudo de caracterizacio do DMT, isolado e purificado a partir das cascas da M.
tenuiflora (jurema-preta), envolvendo metodologias instrumentais de andlise como
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de 'H e Q),
espectroscopia na regido do infravermelho (IR) e espectrometria de massas (MS). O
nivel de pureza do padrdo foi determinado por absor¢cdo no ultravioleta (UV), utilizando
um padrdo de triptamina. Na execucdo dos trabalhos iniciais, percebeu-se a
possibilidade de existéncia de polimorfismo para o DMT, fato comprovado através de
técnicas de andlise calorimétrica (DSC) e difracio de Raios X. A partir do padrdo
analitico desenvolvido, foram propostos dois métodos para a determina¢do de DMT em
matrizes vegetais e nas bebidas utilizadas, como sacramento, em rituais religiosos de
origem brasileira, ambos otimizados por meio de técnicas multivariadas. O método
MSPD/GC-MS desenvolvido para a quantificacdo de DMT nas cascas de M. tenuiflora
foi devidamente validado, apresentando excelentes figuras de mérito. Apresentou boa
linearidade (r = 0,9962) e repetibilidade (CV < 7,4%), com limite de deteccao de 0,12
mg g'l. Foram analisadas 24 amostras de cascas, nas quais se verificou a presenca de
DMT, em niveis de concentracdo entre 1,26 e 9,35 mg g'l. O segundo método, descreve
os procedimentos para a determinagdo de DMT nas bebidas rituais, por HS-SPME/GC-
MS. Foi realizado amplo estudo de validagdo. Boa precisdo (CV < 8,6%) e excelente
exatiddo, com recuperacdes entre 71-109%. Os limites de deteccdo e quantificagdo
foram 0,78 ¢ 9,5 mg L’l, respectivamente, além de boa linearidade (1,56-300 mg L’l, P
=0,9975). A andlise do efeito na resposta analitica, causado por pequenas variacdes nos
parametros otimizados, revelou excelente robustez. O método validado foi aplicado na
andlise de amostras reais de ayahuasca (7) e vinho da jurema (5). Todas as amostras
foram diluidas para anélise. Verificou-se grande variabilidade entre as concentracdes de
DMT nas bebidas. Nas amostras de vinho da jurema, os niveis de DMT estiveram entre
0,1el,81¢g L!. Nas amostras de ayahuasca, concentracdes entre 0,17 e 1,14 g LA
andlise de outras cinco amostras de vinho da jurema, preparadas em laboratério por
diferentes procedimentos, e diluidas para os ensaios, revelou que o aquecimento nao
tem grande significincia na quantidade de DMT extraido da planta, sendo mais
importantes o baixo pH do liquido extrativo e a presenga de etanol.

Palavras-chave: NV,N-Dimetiltriptamina, ayahuasca, vinho da jurema, Mimosa
tenuiflora, SPME, MSPD, GC-MS.
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ABSTRACT

N,N-dimethyltryptamine (DMT) is a potent psychoactive found in beverages consumed
in religion rituals and neo-shamanic practices over the world. Two of these religions,
named “Santo Daime” and “Unido do Vegetal (UDV)”, are represented in countries
including Australia, the USA and several European nations. In some of them, there have
been legal disputes concerning the legalization of ayahuasca consumption during
religious rituals, a beverage rich in DMT. It is a substance banned in most countries,
which makes its acquisition difficult. In Brazil, is a controlled drug, enforced by the
Brazilian National Health Surveillance Agency (Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitdria). Nevertheless, in this country, even children and pregnant women are legally
authorized to consume ayahuasca in a religious context. The present study describes a
simple and fast method to obtain N,N-dimethyltryptamine (DMT) from inner barks of
Mimosa tenuiflora for the purpose of using it as a chromatographic analytical standard.
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), single and tandem stage mass
spectrometry (MS), nuclear magnetic resonance spectroscopy ('H and "°C NMR) and
melting point measurements were performed for the structural characterization of N,N-
dimethyltryptamine. The results obtained were in agreement with previous literature
reports. The purity of the compound (>95%) was determined using ultraviolet (UV)
absorption spectrometry with a tryptamine analytical standard. Observations suggest
that DMT may exist in two or more polymorphic forms. A combination of experimental
techniques, in this case X-ray diffraction and differential scanning calorimetry (DSC),
was done and proved that, in fact, DMT presents at least two polymorphic forms. A new
simple and low-cost method based on matrix solid-phase dispersion (MSPD) and gas
chromatography with mass spectrometric detection (GC-MS) has been optimized for the
determination of N, N-dimethyltryptamine in M. fenuiflora inner bark. The experimental
variables that affect the MSPD method, such as the amounts of solid-phase and herbal
sample, solvent nature, eluate volume and NaOH concentration were optimized using an
experimental design. The method showed good linearity (r = 0.9962) and repeatability
(RSD < 7.4%) for DMT compound, with detection limit of 0.12 mg g"'. The proposed
method was used to analyze 24 samples obtained locally. The results showed that
concentrations of the target compound in M. tenuiflora barks, ranged from 1.26 to 9.35
mg g for these samples. Also, a novel analytical approach combining solid-phase
microextraction in headspace mode (HS-SPME) / gas chromatography ion trap mass
spectrometry (GC-IT-MS) was developed for the detection and quantification N,N-
dimethyltryptamine in ayahuasca and vinho da jurema real samples. The method was
performed with a polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB) fiber in
headspace mode (70 min at 60 °C) which resulted in good precision (RSD < 8.6%) and
accuracy values (71-109%). Detection and quantification limits obtained for DMT were
0.78 and 9.5 mg L, respectively and good linearity (1.56-300 mg L", = 0.9975) was
also observed. In addition, the proposed method showed good robustness and allowed
for the minimization of sample manipulation. Five jurema beverage samples were
prepared in the laboratory in order to study the impact of temperature, pH and ethanol
on the ability to extract DMT into solution. The developed method was then applied to
the analysis of twelve real ayahuasca and vinho da jurema samples, obtained from
Brazilian religious groups, which revealed DMT concentration levels between 0.10 and
1.81 g L. All liquid samples were diluted by a factor of 10 or 25.

Keywords: N,N-Dimethyltryptamine, ayahuasca, vinho da jurema, Mimosa
tenuiflora, SPME, MSPD, GC-MS.
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1. Introducao

H4 muito se tem conhecimento sobre os estados alterados de consciéncia
provocados pelo consumo de plantas psicoativas e suas combinacdes. O uso desses
vegetais nas sociedades pré-colombianas, na maior parte das vezes, por meio de
bebidas, fumos e rapés, esteve frequentemente associado a rituais mistico-religiosos,
assim como na preparagdo para a guerra (Figura 1). A colonizacdo das Américas
colocou o explorador europeu em contato com varios psicoativos vegetais, como O
tabaco (Nicotiana sp.), a coca (Erythroxylum coca), o peyote (Lophophora williamsi), o
maracuja ou fruto da paixdo (Passiflora sp.), o guarana (Paulinia cupana) € o yopo
(Anadenanthera peregrina) [Schultes et al., 2001; Montenegro, 2006; Ogalde et al,
2009; Martinez et al., 2009].

Quatro séculos ap6s a disseminacdo global do
tabaco, o consumo da bebida vegetal amazdnica
ayahuasca, também de origem indigena, atualmente,
ganha adeptos por todo o mundo devido a expansio
de igrejas sincréticas, criadas no Brasil a partir de
meados do século 20 [Riba et al., 2001]. Duas dessas
religides, o Santo Daime e a Unido do Vegetal
(UDV), possuem representagdes desde a Australia

Figura 1. Representagio de aos EUA, passando por vdrias nagdes da Europa. Em
Xochipilli, o deus asteca das plantas

inebriantes (Ilustracdo do Florentine

Codex. século 16), alguns desses paises, disputas judiciais foram geradas,

visando a legalizacdo do consumo da ayahuasca [Rios & Rumrrill, 2008; Bullis, 2008;

Tupper, 2008; Laquelle & Martins, 2008; Labate & Feeney, 2012].
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Em paralelo, comega a tornar-se comum o “turismo da ayahuasca” nos paises
equatoriais Sul Americanos, cortados pela Amazoénia [Rios & Rumrrill, 2008; Holman,
2011]. O uso indiscriminado da bebida também tem se intensificado, em grande parte,
devido a facilidade de compra de matrizes vegetais psicoativas, oferecida pelo comércio
viabilizado pela Internet [Schifano et al., 2006; Dalgarno, 2008].

Ainda hd o consumo de andlogos da ayahuasca (anahuasca), normalmente,
bebidas que contém os mesmos principios ativos presentes na bebida amazonica, porém
produzidas com diferentes vegetais. Uma variante denominada pharmahuasca, combina
a ingestdo de cdpsulas contendo quantidades conhecidas das mesmas substancias
psicoativas soélidas, em elevado nivel de pureza. O andlogo mais importante da
ayahuasca é o vinho da jurema, bebida originalmente produzida e consumida pelos
indigenas nordestinos, € do mesmo modo, em manifestagdes religiosas afro-brasileiras
e, em outras, com forte influéncia cultural indigena, como o Catimbé [Griinewald,
2005; Ott, 2009; Leite, 2009]. Por outro lado, o seu uso contemporaneo nao tradicional
em rituais neoxamanistas, amplia-se rapidamente em todo o mundo. O vinho da jurema,
ou ajucd, vem ganhando popularidade inclusive entre adeptos das religides
ayahuasqueiras, com a criagdo de novas ramificagdes religiosas, como o Umbandaime,
em cujos rituais consome-se ayahuasca, ou o vinho da jurema.

Ambos os preparos vegetais contém o potente psicoativo N, N-dimetiltriptamina
(DMT), alcaloide inddlico simples da classe quimica das triptaminas [Ott, 2009;
Schripsema et al., 2007]. Com estrutura muito proxima a serotonina (Figura 2) e a
outros neurotransmissores, varios estudos indicam a presenca desse composto, em
niveis traco, no organismo humano [Barker et al., 2012]. Em 1972, as enzimas
responsaveis pela conversdo de triptamina em DMT foram detectadas no cérebro de

homens sadios [Saavedra & Axelrod, 1972].
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O DMT ¢é considerado um agonista da serotonina, ou seja, uma substincia que
apresenta afinidade pelos receptores serotoninérgicos e tem a capacidade de estimular a
atividade fisiolégica nos receptores celulares, simulando o efeito desse
neurotransmissor [Smith et al., 1998]. Em niveis enddgenos, segundo Jacob & Presti
(2005), atuaria como um ansiolitico natural. Na verdade, ndo hi consenso no meio
cientifico sobre a atuagdo do DMT enddgeno no organismo humano, bem como nio se
sabe ao certo onde seja produzido. Strassman (2001) propos que o DMT seja sintetizado
pela glandula pineal, produzido em maiores quantidades, em momentos especificos da
existéncia humana.

Por outro lado, em maiores niveis de concentracdo, o DMT € capaz de provocar
distor¢des de percepcdo da realidade, com padrdes caracteristicos ao consumo de outros
alucinégenos como o LSD-25 ou dietilamida do 4cido lisérgico, triptamina sintética de
estrutura mais complexa, desenvolvida pelo quimico suico Albert Hofmann, em 1938
(Figura 2). Os efeitos psicoativos do LSD foram descobertos ao acaso, quando
Hofmann foi intoxicado por absor¢@o cutinea, no ano de 1943, enquanto trabalhava na

sintese de LSD-25 para novos testes farmacologicos [Hofmann, 1980].

H,
OH H,C ’
NH N
? “NCH,
HN HN ‘
HN
Serotonina DMT LSD-25

Figura 2. Estruturas moleculares da serotonina, DMT e LSD-25.
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Até o presente, os métodos analiticos desenvolvidos para quantificar o DMT nas
bebidas e em matrizes vegetais, na sua maioria envolvendo cromatografia gasosa,
empregam metodologias de preparo de amostras que demandam a maior parte do tempo
total de andlise, empregam grandes volumes de solventes organicos caros € nocivos,
com interferéncia humana excessiva e que costumam apresentar perdas consideraveis
do analito, como a classica extracdo liquido-liquido (LLE). Além disso, verifica-se
auséncia de testes de validagdo para alguns dos métodos propostos, o que acarreta
davidas sobre a qualidade dos dados gerados.

Ha duas importantes técnicas alternativas de preparo de amostras. A primeira,
voltada notadamente para matrizes liquidas aquosas, como a ayahuasca e o vinho da
jurema, ¢ a microextragdo em fase sélida (SPME), metodologia que ndo utiliza
solventes organicos, envolve a extracdo e concentracdo do analito na fase extratora em
uma unica etapa, além de demandar pequena quantidade de amostra por andlise. Para
amostras sélidas, como matrizes vegetais, destaca-se a dispersdo da matriz em fase
solida (MSPD) por envolver pequenas quantidades de solventes, além da economia de
tempo e material. As duas técnicas apresentam excelentes figuras de mérito, além de

serem altamente seletivas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Desenvolver métodos analiticos em conformidade com os preceitos da Quimica
Analitica Verde para a determinacdo de N,N-dimetiltriptamina em cascas da M.

tenuiflora, na ayahuasca e no vinho da jurema.

2.2. Objetivos especificos

» Desenvolver método para extracdo e purificagdo de N,N-dimetiltriptamina das
cascas internas de caule e raiz da M. fenuiflora, visando ao seu uso como padrao

analitico;

» Estabelecer as condigdes cromatograficas necessdrias a separagdo dos

compostos presentes nas matrizes vegetais e bebidas;

» Obter as condigdes experimentais ideais para o preparo de amostras de cascas de

M. tenuiflora, por MSPD, visando a determina¢do de DMT em sistema GC-MS;

» Obter as condicdes experimentais ideais para o preparo de amostras reais de
ayahuasca e vinho da jurema, por SPME, visando a determinagdo de DMT em

sistema GC-IT-MS;

» Validar os métodos otimizados;
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Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de cascas de M.
tenuiflora coletadas em diversos pontos do Estado de Sergipe, com variagdes

com relacdo ao regime pluviométrico;

Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras reais de ayahuasca e

vinho da jurema, provenientes de centros religiosos brasileiros;

Verificar a influéncia de alguns fatores sobre a concentragdo de DMT em
amostras de vinho da jurema preparada no laboratdrio, com cascas de M.

tenuiflora,

Executar estudo cristalografico do composto N, N-dimetiltriptamina extraido das
cascas da M. tenuiflora, por difragcdo de Raios X sobre pé e por calorimetria

diferencial de varredura (DSC).



www.neip.info

3. Justificativas

A legislacdo brasileira, amparada no direito constitucional a liberdade de culto,
permite o consumo da ayahuasca, no contexto religioso, mesmo por criancas e mulheres
em gestacdo [CONAD, 2004], uma vez que exista o consentimento dos pais (Anexo A).
Em sua Resolugdo 01/2010, publicada no DOU em 26 de janeiro de 2010, o CONAD
estabelece as normas para o consumo da ayahuasca. Entre algumas recomendacdes, a
proibicao do comércio envolvendo a bebida.

O mesmo Estado que defende a liberdade de culto e permite o consumo ritual da
ayahuasca, no mesmo texto de Lei, salienta a urgéncia por estudos cientificos
abrangendo as dreas de farmacologia, bioquimica, clinica, psicologia, antropologia e
sociologia [CONAD, 2010]. No entanto, em sentido oposto, dificulta a aquisicdo de
padrio analitico de N,N-dimetiltriptamina, através da execucdo de uma politica
equivocada de controle ao uso de psicoativos, constituindo assim um grave entrave a
execucdo de pesquisas envolvendo esse composto.

Os niveis de concentracio de DMT e [-carbolinas, nas bebidas, podem ter
grande variacdo entre preparos de uma mesma igreja, como ja observado em trabalhos
anteriores [Callaway, 2005]. Além disso, ndo se deve desconsiderar o grande potencial
existente para aplicacdes terapéuticas de alguns dos compostos presentes nessas
matrizes [Strassman, 1995; Metzner, 1998; McKenna, 2004; Schripsema et al., 2007;
Gable, 2007; Gomes et al., 2009; Wang et al., 2010, Bogenschutz & Pommy, 2012].

Ocasionalmente, uma forma extremamente concentrada de ayahuasca também ¢é

consumida em alguns centros religiosos, denominada "mel de ayahuasca". Estudos
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detalhados sobre a identidade e niveis de concentracdo dos psicoativos, encontrados
nessas preparagdes, sdo requeridos, especialmente, nos casos onde hd o uso
concomitante com outros aditivos, licitos e ilicitos, como Cannabis spp. [MacRae,
1998; 2006], sementes de Peganum harmala, alcool e tabaco, sem nenhum controle ou
critérios de seguranca. Alguns casos de intoxica¢des foram reportados na literatura
especializada [Warren, 2004; Brush, 2004; Sklerov et al., 2005; Callaway et al., 2006].

A maior parte dos trabalhos ja publicados, visando a determinacdo de DMT em
vegetais e na ayahuasca, ndo trazem estudos completos de validagdo dos métodos ou
empregam técnicas de preparo de amostras que envolvem vdrias etapas, com
manipulagdo excessiva, sendo também agressivas ao meio ambiente. Estudos de
caracterizacdo quimica, além do desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinagdo de triptaminas e B-carbolinas em matrizes vegetais e nas bebidas rituais,
sdo fundamentais no momento em que se verifica o aumento do consumo mundial, seja
por motivagdes religiosas ou com fins recreativos.

Frente a demanda por métodos com pouca interferéncia humana e uso reduzido
de solventes orgénicos, esse estudo visa ao desenvolvimento e a validacdo de
procedimentos analiticos para a determinacdo de N,N-dimetiltriptamina em bebidas
rituais € na M. tenuiflora, em consondncia com os principios da Quimica Analitica
Verde. Também propde um método para a extracdo desse composto a partir de matéria

vegetal, com o objetivo de utilizd-lo como padrio analitico.
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4. Fundamentacao tedrica

4.1. N,N-dimetiltriptamina e derivados P-carbolinicos: sinergia e psicoatividade
oral

Os derivados da triptamina e da B-carbolina (Figura 3) s@o alcaloides inddlicos
simples, presentes em uma grande diversidade de formas de vida, tendo como
precursores o triptofano e o harmano, respectivamente. Entre as triptaminas, a
psilocibina é encontrada em cogumelos Psilocybe spp., a melatonina e a serotonina sao
importantes neurotransmissores humanos. 5-Metoxi-N, N-dimetiltriptamina (5-MeO-
DMT) e 5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina (5-OH-DMT), ou bufotenina, ocorrem em
plantas, em secre¢des do sapo Bufo alvarius, assim como no corpo humano [Shulgin &
Shulgin, 1997; Rétsch, 2005, Barker, 2012].

As mais importantes -carbolinas (harmina, harmalina e tetrahidroharmina) s@o
metabdlitos secundarios em espécies de algumas familias botanicas, principalmente em
Malpighiaceae. Estdo presentes em niveis traco no corpo humano, onde desempenham
importantes fungdes no sistema nervoso central (SNC) [Bringmann et al., 1991; Ritsch,
2005].

N,N-Dimetiltriptamina, ou DMT, é o mais importante representante da classe de
triptaminas psicoativas. Sintetizado em 1931 por Manske, seu efeito alucinégeno foi
comprovado em 1956 por Szdra [Metzner, 2006]. E encontrado em uma grande
variedade de plantas e, em niveis trago, no organismo humano [Stafford, 1992; Ritsch,

2005, Barker et al., 2012]. Estudos anteriores indicaram a presenga de DMT no sangue
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humano, com concentracdes entre 51 pg mL" e 55 ng mL", sendo excretado pela urina
na ordem de 0,02 a 42,98 mg por dia. Andlises de fluido cerebrospinal revelaram a

presenca de DMT na taxa de 0,02 a 100 ng mL™" [Barker et al., 2012).

Derivados da Triptamina

Triptamina

Ry, Rz, B3, Re=H

5 Hidroxitriptamina (serotonina)
Ri, Rz, R =H; Rz =0H

N -Metiltriptamina (NMT)
Ri=CHs; Rz Rs; Ra=H

NN -Dimetiltriptamina (DMT)

Ry, Rz=CH; Rs Ra=H

h-Metoxi-N,N -dimetiltriptamina {5-MeO-DMT}

Ry, Rz=CH;z; R:=0CHz;; Rs=H

5-Hidroxi-N,N -dimetiltriptamina (5-0OH-DMT, bufotenina)
Ry, Rz=CH:; R:=0H; Fu=H

Derivados da B-Carbolina

5

) N

R NT P R |
H  CH; 0

| NH
I
H
Harmol Harmina R
F=H R =CH:; . _
Tetrahidronorharmina
R=H
R. l I =M Tetrahidroharmina
o N R =CHs
H CH;
Harmalol Harmalina
R=H R=CH:

Figura 3. Estruturas gerais para os derivados da triptamina e da B-carbolina.
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Nos primeiros estudos sobre a presenga do DMT no corpo humano, diversos
trabalhos correlacionaram os sintomas de esquizofrenia e psicose, aos niveis
anormalmente altos de DMT no sangue e na urina de pacientes com estas patologias
[Osmond & Smythies, 1952]. Foi sugerido que o DMT biossintetizado, em niveis fora
da normalidade, poderia ser o responsdvel pela manifestacio de alguns sintomas
psicdticos [Jacob & Presti, 2005]. Ciprian-Ollivier & Cetkovish-Bakmas (1997), apds a
conclusdo dos seus trabalhos na década de 1980, afirmaram que hd uma significativa
correlacdo entre o crescimento da concentracdo de DMT na urina e o agravamento dos
sintomas psicoticos.

Em trabalhos recentes, essa hipétese foi descartada por Jacob & Presti (2005).
Segundo eles, o DMT enddgeno interage com receptores especificos no cérebro,
produzindo um estado de relaxamento mental capaz de minimizar os sintomas da
psicose. O aumento dos niveis de DMT no cérebro, durante uma forte situagdo de
estresse, caracteriza-lo-ia como um ansiolitico endégeno [Jacob & Presti, 2005].

Strassman (2001) afirmou que o DMT ¢é produzido em maior quantidade pela
glandula pineal em momentos especificos da nossa existéncia, como nas experiéncias
vividas por pacientes que se restabeleceram do estado de coma, apds situagdes sob a
iminéncia de morte. Nos primeiros cinco anos da década de 1990, o estudo envolveu a
administracio endovenosa de quase 400 doses de DMT, em 60 voluntarios sadios e com
histérico de uso de outras drogas alucindgenas, em sessdes com acompanhamento
clinico e psicoldgico.

O DMT e algumas triptaminas apresentam psicoatividade apenas quando
administrados via endovenosa, intramuscular, subcutanea ou pelas vias aéreas [Shulgin
& Carter, 1980; Shulgin & Shulgin, 1997]. Quando sdo consumidas via oral, a enzima

monoamina oxidase (MAQ) associa-se a essas moléculas impedindo que passem para a

11
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circulagdo sanguinea e alcancem o SNC. Assim, a MAO controla os niveis de
concentracdo de alguns neurotransmissores, sendo capaz de metabolizar triptaminas,
como a melatonina, serotonina € o DMT [Yritia et al., 2002].

Os derivados da B-carbolina encontrados no cipd jagube, com o qual se prepara a
ayahuasca, apresentam a mesma ac¢do no organismo humano do grupo de farmacos
denominados inibidores da monoamina oxidase (iIMAQ) [Ritsch, 2005], empregados na
psiquiatria para o tratamento de casos de depressdo. Esses bloqueiam a acdo da enzima
monoamina oxidase, estimulando o crescimento dos niveis de serotonina enddgena
[Cordioli, 2005].

Ao serem ingeridas, as [-carbolinas impedem a desativagdo de aminas
biogénicas, ainda no aparelho digestivo. Desse modo, com a ingestdo da ayahuasca, o
efeito de inibigdo da MAO permite que o DMT venca a barreira gastrointestinal e passe
para a circulacdo sanguinea, gerando assim perturbagdes diretas no SNC [Metzner,
2006].

Por outro lado, esses alcaloides também impedem que a MAQO destrua o excesso
de serotonina enddgena. Assim, a concentragdo dessa substincia no intestino pode
alcancar niveis que provoquem nduseas, vOmitos e diarreia [Rang et al., 2003]. O
grande desconforto gastrointestinal, frequente apds as administracdes de ayahuasca,
pode ser causado pelo excesso de serotonina no sistema digestivo. Ainda, a
concentracdo de DMT na ayahuasca pode alcangar alguns miligramas por mililitro de
bebida. Portanto, com a ingestdo de 100 mL de ayahuasca, dose média consumida em
cultos religiosos, pode-se, instantaneamente, inserir cerca de 100 mg de DMT no
organismo.

Os iIMAO s3o contraindicados em diversos quadros patoldgicos, incluindo

alguns dos mais comuns entre os brasileiros, como a hipertensdo arterial. Também

12
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exigem uma controlada dieta com alimentos livres de certas substincias, como a tirosina
e o triptofano [Cordioli, 2005]. Para os que fazem tratamento médico com inibidores
irreversiveis da MAO, ha sérias restricdes aos alimentos ricos em tiramina — vagens,
figado, vinho tinto, cervejas, bananas, carnes vermelhas, queijos envelhecidos,
mortadelas e salames devem ser evitados [Gardner & Bell, 1999].

No caso da ayahuasca, os iMAO presentes tém acéo reversivel, e assim sendo, as
restricdes alimentares sdo mais amenas. Nesse caso, o excesso de tiramina poderia
apenas diminuir o efeito de inibi¢do das B-carbolinas sobre a MAO, decorrente do
acimulo, no organismo, do neurotransmissor norepinefrina (noradrenalina). Outra
consequéncia possivel seria o aumento pontual da pressdo arterial, visto que a
noradrenalina é um hipertensor endégeno, com niveis também controlados pela enzima

monoamina oxidase [Gardner & Bell, 1999].

4.2. Bebidas psicoativas para fins rituais: ayahuasca e vinho da jurema

Ayahuasca (aya: homem morto ou espirito; huasca: cipo), palavra do dialeto
quéchua, ainda falado em algumas regides da América do Sul, representa uma bebida de
origem amazonica, preparada a partir da decoccdo de dois vegetais - as folhas da
chacrona (Psychotria viridis) e se¢des de caule do cip6 jagube (Banisteriopsis caapi). O
alcaloide N,N-dimetiltriptamina encontra-se na chacrona. Trés inibidores enzimaticos,
harmina, harmalina e tetrahidroharmina s@o os responsdveis pela psicoatividade oral do

DMT e encontram-se no cipé [Stafford, 1992].

A composi¢do quimica da ayahuasca pode variar entre as tribos indigenas
devido ao emprego de diferentes espécies vegetais, porém os mesmos principios

psicoativos, em maior ou menor quantidade, estdo presentes em todos os preparos

13
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[Schultes & Hofmann, 1980; Schultes et al., 2001; Rétsch, 2005]. E conhecida por
diversos nomes indigenas como yajé, natema, caapi, tendo sido pela primeira vez
descrita por Villavicencio em 1858. Sete anos antes, o explorador inglés Richard Spruce
teve contato com os indios Tukanoan, no Rio Uaupés (Amazonia brasileira), porém seu
relato sobre o uso de uma liana de nome caapi, s6 publicados em 1908, identificava o
vegetal como Banisteria caapi [Schultes & Hofmann, 1980].

A ayahuasca também é consumida durante cultos de religides criadas na
Amazo6nia brasileira, estado do Acre, no século 20, estando hoje presente em todos os
continentes. Em alguns paises, como a Franca, o consumo da bebida ainda ¢é
estritamente proibido. Em outros, hd disputas judiciais envolvendo o Estado e
representacoes religiosas, como a Unido do Vegetal (UDV) e o Santo Daime [Tupper,
2008; Labate & Feeney, 2012].

No Brasil, com a expansio do Santo Daime e da Unido do Vegetal para além das
fronteiras da Amazonia, durante a década de 1970, muita polémica foi criada em relacio
ao consumo da ayahuasca. Apds vdrias interpretagdes do estado brasileiro sobre o tema,
desde 2004 ha uma resolucdo do CONAD (n°4/2004), que legitima o consumo da
ayahuasca, no contexto religioso, mesmo por mulheres gravidas e menores de idade,
uma vez que haja pleno consentimento e consenso dos pais [Labate & Feeney, 2012].

O governo estadual do Acre publicou a Resolugdo Conjunta n°® 004 de 20 de
dezembro de 2010, na qual dispde sobre a autorizag¢do para extragdo, coleta e transporte
do cip6 Banisteriopsis spp. e das folhas do arbusto Psychotria viridis por organizagdes
religiosas no estado do Acre, para o preparo da ayahuasca [CEMACT/CFE, 2010].
Note-se que, apesar do governo brasileiro apenas legitimar a producdo e consumo da
ayahuasca a partir do cipdé B. caapi [CONAD, 2010], a Resolucido estadual citada

abrange toda e qualquer espécie do género Banisteriopsis.
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Algumas espécies da subfamilia botdnica Mimosaceae sdo conhecidas
popularmente no nordeste brasileiro como "jurema" (do tupi yurema, espinheiro
suculento), sendo consideradas as maiores fontes vegetais de N,N-dimetiltriptamina.
Séo arvores de porte médio, utilizadas por varios grupos indigenas nordestinos, como os
Kariri-Xocd, na margem esquerda do rio Sdo Francisco, na divisa entre os estados de
Sergipe e Alagoas. Durante o foré, danca ritual que representa a maior forgca de
resisténcia e expressdo da cultura indigena nordestina, os indios bebem o ayuca ou
ajucd. Muito provavelmente, devido a semelhanca visual com o vinho ordinério, é
conhecido no Brasil, desde os primeiros relatos, como vinho da jurema. A bebida pode
ser feita com as cascas do tronco e da raiz da Mimosa tenuiflora (jurema-preta), Mimosa
ophthalmocentra (jurema-vermelha) ou da Mimosa verrucosa (jurema-branca ou
jurema-mansa, de acordo com os indios Kariri-Xoc6) [Mota, 2007; Batista et al., 1999].

O vinho da jurema contém o mesmo DMT presente na ayahuasca e seu preparo
varia bastante entre as tribos indigenas com relacdo as partes adicionadas de outros
vegetais. A mistura vegetal € necessaria para acentuar a acdo psicoativa do DMT, ja que
a Mimosa spp. nao possui inibidores da MAO. Ao menos, ndo ha relato cientifico que
comprove essa ocorréncia. Por outro lado, também n@o h4 nenhum estudo sobre a
psicoatividade oral do vinho da jurema. H4 registros do uso de grandes quantidades de
tabaco, seja entre os indigenas, ou em cultos religiosos afro-brasileiros [Mota, 2005].
Por outro lado, sabe-se que na fumaca do tabaco ha compostos com propriedades iMAO

[Herraiz & Chaparro, 2005; Amsterdam et al., 2006; Lewis et al., 2007].

Entre os indigenas também é comum o consumo concomitante de Passiflora
spp., enquanto que nas religides afro-brasileiras, além do tabaco, hd o uso frequente de
destilados de cana-de-agucar (cachaga) e muitos outros aditivos na preparacio da bebida

[Griinewald, 2005; Mota, 2007]. Também ha diversos trabalhos publicados que
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apontam a presenca de iMAO em espécies de Passiflora [Rétsch, 2005]. Recentemente,
para se atingir a psicoatividade oral do vinho da jurema tém sido utilizadas sementes de
Peganum harmala que apresentam comprovada eficiéncia na inibig¢do da monoamina

oxidase [Kartal et al., 2003; Herraiz et al., 2010].

A tradi¢do do culto a jurema foi, provavelmente, transmitida aos escravos
africanos que, na fuga em direcdo aos quilombos, encontravam abrigo em tribos
indigenas do nordeste brasileiro. Assim, hd muito o vinho da jurema é utilizado em
religides afro-brasileiras, como a Umbanda, e em outras praticas religiosas sincréticas,
como o Catimbd, na Paraiba. Ao contrdrio da ayahuasca, os aditivos utilizados no
preparo do vinho da jurema sdo mantidos em segredo, tanto pelos remanescentes

indigenas como pelos afrodescendentes.

No Brasil, hd relatos oficiais de prisdes e julgamentos de indios por consumirem
a bebida [Griinewald, 2005]. O consumo do vinho da jurema, praticamente, extinguiu-se
sob o efeito devastador da colonizagdo cristd portuguesa, sobre os indigenas que
habitavam a regido nordeste do Brasil. No entanto, desde o final do século 20,
experimenta um grande renascimento, tendo o seu principal uso como anidlogo da

ayahuasca [Ott, 2009].

16



www.neip.info

4.3. Espécies vegetais utilizadas no preparo do vinho da jurema

4.3.a. Mimosa spp.

No Brasil, varias espécies do género Mimosa (Leguminosae) sdo conhecidas por
‘jurema’. Algumas como M. tenuiflora, M. ophthalmocentra, M. verrucosa e M.
scabrella contém quantidades considerdveis de triptaminas psicoativas, especialmente
nas suas cascas [Schultes et al., 2001; Souza et al., 2008; da Mota, 2007; Rétsch, 2005;
Moraes et al., 1990; Batista, 1997]. No Brasil, a M. tenuiflora (Willd.) Poiret [syn. M.
hostilis (Mart.) Benth] (Figura 4) € conhecida como jurema-preta, sendo usada como o
principal ingrediente do vinho da jurema.

Nativa de regides de baixo indice pluviométrico e sujeitas a secas periddicas,
essa planta é encontrada em abundéncia no nordeste do Brasil, sul do México, no norte
da Venezuela e da Colombia, bem como em Honduras e El Salvador. Em seu habitat
natural, atinge de 2,5 — 5 m de altura e, prontamente, coloniza terrenos degradados,
desenvolvendo-se rapidamente e sendo capaz de gerar novos brotos apds o corte
[Queiroz, 2009].

No México, onde € conhecida como fepescohuite [Meckes-Lozoya et al., 1990],
ndo ha relatos da sua utilizagdo como um produto psicotrépico. Nesse pais, suas cascas
secas e moidas sdo muito utilizadas para a cura de feridas e no tratamento de
queimaduras, uma vez que promove rdpida cicatrizacdo da pele [Rivera-Arce et al.,
2007]. O vinho da jurema, feito a partir da casca interna da M. tenuiflora e sementes de
Peganum harmala, contém os mesmos principios ativos encontrados na ayahuasca,
DMT e iMAO [Ott, 2009]. O uso ilicito da M. tenuiflora €, atualmente, objeto de

atencao da Policia Federal [Leite, 2009].
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Figura 4. Morfologia da M. tenuiflora (Ilustragdo de J.B. Clark). M. hostilis é sinonimia para M.

tenuiflora.

18



www.neip.info

4.4. Espécies vegetais utilizadas no preparo da ayahuasca

4.4.a. Psychotria spp.

Psychotria spp. sdo arbustos ou drvores de pequeno porte, pertencentes a familia
Rubiaceae, da qual também faz parte o café [Schultes et al., 2001]. Algumas espécies
do género Psychotria sdo utilizadas por indios amazonicos como aditivos na preparacio
da ayahuasca: P. viridis, P. carthaginensis, P. Psychotriaefolia e P. poeppigiana. Em
seu habitat, P. viridis (Figura 5) é um arbusto que atinge uma altura maxima de 2 - 3 m

[Schultes et al., 2001], sendo popularmente conhecido como “chacrona”, “chacruna” ou

“rainha”.

Nativa da Amazodnia, a P. viridis tem sido cultivada para suprir a demanda por
suas folhas, empregadas no preparo da ayahuasca. H4 cultivares no Havai, na Califérnia
[Ritsch, 2005] e em vdrias regides no Brasil, mesmo na Amazoénia, onde a planta
tornou-se rara em algumas localidades. Suas folhas sio colhidas no inicio da manha, ou
no final da tarde, para o feitio da ayahuasca. A primeira descricio da existéncia de DMT
nas folhas da P. viridis foi feita em trabalho publicado em 1970, assim como o primeiro
relato dessa presenca em uma Rubiaceae [Schultes & Hofmann, 1980]. As folhas
contém de 0,1 a 0,6% de DMT com tragos de N-metiltriptamina (MMT) e 2-metil-

tetrahidro-B-carbolina (MTHC) [Riitsch, 2005].

4.4.b. Banisteriopsis spp.

Algumas espécies do género Banisteriopsis, incluindo B. argentea, B. inebrians,
B. caapi e B. muricata sdo utilizados no preparo da ayahuasca e de outras bebidas
psicoativas, uma vez que contém iMAO necessdrio para garantir a psicoatividade oral

do DMT [Agurrell et al., 1968a; 1968b]. A espécie B. caapi (Figura 6) é um cipd
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amazonico gigante da familia Malpighiaceae que apresenta folhas de formato oval e
pontiagudo na extremidade, sendo a espécie mais utilizada para esse fim [Schultes &
Hofmann, 1980; Ritsch, 2005].

A planta inteira contém alcaloides do tipo derivados f-carbolinicos, sendo mais
usado o caule do cipé para o preparo da bebida. As quantidades de alcaloides em todo o
vegetal podem variar de 0,11 a 1,95%. A harmina, harmalina e tetrahidroharmina sio os
alcaloides majoritarios. Os niveis de harmina, com forte agfo inibitdria sobre a enzima
monoamina oxidase, correspondem de 40 a 96% da fragdo total de alcaloides na planta.
Haé anélises de amostras de B. caapi em que a harmalina ndo foi detectada [Riétsch,
2005]. Do mesmo modo que a P. viridis, a B. caapi é também cultivada no Brasil por

alguns grupos religiosos.
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Figura 5. Morfologia da P. viridis (Ilustragdo de 1. Brady).
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Figura 6. Morfologia da B. caapi (Tlustragdo de E.W. Smith).
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4.5. Espécies vegetais também utilizadas como fontes de DMT e p-carbolinas

4.5.a. Phalaris spp.

A presenca de triptaminas em Phalaris spp. foi inicialmente relatada em estudos
fitoquimicos para fins agricolas. Algumas espécies, como P. arundinacea (capim-
amarelo), P. canariensis e P. aquatica, sio encontradas em todo o mundo. A P.
aquatica é uma graminea origindria da regido mediterranea, frequente em campos
alagados e nas margens dos rios, sendo considerada uma planta téxica para os
ruminantes.

H4 diversos registros na literatura de casos envolvendo intoxicac¢des, algumas
vezes fatais, de animais com Phalaris spp., em paises como Australia, Brasil, Africa do
Sul, Argentina e Estados Unidos [Bourke & Carrigan, 1992; Anderton et al., 1994;
Souza & Irigoyen, 1999; Skerritt et al., 2000]. Dentro desse género, a P. aquatica
contém os maiores niveis de N,N-dimetiltriptamina e também € rica em outras
triptaminas, como o 5-metoxi-N, N-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT) e NMT [Zhou et
al., 2006]. Tem sido crescentemente empregada no preparo de bebidas andlogas a

ayahuasca [Ott, 2009].

4.5.b. Peganum harmala (Linnaeus)

A arruda da siria ou P. harmala (Figura 7) € um arbusto nativo das regides secas
do Mar Mediterraneo, Norte da Africa, Oriente Médio, india e Mongélia [Schultes &
Hofmann, 1980, Herraiz et al., 2010]. No norte da Africa suas sementes sdo utilizadas
como incenso ritual ainda nos dias atuais. E uma planta usada pela medicina popular
oriental, ha milénios, sendo aplicada para fins ginecoldgicos, além de apresentar

comprovada acdo vermicida. Tem sido cada vez mais empregada na América do Norte e
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na Europa, na producdo de bebidas andlogas a ayahuasca, preparados vegetais que
também contém DMT e B-carbolinas [Ott, 2009; Herraiz et al, 2010]. 3 a 4 g das
sementes sdo suficientes para causar a inibi¢do da monoamina oxidase. As sementes

conttm 2 a 6% de alcaloides, sendo os majoritirios, harmina e harmalina [Ritsch,

2005].
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Figura 7. Morfologia da P. harmala (Ilustragéo do século 19).
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4.6. Metodologias de preparo de amostras e a Quimica Analitica Verde

Com o crescimento do interesse da sociedade pelas questdes ambientais,
notadamente no inicio da década de 1990, aumentou também a demanda por andlises
ambientais voltadas a quantificagdo de espécies quimicas nocivas ao meio ambiente, nas
mais diversas matrizes. A comunidade cientifica deparou-se entdo com um paradoxo:
em certas situacdes, os descartes produzidos na andlise eram mais agressivos, a0 meio
ambiente ou a saide do analista, do que os proprios analitos investigados [Armenta et
al., 2008].

Um grande esforco se iniciou em direcdo a solu¢do dessa questdo, com
pesquisas voltadas aos processos em fluxo, ao tratamento dos dejetos e a busca, sempre
que possivel, por reagentes e solventes menos agressivos ao meio ambiente.
Laboratérios iniciaram a coleta e armazenamento de descartes, evitando o lancamento
desses no meio natural. Contudo, essa acdo se mostrou de dificil geréncia, frente a
grande e crescente quantidade de material estocado [Garrigues et al., 2010; Melchert et
al., 2012; Galuszka et al., 2012].

Os estudos voltaram-se para a miniaturizagdo dos sistemas analiticos, com o
aperfeicoamento dos métodos instrumentais, especialmente a partir dos anos 70, com
excelentes metodologias de separacdo, como a cromatografia gasosa em colunas
capilares e a cromatografia liquida de alta eficiéncia, além de metodologias de deteccdo,
como a espectrometria de massas e técnicas espectrofotométricas [Tobiszewski et al.,
2009; Welch et al., 2010]. No entanto, as técnicas de preparo de amostras nao
acompanharam, com a mesma velocidade, a evolucdo das técnicas de separacdo e
deteccdo. Apesar das melhores figuras de mérito alcangadas pelos métodos analiticos,
ainda se continuava a utilizar enormes quantidades de solventes orgénicos de alto grau

de pureza, nocivos e caros, na etapa de preparacdo de amostras. Dentro de todo o
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processo analitico, ainda permaneciam como responsdveis pela maior geracdo de
poluentes e descartes [Tobiszewski & Namiesnik, 2012].

No sentido de diminuir o uso de solventes orgénicos, em concordincia com o
documento assinado por vérios paises no final da década de 80, The Montreal Protocol
on Substances that Deplete the Ozone Layer (Www.unep.org), métodos cldssicos de
preparo de amostras, como a extracdo liquido-liquido e extracdo Soxhlet, foram
progressivamente substituidos por outros menos dependentes do emprego de solventes
[Pawliszyn, 2003].

As pesquisas dirigiram-se a miniaturiza¢do também dos processos de preparo de
amostras, a utilizacdo de materiais adsorventes e a altera¢do das propriedades fisicas do
préprio solvente com o propdsito de facilitar a extracdo. Nos ultimos tempos, vem
sendo dada grande €nfase a automacgdo dos processos extrativos, acoplados aos sistemas
de separacdo e quantificacdo. Em outra vertente, os trabalhos concentram-se na pesquisa
de dispositivos que permitem a coleta dos analitos no préprio meio natural [Pawliszyn,
2003; Farré et al., 2010].

As técnicas modernas de preparacdo de amostras caracterizam-se por envolver
poucas etapas, na situacdo ideal, executadas em modo automadtico, com pouca ou
nenhuma interferéncia humana. Apresentam uso restrito de solventes e sao,
normalmente, concluidas em curto periodo de tempo, em oposicdo as metodologias
tradicionais [Ramos, 2012]. Duas dessas técnicas apresentam destaque pelo grande
nimero de aplicagdes e excelentes figuras de mérito: a microextracdo em fase sélida
(SPME, solid-phase microextraction) e a dispersao da matriz em fase sélida (MSPD,

matrix solid phase dispersion).
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4.7. Dispersao da matriz em fase solida (MSPD)

A metodologia MSPD foi originalmente criada para o preparo de amostras
biolégicas sélidas, viscosas e semissdlidas, sendo desenvolvida por Barker, no final dos
anos 80, com o intuito de superar os obsticulos relacionados ao trabalho com amostras
semissolidas, quando se utilizava a técnica de extragdo em fase sélida ou SPE (solid-
phase extraction) [Barker et al., 1989; Barker, 2000].

A execug@o da técnica consiste na maceracdo de uma pequena quantidade de
amostra (0,25 - 0,5 g) junto com um material abrasivo denominado suporte. A mistura
macerada, amostra e suporte, € utilizada como recheio de uma coluna e pode ser eluida,
sequencialmente, com solventes apropriados, a depender da polaridade do analito de
interesse e da necessidade de eliminagdo de interferentes [Barker, 2000].

As principais vantagens dessa metodologia referem-se a sua simples execucdo,
flexibilidade, versatilidade, especificidade, baixo custo e rapidez de execugdo. Além
disso, ha também baixo consumo de amostra e a possibilidade de, em uma unica etapa,
realizar a extracdo do analito e o clean-up da amostra [Capriotti et al., 2012]. Tem sido
largamente empregada na andlise de alimentos, de materiais vegetais e de tecidos
animais para a determinacio de drogas, poluentes, herbicidas e pesticidas, dentre outros
analitos [Barker, 2007]. A MSPD, na sua versdo mais frequente, utiliza um suporte
s6lido coberto com uma fase quimicamente ligada como, por exemplo, o C-8 ou C-18.
O suporte sélido funciona como um abrasivo que facilita a fragmentacdo estrutural da
amostra e, quando se utiliza uma fase lipofilica como C-18, age também como solvente,
ajudando na ruptura das membranas celulares e liberagdo dos analitos [Kristenson et al.,
2006].

Ha diversas aplicacdes que ndo utilizam suportes com fases quimicamente

ligadas. Nesses casos, sdo empregados suportes a base de silicatos, como silica gel,
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Florisil, silica derivatizada e areia. Em outras aplicagdes, pode-se observar sucesso na
utilizacdo de fibras de carvao ativado, materiais poliméricos e alumina [Barker, 2007].
Nos ultimos anos, a maior inovacdo da técnica tem sido o emprego de suportes com
grande seletividade como polimeros molecularmente impressos (MIPs) e nanotubos de
carbono [Capriotti et al., 2012].

A escolha do solvente de eluicdo para uma aplicagdo especifica esta relacionada
a sua polaridade, sendo um dos fatores que definem a seletividade da metodologia
MSPD. Sequéncias de eluicdo com diferentes solventes sdo utilizadas quando se deseja,
por exemplo, a eliminacio de um interferente. As colunas MSPD permitem o
isolamento de analitos com diferentes polaridades ou de uma classe quimica de
compostos, com a eluicio de um tnico solvente, ou de solventes com diferentes

polaridades [Barker, 2007].

4.8. Microextracao em fase solida (SPME)

A microextragdo em fase sdlida é uma técnica baseada em equilibrio
termodindmico, desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores no fim dos anos 80.
Envolve a captura dos analitos em uma fibra capilar de silica fundida quimicamente
modificada e pode ser empregada em matrizes liquidas, em meios gasosos ou sélidos. A
fase extrativa é composta por filme liquido polimérico de um material de elevada massa
molar ou de um sélido poroso com grande superficie de adsor¢dao. Uma vez introduzida
no septo do recipiente contendo a amostra, durante certo periodo de tempo, a fibra de
silica é exposta ao meio onde ocorrerd a extracdo dos analitos [Belardi & Pawliszyn,
1989; Arthur & Pawliszyn, 1990]. Depois de decorrido o tempo necessario ao
estabelecimento do equilibrio entre as fases, a fibra € recolhida para o interior de uma

agulha e introduzida em um sistema cromatografico, ficando exposta por certo periodo
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de tempo para a dessor¢do dos analitos. Na cromatografia a gds, com a fibra exposta a
alta temperatura do sistema de injecdo, os analitos sdo termicamente dessorvidos e
introduzidos na coluna pelo fluxo do gis de arraste. Nas aplicagdes para cromatografia
liquida, a fibra € exposta ao fluxo da fase mével, ocorrendo o arraste dos analitos de
interesse pelo solvente [Pawliszyn, 2003].

A instrumentagdo da técnica SPME ¢, originalmente, uma adaptacdo das
microsseringas utilizadas para injecdo das amostras nos cromatografos a gis [Arthur &
Pawliszyn, 1990]. Na sua configuracdo mais comumente utilizada, o dispositivo
comercial consiste de uma fibra de silica fundida com dimensdes capilares, da ordem de
poucos micrometros de didmetro. Esta se encontra inserida em uma agulha que tem a
finalidade de protegé-la quando ndo em uso, bem como de perfurar o septo, momentos
antes da exposi¢do da fibra & amostra, ou na etapa de dessor¢do dos analitos no
cromatografo. A fibra é, na maior parte das aplicagdes, recoberta com uma
microcamada de um filme liquido polimérico altamente seletivo, como
polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA) ou divinilbenzeno (DVB).

Essa metodologia traz melhoras significativas no tempo envolvido na preparacio
das amostras, com apenas uma etapa envolvida em todo o processo. A SPME ¢é uma
técnica simples, rdpida, de baixo custo por andlise e com dispositivo automatico
comercial disponivel. H4 um grande nimero de aplicacdes dessa metodologia em
andlise quimica, bioandlise, alimentos e ciéncias do meio ambiente, além de um nimero
crescente de publicacdes na quimica forense, na area farmacéutica e em estudos
médicos [Bojko et al., 2012].

Basicamente, hd dois modos pelos quais a extracdo pode ser conduzida em
SPME: o modo direto, no qual a fibra € exposta diretamente na matriz liquida ou

gasosa, € 0 modo headspace, no qual a fibra entra em contato com o vapor em
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equilibrio com a amostra, liquida ou sélida. Em todos os modos de extracdo, salvo
algumas situagdes particulares, é necessdrio certo grau de agitagdo da matriz, com o
intuito de facilitar a passagem dos analitos da amostra para a fibra coletora [Kataoka et
al., 2000]. Isso minimiza problemas de satura¢do na interface fibra / amostra e diminui
o tempo necessdrio ao alcance do equilibrio, especificamente, para o modo direto. No
modo headspace, a agitagdo apenas facilita a saida de compostos menos voléteis.

Emprega-se o modo headspace quando a amostra poderia causar danos
irreversiveis ao recobrimento da fibra, como um meio extremamente 4cido ou alcalino,
ou ainda, a presenca de substincias de elevada massa molar, como proteinas. Porém,
esse modo de execucdo estd restrito apenas a compostos voldteis e alguns semivolateis.
Quando a matriz se apresenta bastante “suja” e contém analitos com pouca volatilidade,
o que inviabilizaria a SPME pelos modos direto e headspace, se utiliza uma fibra
protegida por uma membrana de protecdo, que tem por principal fungdo evitar danos ao
dispositivo.

O material empregado na confeccdo dessa membrana pode ajudar na
seletividade da extracdo. A cinética do processo € menor do que na extracdo direta,
porém pode ser aumentada utilizando-se membranas de espessura reduzida e maior
temperatura de extracdo [Pawliszyn, 1997]. Adaptacdes no dispositivo bdsico foram
realizadas em aplicagdes especificas, como nas andlises clinicas, coleta de amostras
ambientais em campo, automatizagdo para sistemas de cromatografia liquida e gasosa,
além de amostragem in vivo [Bojko et al., 2012]. Para a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foi desenvolvida uma técnica denominada in-tube SPME, na qual um
tubo capilar de silica fundida é recoberto internamente com o material polimérico

adsorvente [Lord & Pawliszyn, 2000].
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5. Revisao bibliografica

5.1. Os primeiros estudos

As primeiras descri¢des de métodos para a determinacdo de triptaminas e [3-
carbolinas, presentes em matrizes vegetais e na ayahuasca, datam do final da primeira
metade do século 20. A maioria deles foi baseada em extragdo liquido-liquido (LLE) e a
separacao, geralmente, foi realizada por técnicas envolvendo colunas cromatograficas e
recristalizacdo [Perrot & Hamet, 1927; Lewin, 1928; Elger, 1928; Wolfes & Rumpf,

1928; Lima, 1946; Hochstein & Paradies, 1957; Pachter et al., 1959].

Desde o final da década de 1960, o uso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tornou-se uma
abordagem analitica mais proeminente nesse tipo de determinagdo [Agurell et al.,

1968a, 1968b; der Marderosian et al., 1970; Rivier & Lindgren, 1972].

O cientista brasileiro Prof. Oswaldo Gongalves de Lima, no inicio da década de
1940, estudou a composicao quimica do vinho da Jurema, bem como sua preparacéo.
Foi o primeiro a isolar o DMT da casca de jurema preta. Suas observacdes, publicadas
em 1946, também fornecem um relato detalhado da ceriménia de preparacdo do vinho

da jurema por indios da tribo Pancaru, no estado de Pernambuco [Lima, 1946].

Nesse trabalho, descreveu o isolamento da fragdo alcaloide da casca da raiz de
M. hostilis, que recebeu a denominacdo "Nigerina", com teor de 0,31% da matéria

vegetal seca. Anos mais tarde, confirmou-se que a "Nigerina" tratava-se do préprio
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DMT, apés a andlise de cascas da mesma espécie, por Pachter e colaboradores. Essas
amostras foram enviadas a Inglaterra por Lima, nas quais foi verificada a presenca de
0,57% de DMT na planta seca [Pachter er al., 1959]. Meckes-Lozoya et al. (1990)
identificaram serotonina e DMT em amostras de casca da raiz M. tenuiflora usando GC-
MS. Batista et al. isolaram a fragdo alcaloide da M. ophthalmocentra (jurema-vermelha)
e relataram a presenca de DMT (1,6%) e N-metiltriptamina (NMT) (0,0012%) [Batista

et al., 1999].

Em se tratando da ayahuasca e das plantas utilizadas na sua preparacdo, os
primeiros métodos analiticos publicados remontam ao final dos anos 60. A primeira
descricdo de andlise da chacrona foi fornecida por Pinkley, um ex-aluno de Schultes, em
1969 [Pinkley, 1969]. Rivier & Lindgren realizaram a primeira grande investigagcdo
analitica da ayahuasca, publicada em 1972. Os autores divulgaram os resultados dos
seus trabalhos, realizados na regido do alto Rio Purus, perto da fronteira entre o Peru e
Brasil, nos quais relatam o uso da ayahuasca por indios Sharanahua e Culina, constando
a descricio do procedimento de andlise quimica dos vegetais utilizados na sua
preparacdo. Utilizaram extracdo liquido-liquido (LLE) e separacdo em cromatografia

gasosa, seguida por andlise em espectrometria de massas (GC-MS).

As amostras de folhas de chacrona (P. viridis) mostraram um teor DMT igual a
0,34%, em matéria seca. A mesma substincia foi também encontrada, em niveis mais
elevados de concentragdo, 0,66%, nas folhas de P. carthaginensis. Nessas matrizes,
também foram detectadas as presencas de NMT e 2-metil-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina
(MTHC). Amostras de matéria seca de caules, galhos, folhas e raizes de B. caapi
variaram de 0,05 a 1,90% de alcaloides, com a maioria sendo representada por harmina,

seguida por tetrahidroharmina, harmalina e harmol [Rivier & Lindgren, 1972].
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Em 1984, amostras de ayahuasca provindas do Peru foram analisadas, usando
cromatografia bidimensional de camada fina (TLC), cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) e GC-MS [McKenna et al., 1984]. A maioria dos alcaloides, obtidos a
partir de cinco amostras de ayahuasca, foram quantificados por HPLC com niveis
médios de DMT (0,6 mg mL'l), harmina (4,67 mg mL'l), tetrahidroharmina (1,60 mg

mL’l) e a harmalina (0,41 mg mL™).

As mesmas amostras foram liofilizadas e submetidas a anédlise por HPLC. Os
valores relatados foram de 6,4 mg g'l, para o DMT; 23,8 mg g'l, para harmina; 11,1 mg
g, para tetrahidroharmina e 5,1 mg g, para a harmalina. Seis amostras de B. caapi
também foram avaliadas quantitativamente por HPLC revelando as concentragdes de
harmina (0,57 a 6,35 mg g'l), tetrahidroharmina (0,25 a 3,8 mg g'l), harmalina (0,5 a 3,8

mg g), harmol (0,01 a 1.2 mg g ') e harmalol (tragos a 0.35 mg g™).

Andlises conduzidas por GC-MS também confirmaram a presenca de DMT (1,0
al,6 mg g'l) em folhas de chacrona [McKenna et al., 1984]. Nos ultimos anos, cresceu
o uso de métodos HPLC-UV para a separagdo e deteccdo desses analitos, presentes em
matrizes vegetais e nas bebidas psicoativas [Kartal ef al., 2003; Nicasio et al., 2005;
Vepsildinen et al., 2005; Hemmateenejad et al., 2006; Monsef-Esfahani e al., 2008;

Wang et al., 2010; Herraiz et al., 2010].
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5.2. Estudos recentes envolvendo a determinacio de triptaminas e p-carbolinas na

ayahuasca e em matrizes vegetais

5.2.a. Técnicas de preparo de amostras

A maioria dos métodos, descritos para a determinagdo das triptaminas e [-
carbolinas em matrizes vegetais e na ayahuasca (Tabelas 1, 2 e 3), empregam técnicas
de preparacdao de amostras que requerem grandes quantidades de solventes organicos
toxicos e demandam grande tempo da andlise. Para as matrizes vegetais, maceracio
com um solvente adequado, LLE e uso de extrator de Soxhlet de fluxo continuo foram
os procedimentos mais frequentes [Kartal et al., 2003; Vepsildinen et al., 2005; Nicasio
et al., 2005; Callaway et al., 2005; Hemmateenejad et al., 2006; Monsef-Esfahani et al.,
2008; Herraiz et al., 2010].

Callaway et al. (2005) relatou a quantificag@o de B-carbolinas e DMT nas folhas
da P. viridis (chacrona) e em secdes de caule da B. caapi, obtidos pela sonicacdo de 100
mg de amostra, durante 10 minutos, em um volume minimo de metanol (2 mL). A
mistura foi mantida em repouso por 24 h, em seguida, sendo centrifugada antes da
dilui¢do em uma pequena aliquota do sobrenadante, usando a préopria fase movel. Néo
foram apresentadas figuras de mérito para o método proposto.

Zhou et al. (2006) descreveram a extracdo das triptaminas usando 0,2 g de
matriz de planta seca (P. aquatica) macerada em 10 mL de HCI (1%), com agitacdo
periddica. Apds 3 - 4 dias, a mistura foi centrifugada e o sobrenadante passado através
de uma coluna de extragdo de fase solida (SPE). Analitos retidos na coluna foram
eluidos com 2 mL de uma mistura alcodlica alcalina contendo NH4OH. Nao ha relatos

sobre testes de recuperagao.
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Wang et al. (2010) usando vdrias partes da B. caapi, incluindo folhas, caules,
grandes galhos e cascas, empregou extragdo em dgua quente, seguida de separacdo em
sistema HPLC. Dados de validagdo do método ndo foram fornecidos para esse
procedimento. Para a andlise de sementes de P. harmala, foi relatada a maceracdo em
metanol e posterior extracdo de B-carbolinas, por LLE, com cloroférmio [Kartal et al.,
2003; Hemmateenejad et al., 2006; Monsef-Esfahani et al., 2008].

Pulpati et al. (2008) sugeriram uma extracdo em metanol (3 x 50 mL) de
sementes de P. harmala (1 g), sob condi¢do de refluxo (1 h). Herraiz et al. (2010)
descreveram a maceracgdo de 0,2 - 0,5 g de P. harmala (folhas, sec¢des do caule, flores,
raizes, frutas e sementes) em 20 mL de uma mistura 1:1, contendo HC1O4, 0,6 mol L'l, e
metanol. Apds centrifugacdo, foi realizada andlise por HPLC, diluindo-se o liquido
sobrenadante.

Os procedimentos necessdrios para preparar amostras de ayahuasca para a
andlise em GC, normalmente, empregam maior uso da interferéncia humana e sdo mais
lentos do que aqueles empregados para andlises por HPLC, como a extragdo liquido-
liquido (LLE). Isto se deve, em grande parte, a incompatibilidade apresentada pelas
colunas capilares com a dgua presente nestas matrizes. No entanto, pdde-se também
notar a aplicacdo de extragdo em fase sdlida (SPE) em método descrito por Pires et al.,
empregando cromatografia gasosa.

Cartuchos C18 foram utilizados para a determinacdo dos alcaloides presentes na
ayahuasca, por GC, usando detector nitrogénio-fésforo (NPD). A extragdo em fase
solida (SPE) foi empregada nessa aplicacdo, com manipulacdo minima de amostra e
utilizacdo reduzida de solventes orgénicos. As recuperacdes foram superiores a 68%
para as medidas em triplicata, em concentragdes de 0,3, 1,5 e 3,0 mg mL! [Pires et al.,

2009].
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Callaway (2005) empregou LLE para o preparo de amostras de ayahuasca para a
determinagdo de DMT. No mesmo trabalho, diluiu os extratos de ayahuasca na fase
movel, seguido por andlise por HPLC, na determinag@o de B-carbolinas. Moura et al.
prepararam extratos utilizando LLE, tendo hexano como solvente, para a quantificacio
de DMT por gqRMN. Uma recuperacdo média de 70% foi obtida nos experimentos,
utilizando tré€s diferentes niveis de fortificagdo [Moura et al., 2010].

Gambelunghe et al. reportaram uma anélise por GC-MS de uma amostra de
ayahuasca apreendida na Itdlia. Nesse caso em particular, hidréxido de sédio e um
padrdo interno (difenilhidramina) foram adicionados a 5 mL ayahuasca, seguido por
extragdo em éter etilico e centrifuga¢do. Dados de validagdo do método ndo foram
relatados [Gambelunghe et al., 2008].

Mcllhenny et al. prepararam amostras de ayahuasca com partes de espécimes de
P. viridis e B. caapi, coletadas de cultivos em South Kona, Havai, utilizando clones
originarios do Peru [Mcllhenny et al., 2009]. Seccdes de caule de B. caapi foram
macerados e fervidos lentamente, juntamente com folhas de P. viridis, durante 10 h, em
11 litros de dgua bidestilada. 100 mL de cada preparagdo foram diluidos e, em seguida,
aliquotas dessas amostras analisadas por HPLC, com deteccdo por espectrometria de

massas no modo tandem (MS/MS).

5.2.b. Metodologias de separacio e quantificacao

Kartal e colaboradores (2003) realizaram testes de validagdo completa para a
determinagdo de harmol, harmalol, harmina e harmalina em sementes de P. Harmala,
utilizando sistema HPLC-UV. Virios pardmetros cromatograficos também foram

avaliados, incluindo fator de capacidade e resolugdo. Harmol, harmina e harmalina
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foram determinados em amostras de Semen Pegani em concentracdes de 1,0%, 0,4% e

0,6%, respectivamente.

Vepséldinen et al. (2005) utilizando-se das técnicas HPLC-UV e RMN,
anunciaram a presen¢a de um novo composto indélico na casca de M. tenuiflora (Anexo
B, Figura 8). Sugeriu-se que o aquecimento e variagdes no pH poderiam causar impacto
na estabilidade dessa molécula. O fitoindol foi denominado yuremamine. Testes sobre o
efeito iMAO desse alcaloide nunca foram realizados, porém essa hipdtese também foi
levantada pelos autores. Nicasio et al. (2005) usaram HPLC de fase reversa, com
deteccdo UV em 280 nm, para a determinacdo do DMT, triptofano, triptamina e
serotonina nas cascas, folhas e flores de M. tenuiflora, coletadas durante o inverno e o
verdo, para verificar a variacio de concentragcdo desses analitos na planta, sob diferentes

condicdes climdticas (Anexo B, Tabela 4).

Callaway et al. (2005) utilizaram um método HPLC com uma coluna ndo polar e
deteccao por fluorescéncia, descrito no seu trabalho anterior [Callaway et al., 1996],
para a determinag@o de B-carbolinas e DMT em partes de B. caapi e nas folhas de P.
viridis, respectivamente. As concentragdes, obtidas a partir da andlise de material
vegetal seco de B. caapi, foram 0,31 - 8,43 mg g’1 (harmina), 0,03 - 0,83 mg g’1

(harmalina) e 0,05 - 2,94 mg g'1 (tetrahidroharmina).

Em folhas secas de P. viridis, a concentragdo maxima de DMT medida foi 17,75
mg g'. Flutuacdes nas concentracdes foram relatadas, com niveis mais elevados
detectados durante o dia (com picos as 06 h e 18 h) (Anexo C, Figura 9). Uma vez que
os niveis de DMT tendem a reduzir ao anoitecer, foi sugerido que o DMT poderia ser

produzido nas folhas para auxiliar a absor¢ao da radiacio solar.
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Hemmateenejad et al. (2006) aplicaram procedimentos estatisticos multivariados
para aperfeicoar um método HPLC, com deteccdo por UV a 330 nm, para a
determinagdo de harmina, harmano, harmalol e harmalina em sementes de P. harmala.
As condi¢gdes cromatograficas, incluindo a coluna e a fase modvel, foram semelhantes
aos descritos anteriormente por Kartal et al. (2003). Em testes de validagdo do método,
obteve-se boa precisdo (CV = 4,6%), excelente linearidade (r2> 0,999) e limites de
detecgdo e quantificacio na ordem de 3,1 - 10,3 ug mL' e 9,3 - 31,0 ug mL™,
respectivamente. Em sementes de plantas provindas do Ird, as concentracdes de
harmina, harmano, harmalina e harmalol foram 1,84%, 0,16%, 3,90% e 0,25%, nessa

ordem.

Outros excelentes resultados de validacdo foram obtidos por Monsefi-Esfarani et
al. (2008), usando uma adaptacdo do método com mudancas de pH da fase movel. As
curvas de calibragdo foram lineares (> 0,998) no intervalo de concentragdes de 0,5 -
20 pg mL'l, com coeficientes de variacdo do método entre 0,6% e 10,2%, para todos os
analitos, indicando boa precisdo. Limites de detec¢do foram inferiores a 0,1 ug mL™ e
LQ igual a 0,5 ug mL". Pulpati er al. (2008) relataram um método baseado em
cromatografia em camada delgada com alto desempenho (HPTLC), para a quantifica¢éo

de harmina, harmalina, vasicina e vasicinona a partir de sementes de P. harmala.

Esses compostos foram detectados por um método densitométrico e, nas
sementes desse vegetal, foram encontrados 0,44% (w/w) de harmina e 0,096% (w/w) de
harmalina, com adequadas figuras de mérito. Herraiz er al. (2010) determinaram
harmol, harmalol, harmina, harmalina e tetrahidroharmina em extratos preparados com
diferentes partes de P. harmala (Anexo D, Tabela 5). A quantificacdo dos derivados 3-
carbolinicos foi realizada, empregando HPLC em fase reversa, com deteccdo UV-DAD
(Anexo D, Figura 10).
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Wang et al. (2010) obtiveram extratos aquosos padronizados de B. caapi,
preparados com diferentes partes da planta, incluindo folhas, caules, cascas do caule e
ramos inteiros, coletados em diferentes localizagdes nas ilhas havaianas de Oahu e Hilo,
em épocas distintas do ano. Determinacdes de tetrahidronorharmina (THNH), harmol,
tetrahidroharmina, harmalina e harmina foram realizadas utilizando cromatografia
liquida, acoplada a um detector de arranjo de diodos. Os resultados dos testes de

valida¢@o ndo foram relatados.

Zhou et al.(2006) desenvolveram um método para quantificar triptaminas e uma
B-carbolina em P. aquatica, usando cromatografia liquida de alto desempenho em
camada fina (HPTLC), com confirmacdo por HPLC-MS. Boa linearidade foi obtida,
com um coeficiente de correlagdo acima de 0,991 para hordenina, metiltiramina,
gramina e 5-MeO-DMT. O método forneceu boa especificidade para os analitos de
interesse, bem como repetibilidade adequada, com coeficiente de variacdo inferior a

5%, em média, para as andlises em duplicata.

Nos métodos para quantificagdo de triptaminas e B-carbolinas na ayahuasca, se
destacam a cromatografia gasosa (GC) acoplada a detectores nitrogénio-fésforo (NPD)
ou a espectrometros de massas (MS) (Callaway, 2005; Pires et al., 2008; Gambelunghe
et al., 2008). Foi também descrito um método que emprega a ressonancia magnética
nuclear (Moura et al., 2010) para a quantificagio do DMT. Alguns dos métodos
propostos nessas publicagdes sdo deficientes em relacdo aos testes de validagdo,

fundamentais a confiabilidade dos dados apurados.

Callaway (2005) apresentou a compilacdo de resultados de um ndmero
significativo de amostras de ayahuasca com relacdo ao nivel de concentracdo de N,N-

dimetiltriptamina, tetrahidroharmina, harmina e harmalina. As decoc¢des foram
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preparadas no Brasil, em igrejas dos trés principais grupos religiosos (Santo Daime,
Unido do Vegetal e Barquinha), além de preparos de ayahuasca da tribo indigena
equatoriana Shuar. Para as -carbolinas, foi empregado o método descrito por Callaway
et al. (1996), com separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
detecc¢do por fluorescéncia, utilizando-se uma coluna com fase apolar. Por outro lado, o
DMT foi determinado por GC-NPD. Os dados obtidos mostraram grande variabilidade
nos niveis de concentragdo dos analitos nas amostras analisadas, embora ndo constem
na publicacdo os dados de validacio do método. Os niveis de DMT nas bebidas

variaram de zero a 14,15 mg mL! (Anexo E, Tabela 6).

Um método baseado em eletroforese capilar com detec¢do por fluorescéncia
induzida a laser, acoplado a espectrometria de massas, (CE-LIF-ESI-MS) foi
desenvolvido por Huhn et al. (2005). A combinag¢do dos sistemas de deteccdo foi
particularmente util por permitir a obten¢do de picos bem definidos, além de dados
sobre a estrutura dos compostos, com base em ESI-MS-MS. A andlise de uma amostra

diluida de ayahuasca revelou a presenca de DMT, harmalina, harmina e THH, porém

sem dados de quantificacdo. Também ndo foi apresentado estudo de validagdo.

Pires et al. (2009) estabeleceram o primeiro método analitico desenvolvido e
validado que, simultaneamente, é capaz de determinar, além de N,N-dimetiltriptamina,
as P-carbolinas (harmina, harmalina e tetrahidroharmina) em amostras reais de
ayahuasca por GC-NPD. As curvas de calibragdo para todos os analitos apresentaram
excelente linearidade, na faixa de 0,02-4,0 mg mL'l, com 1?2 variando de 0,9941 a
0,9971. A exatidao também foi positivamente avaliada, entre 94,0 a 105,4%. Os limites
de deteccdo (LD) e inferior de quantificacao (LLIQ) também foram avaliados. Precisdes

intradia e interdias com CV inferiores a 9,7%.
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Testes de estabilidade foram realizados por meio da resposta obtida na andlise de
amostras, em 4gua fortificada e de ayahuasca, apds 24 horas em temperatura ambiente,
com perdas inferiores a 10%. Analitos também apresentaram boa estabilidade ap6s 8 h
no carrossel do sistema de injecdo. Oito amostras reais de ayahuasca foram analisadas
encontrando-se DMT na faixa de concentracdes de 0,42 a 0,73 mg mL'l, harmina entre
0,37 e 0,83 mg mL'l, harmalina, 0,64 a 1,72 mg mL"! e tetrahidroharmina entre 0,21 e
0,67 mg mL™". Apesar de origindrias do mesmo grupo religioso em Aracoiaba da Serra,
Brasil, os niveis de concentracio nas bebidas variaram entre as amostras,
provavelmente, devido a diferentes quantidades e propor¢des das plantas em cada
preparo, assim como, nas quantidades de alcaloides existentes em diferentes espécimes

dos vegetais em estudo.

Mcllhenny et al. (2009) desenvolveram um procedimento analitico para a
determinagdo de triptaminas e B-carbolinas em amostras de ayahuasca preparadas em
laboratério, com andlises das amostras por cromatografia liquida (HPLC) acoplada a
espectrometria de massas, utilizando o modo tandem (MS/MS). Um bom estudo de
validagcdo do método foi conduzido, evidenciando sua boa adequagdo A andlise de trés
amostras reais revelou, como componentes majoritarios, o DMT (0,12-3,19 mg mL™),
harmina (0,91-16,14 mg mL'l), harmalina (0,05-1,55 mg mL'l) e tetrahidroharmina

(1,22-11,90 mg mL™).

Gambelunghe ef al. (2008) encontraram niveis de 24,6 mg / 100 mL para DMT e
34 mg / 100 mL, para a harmina, em uma amostra real de ayahuasca apreendida na
Italia. Nao foram fornecidos os dados de validacdo. Moura et al. (2010) desenvolveram
um estudo que teve como finalidade a aplicacdo da ressonancia magnética nuclear
(RMN) na deteccdo e quantificagdo de N,N-dimetiltriptamina (DMT) na ayahuasca.

Amostras de 4dgua fortificadas, apenas com DMT, foram submetidas ao método
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otimizado. Os testes de validacdo do método demonstraram excelentes figuras de

mérito.

Extratos preparados a partir de folhas da Psychotria viridis e oito amostras reais
de ayahuasca foram analisados pelo método otimizado, porém os dados obtidos ndo
foram disponibilizados nesta publicacdo. Como principais vantagens do método por
RMN, sobre os cromatogréficos, destacam-se o curto periodo de andlise de cada
amostra (30 s), a andlise ser realizada de modo nao destrutivo, além da possibilidade de
gerar dados referentes a estrutura molecular do analito. Por outro lado, o método foi
desenvolvido sem a presenca de f-carbolinas nas amostras aquosas fortificadas. Assim,
seria valido verificar se, na andlise de amostras reais por RMN, tais compostos

poderiam interferir na determinagdo do DMT.
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Tabela 1. Métodos para a determinacdo de -carbolinas em B. caapi e P. harmala.

B. caapi

P. harmala

Referéncia

Material
analisado

Analitos de
interesse

Método de
preparo de
amostras

Técnica de
separagao /
detecgado

Figuras de
mérito

Nivel de
concentragao’

Callaway et al. (2005)

Caule

Harmina, harmalina e THH

Sonicagdo em metanol e
redissolugdo do residuo na fase
mével

HPLC e detecgéo por
fluorescéncia

Harmina: 0,31 - 8,43 mg ¢!
(0,031 -0,843%);

Harmalina: 0,03 - 0,83 mg g
(0,003 - 0,083%);

THH: 0,05-2,94 mg g
(0,005 - 0,294%)

Wang et al. (2010)

Folhas, caule, galhos e
cascas

THNH, harmol, THH,
harmalina, harmina e
compostos de outras
classes quimicas

Maceragdo em agua
quente

HPLC-DAD

Faixa linear:

1,0-500,0 pg mL-*

(para THNH e THH);
0,2-100 pg mL-*

(para harmol, harmalina &
harmina)

Harmina: 103 - 0,672%;
Harmalina: 10-4- 0,058%;
THH: 0,004-0,34%;
THNH: 0-0,014%;
Harmol: 4.104-0,019%

Kartal et al. (2003)

Sementes de P.
harmala

Harmol, harmalol,
harmina e
harmalina

Maceragdo em
metanol e extragdo
por LLE com
cloroférmio

HPLC-UV a 330 nm

r2>0,999;

LD< 10,25 pg mL-1;
LQ< 31,0 yg mLt;
CV< 4,609%

Harmol: 1,094%;
Harmina: 0,476%;
Harmalina: 0,611%

Hemmateenejad et al. (2006)

Sementes

Harmina, harmano, harmalol
e harmalina

Maceragdo em metanol e
extragdo por LLE com
cloroférmio

HPLC-UV a 330 nm

Faixa linear:
1,0-10,0 pug mL-;
94 <R"< 107%;
CV< 5%

Harmina: 1,84%;
Harmano: 0,18%;
Harmalina: 3,90%;
Harmalol: 0,25%

Monsef-Esfahani et al.
(2008)

Sementes

Harmol, harmalol, harmina
€ harmalina

Maceragdo em metanol e
extragéo por LLE com
cloroférmio

HPLC-UV a 330 nm

Faixa linear:
0,5-20 ug mL-1;
r2>0,998;
LD<0,1 yg mL;
LQ=10,5 pg mL-1;
0,6 <CV<10,2%

(em sementes secas)
Harmina: 0,465 g/100 g
(0,465%);

Harmalina: 0,355 g/100 g
(0,355%)

Pulpati et al. (2008)

Sementes

Harmina e harmalina e
compostos de outras classes
quimicas

Refluxo em metanol (1 h)

HPTLC-UV a 366 nm
(densitometer-TLC scanner)

Faixa linear:

4-24 ng/spot (para harmina);
8-24 ng/spot (para harmalina);
r2>0,993;

LD=2ng; LQ=4ng;

97,7< R <98,4%;

Precisao: CV< 1,53%;
Repetibilidade: CV<1,62%

Harmina: 0,44% (w/w);
Harmalina: 0,096% (w/w)

Herraiz et al. (2010)

Folhas, segbes do caule,
flores, raizes, frutos e
sementes

Harmol, harmalol, harmina,
harmalina e THH

Macerag&o em solugéo
4cida de HCIO4 e metanol
(1:1)

HPLC-DAD

(em sementes)

Harmalol: 6 mg g-* (0,6%);
Harmol: 0,03 mg g
(0,003%);

Harmalina: 56 mg g
(5,6%);

Harmina: 43 mg g (4,3%);
THH: 1,1 mg g7 (0,11%)

“Nivel de concentragdo com base em matéria vegetal seca

“Recuperagao (R)
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Tabela 2. Métodos para a determinacdo de triptaminas em M. tenuiflora e P. aquatica.

M. tenuiflora

P. viridis

P. aquatica

Referéncia

Material analisado

Analitos de interesse

Método de preparo de
amostras

Técnica de separagao /
detecgado

Figuras de mérito

Nivel de concentragao

Nicasio et al. (2005)

Cascas internas, sementes, folhas e flores.
Culturas in vitro (plantulas e calos)

DMT, triptamina, serotonina

Refluxo em Soxhlet com solugéo de
cloroférmio / NHs (27%) (49:1)

HPLC-UV a 280 nm

Faixa linear:
2—40 pg mL-!

(em cascas)

DMT: 0,11 - 0,35%;

Triptamina: 0,0022 - 0,0071%;

(em flores)

DMT: 0,03%; Triptamina: 0,0075%;

(em folhas)

DMT: 0,01 - 0,09%; Serotonina: 0,009%;
(em culturas)

Para todos os analitos: < 0,08%

Vepsaldinen et al. (2005)
Cascas internas da raiz
DMT e yuremamina

Maceragao em metanol e
redissolugdo na fase movel

HPLC-DAD
RMN (%C- e 'H NMR)

Callaway et al. (2005)
Folhas
DMT

Maceragéo em metanol (67%) + acetonitrila (11%) + 0.1 mol/L
acetato de amdnio (22%)

HPLC e detecgéo por fluorescéncia

DMT:0-17,75mg g
(0-1,775%)

Zhou'et al. (2006)

Planta inteira

DMT, 5-MeO- DMT, gramina,

hordenina, bufotenina e
triptamina
Maceragéo em HCI (1%),

centrifugagéo e extracdo em

fase sélida (SPE)
HPTLC e HPLC- MS

Faixa linear:

120 — 3840 ng/spot;
r2>(,991;

Precis&o intra-dia:
CV<5%

DMT: 66,3 — 177 mg kg-!
(0,00663 - 0,0177%);
5-MeO-DMT: 176 mg kg!
(0,0176%)

“Nivel de concentragdo com base em matéria vegetal seca

“Recuperagao (R)
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Tabela 3. Métodos para a determinagdo de triptaminas e B-carbolinas em ayahuasca.

Ayahuasca

Referéncia

Material analisado

Analitos de interesse

Método de preparo
de amostras

Técnica de
separagao / detecgédo

Figuras de mérito

Nivel de
concentragao’

Callaway (2005)

Amostras reais de ayahuasca

DMT, harmina, harmalina e
THH

Para DMT: LLE;
Para B-carbolinas: diluigéo do
extrato na fase movel

DMT:
GC-NPD;
B-carbolinas:
HPLC-FL

DMT: 0 - 14,15 mg mL-;

THH: 0,48 - 23,80 mg mL";
Harmalina: 0 - 0,90 mg mL-";
Harmina: 0,45 - 22,85 mg mL-!

Huhn et al. (2005)

Amostras reais de
ayahuasca

DMT, norharmano,
harmano, harmina,
harmalina, harmol e
THH

Amostras de
ayahuasca foram
diluidas em tampéao

CE -LIF-ESI-MS

Pires et al. ((2009)

Amostras reais de ayahuasca

DMT, harmina, harmalina e THH

Extragdo em fase solida (SPE)

GC-NPD

Faixa linear:

0,02 -4,0 mg mL;
0,9941 <r< 0,9971;
LD=0,01 mg mL-;
LIQ=0,02 mg mL";
1,3% <CV< 9,7%

DMT: 0,42 - 0,73 mg mL;
Harmina: 0,37 - 0,83 mg mL";
Harmalina: 0,64 - 1,72 mg mL-";
THH: 0,21 - 0,67 mg mL-!

Gambelunghe et al. (2008)

Amostras reais de ayahuasca

DMT, harmina e harmalina

Extrac&o com éter etilico e
centrifugacéo

GC-MS

DMT: 24 mg /100 mL;
Harmalina: 6 mg /100 mL;
Harmina: 34 mg / 100 mL

Mcllhenny et al. (2009)

Extratos preparados no laboratorio a
partir de folhas de P. viridis e o cip6
B. caapi

DMT, NMT, harmol, harmalol,
harmina, harmalina e THH

Diluicdo das amostras na fase movel

HPLC-MS/MS

Faixa linear: 5-100 ng mL-" e
5-100 ug mL";

12> 0,9965;

LD< 0,0079 ppm;

LQ< 0,24 ppm

DMT: 0,12 - 3,19 mg mL;

NMT: 0,0052 - 0,0313 mg mL-*;
Harmalol: 0,0026 — 0,0310 mg mL-*;
Harmol: 0,0009 - 0,0633 mg mL-";
Harmina: 0,91 - 16,1 mg mL-1;
Harmalina: 0,054 — 1,55 mg mL-';
THH: 1,22 - 11,90 mg mL-

Moura et al. (2010)

Extratos preparados a partir de
folhas de P. viridis. Amostras reais
de ayahuasca

DMT

Extragdo liquido-liquido (LLE)

GRMN

Faixa linear:

25-1000 mg L*;
r>=0,999;
LD=LIQ=12,5mgL";
R'=70%;

CV<5,1%

‘Recuperagéo (R)
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6. Materiais e métodos

6.1. Preparo e caracterizacao de padrao analitico de NV, N-dimetiltriptamina obtido

a partir das cascas de M. tenuiflora
6.1.a. Materiais

Baldo volumétrico (5, 10, 100 e 500 mL), funil de separacio, baldo de destilacao
(50, 100 e 200 mL), vidros de relégio, copo Beaker (50, 100, 250 e 500 mL), espatulas,
proveta (50, 100 e 500 mL), balanca analitica Sartorius BL2105, bast@o de vidro, garras,
suportes, agitador magnético Fisher Scientific e barras de agitacdo cobertas com teflon,
pipetas Pasteur, pipeta volumétrica de 3 mL, vial com tampa de rosca e septo de

silicone/teflon (5, 6,5 € 9 mL).

6.1.b. Reagentes

Solvente n-hexano foi adquirido da Tedia (Fairfield, OH, EUA). Hidroxido de
sodio de grau analitico, carbonato de sédio e sulfato de sédio anidro foram fornecidos
por Mallinckrodt Baker (Paris, KY, EUA). Acido cloridrico (HCI, 37%) foi obtido a
partir da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil). Florisil, alumina, Os produtos quimicos

foram utilizados sem purificagcdo adicional.
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6.1.c. Padroes e solucoes

Padrao certificado de triptamina (98% de pureza) foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Somerset, NJ, EUA). Cloroférmio deuterado (CDCl3) foi adquirido a partir de

Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, EUA).

6.1.d. Coleta e preparaciao do material vegetal

Cascas internas de caule e raiz de M. tenuiflora foram coletadas em uma reserva
localizada no Campus de Sdo Cristévao do Instituto Federal de Sergipe, entre abril e
maio de 2010. Exsicata do material foi depositada no herbario da Universidade Federal
de Sergipe sob o registro ASE18817. As amostras de cascas foram desidratadas a 40 °
C, até massa constante. Em seguida, pulverizadas utilizando um moinho de facas

(modelo MA048, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil).

6.1.e. Ressonincia magnética nuclear

Espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) foram
registrados a 200 MHz, usando solugdes em CDCls. Os deslocamentos quimicos foram
referenciados ao pico de solvente residual, ou a tetrametilsilano (TMS), como referéncia
externa. Os dados foram apresentados em termos do desvio quimico (3, em ppm),
multiplicidade, constante de acoplamento (J, em Hz) e intensidade integrada.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de carbono-13 (RMN de C)
foram registrados a 50 MHz, utilizando solugdes em CDCls;. Os deslocamentos
quimicos foram encaminhados para o pico de solvente (CDCl3). A multiplicidade de um

determinado sinal foi indicada como s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), ou m
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(multipleto). Os espectros de RMN foram obtidos utilizando um espectrometro Bruker

Avance Spectrospin DPX-200 (Féllanden, Suiga).

6.1.f. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Andlises GC-MS/MS foram realizadas com um cromatégrafo Varian 3800
(Varian Instruments, Sunnyvale, CA, EUA), acoplado a um espectrdmetro de massas
Varian320-MS QgQ. As amostras foram introduzidas, na coluna, por meio de um
injetor split/splitless (Varian modelo 1177), usando amostrador automdtico (Varian
modelo 1084). Foi utilizada uma coluna capilar Varian Factor Four VF-5ms (30 m x
0,25 mm de didmetro interno, espessura de filme 0,25 um).

O espectrometro de massas foi operado em modo de ionizacdo por elétrons (EI),
a 70 eV. O software que controlava o sistema continha uma biblioteca EI-MS. O
espectrometro de massas foi calibrado com perfluorotributilamina (PFTBA). Apds o
processo de ionizagdo, os fons foram passados através de um guia de fons hexapole para
os analisadores de massas (40 - 500 m/z). O hélio (99,9999% de pureza), a uma taxa de
fluxo de 1,0 mL min’l, foi utilizado como gds de arraste e argonio (pureza de 99,999%)
foi utilizado como gés de colisdo a uma pressdo de 1,5 mTorr.

A aquisicdo de dados foi realizada com o software da estacdo de trabalho
Varian. A temperatura do injetor foi de 250 °C. O programa do forno iniciou com uma
temperatura de 60 ° C, durante trés minutos, seguido de uma rampa até 200 °C a 8 °C
min”', mais uma rampa até 280 °C a 10 °C min’, permanecendo a 280 °C por 10
minutos.

O espectrometro de massas foi operado no modo selected reaction monitoring
(SRM), e as temperaturas da linha de transferéncia, do manifold e da fonte de ionizagdo

foram fixadas em 300, 40 e 250 °C, respectivamente. A andlise foi realizada com um
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filament/multiplier delay de 4,0 minutos, de modo a evitar danos ao instrumento. A
tensdo do multiplicador de elétrons foi fixada em 1000 V, valor obtido no processo de
autoajuste, e o tempo de varredura foi de 0,6 segundos. O tempo total de execugdo da

corrida foi igual a 32,5 minutos.

6.1.g. Inserciao direta da amostra no espectrometro de massas
Para a insercéo direta da amostra no espectrometro acoplado ao sistema GC/MS-
QP2010 (Shimadzu, Quioto, Japao), foi utilizado um acessério DI-2010 Shimadzu. A

temperatura foi ajustada para 340 °C.

6.1.h. Infravermelho e medidas dos pontos de fusao

Os espectros de infravermelho foram registrados com um espectrometro Nicolet
6700 FT-IR (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), no intervalo de 4000 - 400 cm'l,
utilizando paletas convencionais de KBr. Os pontos de fusdo foram determinados em
tubos capilares abertos, usando o equipamento Mel-Temp II (Laboratory Devices Inc.,

Menlo Park, CA, EUA).

6.1.i. Espectrofotometria de absorcao molecular no ultravioleta

Um espectrofotometro Cary 50 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA) foi utilizado para medidas em triplicata, a 290 nm, de dez solugdes padrdo de
triptamina, com concentracdes na faixa de 0,2 - 100 ug mL™ , a fim de gerar uma curva
analitica. O teor de DMT foi determinado usando solugdes de concentragdes 6,25, 12,5,
25,0, e 50,0 pg mL". As medidas foram realizadas em comprimento de onda igual a 275

nm.
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6.2. Estudos iniciais sobre as propriedades polimérficas de N,N-dimetiltriptamina

por calorimetria diferencial de varredura e difracao de Raios X

6.2.a. Equipamentos e métodos

Para as andlises por calorimetria diferencial de varredura, foi utilizado um
equipamento DSC 8000 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) com acessério de
refrigeracdo Intracooler 2. Os dados foram gerenciados pelo software Perkin Elmer
Pyris versdo 10.1.0.0429. As amostras de DMT para os ensaios foram pesadas entre 2 -
4 mg, em pequenos recipientes de aluminio frisado. As temperaturas da amostra e do
forno do instrumento foram calibradas com padrdes de indio (PF= 156,60 °C) e zinco
(PF=419.47 °C) com alto grau de pureza, para cada taxa de varredura de temperatura.
As entalpias de transi¢dao foram calibradas tendo como referéncia o indio com calor de
fusdo AH;= 28,451 g

Nas andlises por DSC, a programacio basica de temperatura do forno iniciou a
25°C, sendo o sistema resfriado de 25,0 °C a - 40,0 °C, permanecendo nessa
temperatura por 2 min. Aquecimento de - 40,0 °C até 70,0 °C, na taxa de 10,0 °C min'l,
permanecendo por 2 min. Resfriamento de 70,0 °C até - 40,0 °C, na taxa de 50,0 °C
min™, permanecendo a -40,0 °C por 2 min. Aquecimento de - 40,0 °C a 70,0 °C, na taxa
de 10,0 °C min™". Fragdes de DMT, amarela e branca, obtidas a partir de M. tenuiflora,
além das mesmas fracdes obtidas por DMT previamente sintetizado por procedimento
descrito na literatura [Brandt et al., 2010], foram analisadas pelos 5 diferentes métodos,
nos quais as taxas de aquecimento variaram nos niveis de 2, 10, 20, 50 ¢ 100 °C min™" .
Nitrogénio foi utilizado como gds de purga, com um fluxo de 40 mL min".

As medicdes de difracdo de Raios X foram feitas em um Miniflex P-XRD

(Rigaku, Téquio, Japao) com um acessorio de resfriamento Thermal Exchange e tubo
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de Raios X provido de anodo de cobre. O gerenciamento dos dados coletados foi
conduzido pelo software Rigaku Medida Standard para Windows versio 3.1. A
calibragdo foi feita utilizando uma placa de silica padrdo. Os cristais de DMT foram
prensados num suporte de amostras, e analisados entre 3 e 60 graus 2 teta, com um

tamanho de passo de 0,01 e velocidade de varredura continua de 0,02 graus 2 teta.

6.2.b. Reagentes

N,N-dimetiltriptamina foi obtido por extra¢do do alcaloide das cascas internas da
M. tenuiflora. Além disso, foram utilizadas amostras de DMT obtidas por sintese
organica, através de método descrito na literatura [Brandt et al., 2010]. As amostras de
DMT puro foram obtidas por recristalizagdo do alcaloide bruto em hexano, na forma de
base livre. O DMT bruto foi dissolvido em hexano, a 40 °C, para se obter uma
concentragcdo aproximada de 30 g L. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente,
as solugcdes foram armazenadas a - 5 °C, durante dois dias. Com a formacdo dos cristais,
a solug@o mae foi depois removida por filtracdo. O DMT puro foi seco, suavemente, sob
corrente de nitrogénio, e armazenadas a 4 ° C, até a andlise. Todos os outros reagentes

de grau analitico foram obtidos da Aldrich (Dorset, UK).

6.2.c. Preparo de amostras

Para a producdo das amostras de DMT branco e amarelo, empregadas nas
andlises por calorimetria diferencial de varredura (DSC) e difracdo de Raios X, a base
livre foi dissolvida a temperatura ambiente, utilizando o volume minimo de hexano ou
acetonitrila apenas necessario a dissolucio, obtendo-se solucdes saturadas, a 25 °C . Em
seguida, o solvente de cada solucdo foi evaporado, a temperatura ambiente, sob uma

corrente suave de nitrogénio, produzindo as amostras W1, W2, Y1 e Y2.
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As amostras W1 e W2 eram constituidas, predominantemente, de cristais
brancos obtidos por cristalizacdo a partir de hexano, ao passo que as amostras de DMT
amarelo, Y1 e Y2, foram obtidos ap6s cristalizagdo em acetonitrila. Por outro lado, as
amostras W1 e Y1 foram cristalizadas a partir de DMT obtido por sintese organica,
enquanto que as amostras W2 e Y2 correspondem ao DMT isolado a partir das cascas

de M. tenuiflora.

6.3. Determinaciao do teor de N,N-dimetiltriptamina nas cascas de M. tenuiflora

por MSPD/GC-MS

6.3.a. Materiais

Baldo volumétrico (1, 5, 10, 100 e 500 mL), baldo de destilagdo (50, 100 e 200
mL), vidros de reldgio, copo Beaker (50, 100, 250 e 500 mL), almofariz, espatulas,
proveta (50, 100 e 500 mL), balanca analitica Sartorius BL.2105, bastdo de vidro, garras,
suportes, pipeta volumétrica, pipeta graduada, micropipetas, cAmara de viacuo, bomba

de vacuo e rotoevaporador.

6.3.b. Reagentes

Solventes n-hexano e éter de petréleo foram adquiridos da Tedia (Fairfield, OH,
EUA). Sulfato de s6dio anidro, Florisil (80 — 100 mesh) e alumina foram fornecidos por
Mallinckrodt Baker (Paris, KY, EUA). Hidréxido de sédio P.A. foi obtido da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasil). Os produtos quimicos foram utilizados sem purificacdo

adicional.
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6.3.c. Padroes e solucoes

Foram preparadas trés solu¢des estoque, em acetonitrila, a 20, 25 e 30 mg mL™,
dissolvendo, respectivamente, 40, 50 e 60 mg de DMT em 2 mL do solvente. Essas
solugdes foram, sucessivamente, diluidas até préximo ao nivel de 10 mg mL". As
solucdes foram armazenadas a 4 °C, no escuro, e mantiveram-se estaveis durante um
periodo de um més.

Os extratos processados por MSPD, utilizados para a verificacdo da faixa linear
de trabalho, foram preparados com faixa de concentracio entre 0,02 a 30 mg g'l, a partir
da fortificacdo das cascas do caule da Anadenanthera colubrina (Vell.) Betran, com as
solugdes de trabalho descritas.

Para os testes de recuperagdo, 0,5 g de amostra homogeneizada de A. colubrina
foi enriquecida antes do processo de determinagdo, por adicdo de solugdes padrdo de
DMT, a fim de obter nas cascas secas do material, concentragdes iguais a 1,25; 2,0; 8,0
e 16,0 mg g' (n = 8 repeticdes). Essas amostras fortificadas foram deixadas em
repouso, durante cerca de 24 h, com a finalidade de permitir a absor¢do de DMT na

amostra e, principalmente, evaporacdo total do solvente.

6.3.d. Coleta e preparo das amostras vegetais

As cascas do caule e raiz de M. tenuiflora foram coletadas em duas localidades
no litoral, nos municipios de Aracaju e Sdo Cristévio (Area A) e trés regides
semidridas, nos municipios de Simao Dias, Pinhdo e Canindé de Sao Francisco (Area
B), todos localizados no Estado de Sergipe, regido Nordeste do Brasil, entre agosto e

setembro de 2010.
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Exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Federal de Sergipe
(ASE18817). As amostras foram moidas em moinho de facas (modelo MAO04S,
Marconi, Piracicaba, SP, Brasil), peneirado e seco a 38 °C, até se verificar massa

constante.

6.3.e. Condicoes de operacao do sistema GC-MS

Um sistema constituido por um espectrometro de massas QP-2010 Plus acoplado
a um cromatdgrafo a gis 2010 GC (Shimadzu, Quioto, Japdo), dispondo de um
amostrador automatico AOC 20i Shimadzu e de injetor split/splitless, foi utilizado para
a identificacdo e quantificacdo de DMT. Foi empregada uma coluna capilar de silica
RTX-5MS (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm de didmetro
interno, 0,25 um de espessura do filme), fornecida pela Restek (Bellefonte, PA, EUA),
utilizando hélio (pureza 99.995%) como gés transportador a uma velocidade de fluxo de
1,2 mL min’.

A programacdo do forno iniciou a temperatura de 60 °C (3,0 min), em seguida,
na taxa de 8 °C min™ até 200 °C, finalizando em 280 °C (4 min), na taxa de a 10 °C
min™. O solvent delay foi de 5 min. A porta de injetor foi mantida a 250 °C, ¢ o volume
de 1 pL da amostra foi injetado no modo splitless (50 s). Os dados foram processados
por meio do software Shimadzu GC Solution.

O tempo total de corrida foi de 27 min, e o tempo de equilibrio foi de 2 min. O
eluente da coluna foi transferido através de uma interface de linha aquecida a 280 °C,
até a fonte de ionizagdo de elétrons (70 eV), também mantida a 280 °C. A anélise foi
realizada por monitoramento seletivo de fons (SIM). Os fons monitorados no estudo

foram m/z 58 e 188.
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6.3.f. Metodologia MSPD

Cascas secas e moidas de material vegetal (0,5 g) foram colocadas em um
almofariz de porcelana (50 mL), além de 0,5 g de Florisil e 0,5 mL de NaOH, 0,1 mol
L. A amostra foi suavemente homogeneizada com um pistilo, por 3 min. A mistura
resultante foi introduzida em uma coluna de polipropileno (100 mm x 20 mm),
previamente preenchida na sua base com 0,1 g de 13 de vidro e 0,5 g de Na,SOy, anidro,
para eliminar a umidade do extrato. Com a outra extremidade do pistilo de porcelana,
foi exercida uma suave compressdo sobre a superficie da amostra, a fim de melhor
compactar o material homogeneizado.

A elui¢fo lenta foi realizada sob vacuo, com 30 mL de n-hexano. O eluente foi
recolhido em um baldo de fundo redondo e concentrou-se o extrato utilizando
rotoevaporador (40 °C), sendo apéds, reduzido com um suave corrente de nitrogénio,
para o volume de 1 mL. Aliquotas de 1 puL desses extratos foram analisadas por GC-

MS.

6.4. Determinacio do teor de N,N-dimetiltriptamina em bebidas rituais por

SPME/GC-MS
6.4.a. Materiais

Baldao volumétrico (5, 10, 100 e 500 mL), copo Beaker (50, 100 e 250 mL),
espatulas, proveta (50, 100 e 500 mL), balanca analitica Sartorius BL2105, bastdo de
vidro, garras, suportes, agitador magnético com aquecimento e barras de agitacdo de 10
mm recobertas com teflon, cilindro de aluminio para aquecimento uniforme das
amostras, pipetas Pasteur, pipetas volumétricas, vial com tampa de rosca e septo de

silicone/teflon (9 mL).
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Um dispositivo manual (holder) para microextracio em fase solida (SPME) e
fibras revestidas com polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB), com 65 pm de
espessura do filme, foram adquiridos da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). Antes da
utilizacao, a fibra foi condicionada de acordo com as recomendag¢des do fabricante. Um
agitador magnético (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) foi utilizado para

homogeneizar as amostras das bebidas. Software STATISTICA® 6.0 da StatSoft (EUA).

6.4.b. Reagentes

Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich, Gillingham, Dorset, UK). Hidréxido de
sodio de grau analitico foi fornecido por Merck (Darmstadt, Alemanha). Os produtos

quimicos foram utilizados como recebidos, sem purificag¢do adicional.

6.4.c. Padroes, amostras reais e solucoes

N,N-dimetiltriptamina (95,8 + 0,6%) foi isolado a partir de cascas de M.
tenuiflora, utilizando método anteriormente descrito. O total de 12 amostras de vinho da
jurema e ayahuasca foram obtidas a partir de grupos religiosos. Para a otimizacdo da
técnica SPME, uma solugdo a 100 mg L' de DMT foi preparada por adi¢do de 50 pL
solucdo estoque de DMT (10 g L', em metanol) a 5 mL de solugdo de NaOH, 0,001
mol L' (pH 11). Para a andlise da faixa linear do método e outros ensaios de validacio,
solugdes padrido foram preparadas de forma semelhante, por fortificagdo, usando a
solucdo estoque a 10 g L, levando a padrdes de concentragdo entre 0,78 e 400 mg L.

As amostras reais para analise foram preparadas por diluicdo das bebidas
(ayahuasca ou vinho jurema) por um fator de 10 ou 25, utilizando uma solugdo aquosa

de NaOH, a 0,001 mol L. O volume final foi de 5 mL. A fim de mimetizar as solugdes
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utilizadas na valida¢do do método, cinquenta microlitros de metanol foram adicionados
aos 5 mL das amostras diluidas e o pH foi corrigido para 11, pela adicdo de pequenos

cristais de hidroxido de sédio.

6.4.d. Condicoes de operacao do sistema GC-IT-MS

As andlises por GC-MS foram realizadas utilizando um Varian 450-GC (Walnut
Creek, CA, EUA), acoplado a um espectrémetro de massas ion trap (IT) Varian 200-
MS. O injetor 1177 foi operado no modo splitless por 60 s, a 250 °C. Um liner
especifico para a técnica SPME (0,75 x 2,75 x 105 mm) foi utilizado para a introducéo
da amostra. O sistema foi operado pela estacdo de trabalho Saturn GC / MS, versdo 6.9.
A separagdo foi efetuada numa coluna Supelco (Bellefonte, PA, EUA) SLB-5ms capilar
(30 m x 0,25 mm de diametro interno, espessura de filme 0,25 pm).

Gas hélio (pureza de 99,995%) foi utilizado como gas de arraste, com um fluxo
constante de 1,0 mL min”'. A temperatura do forno do cromatégrafo foi programada a
partir de 50 °C (mantido durante 3,5 minutos) até 280 °C, a 20 °C min'l, permanecendo
nessa temperatura por 10 min. O espectrdmetro de massas foi operado no modo de
ionizagdo por elétrons (EI). As temperaturas do manifold, ion trap, da fonte de fons e da
linha de transferéncia foram mantidas a 80, 220, 300 e 300 ° C, respectivamente. O
hélio foi também utilizado como o gids de amortecimento (damping) com um fluxo de
0,8 mL min"". No modo de varredura total, estabeleceu-se a faixa de massas de m/z 40 —
400, a 0,6 s / scan.

A identificacdo do DMT nas bebidas (tempo de retencdo e comparacdo de
espectro de massas) foi verificada com o material de referéncia. Para fins de
quantificagdo, o intervalo de varredura foi restrito a m/z 57 - 59, que reflete a

abundéncia dominante do fon iminio m/z 58, no espectro de massa do DMT.
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6.4.f. Metodologia SPME

Amostras de 5 mL da bebida foram diluidas por um fator de 10 ou 25, a
depender do nivel de concentracio do DMT na bebida original (ayahuasca ou vinho da
jurema), adicionadas em frasco de 9 mL e, em seguida, seladas com uma tampa
contendo um septo de silicone/PTFE. Esse frasco foi inserido em um bloco de aluminio
para garantir aquecimento uniforme, a 60 °C.

Cada uma das amostras foi agitada a 900 rpm durante todo o processo. Apés 10
minutos, necessarios para o alcance da situagdo de equilibrio entre a fase liquida e o
headspace, a agulha do dispositivo manual para SPME penetrou o septo do frasco,
sendo a fibra PDMS/DVB (65 pum) exposta a fase gasosa situada acima da amostra
liquida, ou fase headspace. O tempo de extragdo foi de 70 min, seguido pela remogdo
da fibra SPME e inser¢do na porta de injecdo do sistema GC-MS, durante um periodo
de 5 min, para a dessor¢do dos analitos e limpeza da fibra. Procedimentos estatisticos

foram realizados utilizando Statistica 8.0 (StatSoft, Tulsa, EUA).
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7. Resultados e discussao

7.1. Preparo e caracterizacdo de padrao analitico de N, N-dimetiltriptamina

7.1.a. Extracao e purificacao de N, N-dimetiltriptamina obtido a partir das cascas
de M. tenuiflora

Para a extragdo do DMT a partir da matriz vegetal, foi utilizado um
procedimento tradicional LLE para o isolamento de alcaloides inddlicos, [Schripsema
et al., 2007]. Para tanto, 60 g do pulverizado, obtido da moagem da entrecasca seca da
M. tenuiflora, receberam a adi¢do de 300 mL de solugdo aquosa de HCI, 0,1 mol L.
Apds permanecer em agitagdo continua por 24 h, filtrou-se a vicuo, reservando o
filtrado e reprocessando, da mesma forma, o residuo obtido por mais duas vezes.

O filtrado acumulado (aproximadamente 900 mL) foi transferido para um funil
de separacdo de 2 L, no qual recebeu trés lavagens de 50 mL cada, com hexano grau
HPLC, para eliminag¢do de material apolar (graxas), como 6leos vegetais. A fase aquosa
foi entdo alcalinizada, com a adicdo lenta e gradual, de solugdo aquosa de NaOH, 0,1
mol L. Préximo ao valor de pH 11, iniciou-se a adi¢do de 100 g carbonato de sédio
desidratado, NayCOs;. A alcalinizacdo altera a coloragdo da fase aquosa, antes
translicida e vermelha, passando a uma cor pardo-acinzentado.

Com pH final ajustado em 12, prosseguiu-se a extragdo com hexano. Os
alcaloides em meio alcalino, predominam na forma de bases livres sendo, portanto,
facilmente soliveis em liquidos de baixa polaridade. Assim, a fase aquosa alcalinizada
foi entdo acomodada em funil de separacdo e juntada a 50 mL de hexano, grau HPLC.
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A mistura foi levemente agitada, aguardando-se um pequeno intervalo de tempo
para a separacdo das fases. A fase aquosa foi escoada e recuperada para as extracdes
seguintes. A solucdo dos alcaloides em hexano foi reservada. Apds a repeticdo desse
passo, com mais 5 lavagens de 50 mL de hexano, toda a fase organica foi concentrada
em rotoevaporador, até a reducao de 95% do volume da fase liquida.

O concentrado foi resfriado a 4°C, verificando-se a formacdo de cristais
levemente amarelados, pesando 421,4 mg. Para a purificacdo do DMT, foi adotado um
procedimento de recristalizagdo em hexano. A massa total foi dissolvida em 10 mL de
hexano, a 45 °C, e lentamente resfriada, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.
Durante a dissoluc@o da massa bruta em hexano, percebeu-se a formacao de duas fases.
A menos densa, incolor, continha DMT dissolvido em hexano. A outra, um O6leo
amarelo mais denso do que a mistura hexano/DMT, foi separado para posterior andlise.

Apé6s 6 horas em descanso, a mistura saturada hexano/DMT foi armazenada a
temperatura de -5 °C, com gradual aumento da quantidade de cristais brancos que, apds
secos, apresentaram massa igual a 181,0 mg.

Com efeito, a andlise das fragcdes amarela e branca dissolvidos em hexano
(Figura 11), por GC-MS, geraram o mesmo pico (Figura 12), com espectro de massas
caracteristico para aquele alcaloide, revelando tratar-se de N,N-dimetiltriptamina. As
duas fracdes foram entdo analisadas por diversas outras técnicas, comprovando a

presenga de DMT, com alto nivel de pureza, em ambas as formas isoladas.
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Figura 11. Fotografia das fracdes branca e amarela de N, N-dimetiltriptamina, isolado das cascas de M.
tenuiflora. (a) Fragdo branca e (b) fracdo amarela. Foto: Alain Gaujac

Por questdes praticas, a fragdo branca (Figura 11a) foi utilizada como padrdo
analitico. Devido a alta viscosidade do liquido amarelo presente na outra fracio (Figura
11b), essa se apresentou pouco propicia para pesagem, uma vez que a superficie do
material facilmente aderia a microespatula. Talvez o fato se deva a presenca DMT no
estado liquido, dado o baixo ponto de fusdo da fracdo amarela, ou tenha sido causado
pela presenga de DMT em estado amorfo misturado aos cristais.

Adicionalmente, a forma amarela apresenta maior densidade que a fragfo
branca. Analisando a solubilidade das duas fracdes em solventes com diferentes
polaridades, percebeu-se que a forma amarela forma-se, preferencialmente, a partir da
cristalizacdo do DMT dissolvido em acetonitrila. A forma branca € produzida pela
cristalizacdo em hexano, muito embora, obtenha-se também a fracdo amarela, como foi
anteriormente relatado. A solubilidade do DMT em acetonitrila, ou em metanol, € maior
do que em hexano. Fotos do processo de isolamento e purificacdio do DMT, assim como
fotos dos cristais brancos feitas em microscépio podem ser verificados nas figuras 13,

14 e 15.
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Figura 12. Cromatograma da andlise do DMT isolado da M. fenuiflora. (a) Cromatograma de andlise das
fragdes branca (em azul) e amarela (em vermelho), por GC-MS; (b) Detalhe do pico do DMT, em 21,2
min.
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Figura 13. Fotos do processo de isolamento do DMT a partir da M. tenuiflora.(a) Cascas da raiz de M.
tenuiflora; (b) Cascas secas em estufa com ar circundante; (c) Cascas moidas e secas; (d) Cascas em
solucdo dcida (pH 2); (e) Extratos aquosos de M. tenuiflora (vinho da jurema); (f) DMT impuro obtido
pela cristalizacdo em hexano. Nota-se a presenca das fragdes amarela e branca. Fotos: Alain Gaujac
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Figura 14. Fotos do processo de purificacdo do DMT obtido a partir da M. tenuiflora. (a) Cristais
impuros de DMT; (b) Produtos brutos de diferentes extracdes de DMT, no mesmo copo Beaker. Nota-se a
diferenca de coloracio entre os cristais obtidos; (c) e (d) Processo de recristalizacio do DMT em hexano.
Nota-se a presenca da fragdo amarela, mais densa e, na camada superior, a fragdo branca dissolvida em
hexano; (e) e (f) Cristais de DMT purificados (P > 95%). Fotos: Alain Gaujac
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Figura 15. Microfotografias dos cristais presentes na fracio branca isolada da M. tenuiflora.
Fotos: Nicola Dempster
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7.1.b. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Uma aliquota do composto isolado foi analisada por GC- MS no modo full scan,
e mostrou um pico caracteristico em 21,2 min. Para confirmar a identidade do
composto, o espectro do pico (Figura 16a) foi comparado com os espectros disponiveis
na biblioteca Wiley (Palisade Corporation, New York, EUA). Houve 98% de
semelhanca entre os espectros, e o fon m/z 130 foi selecionado para a espectrometria de
massas no modo tandem. O espectro de massas obtido para a fragmentacao do ion m/z
130 pode ser visto na figura 16b e o seu mecanismo sugerido € apresentado na figura
17. Algumas destas etapas foram também descritas por Khuzhaev et al. (1996), em

estudos envolvendo outros alcaloides inddlicos.

Figura 16. Espectros de massas. (a) Espectro de massas para o DMT (b) Espectro gerado pela
fragmentag@do do fon m/z 130.

7.1.c. Insercao direta da amostra no espectrometro de massas

A insercdo direta dos cristais brancos no espectrometro de massas resultou em
um espectro com pico do fon molecular para m/z 188, e pico base m/z 58. Estes e outros
picos, como o m/z 130, sdo os mesmos presentes no espectro fornecido pela base de

dados NIST Mass Spectral, para o DMT.
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Figura 17. Mecanismo de fragmentacao do ion m/z 130.

7.1.d. Analises por ressonancia magnética nuclear

A estrutura molecular do DMT pode ser observada na figura 18. Os valores dos
deslocamentos quimicos do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm) foram os
seguintes: 2,39 [s, 6H, N(CHs),]; 2,69 [br, t, 2H, J=7,0; CH,CH,N(CHj3),]; 3,00 [br, t,
2H, J=7,0, CHoN(CH3),]; 6,98 [br, s, 1H, C_H]; 7,10-7,39 [3H, m, Ph]; 7,65 [1H, d,
J=7,5, H4Ph]; e 8,49 [br, s, 1H, NH], para a fracao branca do DMT (Figura 19a).

Para a fracdo amarela (Figura 19b): 2,36 [s, 6H, N(CHj3),]; 2,66 [br, t, 2H, J=7,0;
CH,CH,N(CHs)2]; 2,97 [br, t, 2H, J=7,00, CH,N(CHa),]; 7,01 [br, s, 1H, C_H]; 7,12-
7,37 [3H, m, Ph]; 7,65 [1H, d, J=7,5, H4Ph]; e 8,48 [br, s, 1H, NH]. Esses valores estdo
em acordo com dados encontrados na literatura [Pires et al., 2009; Moura et al., 2010].

A tabela 7 compara os dados de RMN de BC obtidos para as fracOes branca e
amarela do DMT isolado a partir da M. tenuiflora, com valores previamente descritos
para esse composto [Vitale et al., 2011; Brandt et al., 2005; Buchanan, et al., 2007,

Pires et al., 2009; Moura et al., 2010]. Os espectros podem ser observados na figura 20.
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Tabela 7. Dados de RMN de "°C para as fracdes amarela e branca.

Deslocamentos quimicos

Carbono Valores de Valores observados
referéncia Fracédo branca Fracdo amarela
C, 122,82 122,01 122,01
C; 112,9% 114,37 114,36
Cs, 127,6% 127,67 127,86
C, 118,52 118,94 118,94
Cs 118,6% 119,28 119,27
Cs 121,12 121,79 121,79
C, 111,72 111,36 111,36
Crz 136,5° 136,55 136,54
Cs 23,7° 23,86 23,86
C. 60,4° 60,53 60,52
Cs.Co 45,5 45,61 45,81

“ref. [Brandt et al., 2005]; ® ref. [Vitale et al., 2011]

Figura 18. Estrutura molecular do DMT.
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7.1.e. Espectroscopia no infravermelho

O espectro de infravermelho, obtido para ambas as fra¢des, branca (Figura 21a)
e amarela (Figura 21b), mostrou picos a 742, 809, 862, 1008, 1031, 1110, e 1178 cm'l,
dados que estdo em excelente concordancia com os valores da literatura [Shulgin &

Shulgin, 1997; Laing & Siegel, 2003].

7.1.f. Medidas de ponto de fusao em tubos capilares

O ponto de fusdo da fracdo branca, recristalizada em hexano, medido por
observacdo do aquecimento desses cristais em tubos capilares, foi de 55,5 °C,
semelhante a outros dados anteriormente reportados (53,5-57,5 © C) [Arthur et al.,
1967]. Do mesmo modo, para a fracdo amarela, o ponto de fusdo observado foi igual a
45 °C. Importante ressaltar que a literatura descreve grandes diferencas para os pontos
de fusdo do DMT, variando no intervalo de 38 a 73 °C (Tabela 8). Observou-se ainda
que, apesar do estudo desenvolvido por Falkenberg (1972) sobre a estrutura molecular e
cristalina do DMT, ainda nenhum estudo cientifico havia demonstrado evidéncias de

polimorfismo cristalino para o DMT [Shulgin & Shulgin, 1997].
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Tabela 8. Pontos de fusao reportados na literatura para o DMT.

Pontos de
fusao (°C)

Solventes de cristalizacao

Comentarios

Referéncias

38-40
39-44
44
44-45
44,6-46,8
45
45
45,5-46,8
45,8-46,8

45-47

45-49
45-47
45-47

46
46-47
47
47
47
47-48
47-49
48-49
48,5-49
48-49
48-49
48-49
49
49
49-50
49-50
53,5-57,5
57
57
57,5-58,5
57-59
58,2
64
65,5
67
67-68
71-73

Eter de petrdleo

Hexano
Eter de petrdleo
Metanol
Xileno

Hexano
Etanol/ Eter de petréleo
Hexano

Hexano
Hexano
Eter de petrdleo
Ac. de etila/Eter de petréleo
Hexano/Acetato de etila
Eter de petrdleo
Eter de petrdleo
Eter etilico/Eter de petrdleo
Hexano
Hexano
Hexano
Hexano

Hexano/Ac. de etila (80:20)
Hexano
Hexano
Hexano

Sélido amorfo de cor clara
Solido branco

Agulhas finas

Cristais amarelados

Cristais incolores
Cristais incolores
Placas

Agulhas finas
Sélido branco

Prismas incolores
Agulhas incolores

Prismas incolores
Prismas incolores
Soélido cristalino branco
Agulhas incolores

Sélido cristalino
Agulhas transparentes
Cristais brancos

Prismas hexagonais incolores

Cristais brancos

Whitney et al. (2007)
Grina et al. (1982)
Rovelli & Vaughan (1967)
Sintas & Vitale (1967)
Hochstein & Paradies (1957)
Julia et al. (1973)
Culvenor et al. (1964)
Meckes-Lozoya et al. (1990)
Gongalves de Lima (1946)

Wisconsin Alumni Research
Foundation et al. (2010)

Hall et al. (1967)
Hafelinger et al. (1999)
Wenkert and Kryger (1978)
Fleming & Woolias (1979)
Fitzgerald & Sioumis (1965)
Ghosal & Mukherjee (1964)
Manske (1931)
Shulgin & Shulgin (1997)
Heinzelman & Szmuszkovicz (1963)
Fish et al. (1956)

Ueno et al. (1978)

Ueno et al. (1978)
Bodendorf & Walk (1961)
Pachter et al. (1959)

Boit (1961)
Morimoto & Matsumoto (1966)
Morimoto & Oshio (1965)
Shulgin (1976)
Hoshino & Shimodaira (1935)
Arthur et al. (1967)
Poisson (1965)
Kan-Fan et al. (1970)
Fitzgerald & Sioumis (1965)
Shulgin & Shulgin (1997)
Bergin et al.(1968)
Moura et al. (2010)
Falkenberg (1972)
Shulgin & Shulgin (1997)
Shulgin & Shulgin (1997)
Fish et al. (1956)
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7.1.g. Espectrofotometria de absorcao molecular no ultravioleta

A fim de determinar o grau de pureza dos cristais brancos de DMT isolado das
cascas da M. tenuiflora, partimos do principio de que a triptamina, a 290 nm, apresenta
a mesma absortividade molar que a N,N-dimetiltriptamina, a 275 nm, quando esses
compostos estio dissolvidos em metanol (de Moraes et al., 1990).

Foram construidas curvas de absorcdo para a triptamina e para o DMT, no
intervalo de 200 a 380 nm, empregando-se as solugdes dos alcaloides em concentragdo
de 0,0125 mg mL". Os dados estio plotados na figura 22a. Apesar das solugdes de
triptamina e DMT analisadas ndo apresentarem, exatamente, a mesma concentra¢do
molar, pode-se perceber grande proximidade entre os valores de absorbancia para o

DMT, a 275 nm, e para a triptamina, em 290 nm (Figura 22b).

(a)

2,01

(b)

1,54

Absorbancia

1,01

Absorbancia

T T T
270 280 290 300

e

0,54

Triptamina
DMT

Branco (metanol)

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Comprimento de onda (nm)

Figura 22. Curvas de absor¢do para a triptamina e para o DMT. (a) Espectro de absor¢do molecular de
solucdes a 0,0125 mg mL" de triptamina (preto) e DMT (azul). (b) Detalhe da absorcdo na regido de 270
a 300 nm.

A pequena diferenca entre os valores de absorbancia observados no detalhe
deve-se ao fato de que, no momento da realizacdo desse ensaio, nio se conhecia,

exatamente, o teor de DMT nos cristais brancos isolados. Portanto, para a solugdo de
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DMT, a concentracio de 0,0125 mg mL™" era um valor apenas estimado, porém
préximo ao valor real.

Dessa forma, construiu-se uma curva de calibragdo para o padrio de triptamina
(y = 28,798x + 0,031, r = 0,9968), a 290 nm, utilizando 11 solu¢des padrdo desse
alcaloide, e com posse desse dado, determinou-se o teor de DMT, a 275 nm,
empregando a mesma curva. Os dados revelaram um teor de DMT igual a 100,19 +
4,91% (ou seja, superior a 95%).

Isso foi confirmado pela construcdo de curvas analitica para o DMT, a 275 nm,
utilizando-se a absorbancia de oito solugdes padrio de DMT, com concentra¢des entre
1,56 x 107 ¢ 0,1 mg mL". Uma excelente concordancia foi verificada entre as equacgoes
obtidas para triptamina (Figura 23a), em 290 nm (y = 28,798x , 0,031, r = 0,9968) e

para N,N-dimetiltriptamina, em 275 nm (y = 29,844x + 0,015, r = 0,9998) (Figura 23b).
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Figura 23. Curvas analiticas obtidas por espectrofotometria de absor¢do molecular. (a) Triptamina a 290
nm. (b) N,N-dimetiltriptamina, a 275 nm.
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7.2. Estudos iniciais sobre as propriedades polimérficas de N,N-dimetiltriptamina

por calorimetria diferencial de varredura e difracao de Raios X

7.2.a. Analise termoanalitica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Uma vez tendo sido identificada a fracdo amarela como DMT de elevado nivel
de pureza, por GC-MS, RMN e IR (Figuras 12, 19-21), essa obtida conjuntamente com
a fracdo branca, também constituida por DMT, com nivel de pureza superior a 95%
(Figura 11, 13-17), questionou-se sobre o motivo para a diferenca marcante entre as
propriedades fisicas das duas fracdes. Por outro lado, havia grande divergéncia para os
pontos de fusdo reportados na literatura para o DMT (Tabela 8). Assim, atentou-se para
a ocorréncia de polimorfismo para este alcaloide.

A andlise dos cristais presentes nas amostras W1, W2, Y1 e Y2 apresentaram
dois endotermas, presentes em maior ou menor proporcdo, praticamente, em todas as
andlises. Haja vista o elevado grau de pureza do composto, maior que 95%, a presenga
dos endotermas nos dados gerados nas andlises por DSC, inferiu uma grande
possibilidade da existéncia de, ao menos, dois polimorfos para o DMT.

As figuras 24 e 25 mostram o efeito da variacdo da taxa de aquecimento, nos
métodos por DSC, das amostras W1, W2, Y1 e Y2. As tabelas 9, 10, 11 e 12 fornecem
os pontos de fusdo e os dados termodindmicos para as amostras W1, W2, Y1 e Y2,
respectivamente. Os dois picos referentes as transi¢des endotérmicas correspondem aos
processos de fusdo de duas formas polimdrficas. Utilizando a classificagdo
convencionalmente utilizada, o polimorfo de fusdo mais elevado foi considerado a

Forma I, enquanto que o polimorfo de fusdo mais baixo foi denominado Forma II.
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O emprego de maiores taxas de aquecimento nas andlises por DSC permite
evitar a conversdo de um polimorfo em outro, durante o processo de aquecimento de
uma dada amostra, o que proporciona uma varredura mais representativa do material
original [Ford & Man, 2012]. As figuras 24a — 24e mostram a andlise por DSC da
amostra W1, obtida em hexano a partir de DMT preparado por sintese orginica.
Observando os dados da analise da amostra W1, a taxa de 100 °C min'l, figura 24e,
pode-se constatar a presenga dos dois picos endotérmicos, com temperatura de inicio de
fusdo igual a 47,5 °C e 58,3 °C para a Forma II e Forma I, respectivamente (Tabela 9).

O varrimento rdpido, a 100 °C min™', permitiu a fusio do polimorfo metaestével,
Forma II, ainda antes de sua conversao na Forma I, tendo sido o processo isolado de
qualquer recristalizacdo. No outro extremo, considerando a menor taxa de aquecimento,
2 °C min™', o aumento lento e gradual da temperatura favoreceu a conversio completa,
da Forma II na Forma I. Assumindo conversao total, da Forma II para a Forma I, a 2 °C
min'l, estimou-se a entalpia de fusdo da Forma I em 91,9 £2,4 ] g'l.

Pode-se constatar que a andlise da mesma amostra W1, a taxa de aquecimento
de 20 °C min'l, novamente exibe as duas endotermas, mas nesse caso, com uma
exoterma posicionada entre estas, indicando que apds a fus@o da Forma II, ocorre um
processo de recristalizacdo que tem inicio antes do processo de fusdo da Forma I
(Figura 24c). Pode-se sugerir que parte do DMT liquido, provindo da fusdo da Forma II,
converta-se em cristais da Forma I. O mesmo fendmeno foi também observado nas
andlises das amostras W2, Y1 e Y2 (Figuras 24h, 25c e 25h).

Por outro lado, observando-se as curvas da segunda varredura, apds o
reaquecimento (Figuras 24a - 24e, curvas inferiores), a medida que se diminui a taxa de
aquecimento, mais evidente se apresenta a exoterma de cristalizacdo do material

fundido para a Forma II, antes de sua fusio ocorrer entre 40 e 50 °C. Isso estd de acordo
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com a teoria termodinamica que afirma que o polimorfo menos estivel tende a
cristalizar-se, preferencialmente, a partir do material fundido [Threlfall, 2003; Parmar et
al., 2007]. Assumindo que a exoterma corresponda a 100% de conversdo na Forma II,
foi estimado o valor de 98,3 +2,8 J ¢! para a entalpia de fusdo da Forma II.

Os espectros por DSC, obtidos na segunda varredura, também exibiram um
processo de transi¢do vitrea em temperaturas negativas, especialmente nas maiores
taxas de aquecimento, indicando a capacidade do DMT em apresentar-se em estado
amorfo. Apds a primeira varredura, as amostras foram resfriadas a - 40 °C e submetidas
a mais um processo de aquecimento, utilizando a mesma taxa de aumento da
temperatura. As temperaturas de transicdo vitrea (Tg) foram determinadas nas
varreduras de reaquecimento (segunda varredura) (Tabelas 9-12).

A transicdo vitrea representa a transformacio de um estado vitreo a um estado
elastomérico [Bley et al., 2009], ocorrendo na temperatura de transi¢ao vitrea, Tg. Essa
transicdo € caracteristica de sistemas amorfos ou semicristalinos e representa um ganho
de mobilidade da fase desordenada. O material passa de um estado rigido desordenado
para outro no qual suas moléculas possuem maior mobilidade e, macroscopicamente,
algumas propriedades sofrem mudancas, como a capacidade calorifica e o coeficiente
de expansividade térmica.

As figuras 24f a 24j mostram a andlise por DSC de W2, amostra que foi
cristalizada a partir de hexano, empregando o DMT extraido do material vegetal. A
comparag¢do dos scans obtidos a 100 °C min™, para as amostras W1 e W2 (Figuras 24e e
24j) indicou que a amostra W2 continha, proporcionalmente, predominio da Forma II.
Com efeito, a 50 °C min'l, a andlise da amostra indicada apresentou, quase
exclusivamente, a fusdo da Forma II (Figura 24i), mas a sua entalpia de fusdo foi de

73,5+0,51] g'l, o que indicou que, ainda assim, havia alguma Forma I na amostra.
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Os scans a 2, 10 e 20 °C min"' (Figuras 24f, 24g e 24h) confirmaram a
prevaléncia da Forma II na amostra. Mais uma vez, também se confirmou a conversao
da Forma II na Forma I, em menores taxas de aquecimento. Os valores da entalpia de
fusdo atestaram a maior proporcdo da Forma II, na amostra W2. Estimativas dos pontos
de fusdo das Forma I e II para W2 foram entre 42,8 a 46,9 °C, para a Forma Il, e 56,1 a
58,4 °C, para a forma I (Tabela 10). Os valores ndo s@o muito diferentes aos
encontrados para a amostra W1 (Tabela 9).

As curvas de reaquecimento para a amostra W2 (Figuras 24f - 24j) mostram uma
tendéncia similar a obtida para W1, exceto pelo fato de que a cristalizacdo exotérmica
estava mais proéximo da posi¢do do pico endotérmico de fusdo para a Forma II, o que
indica que a recristalizagdo na Forma II, para a amostra W2, nao foi tdo facilmente
alcangada, como o ocorrido para a amostra W1. Isto é evidenciado pelas baixas
entalpias de fusdo da amostra W2, sob reaquecimento (Tabela 10), em compara¢do com
aqueles da amostra W1 (Tabela 9). As razdes para a dificuldade de recristalizacdo na
Forma II ndo foram compreendidas, uma vez que o aquecimento inicial deveria destruir
a historia térmica da amostra. Em resumo, ambas as amostras, W1 e W2, eram misturas
de formas polimérficas, cujos pontos de fusdo refletem aqueles reportados na literatura.
Por outro lado, também justifica a discrepancia entre os valores relatados por diversos
pesquisadores, ao longo de oito décadas (Tabela 8).

As duas amostras adicionais de DMT, Y1 e Y2, cristalizadas a partir da
acetonitrila, foram submetidas a semelhantes condi¢des experimentais, tendo sido
estudadas macroscopicamente e microscopicamente. As amostras Y1 e Y2
apresentavam cor amarela e possuiam maior densidade que as amostras W1 e W2. Além

disso, aparentavam ser menos cristalinas quando observadas em microscopio.
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A amostra Y1 apresentou comportamento semelhante a amostra Y2, sob as
mesmas condi¢des de andlise por DSC. A figura 25e mostra preponderancia da Forma II
na amostra Y1, como pode ser observado para a taxa de aquecimento de 100 °C min™.
Por outro lado, a amostra Y2, nas mesmas condi¢des de andlise, apresentava maior
proporcao da Forma I (Figura 25j).

Verificou-se a mesma tendéncia de conversdao da Forma II na Forma I, a medida
que era diminuida a taxa de aquecimento. Os pontos de fusdo para as Formas II e I,
obtidos a partir das varreduras da amostra Y1 nas taxas de aquecimento selecionadas,
foram estimadas entre 44,8 - 47,2 °C e 56,4 - 58,8 °C, respectivamente (Tabela 11).
Para Y2, as faixas de PF da Forma II e Forma I foram 43.8 °C a 47.9 °C e 55.6 °C a
58.5 °C, respectivamente (Tabela 12). As entalpias de fusdo para a amostra Y2, obtidas
na varredura inicial, foram menores que as encontradas para as outras amostras e
confirmou que Y2 era a amostra com maior teor de DMT amorfo e, proporcionalmente,
a que continha o nivel mais elevado de Forma [ do DMT.

Com relag@o a cor amarela das amostras Y1 e Y2, levantaram-se duas hipéteses:
i) a cor se devia a presencga de impurezas, incluindo o préprio solvente de cristalizacio,
no caso a acetonitrila. ii) o amarelo era causado pela presenca de DMT amorfo
misturado aos cristais dos dois polimorfos.

O efeito da taxa de aquecimento sobre os valores de Tg observados é mostrado
nas Tabelas 9-12. O valor aparente da Tg, de modo geral, aumentou com o crescimento
da taxa de aquecimento, fendmeno reconhecido para outros materiais vitreos [Buckton
et al., 2006]. Apesar disso, as semelhancgas nos valores de Tg para as quatro amostras,
numa mesma taxa de aquecimento, exclui a possibilidade da presenca de impurezas. Os
dados sugerem assim que a causa da cor amarela, em Y1 e Y2, seja devido a presenca

de DMT amorfo nas amostras.
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Tabela 9. Dados de DSC obtidos para a amostra W1 (n =3).

Varredura inicial

Segunda varredura

Taxa de

aquecimento Formalll Formall Formal ll Formall
e Inicio da i Inicio da i Inicio da - Inicio da -
(CCmin)  fusio ey AHUI)  psso(gy AHUOD)  TI(O)  piso () AHU9) fisso () AHUED)
2 448 £ 0,1 10,0+ 34 58,4 + 0,1 919+24 -21,8+0,9 46,5 =+ 0,1 98,3 +2,8 58,6 11,1
10 46,2 £ 0,1 26,1 +1,3 57,8 £ 0,1 86,8 +1,3 -19,2+0,4 45,6 = 0,1 51,8 +9,9 st st
20 46,7 £ 0,1 23,0+ 2,1 58,3+ 0,1 85,2 + 21,1 -18,5+0,4 459 + 0,1 12,1+ 3,6 st st
50 46,7 £ 0,3 42,5+ 46 57,7 £ 0,1 579+7,0 -16,7 £ 0,1 st* st st st
100 475 29,2 58,3 76,1 -13,0 st st st st
“st=sem transi¢io
Tabela 10. Dados de DSC obtidos para a amostra W2 (n =3).
Taxa d Varredura inicial Segunda varredura
a .a € Formalll Formall Formal ll Formall
aquecimento Inicio da Inicio da Inicio da Inicio da
= -1 -1 -1 —1 -1
(CCmin")  fisso ey AHUI) oy AHUE)  TIO) piso ey AU figso () AHIUET)
2 428 +2,0 18,0 £ 6,0 57,3+0,6 83,8 +0,7 -21,5 46,5 + 0,1 98,3+2,8 45,1 87,7
10 445+ 0,3 43,8 £ 6,7 56,1 0,4 64,1 £6,7 -20,0+0,3 446 +0,0 10,9+ 3,7 st st
20 452 +0,4 58,4 +17,9 56,8 + 0,4 421+ 15,6 -18,5+0,3 451 +0,2 0,9+0,1 st st
50 453+0,2 73,5+0,5 57,1+0,3 0,5+0,4 -16,3+0,4 st* st st st
100 46,9 83,4 58,4 249 -12,8 st st st st

*
st= sem transi¢cao
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Tabela 11. Dados de DSC obtidos para a amostra Y1 (n =1).

Varredura inicial

Segunda varredura

Taxa de

aquecime1nto Inicio dFaorma ! 1 Inicio dzorma ! 1 Inicio daForma ! 1 Inicio dl:zorma I 1
((Cmin)  qisio(c) AHUI)  gfeso(c) AHUG) TI(C)  piso(gy AHUO)  gigho (g AHIUGY)
2 44,8 32,3 58,8 79,5 -20,8 45,6 92,1 st* st
10 449 29,9 56,9 79,7 -18,8 449 39,6 st st
20 45,1 32,5 57,5 69,4 -17,8 454 12,1 st st
50 45,0 22,8 56,4 38,4 -16,5 st st st st
100 47,2 39,3 58,8 23,6 -12,0 st st st st
’ st= sem transi¢ao
Tabela 12. Dados de DSC obtidos para a amostra Y2 (n =1).
Taxa d Varredura inicial Segunda varredura
axa de Formalll Forma | Formal ll Formall
aquecupe_1nt0 Inicio da -1 Inicio da - Inicio da fusao -1 Inicio da -1
(OC min ) fusio (°C) AHf (J g ) fusao (°C) AHf (J J ) Tg (Oc) (oc) AHf (J (¢ ) fusao (oc) AHf (J J )
2 st St 56,8 59,5 - 20,6 45,0 92,7 57,1 21,7
10 43,8 15,8 56,5 69,8 -19,5 44,8 24,3 st st
20 441 19,9 56,5 71,8 -17,5 45,2 2.1 st st
50 44,3 7.1 55,6 50,4 -16,4 st st st st
100 47,9 5,7 58,5 49,0 -12,4 st st st st

*
st= sem transi¢cao



www.neip.info

Figura 24. Espectros por DSC de amostras da fragdo branca, amostras W1 e W2, mostrando a varredura
inicial (curva superior) e a segunda varredura (curva inferior) nas taxas de 2 °C min™! (a), 10 °C min™! (b),
20 °C min™ (c), 50 °C min~! (d), 100 °C min™! (e), para a amostra W1. Para a amostra W2: 2 °C min~' (f),
10 °C min™* (g), 20 °C min™' (h), 50 °C min™" (i), 100 °C min" (j).
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Figura 25. Espectros por DSC de amostras da fracdo amarela, amostras Y1 e Y2, mostrando a
varredura inicial (curva superior) e a segunda varredura (curva inferior) nas taxas de 2 °C min~' (a), 10
°C min™" (b), 20 °C min™" (c), 50 °C min™* (d), 100 °C min™' (e), para a amostra Y 1. Para a amostra Y2:
2°C min™" (f), 10 °C min™" (g), 20 °C min™' (h), 50 °C min™" (i), 100 °C min™" (j).
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7.2.b. Difracao de Raios X

Ensaios por difracdo de Raios X foram realizados com o intuito de comprovar a
existéncia de polimorfismo para N,N-dimetiltriptamina. As amostras W1, W2, Y1 e Y2
foram utilizadas sem tratamento adicional para as andlises, exceto quando foram
trituradas para determinar o efeito da moagem na alteracdo da sua natureza fisica. A
moagem de amostras de DMT foi realizada manualmente, utilizando um almofariz de
dgata e pistilo, com duas diferentes intensidades de moagem: i) leve e breve moagem e
ii) moagem intensa por 60 s.

Os dados obtidos a partir da andlise dos picos de difracdo gerados pela amostras
W1, W2, Y1 e Y2 sdo apresentados nas tabelas 13-16, e os espectros obtidos a partir
dessas andlises sdo mostrados nas figuras 26 e 27. Todas as amostras se apresentaram
como misturas dos dois polimorfos. Os dados obtidos para W2 indicaram que Forma II
prevalecia nessa amostra, enquanto que Y2 apresentava a Forma I, como polimorfo
predominante. Os dados gerados pela andlise das fracdes revelaram diferentes perfis
cristalograficos para as duas formas avaliadas, evidenciando assim a existéncia de
estruturas cristalinas distintas.

A preparacdo das amostras para andlise por XRD idealmente incluia a moagem
das amostras para diminuir o tamanho das particulas e minimizar a orientagdo
preferencial da estrutura do cristal [Jenkins & Snyder, 1996]. No entanto, devido a
baixa estabilidade térmica do polimorfo de Forma II, a energia térmica introduzida
durante a moagem, devido ao atrito, provocava alteracdes na constituicdo das amostras.
Isso foi verificado por XRD e DSC (100 °C min™) de amostras ndo tratadas e outras
submetidas a diferentes intensidades de moagem.

Observou-se uma diminui¢do do teor da forma metaestavel, Forma II, em todas

as quatro amostras de DMT submetidas a diferentes intensidades de tratamentos de
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moagem, sendo a extensdo da reducdo relacionada com o grau de moagem. Espectros
tipicos de XRD e DSC relacionados a esse fendmeno podem ser consultados nas figuras
28 e 29, respectivamente. Os dados também confirmaram a instabilidade aparente da

Forma II do DMT, que se converte na Forma I, sob a acdo do calor gerado no atrito.
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Tabela 13. Dados obtidos por difra¢do de Raios X da amostra W1.

Pico 2theta FWHM d Intensidade Illo
18 7,60 0,200 11,6223 793 70
2 9,04 0,212 9,7739 800 71
3 12,05 0,271 7,3384 402 36
4 12,86 0,259 6,8779 596 53
5 14,52 0,153 6,0951 254 23
6° 15,22 0,235 5,8163 1138 100
7 17,73 0,188 4,9982 723 64
8 18,17 0,259 4,8781 1023 90
9 19,20 0,224 4,6187 690 61
10° 19,57 0,200 4,5322 489 43
11 19,90 0,176 4,4578 501 44
12 20,41 0,106 4,3475 320 29
13 20,54 0,235 4,3203 349 31
14 21,44 0,200 4,1409 254 23
15 22,35 0,271 3,9744 468 42
16 22,85 0,188 3,8885 486 43
17 23,19 0,259 3,8323 295 26
18 24,56 0,118 3,6215 263 24
19 25,42 0,224 3.5009 391 35
20 26,29 0,200 3,387 250 22
21 27,30 0,247 3,2639 481 43
22 30,65 0,376 29144 240 22

Tabela 14. Dados obtidos por difra¢do de Raios X da amostra W2.

Pico 2theta FWHM d Intensidade Illo
18 7,56 0,141 11,6837 2827 60
2 8,96 0,176 9,861 567 12
3 11,97 0,153 7,3873 1002 22
4 12,77 0,153 6,9262 981 21
5° 15,17 0,153 5,8354 4737 100
6 17,68 0,106 5,0122 383 9
7 18,07 0,176 4,9049 811 18
8 18,17 0,059 4,8781 576 13
o° 19,75 0,071 4,4913 311 7
10 19,83 0,118 4,4734 319 7
11 22,29 0,118 3,9849 284 6
12 22,84 0,176 3,8902 483 11
13 24,09 0,200 3,6911 407 9
14 27,22 0,071 3,2733 302 7
15 30,68 0,129 2,9116 274 6
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Tabela 15. Dados obtidos por difracdo de Raios X da amostra Y1.

Pico 2theta FWHM d Intensidade Illo
18 7,59 0,200 11,6376 1067 52
2 9,01 0,200 9,8064 1666 81
3 12,00 0,200 7,3689 1394 68
4 12,80 0,235 6,9100 1443 70
5 14,49 0,176 6,1077 241 12
6° 15,21 0,200 5,8201 1593 77
7 16,78 0,282 5,279 258 13
8 17,69 0,212 5,0094 795 39
9 18,10 0,235 4,8968 2078 100
10° 19,18 0,212 4,6235 1390 67
118 19,55 0,200 4,5368 854 42
12 19,84 0,176 4,4711 683 33
13 20,45 0,212 4,3391 453 22
14 20,62 0,200 4,3037 373 18
15 21,43 0,235 4,1429 301 15
16 21,75 0,165 4,0826 276 14
17 22,31 0,247 3,9814 698 34
18 22,84 0,224 3,8902 419 21
19 23,14 0,188 3,8404 361 18
20 23,77 0,188 3,7400 294 15
21 24,14 0,247 3,6836 649 32
22 24,57 0,200 3,6201 262 13
23 25,38 0,247 3,5063 429 21

24 26,26 0,247 3,3908 325 16
25 26,63 0,165 3,3445 219 11

26 27,26 0,224 3,2686 827 40
27 27,81 0,176 3,2052 209 11

28 28,78 0,188 3,0994 266 13
29 30,60 0,341 2,9190 248 12
30 32,65 0,165 2,7403 212 11
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Tabela 16. Dados obtidos por difracdo de Raios X da amostra Y2.

Pico 2theta FWHM d Intensidade Illo
1 9,02 0,200 9,7956 3418 32
2 12,02 0,200 7,3566 10834 100
3 12,83 0,212 6,8940 8726 81
4 13,58 0,176 6,5149 325 3
5 15,03 0,212 5,8894 2277 22
6 17,71 0,188 5,0038 920 9
7 18,11 0,224 4,8942 5178 48
8 19,84 0,224 4,4711 887 9
9 20,52 0,165 4,3245 268 3
10 21,75 0,200 4,0826 449 5
11 22,30 0,212 3,9832 659 7
12 22,79 0,200 3,8986 427 4
13 23,82 0,153 3,7323 457 5
14 24,16 0,235 3,6805 4384 41
15 25,39 0,200 3,5050 600 6
16 25,72 0,235 3,4607 262 3
17 27,27 0,224 3,2675 1265 12
18 27,78 0,235 3,2086 269 3
19 28,79 0,259 3,0983 306 3

20 30,57 0,200 2,9218 289 3
21 32,65 0,271 2,7403 262 3
22 36,68 0,341 2,4479 261 3
23 41,11 0,282 2,1938 262 3
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Figura 26. Espectros obtidos em andlises por difragdo de Raios X das amostras W1 (a) e W2 (b).
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Figura 27. Espectros obtidos em andlises por difracdo de Raios X das amostras Y1 (a) e Y2 (b).
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Figura 28. Espectros obtidos em andlises por difracdo de Raios X de amostras Y1, submetidas a
diferentes tratamentos fisicos: (a) amostra ndo submetida a moagem, (b) amostra levemente moida e (c)
amostra intensamente moida.
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Figura 29. Espectros obtidos em anélises por DSC de amostras Y1, 2 taxa de 100 °C min™', submetidas a
diferentes tratamentos fisicos: (a) amostra ndo submetida a moagem, (b) amostra levemente moida e (c)
amostra intensamente moida.
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7.3. Determinaciao do teor de N,N-dimetiltriptamina nas cascas de M. tenuiflora

por MSPD/GC-MS

7.3.a. Otimizacao do procedimento MSPD

Os testes iniciais com a técnica MSPD demonstraram a necessidade de
alcalinizar a amostra. Como os suportes utilizados possuem pequeno cardter dcido, os
alcaloides predominavam na forma de sal e ndo passavam para o eluente organico.
Além disso, o pH de solugdes aquosas preparadas com as cascas desse vegetal estd entre
2 e 3, indicando natural caréter 4cido da matriz vegetal.

Para selecionar as condi¢des experimentais Otimas para a extracdo, uma
estratégia de otimizacdo multivariada foi aplicada para avaliar a influéncia de alguns
fatores envolvidos no processo MSPD. Os testes foram entdo realizados de forma a
selecionar os fatores e o dominio a serem considerados na abordagem experimental
multivariada.

Os fatores incluidos no planejamento fatorial completo foram o tipo de suporte
(S), o eluente (E), o volume de eluente (Vg), a massa do suporte (mg), massa da amostra
(my), além da concentracdo de NaOH (Coy.), cujos dominios podem ser vistos na tabela
17. Os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o Statistica 8.0 (StatSoft,
Tulsa, EUA). Apds a execugdo da matriz do planejamento (Tabela 18), os dados foram

inseridos no software, gerando um grafico de Pareto (Figura 30).

Tabela 17. Fatores e niveis para o planejamento fatorial fraciondrio.

Fatores Nivel baixo (-) Nivel alto (+)
(1) Eluente (E) Eter de petréleo n-Hexano
(2) Suporte (S) Alumina Florisil®
(3) Volume do eluente (Vg, mL) 10 30
(4) Massa do suporte (ms, ) 0,5 2,0
(5) Massa da amostra (ma, g) 0,5 2,0
(6) Concentracdo NaOH (Con- M) 0,01 0,1
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Tabela 18. Matriz do planejamento fatorial fraciondrio 2°~.

o Euenie(®)  Swors(S)  gewne  Mesado  Massde | Concemmaciode  Aresdopio,
1 Eter de petréleo Alumina 10 2 2 0,1 2097176
2 n-Hexano Alumina 10 0,5 0,5 0,1 2092742
3 Eter de petréleo Florisil 10 0,5 2 0,01 1020126
4 n-Hexano Florisil 10 2 0,5 0,01 4384478
5 Eter de petréleo Alumina 30 2 0,5 0,01 7063273
6 n-Hexano Alumina 30 0,5 2 0,01 773153
7 Eter de petréleo Florisil 30 0,5 0,5 0,1 20398231
8 n-Hexano Florisil 30 2 2 0,1 14784595

(C) Eter de petréleo Alumina 20 1,5 1,5 0,055 4197555
(©) n-Hexano Alumina 20 1,5 1,5 0,055 5791942
(C) Eter de petréleo Florisil 20 1,5 1,5 0,055 4873475
(C) n-Hexano Florisil 20 1,5 1,5 0,055 7504360
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A andlise desse diagrama evidencia que sdo estatisticamente significativos, o
volume do eluente, a concentracdo de OH e o suporte empregado na coluna, com
melhores respostas analiticas no nivel alto de cada fator, ou seja, 30 mL, 0,1 M e
Florisi1®, respectivamente.

Nao apresentaram efeitos significativos, dentro dos dominios em estudo, o tipo
de eluente, a massa do suporte e a massa da amostra. Nesse caso, 0,5 g do suporte e 0,5
g de amostra foram selecionados como valores otimos, uma vez que quantidades
adicionais desses fatores nao melhoraram os valores de recuperacao.

Com base em ensaios preliminares, os suportes Florisil® e ¢xido de aluminio
(alumina) foram selecionados para comparar o seu desempenho com éter de petrdleo e
n-hexano, como solventes de eluicio. Embora se tenha obtido os mesmos resultados em
termos de recuperacdo, cerca de 70% para os dois adsorventes, Florisil® e n-hexano
foram escolhidos por produzirem perfis cromatograficos mais limpos e com menor linha
de base.

O volume de eluente foi o fator mais significativo, considerado volumes de 10 e
30 mL, com melhores resultados (maior drea do pico cromatografico de DMT) no nivel
mais alto (30 mL). Além disso, a concentragdo de NaOH no nivel mais elevado de
concentragdo, 0,1 mol L, gerou as melhores respostas com Florisil® na coluna MSPD.

Assim, a metodologia otimizada empregou 30 mL de n-hexano, eluindo 0,5 g da
amostra homogeneizada com 0,5 g de Florisil®. Para evitar excesso de umidade no
recheio da coluna, foi adicionado apenas 0,5 mL de NaOH, 0,1 M. Uma camada,
contendo 0,5 g de sulfato de sédio anidro, foi depositada sobre a 13 de vidro para evitar

a presenca de umidade no extrato (Figura 31).

96



www.neip.info

e T T T DT

R e e L T R KT KR C R E

E e e e S
1

(3) Ve 4,21

(6) CoH-
(2) 5

(3) mg

(4) mg

(1) E

Estimativa dos efeitos (Valor absoluto)

Figura 30. Grafico de Pareto obtido na otimizag@o da metodologia MSPD.

Figura 31. Dispersdo da matriz em fase sélida. (a) Montagem da coluna e (b) coluna em operacéo.
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7.3.b. Linearidade

A linearidade do método analitico é uma medida do intervalo dentro do qual a
resposta do detector € linearmente proporcional a concentragdo do analito na solucdo
padrio ou amostras. A partir da metodologia MSPD otimizada, foram preparados
padrdes de 0,2 a 30 mg g, pela fortificagdo de amostras de cascas da raiz pulverizada
de A. colubrina. Para a fortificagdo, foram preparadas 3 solucdes de partida, em
acetonitrila, a 20, 25 e 30 mg mL'l, sendo diluidas, sucessivamente, até niveis proximos
al0”? mg mL™".

A espécie A. colubrina foi escolhida como branco por apresentar um perfil
cromatografico muito semelhante a M. tenuiflora (Figura 32). Além disso, pertencem a
mesma subfamilia botinica Mimosoideae, apresentando cascas internas com
propriedades fisicas muito préximas entre si. De acordo com estudos anteriores,

alcaloides ndo foram detectados nas cascas internas de A. colubrina [Almeida et al.,

2005].

| ol 000,000y W tenuifiora

' 1
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15.0 17.5 200 315 5.0
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[ WA "‘""uwrf*«lr‘ww

o] "‘|'1 W

09
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M TR )

A. colubring

Figura 32. Cromatogramas gerados pela andlise de cascas do tronco de A. colubrina e M.
tenuiflora pelo método MSPD/GC-MS. 1. N,N-dimetiltriptamina

As corridas ocorreram no modo SIM, com a selecdo dos fons 58 e 188. A curva
analitica obtida para o método (Figura 33), A= 142356C — 96397, a partir de nove

pontos gerados no modo SIM, apresentou excelente linearidade, com coeficiente de
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determinagdo (1?) igual a 0,9962. A faixa linear da curva analitica abrangeu de 0,62 a

20,0 mg g’l.

Area
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DMT em Mimosa tenuiflora (0,62-20mg g')
branco: A. colubrina

y = 142356x - 96387

] rz = 0,9962
e
%
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5
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) mg g

Figura 33. Curva analitica para a determinacdo de DMT em cascas de M. tenuiflora, por MSPD/GC-MS.

7.3.c. Recuperaciao

Para os testes de recuperacdo, amostras de cascas de A. Colubrina foram

fortificadas com DMT, nos niveis de 1,25, 2,0, 8,0 e 16,0 mg g'l, por adicdo de 0,5 mL

da solucdo padrdo de trabalho apropriada. Oito amostras em cada nivel de fortificacdo

foram preparadas por MSPD. A recuperagdo obtida para o DMT variou entre 81,7 -

116,2% (Tabela 19).

7.3.d. Precisao

A precisdo do método foi determinada por estudos de repetibilidade intradia e

precisdo intermedidria (interdias), e expressa pelo coeficiente de variagdo (CV). Valores

podem ser observados na tabela 19. Os testes de precisdo intradia e precisdo
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instrumental foram realizados pelo preparo de padrdes das cascas, em 5 diferentes
niveis (1,25; 3,75; 5,00; 10,0 e 15,0 mg g™).

A precisdo intradia foi avaliada através de injecdes sucessivas de oito amostras
de cada padrdo no sistema cromatografico, o que resultou em variagcdes abaixo de 8%
para a maior parte dos niveis avaliados, evidenciando boa repetibilidade do método.
Apenas no nivel mais baixo (1,25 mg g") obteve-se varia¢io maior, CV igual a 15,9%.

A precisdo instrumental avaliou a repetibilidade do equipamento através de oito
injecdes sucessivas do mesmo padrdo. Os valores de coeficientes de variacdo abaixo de
3% para a maior parte dos niveis atestam excelente precisdo em relacdo aos dados
gerados pelo equipamento.

A avaliacdo da precisdo interdias, ou precisdo intermedidria, foi executada por
dois analistas diferentes, com intervalo de trés dias entre um e outro, através do preparo
de oito extratos por MSPD em cada um dos dois niveis (8,00 e 16,0 mg g'l), além de
mais oito extratos preparados a partir de uma amostra real de M. tenuiflora. Os valores
mais altos para os coeficientes de variagdo (CV), em torno de 16%, evidenciam que ha
maior variabilidade nas respostas quando a técnica MSPD ¢ executada por mais de um

analista, em diferentes dias.

Tabela 19. Recuperagdes (R) e precisdes para o método MSPD/GC-MS (N= 8).

C(mgg) R (%) instru?:lz(r:rltsaalu()CV°/o) int;::leig?(a:?l%) intel:g?:sls(?V%)
1,25 116,2 1,79 15,95 i
2,00 92,0 . . .
3,75 : 2,36 6,40 .
5,00 . 2,79 7,33 .
8,00 81,7 . . 16,20
10,0 . 7,36 5,82 .
15,0 . 2,94 7,36 .
16,0 90,5 : : 16,47
Amostra real - - - 16,72
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7.3.e. Exatidao do método

Os testes de exatiddo foram realizados comparando-se os dados obtidos pelo
método desenvolvido (MSPD/GC-MS), com os resultados obtidos pelo método 4cido-
base tradicional, no qual se emprega a técnica liquido-liquido. As concentracdes de
DMT nas amostras analisadas pelos dois métodos foram concordantes entre si. Para
uma amostra comercial, foi obtido 8,10 mg g™ pelo tradicional método 4cido-base (por
LLE), e 8,24 mg g'1 pelo método MSPD/GC-MS. Para a amostra 1042R, 7,02 mg g'1 e

7,20 mg g'l, respectivamente.

7.3.f. Limites de deteccio e quantificacao

Para o limite de deteccdo (LD) foi considerado o método da relacdo sinal-ruido,
através do qual o limite de detec¢@o é a concentragdo do analito na amostra capaz de
gerar um sinal trés vezes maior do que o ruido da linha de base. Com base nesse
critério, o método apresentou LD igual a 0,12 mg g”. O limite de quantifica¢io (LQ)
pode ser definido como sendo o menor valor de concentracdo dentro do limite
estabelecido pela curva analitica, com recuperacio e precisio aceitdveis. Assim, o nivel
admitido como LQ nesse estudo foi igual a 1,25 mg g, com recuperacio de 116,2%,
precisdo instrumental com CV igual a 1,79% e precisdo intradia (repetibilidade) com

CV igual a 15,95%.

7.3.g. Aplicacao do método

O total de 24 amostras de cascas de caule e raiz da M. fenuiflora foram coletadas
em diferentes localidades, e analisadas através do método MSPD/GC-MS desenvolvido.
A figura 34 mostra os cromatogramas nos modo SCAN e SIM das corridas realizadas

em triplicata, para a determinagdo de DMT nas cascas de M. tenuiflora. A concentragdo
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de DMT nas amostras variou de 1,26 a 9,35 mg g’1 (Tabela 20). Altos niveis de DMT
foram encontrados no tecido da raiz, em comparacdo com a casca do caule de M.
tenuiflora. Cascas de plantas de regides semidridas (Area 2) apresentaram-se mais ricas

em DMT do que as amostras costeiras (Area 1).

Flores e amostras de sementes de M. fenuiflora foram também analisadas por
este método, mas os niveis de DMT nessas partes foram inferiores ao limite de
quantificagdo. Os resultados obtidos para as cascas de M. tenuiflora estio na mesma
ordem de grandeza de dados divulgados em trabalho recente, envolvendo técnica de

extragdo Soxhlet e separacdo por HPLC com detec¢do UV [Nicasio et al., 2005].
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Figura 34. Cromatogramas para a determinacdo de DMT nas cascas de M. tenuiflora. Modo SCAN (a) e

modo SIM (b).
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Tabela 20. Niveis de concentracdo de DMT nas cascas de M. tenuiflora.

Concentracao de DMT nas cascas internas
de M. tenuiflora(mg g™)

Locacoes Amostras
Cascas do caule (C) Cascas da raiz (R)
Area A (Litoral)
0945C
Aracaju-Se 1005R 3,19 6,86
lat 11,071150°S
lon 37,146190°W 1022C
1042R 1,35 7,20
1015C
1047R 6,41 5,93
0743C
0800R 3,47 6,67
0810C
Sao Cristévao-Se 0836R 2,04 5,97
lat 10,905978°S
lon 37,188713°W 0955C
1002R 2,16 5,29
0850C
0915R 2,15 1,26
0930C
0940R 4,00 6,87
Area B (Sertao)
Pinhdo-Se 1341C 7,55
lat 10,588435°S 1408S 726 -
lon 37,735462°W ’
Canindé de Sao 1138C 4,88
Francisco-Se 1220C 9,35
lat 9,627350°S 1232C 5,54 -
lon 37,807383°W 1246C 4,42
Siméao Dias-Se 1130C
1136R
lat 10,717147°S s 1,54 2,12
(espécime

lon 37,793817 W -
centenario)
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7.4. Determinacdo do teor de N,N-dimetiltriptamina em bebidas rituais por

SPME/GC-MS

7.4.a. Otimizacao da metodologia SPME

Inicialmente, uma amostra fortificada a 100 mg L™ foi utilizada para determinar
o volume disponivel na fase headspace, 4 mL, para um vial de 9 mL, o tempo de
dessorcdo (5 min) e o valor de pH (11), respectivamente, otimizadas por andlise
univariada. A fibra de PDMS/DVB € adequada para a andlise de compostos volateis e
semivolateis de polaridade média. Para selecionar as condi¢des experimentais Otimas
para a extracdo, a estratégia de otimizacdo multivariada foi empregada para avaliar a

influéncia dos fatores principais no processo de SPME.

Virios testes foram realizados, com o objetivo de selecionar os fatores e o
dominio a ser considerado na abordagem experimental, a fim de maximizar o
rendimento de DMT extraido das bebidas, ou seja, a drea dos picos cromatograficos. Os
fatores incluidos no planejamento fatorial 23 foram temperatura (T), tempo de equilibrio
(tequ) e tempo de extracdo (text). Os fatores e seus dominios podem ser observados na

tabela 21.

Tabela 21. Fatores e dominios de estudo para o planejamento fatorial 2°,

Fatores Nivel baixo (-) Ponto Central (C) Nivel alto (+)
Temperatura (T, °C) 40 50 60
Tempo de extragao (texr, min) 20 35 50
Tempo de equilibrio (tgqu, min) 15 20 25

A execug¢do da matriz desse planejamento fatorial (Tabela 22) gerou um gréifico
de Pareto, que representa a significancia estatistica de cada fator para o método em

estudo, bem como, inclui uma avaliacdo das interagdes de segunda ordem, entre os
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fatores, ambos representados por barras horizontais no diagrama (Figura 35). Aquelas
que ultrapassam a linha pontilhada vertical, referente ao nivel de confianga de 95%,
correspondem a fatores significativos para o processo. Ou seja, variacdes nesses
parametros, geram aumentos ou diminui¢des da resposta analitica (drea cromatografica).
A anélise do grafico de Pareto indicou que, no dmbito do dominio estudado, os efeitos
da temperatura e do tempo de extracdo foram estatisticamente significativos. A
temperatura foi fixada no nivel alto, em 60 °C, uma vez que o seu efeito (36,57) indica
que aumentos desse fator geram aumentos no sinal analitico, como observado no grafico
de Pareto. O aumento do tempo de extragdo, no dominio em estudo, como esperado,

gera ganho de sinal analitico, também representado pelo fator positivo no grafico

(27,30).
Tabela 22. Matriz do planejamento fatorial completo 2°.

Ensaio T (°C) texr (min) tequ (Min) crom’:’;ﬁzg‘:&"c&mn
1 40,0 20,0 15,0 126,30
2 60,0 20,0 15,0 649,60
3 40,0 50,0 15,0 486,30
4 60,0 50,0 15,0 1624,80
5 40,0 20,0 25,0 139,30
6 60,0 20,0 25,0 763,50
7 40,0 50,0 25,0 508,30
8 60,0 50,0 25,0 1524,50
9(C) 50,0 35,0 20,0 639,90
10 (C) 50,0 35,0 20,0 653,00
11 (C) 50,0 35,0 20,0 598,30
12 (C) 50,0 35,0 20,0 674,00
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Figura 35. Gréfico de Pareto para avaliacdo da significancia dos fatores para a técnica SPME.

Com o intuito de encontrar os valores criticos para o preparo de amostras por

SPME, foi empregada uma técnica de superficie de respostas do tipo Planejamento

Composto Central. Embora o fator de tempo de equilibrio ndo tivesse apresentado

qualquer influéncia significativa no dominio anterior estudado (15 - 25 min), foi

decidido inclui-lo no planejamento seguinte, com um novo dominio, entre 5 e 15 min. O

tempo de extragdo foi também avaliado no planejamento composto central,

considerando intervalos de tempo entre 20 e 80 min (Tabela 23).

Tabela 23. Fatores e dominios de estudo para o planejamento composto central.

Fatores Nivel baixo (-) Ponto Central (C) Nivel alto (+)
Tempo de extragao (texr, min) 20 50 80
Tempo de equilibrio (teqy, min) 5 10 15
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O modelo de superficie de resposta (Figura 36) gerado pela execu¢do da matriz

deste planejamento (Tabela 24) pode ser representado pela equagéo:

A =-367,57 tequ” — 526,57 text” — 60,69 tequ + 1935,51 texr + 2247,37

A andlise residual do modelo proposto demonstra que os residuos obedecem a

uma distribui¢do normal, como pode ser constatado nos diagramas das figuras 37 e 38.

Ainda, o grifico que correlaciona os valores previstos e os valores observados (Figura

39), denota excelente adequag@o do modelo a situagdo real.

Tabela 24. Matriz do planejamento composto central.

Area do pico

Ensaio tequ (Min) texr (Min) cromatografico (DMT)
1 5,0 20,0 913
2 5,0 80,0 2970
3 15,0 20,0 824
4 15,0 80,0 2485
5 2,9 50,0 1771
6 17,1 50,0 2005
7 10,0 7,6 302
8 10,0 92,4 3148
9 (C) 10,0 50,0 2343
10 (C) 10,0 50,0 2002
11(C) 10,0 50,0 2177
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Figura 36. Superficie de resposta gerada para a avalia¢do da regido critica para o método.
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Figura 37. Griéfico de probabilidade normal para o modelo quadratico.
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Figura 38. Histograma dos residuos para o modelo quadritico.
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Figura 39. Valores previstos versus valores observados.

Os valores criticos sugeridos pelo software Statistica para o método foram 9,6
min, para o tempo de equilibrio (tgqu), € de 105,1 min para o tempo de extracio (tgxr).
O fator tempo de equilibrio ndo apresentou influéncia significativa sobre a drea do pico
correspondente a0 DMT, mesmo no novo dominio estabelecido, entre 5 e 15 min.

Aparentemente, o equilibrio do analito entre as fases (amostra liquida e headspace)
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ocorre em tempo inferior a 5 min. Assim, esse fator foi adotado com o nivel do ponto
central, 10 minutos. Esse tempo € suficiente para assegurar que a amostra alcance a
temperatura de trabalho e para garantir, com boa robustez, o equilibrio do analito entre
as fases liquida e gasosa da amostra, a 60 °C, antes da exposi¢do da fibra ao headspace

da amostra.

O tempo de extracdo, por outro lado, apresentou grande influéncia sobre a
resposta analitica. Contudo, consideramos inadequado o valor critico sugerido para este
fator, excessivamente alto, uma vez que testes anteriores demonstraram que o sistema
atingia a situacdo de equilibrio quimico envolvendo a fase liquida, o headspace e a fase
extrativa (fibra PDMS/DVB), muito antes do tempo de extracdo sugerido pelo software.
Pode-se também perceber na representacdo da superficie para o modelo (Figura 36), que

a regido de maxima resposta analitica abrange tempos de extragdo a partir de 60 min.

Para confirmar essa hipdtese, novos ensaios foram realizados variando-se apenas
o tempo de extragdo, entre 5 - 110 min, em intervalos de 10 min. Os outros fatores ja
otimizados foram mantidos fixos: pH 11, tempo de equilibrio de 10 min, tempo de
dessor¢do de 5 min e temperatura de 60 °C. A execucdo dessas corridas gerou o
diagrama 4rea x tempo de extracdo (Figura 40). Podemos constatar, pela andlise desse
grafico, que apds 60 min de extragdo, efetivamente, temos o equilibrio estabelecido
entre as fases. Para garantir boa robustez para o processo, foi adotado 70 min para o

tempo em que a fibra permanece em contato com o headspace da amostra.
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Figura 40. Area do pico cromatografico do DMT em funcdo do tempo de extragdo.
7.4.b. Linearidade

A curva analitica para o DMT (Figura 41) foi construida utilizando 12 niveis de
concentragio entre 1,56 e 300 mg L™, utilizando os padrdes das solucdes descritas no
item 6.4.c, e andlise em duplicata, em cada nivel de concentragdo. Os valores de
inclinacdo e de intercep¢do, juntamente com os seus desvios padrdo, foram
determinados através de andlise de regressdo linear, com curva analitica A= 144391C +

168699. O coeficiente de correlacio (r2) foi igual a 0,9975.
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Figura 41. Curva analitica para a determinacdo de DMT nas bebidas, por SPME/GC-MS.

7.4.c Exatidao do método

Para determinar a exatiddo do método desenvolvido, um estudo de recuperagao
foi realizado. Uma quantidade conhecida do padrdo de DMT foi adicionado a amostra
em trés diferentes niveis de concentracdo, isto €, 9,5, 50 e 152 mg L!. Cada nivel de
concentracdo foi analisado em triplicata, utilizando sete amostras preparadas por SPME,
sendo os resultados expressos como média de recuperagdo. Os valores de recuperagao
obtidos encontram-se na faixa de 71, 109 e 104%, respectivamente. O estudo indicou

que o método apresenta exatiddo adequada a determinagdo de DMT nas bebidas rituais.

7.4.d. Precisao
A precisdo do método foi determinada por estudos de repetibilidade e foi
expressa como coeficiente de variacdo (CV). A repetibilidade (intraensaio) foi medida

pela comparagdo dos valores de desvio padrdo, obtidos a partir das percentagens de
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recuperacdo de amostras fortificadas (niveis de concentracdo 9,5 (8,3%), 50 (4,6%) e
152 (3,3%) mg L’l), executados no mesmo dia. Cada nivel de concentragdo foi
determinado sete vezes, seguido por cilculos de coeficientes de variacdo. Os valores de

CV foram iguais a 8,3, 4,6 e 3,3%, respectivamente aos niveis citados.

7.4.e. Limites de deteccao e quantificacio

O limite de deteccdo (LD) foi calculado considerando o desvio padriao do ruido
analitico, um valor de sete vezes o desvio padrdo do branco, e da inclinagdo da curva
analitica, sendo igual a 0,78 mg L. O limite de quantificacao (LQ) foi determinado
como a menor concentracdo que oferece resposta dez vezes superior a média do ruido
de linha de base, utilizando-se sete amostras fortificadas com DMT. O valor de LQ para
esse composto foi de 9,5 mg L. Testes de precisio (CV = 8,3%) e recuperacio (71%),

nesse nivel de concentracdo, mostraram-se aceitaveis.

7.4.f. Robustez

A robustez do método proposto foi estimada por andlise da confiabilidade, com
relacio a pequena variagdo controlada de pardmetros do método otimizado. Um
planejamento fatorial completo composto por 15 experimentos, envolvendo os trés
fatores mais propensos a flutuagdes, foi empregado nos seguintes dominios: tempo de
extracdo (69,5 - 70,5 min), temperatura (59 - 61 °C) e o pH da fase aquosa (pH 10,5 -
11,5). Os pontos centrais desse planejamento correspondem aos valores criticos obtidos
para esses fatores, isto é, 70 min para o tempo de extracdo, 60 °C para a temperatura e

pH da amostra igual a 11 (Tabelas 25 e 26).
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Tabela 25. Fatores e dominios de estudo para o planejamento fatorial completo 2°.

Fatores Nivel baixo (-) Ponto Central (C) Nivel alto (+)
Tempo de extrag@o (texr, min) 69,5 70 70,5
Temperatura (T, °C) 59 60 61
pH 10,5 11 11,5

Tabela 26. Matriz do planejamento fatorial completo para andlise da robustez do método.

Area do pico

Ensaio texr (Min) T(*C) PH cromatografico (DMT)
1 69,5 59,0 10,5 1680
2 69,5 59,0 11,5 2469
3 69,5 61,0 10,5 2637
4 69,5 61,0 11,5 2569
5 70,5 59,0 10,5 2626
6 70,5 59,0 11,5 2165
7 70,5 61,0 10,5 1818
8 70,5 61,0 11,5 2222
9(C) 70,0 60,0 11,0 2585
10(C) 70,0 60,0 11,0 1660
11(C) 70,0 60,0 11,0 1937
12(C) 70,0 60,0 11,0 2427

O griéfico de Pareto gerado pela execucdo da matriz desse planejamento (Figura
42) indicou que a resposta obtida permaneceu inalterada por pequenas variacdes nesses
parametros do método. A andlise estatistica revelou que houve boa concordancia entre
os valores experimentais e previstos. Além disso, nenhum dos fatores estudados nesses

dominios mostrou efeito significativo na eficiéncia do sistema.

115



www.neip.info

p=0,05
1x2 1,46 E
1x3 -0,63
(3) pH 0.94
(1) texr 0.42
2T -0.25
2x3 -0.01
Estilmatival dos eil’eitns [I‘u"alnr albsnlutln]:

Figura 42. Gréfico de Pareto para o teste de robustez.

7.4.g. Estimativa do teor de DMT em amostras de vinho da jurema

O método de andlise descrito foi utilizado para estudar a influéncia de alguns
pardmetros envolvidos na preparacdo do vinho jurema, a partir das cascas da M.
tenuiflora, com relacdo ao contetido de DMT nas bebidas. Isso incluiu uma avaliacdo da
temperatura (temperatura ambiente versus 100 °C), acidez do meio extrativo e a
presenca de etanol durante a preparagcdo. Assim, cinco amostras de vinho jurema foram
preparadas em laboratdrio, utilizando 5 g de casca interna de jurema-preta (M.
tenuiflora) em cada 100 mL de amostra, empregando o mesmo tempo de extracfo. As
concentracdes de DMT, encontradas nas amostras analisadas, podem ser observadas na
tabela 27. Foi necessario diluir as amostras para efetuar as andlises. Verificou-se que o
simples aquecimento do sistema, durante a preparacdo, nao conduziu a maiores niveis
de DMT. No entanto, as concentra¢cdes de DMT foram maiores quando o preparo deu-se
em meio acido aquoso (pH 1), ou utilizando a mistura de dgua e etanol (50:50, v/v)

como fase extrativa.
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Tabela 27. Concentra¢cdes de DMT em amostras de vinho da jurema preparadas sob diferentes condigdes.

Condigoes de preparo da bebida DMT (g L)
1 Extragdo em agua destilada na temperatura ambiente 1,32
2 Extragdo em meio acido (HCI, pH = 1) na temperatura ambiente 1,57
3 Extracdo em agua a 100 °C 1,17
4 Extragcdo em meio acido (HCI, pH =1) a 100 °C 1,79
5 Extrggéo em mistura de dgua/etanol (50:50) na temperatura 173
ambiente ’

7.4.h. Aplicacao do método

Doze amostras de ayahuasca (Al a A7) e de vinho da jurema (J1 a J5) foram
coletadas de diferentes grupos religiosos brasileiros e analisadas em triplicata,
utilizando o método SPME/GC-MS desenvolvido. Todas as amostras foram diluidas por
um fator de 10 ou 25, dependendo do nivel de DMT presente nas bebidas.
Cromatogramas representativos sdo apresentados na figura 43. Altos niveis de DMT
foram encontrados em ambos os tipos de amostra. A concentragio de DMT em
amostras de vinho jurema variou entre 0,10 e 1,81 g L, enquanto que em amostras de

ayahuasca, constatou-se a presenca de DMT na faixa de 0,17 - 1,14 g L' (Tabela 28).
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Tabela 28. Niveis de DMT em amostras reais de ayahuasca (A) e vinho da jurema (J), obtidas de grupos
religiosos brasileiros.

Amostras DMT (g L)
Al 0,44
A2 1,14
A3 0,58
A4 0,57
A5 0,72
A6 0,29
A7 0,17
Ji 1,76
J2 1,81
J3 0,73
J4 0,10
J5 0,68

Figura 43. Cromatogramas obtidos na andlise de amostras reais de ayahuasca e vinho da jurema. Modo
full scan: (a) e (c) e, no modo SIM (m/z 58): (b) e (d).
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8. Conclusoes

Com o intuito de oferecer métodos analiticos que minimizem o consumo de
solventes organicos e reagentes, para a quantificacio de N,N-dimetiltriptamina em
matrizes aquosas liquidas e em matéria vegetal, este estudo apresentou um método para
a extragdo e purificacdo de DMT a partir das cascas da M. tenuiflora, a fim do seu uso
como padrdo cromatogrifico, além de outros dois métodos para a determinacdo de
DMT nas cascas do mesmo vegetal, por MSPD/GC-MS, e nas bebidas rituais,
ayahuasca e vinho da jurema, por SPME/GC-MS. Por outro lado, apresentou de modo
introdutério, um estudo inédito sobre o polimorfismo do composto N,N-
dimetiltriptamina, constatado através de anélises cristalograficas por difracdo de Raios

X e DSC.

Frente a impossibilidade de aquisicido de um padrdo analitico comercial de
DMT, inicialmente, os trabalhos voltaram-se para o isolamento desse alcaloide das
cascas da M. tenuiflora. O método proposto para tal, mesmo utilizando a cldssica
extragdo liquido-liquido, permite a recuperagdo de, praticamente, todo o hexano
empregado no processo de extracdo e purificagdo do DMT. Os cristais brancos assim
obtidos apresentaram nivel de pureza superior a 95%, constatado por técnicas
espectrofotométricas de absor¢do molecular no UV préximo. Andlises por RMN de
carbono e hidrogénio, espectroscopia no infravermelho e espectrometria de massas
comprovaram tratar-se do analito em questdo. Assim, os cristais brancos de DMT,

isolados das cascas internas da M. tenuiflora, mostraram-se apropriados para a
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utilizagdo como padrdo cromatogréfico, sendo aplicados nos métodos de determinacéo
de DMT, desenvolvidos ao longo desse estudo.

Em paralelo, junto aos cristais brancos do alcaloide, percebeu-se a presenca de
uma fracdo amarela de baixo ponto de fusdo que, submetido a andlise por
espectrometria de massas, constatou-se tratar do proprio N,N-dimetiltriptamina. Por
meio de ensaios termoanaliticos (DSC) e de andlises por difracdo de Raios X, foi
possivel comprovar a existéncia de duas formas polimérficas para o DMT, justificando
assim a grande variabilidade para os valores de pontos de fusdo, reportados na literatura
para esse composto. A Forma II, metaestdvel, possui menor ponto de fusdo e apresenta
instabilidade térmica, convertendo-se nos cristais da Forma I. Os dados também
confirmam a existéncia de DMT amorfo, junto aos cristais de DMT, principalmente na
fracdo amarela, amostras Y1 e Y2. A coloragéo foi atribuida a presenca de DMT amorfo
nessas amostras.

O método desenvolvido para a determinagdo de DMT nas cascas da M.
tenuiflora por MSPD/GC-MS mostrou-se adequado, com aceitdveis niveis de exatidao,
precisdo e seletividade. Além disso, apresenta baixo consumo de reagentes, utiliza
pequena quantidade de amostra por andlise, com minima manipulacdo. O volume de
hexano empregado por andlise é relativamente pequeno, 30 mL, com grande economia
de tempo no preparo de amostras. O solvente pdode ser facilmente recuperado na fase de
concentracdo das amostras e devidamente reciclado.

Os niveis de DMT, encontrados nas cascas da planta, estiveram na faixa
compreendida entre 1,26 e 9,35 mg g'. De modo geral, as plantas submetidas a uma
maior escassez hidrica (sertdo de Sergipe), apresentaram maiores niveis de DMT do que

aquelas situadas em dreas de maiores indices pluviométricos (litoral de Sergipe). As
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cascas da raiz tendem a apresentar maiores concentracdes de DMT do que as cascas do
caule.

Para a determinacdo de DMT, nas amostras reais de vinho da jurema e
ayahuasca, foi desenvolvido e validado um método por SPME seguido de GC-MS. A
metodologia SPME ndo utiliza solventes, sendo de simples execucdo e de grande
seletividade. O método apresentou excelentes figuras de mérito, sendo apropriado para a
determinacdo de DMT nessas matrizes aquosas. A andlise das amostras reais de vinho
da jurema revelou uma variacdo de até 18 vezes nos niveis de DMT nas bebidas,
entre 0,10 e 1,81 g L. Para as amostras de ayahuasca, a variabilidade foi de
aproximadamente 7 vezes, com niveis entre 0,17 e 1,14 g L.

Também, através do mesmo método, foram analisadas cinco amostras de vinho
da jurema produzidas em laboratorio, utilizando diferentes processos de preparacdo nos
quais se variou a temperatura, o pH do meio extrativo e o teor de dlcool. Constatou-se
ganho na concentracdo de DMT nas bebidas, quando e extracdo deu-se em meio dcido
(pH 2) ou quando se aumentou o teor de etanol (50%) no processo de extracdo. O
aumento da temperatura, durante o processo de extracio, pareceu ndo acarretar ganho

na quantidade extraida de DMT do material vegetal.
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9. Perspectivas

Como proposta de continuidade aos trabalhos aqui apresentados, serd feito um
estudo mais amplo e detalhado sobre o polimorfismo do DMT, dirigido a identificacio
das estruturas polimorficas apresentadas por esse composto. Por outro lado, serdo
desenvolvidos métodos analiticos com pouca geracdo de residuos para a determinacdo
simultanea de B-carbolinas e de DMT, nas mesmas matrizes, além de outras espécies
vegetais, oferecendo ganho de tempo e reducdo dos custos de andlise, em comparagdo

aos métodos ja descritos.
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10. Consideracoes finais

Na Idade Média, o uso de vegetais, fungos e secrecdes animais, contendo
compostos com acentuado efeito psicoativo, foi intensamente combatido pela Igreja
Catdlica. Associava-se o ato as “forcas do mal” e aqueles, que incentivavam essas
praticas, poderiam ser executados como bruxos nas fogueiras da Inquisicio. Com a
descoberta do Novo Mundo, o mesmo conceito foi levado aos povos nativos das
Américas que, desde tempos imemoriais, j4 empregavam seus proprios preparos
psicoativos com o principal intuito de acessar aos seus deuses. Aqui, o poder coercitivo
exercido pela Igreja também se fez presente.

A lei brasileira, acompanhando a instituicio do Controlled Substances Act,
assinado em 1971 pelos membros da Organizacao das Na¢des Unidas (ONU), considera
delito penal o consumo de uma série de compostos psicoativos. Inseriu 0o DMT e outros
como a psilocibina, psilocina, LSD-25, mescalina e canabinoides na categoria de
substancias sem fins terapéuticos, de uso nio seguro e com alto potencial de abuso.
Configuram na Lista F2 da Portaria n° 344/1998, ANVISA, como substincias
psicotrépicas de uso proscrito. Paradoxalmente, o Estado brasileiro contempla o
consumo legal da ayahuasca, em contexto religioso, inclusive por mulheres gravidas e
criangas, mesmo ndo havendo estudos cientificos conclusivos sobre os efeitos da bebida
no organismo de individuos com o sistema nervoso central ainda em formagao.

Em uma parte dos casos, mas ndo na maioria, os lideres religiosos estipulam
restricdes em relag@o as quantidades oferecidas e ao niimero de rituais especificos para a
participac@o de criangas. Nesses centros, no momento da admissdo de um individuo

adulto, que se propde a seguir a religido, é feita uma entrevista na qual, entre outros
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aspectos, procura-se elucidar o quadro clinico a partir do seu histérico médico, a fim de
avaliar se hd a possibilidade do pretenso, em participar no consumo do sacramento.
Sabe-se que individuos com certas patologias comuns, como a hipertensdo, ou com
disturbios mentais, como transtorno bipolar e esquizofrenia, sdo severamente
contraindicados a ingestdo da ayahuasca.

Mesmo com os critérios adotados nos centros religiosos mais sérios, ndo se tem
conhecimento preciso acerca das concentracdes dos psicoativos nas bebidas, uma vez
que esses niveis variam muito nos vegetais utilizados nesses preparos, dependendo de
fatores como as caracteristicas da terra, condi¢des climdticas e das quantidades vegetais
empregadas na preparacdo da bebida. Até mesmo o hordrio de coleta das plantas pode
influenciar no nivel de concentracido de um dado composto.

O que se constata, contudo, devido a rdpida expansdao sem controle desses
cultos, inclusive com a proliferacio de novas ramificacdes religiosas, com novos
dogmas, geralmente, em muitos centros, ndo hd sequer uma lideranga devidamente
preparada para conduzir os rituais envolvendo a ayahuasca. Além da falta de critérios na
administracio da bebida, também ndo ha um acompanhamento adequado, fundamental
aos que se encontram sob o efeito da combinacdo de DMT e inibidores da MAOQO, e
muito menos, conhecimento sobre possiveis interacdes com alguns medicamentos
alopaticos de uso continuo ou com alimentos ricos em tiramina.

Por outro lado, contrariando a definicdo imposta pela Lei, inimeras aplicagcdes
terapéuticas vém sendo apontadas em crescente nimero de pesquisas, como nos estudos
para a aplicagdo da ibogaina e da prépria ayahuasca, na recuperacdo de dependentes
cronicos de dlcool, tabaco, heroina, cocaina e suas variagdes. Ainda, farmacos
constituidos por principios psicoativos do género Cannabis sdo empregados em

terapias, para os casos de esclerose multipla e glaucoma. Também, como estimulantes
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do apetite, assim como na diminuicdo de niuseas, comuns nos tratamentos de AIDS e
cancer. Ha pesquisas que comprovam a efetiva acdo dos canabinoides na reducdo de
tumores cancerigenos, em modelos animais. Testes clinicos em humanos estdo em
curso.

Sem esquecermos, obviamente, o sucesso obtido no intenso uso do LSD-25, da
psilocibina e da mescalina em importantes estudos psicoterapéuticos, notadamente nas
décadas de 1950 e 1960. Apesar do crescente nimero de novas publica¢des, reportando
aplicagdes do LSD nessas psicoterapias, apds quase duas décadas de proibicdes nos
EUA, nao ha mais o interesse da industria farmac€utica em investir em novas pesquisas.
Para citar apenas um exemplo, um derivado bromado do LSD, sintético ndo psicoativo,
apresenta eficicia comprovada no tratamento dos sintomas da enxaqueca cronica, sem
graves reacodes adversas. No entanto, nenhum grupo farmacéutico demonstrou interesse
na nova droga. A patente do LSD e dos seus derivados caducou ainda na década de
1960.

No mundo ocidental, tem-se o comércio regularizado de &lcool e tabaco,
responsaveis diretos por milhdes de mortes anuais em todo o mundo, com enormes
custos para o Estado, em gastos envolvidos com o tratamento de patologias diretamente
relacionadas ao consumo desses psicoativos, como o cancer. Aquilo que é legalmente
comercializado causa muito mais danos fisicos e dependéncia, do que substincias
contidas na Lista F2, como os canabinoides e o LSD. A proibicdo, no caso especifico da
Cannabis, que mesmo apresentando mais de trés milénios de uso terapéutico, foi
sustentado pela divulgacdo massiva nos EUA, ainda no inicio do século 20, de falsos
efeitos associados ao consumo da planta.

No Brasil, ndo ha proibicdo explicita as pesquisas envolvendo a classe de

psicoativos constantes na Lista F2, apenas a ressalva de que todo estudo desse tipo deve
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ser submetido a aprovacdo da ANVISA, através da expedi¢cao de “Autorizacio Especial
Simplificada para Estabelecimentos de Ensino e Pesquisa”. O pesquisador, interessado
em desenvolver estudos envolvendo esses compostos, a fim de adquirir os padrdes
comerciais em laboratdrios no exterior, deve providenciar uma série de documentos
para compor um dossi€ a ser avaliado por essa Agéncia. Os tramites, claramente,
parecem atuar em consondncia com a politica proibicionista do Estado.

Apesar de algumas dessas substincias possuirem grande potencial para uso
terapéutico, além de nd3o apresentarem riscos a dependéncia quimica, ou ndo
provocarem danos fisioldgicos significativos, ainda assim prevalece o preconceito e
transparece a ineficdcia das leis que visam combater o uso de drogas proscritas. Se no
sao capazes de definir com critérios cientificos o que € realmente nocivo, sequer
conseguem impedir o consumo crescente que, por sua vez, financia o préprio crime
organizado.

Por fim, pela burocracia absurda imposta a pesquisa, essas leis t€m acdo
negativa onde menos deveriam atuar, sobre a evolu¢do do conhecimento humano.
Diante da derrota na guerra contra as drogas, com trilhdes de délares gastos, em poucas
décadas, para apenas constatar o aumento do consumo e da criminalidade, a ONU, com
a criacdo do Global Commission on Drug Policy, sinaliza para o final do conflito. Com
a posicdo de alguns paises na direcdo da descriminalizacdo do uso de psicoativos, no

século 21, comecamos a nos distanciar da “Idade das Trevas”.

“If the doors of perception were cleansed,
everything would appear to man as it is, infinite"

William Blake (1757-1827)
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Anexo A

RESOLUGAO N°4 - CONAD, DE 4 DE NOVEMBRO DE 2004

Dispde sobre o uso religioso e sobre a pesquisa da ayahuasca O PRESIDENTE DO
CONSELHO NACIONAL ANTIDROGAS — CONAD, no uso de suas atribuigcdes legais,
observando, especialmente, o que prevé o art. 6° do Regimento Interno do CONAD; e
CONSIDERANDO que o plenario do CONAD aprovou, em reunido realizada no dia 17 de
agosto de 2004, o parecer da Camara de Assessoramento Técnico-Cientifico que, por seu
turno, reconhece a legitimidade, juridicamente, do uso religioso da ayahuasca, e que o
processo de legitimagéao iniciou-se, ha mais de dezoito anos, com a suspensao provisoria das
espécies vegetais que a compdem, das listas da Divisao de Medicamentos DIMED, por
Resolugao do Conselho Federal de Entorpecentes - CONFEN, n° 06, de 04 de fevereiro de
1986, suspensdo essa que tornou-se definitiva, com base em pareceres de 1987 e 1992,
indicados em ata do CONFEN, publicada no D.O. de 24 de agosto de 1992, sendo os
subsequentes considerandos baseados na ja referida decisao do CONAD; CONSIDERANDO
que a decisdo adequada, da Administragdo Publica, sobre o uso religioso da ayahuasca, foi
proferida com base em analise multidisciplinar; CONSIDERANDO a importancia de garantir o
direito constitucional ao exercicio do culto e a decisdo individual, no uso religioso da
ayahuasca, mas que tal decisdo deve ser devidamente alicercada na mais ampla gama de
informagdes, prestadas por profissionais das diversas areas do conhecimento humano, pelos
Orgaos publicos e pela experiéncia comum, recolhida nos diversos segmentos da sociedade
civil; CONSIDERANDO que a participacao no uso religioso da ayahuasca, de criancgas e
mulheres gravidas, deve permanecer como objeto de recomendacido aos pais, no
adequado exercicio do poder familiar (art. 1.634 do Codigo Civil), e as gravidas, de que
serao sempre responsaveis pela medida de tal participacdao, atendendo,
permanentemente, a preservacdo do desenvolvimento e da estruturacdo da
personalidade do menor e do nascituro; CONSIDERANDO que qualquer pratica religiosa
adotada pela familia abrange os deveres e direitos dos pais "de orientar a crianga com relagao
ao exercicio de seus direitos de maneira acorde com a evolugdo de sua capacidade" , ai
incluida a liberdade de professar a prépria religido e as proprias crengas, observadas as
limitagbes legais ditadas pelos interesses publicos gerais (cf. Convengao Sobre os Direitos da
Crianga, ratificada pelo Brasil, promulgada pelo Decreto n? 99.710, de 21/11/1990, art. 14);
CONSIDERANDO a conveniéncia da implementacao de estudo e pesquisa sobre 0 uso
terapéutico da ayahuasca, em carater experimental; CONSIDERANDO que o controle
administrativo e social do uso religioso da ayahuasca somente poderda se estruturar,
adequadamente, com o concurso do saber detido pelos grupos de usuarios; RESOLVE: Art. 1°
Fica instituido GRUPO MULTIDISCIPLINAR DE TRABALHO para levantamento e
acompanhamento do uso religioso da ayahuasca, bem como para a pesquisa de sua utilizagao
terapéutica, em carater experimental. Art. 22 O GRUPO MULTIDISCIPLINAR DE TRABALHO
serd composto por seis membros, indicados pelo CONAD, das areas que atendam, entre
outros, aos seguintes aspectos: antropolégico, farmacoldgico/bioquimico, social, psicolégico,
psiquiatrico e juridico. Além disso, o grupo sera integrado por mais seis membros, convidados
pelo CONAD, representantes dos grupos religiosos, usudrios da ayahuasca. Art. 32 O GRUPO
MULTIDISCIPLINAR DE TRABALHO escolhera seu presidente e vice-presidente e devera,
como primeira tarefa, promover o cadastro nacional de todas as instituicbes que, em suas
praticas religiosas, adotam o uso da ayahuasca, devendo essas instituigdes manter registro
permanente de menores integrantes da comunidade religiosa, com a indicagdo de seus
respectivos  responsaveis legais, entre outros dados indicados pelo GRUPO
MULTIDISCIPLINAR DE TRABALHO. Art. 42 O GRUPO MULTIDISCIPLINAR DE TRABALHO
estruturard seu plano de agdo e o submetera ao CONAD, em até 180 dias, com vistas a
implementacdo das metas referidas na presente resolugdo, tendo como objetivo final, a
elaboragcao de documento que traduza a deontologia do uso da ayahuasca, como forma de
prevenir o seu uso inadequado. Art. 52 O CONAD, por seus servigos administrativos, devera
consolidar, em separata, todas as decisées do CONFEN e do CONAD sobre o uso religioso da
ayahuasca, para acesso e utilizagdo dos interessados que poderdo, as suas proéprias
expensas, extrair copias, observadas as respectivas regras administrativas para tanto. Art. 6°
Esta Resolugéo entrara em vigor na data de sua publicagao.
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Anexo B

Figura 8. Estrutura sugerida para a ‘yuremamina’ [Vepsildinen et al., 2005].

Tabela 4. Variacao sazonal das concentracdes de triptofano, triptamina, serotonina e DMT, em cascas de
M. tenuiflora [Nicasio et al., 2005].

Janeiro Junho
Composto
cascas flores folhas cascas flores folhas
Triptofano 2,1 0,7 2,15 - - -
Triptamina 2,2 7,5 3,7 71 - 7,4
Serotonina - - 9,0 - - -
DMT 350 30 10,0 110 - 90
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Anexo C

Figura 9. Variacdo da concentragdo de DMT nas folhas de P. Viridis, ao longo de 21 horas sucessivas
[Callaway et al., 2005].
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Anexo D

Tabela 5. Concentracdes, em mg g'l, de B-carbolinas em diferentes partes de P. harmala [Herraiz et al.,

2010].
Partes da planta Harmalol Harmol Harmalina Harmina THH
Sementes 6,03+0,39 0,03 £ 0,007 56,0 + 2,28 432+20 1,1+0,2
Frutos 4,17 +1,14 - 4,55 + 0,02 6,14+1,2 -
Caules 0,09 + 0,09 0,10 £ 0,09 - 2,02 +£0,32 -
Folhas - - - 1,04 + 0,06 -
Raizes 2,03+0,43 141+£22 - 20,68 £2,5 -

Figura 10. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD da andlise de extratos de P. harmala. (A) sementes e
(B) raizes. (1) Harmalol; (2) Tetrahidroharmina; (3) Harmalina; (4) Harmina e (5) Harmol [Herraiz et al.,

2010].
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Anexo E

Tabela 6. Minimos e maximos dos niveis de DMT, THH, harmalina e harmina, em mg mL7,
quantificados em 29 amostras de ayahuasca cedidas por grupos religiosos brasileiros, além de 5 amostras
da tribo Shuar, no Equador.

Fonte (quantidade de amostras) DMT THH Harmalina Harmina
Barquinha (1) 12,67 5,42 0,09 5,58
Santo Daime (3) 2,49-1415 1,68-12,79 0,00 1,98 - 9,80
Uniao do Vegetal (20) 0,00-5,84 045-526 0,00-0,90 0,45-6,25
Shuar (5) 0,00-4,12 1,63-23,80 0,00-0,66 1,80-22,85
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N,N-dimethyltryptamine (DMT) is a potent hallucinogen found in beverages consumed in religion rituals
and neo-shamanic practices over the world. Two of these religions, Santo Daime and Unido do Vegetal
(UDV), are represented in countries including Australia, the United States and several European nations.
In some of this countries there have been legal disputes concerning the legalization of ayahuasca con-
sumption during religious rituals, a beverage rich in DMT. In Brazil, even children and pregnant women
are legally authorized to consume ayahuasca in a religious context. A simple and low-cost method based
. ; on matrix solid-phase dispersion (MSPD) and gas chromatography with mass spectrometric detection
Mimosa tenuiflora . . N . .. . . .
Experimental design (GC-MS) has been optimized for the determination of N,N-dimethyltryptamine in Mimosa tenuiflora inner
MSPD bark. The experimental variables that affect the MSPD method, such as the amounts of solid-phase and
GC-MS herbal sample, solvent nature, eluate volume and NaOH concentration were optimized using an exper-
imental design. The method showed good linearity (r=0.9962) and repeatability (RSD <7.4%) for DMT
compound, with detection limit of 0.12 mg/g. The proposed method was used to analyze 24 samples
obtained locally. The results showed that concentrations of the target compound in M. tenuiflora barks,

Keywords:
N,N-Dimethyltryptamine

ranged from 1.26 to 9.35 mg/g for these samples.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

N,N-Dimethyltryptamine is a psychedelic agent widely present
in plants [1]. DMT is contained in ayahuasca and in jurema
wine, indigenous beverages made with some plants species and
consumed in syncretic religions and neo-shamanic rituals. Nowa-
days, the use of ayahuasca has become increasingly popular in
South America, especially in Brazil, North America and Europe
[2,3]. Some species of the Mimosoideae botanical subfamily are
considered to be amongst the most potent plant sources of N,N-
dimethyltryptamine. Mimosa tenuiflora or “jurema-preta” (black
jurema) is a small tree whose barks are used as the main ingredient
in jurema wine [3,4].

The extraction procedure is a critical step in the determination
of drugs, pollutants and naturally occurring substances in herbal
samples. In general, the determination of these compounds includ-
ing drugs in plant matrices is accomplished using chromatographic

* Corresponding author at: Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia,
Rua Bardo de Jeremoabo, s/n, s.210-214, 40170-115 Salvador-Ba, Brazil.
Tel.: +55 71 3283 6821; fax: +55 71 3283 6805.
E-mail address: jailsong@ufba.br (J.B. de Andrade).

1570-0232/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2011.11.014
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techniques and involves preliminary steps including sampling,
extraction and clean-up [5]. Matrix solid-phase dispersion (MSPD)
is a method that provides a good alternative to traditional extrac-
tion techniques for chromatographic analysis. MSPD can be carried
out simultaneously with sample homogenization, extraction and
clean-up and requires only a small sample size and small amounts
of solvent [6]. It avoids the drawbacks generally associated with
liquid-liquid extraction, such as the use of large volumes of sol-
vent, the occurrence of troublesome emulsions, and slow speed
[7-9]. Thus, MSPD is an analytical technique used for extraction of
analytes from semi-solid and viscous samples.

The principle of the MSPD technique is based on the use of the
same bonded-phase solid supports as used in solid-phase extrac-
tion (SPE), which are also used as grinding materials for disruption
of the sample matrix. During this procedure, the bonded-phase sup-
port acts as an abrasive, and the sample disperses over the surface
of the support. The classical methods used for sample disruption,
such as mincing, shredding, grinding, pulverizing and pressuring
are avoided in this procedure, and the MSPD technique has many
applications to the processing of samples of biological origin (ani-
mal tissues, plant materials, fats, etc.) [10-12]. The sample is placed
in a mortar, together with a bonded phase material, and the mix-
ture is then crushed with a pestle. Recently, some tryptamines



www.neip.info

108 A. Gaujac et al. /]. Chromatogr. B 881-882 (2012) 107-110

Fig. 1. GC-MS (SCAN mode) chromatogram of DMT isolated from M. tenuiflora.

have been studied by GC-MS, HPLC and LC-MS in different matri-
ces [1,2,13-26]. To the best of our knowledge no publication has
documented the use of MSPD procedure followed by GC-MS to
determine DMT in M. tenuiflora barks.

The present work reports a simple method for determination of
N,N-dimethyltryptamine (DMT) in tissues of M. tenuiflora by matrix
solid-phase dispersion and gas chromatography-mass spectrome-
try.

2. Experimental
2.1. Chemicals, reagents and supplies

GC grade solvent n-hexane was purchased from Tedia (Fairfield,
OH, USA). Analytical grade anhydrous sodium sulfate and Florisil®
(80-100 mesh) were supplied from Mallinckrodt Baker (Paris, KY,
USA). Analytical grade sodium hydroxide was obtained from Vetec
(Duque de Caxias, Brazil).

2.2. Collection and preparation of plant material

Stem bark from M. tenuiflora was collected fresh from local
habitats, being in two humid coastal counties in municipalities of
Aracaju and Sdo Cristévao (Location A) and three semi-arid regions,
municipalities of Simdo Dias, Pinhdo and Canindé de S3o Francisco
(Location B), all located in the State of Sergipe, Northeast region of
Brazil, between August and September 2010. Voucher specimens of
these samples have been deposited in the herbarium of the Federal
University of Sergipe (ASE18817). Bark samples were powdered by
a cutting mill, sieved and dried at 38 °C to a constant mass before
use.

2.3. Isolation of N,N-dimethyltryptamine from M. tenuiflora

Due to the difficult in acquiring a commercial standard of DMT,
a method was developed to isolate this compound from the M.
tenuiflora inner barks. The purity of the N,N-dimethyltryptamine
obtained was equal to 95% with regard to UV analysis. An aliquot of
the isolated compound was analyzed by GC-MS in full scan mode
(SCAN) and showed a prominent peak at 21.2 min, Fig. 1. To confirm
the identity of the compound, a 'H and !3C NMR spectra of the iso-
lated chemical were generated and are in agreement with others
previously described for the DMT in the literature [2,21,26,27].

2.4. Preparation of standard solutions

Standard solutions of DMT were prepared by dissolving 100 mg
of DMT in 10 mL acetonitrile to yield concentration of 10.0 mg/mL.
Calibration solutions were prepared in a blank stem bark of the
Anadenanthera colubrina (Vell.) Betran, which presents a chro-
matographic profile very similar to M. tenuiflora, Fig. 2, by adding
respective spiking solution to blank extract, to produce final con-
centrations varying of 0.62-20.0 mg/g. Besides, these two species
belong to the same botanical subfamily Mimosoideae, showed

Fig. 2. Comparison chromatograms of M. tenuiflora and A. colubrina real
samples analysis by MSPD/GC-MS (SCAN mode). The numbered peak is N,N-
dimethyltryptamine.

inner barks with physical properties in good agreement and,
according to previous studies, alkaloids were not detected in the
inner barks of A. colubrina [28]. These standard solutions were
stored at 4°C in the dark, and were stable for a period of at least 1
month.

2.5. MSPD procedure

An aliquot of herbal sample (0.5g) was placed into a mor-
tar (ca. 50mL), and 0.5 g of Florisil and 0.5 mL of NaOH 0.1 mol/L
were added. The sample was then gently blended into the sor-
bent material with a pestle, until a homogeneous mixture was
obtained (ca.3 min). The homogenized mixture was introduced into
a 100 mm x 20mm id polypropylene column, filled with 0.1g of
glass wool at the base and 0.5 g of anhydrous Na;SO4. The elution
was performed under vacuum with 30 mL of n-hexane. The eluent
was collected into a round bottom flask and concentrated using a
rotary vacuum evaporator (40°C), and finally purged with a gen-
tle stream of nitrogen to a volume of 1 mL. An aliquot of 1 L was
analyzed by GC-MS.

2.6. GC-MS system and operating conditions

A Shimadzu (Kyoto, Japan) system consisting of a QP-2010
Plus mass spectrometer coupled to a GC 2010 gas chromatograph,
with a Shimadzu AOC 20i autosampler and a split/splitless injec-
tor, was used for the identification and quantification of DMT.
A fused-silica RTx-5MS column (5% phenyl-95% polydimethyl-
siloxane, 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 wm film thickness), supplied by
Restek (Bellefonte, PA, USA), was employed, with helium (purity
99.995%) as carrier gas at a flow rate of 1.2 mL/min. The GC oven
temperature was programmed from 60 °C (3.0 min), then at the rate
of 8 °C/min to 200 °C and directly to 280 °C (4 min) at 10 °C/min. The
solvent delay was 5 min. The injector port was maintained at 250 °C,
and 1 pLsample volumes were injected in splitless mode (50 s). The
data were acquired and processed on a personal computer, using
Shimadzu GC Solution software. The total analysis time was 27 min,
and the equilibration time was 2 min. The eluent from the GC col-
umn was transferred, via an interface line heated to 280°C, into
the 70 eV electron ionization source, also maintained at 280 °C. The
analysis was performed in the selected ion monitoring (SIM) mode.
The ions monitored were m/z 58 and 188.

2.7. Recovery studies

A 0.5 g homogenized A. colubrina sample was spiked prior to the
determination procedure by addition of a DMT standard solution to
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Table 1

Factors and levels in the optimization of MSPD procedure.
Factors Low level High level
(1) Eluent (E) Petroleum ether n-Hexane
(2) Support (S) Aluminium oxide Florisil®
(3) Eluent volume (Vg) (mL) 10 30
(4) Support mass (ms) (g) 0.5 2.0
(5) Sample mass (msa) (g) 0.5 2.0
(6) NaOH concentration (Cqy- ) (mol/L) 0.01 0.1

give 1.25, 2.0, 8.0 and 16.0 mg/g (n =8 replicates). Spiking samples
were left to stand for around 24 h to allow DMT absorption onto
the sample.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of the MSPD procedure

In order to select the optimal experimental conditions for
extraction, a multivariate optimization strategy was employed
to assess the influence of the main factors on the MSPD proce-
dure. Tests were then carried out in order to select the factors
and the domain to be considered in the multivariate experimen-
tal approach, Table 1. The factors included in the factorial design
were eluent (E) support (S), eluent volume (Vg), support mass (ms),
sample mass (msa) and NaOH concentration (Cqyy- ). Statistical pro-
cedures were performed using Statistica 8.0 (StarSoft, Tulsa, USA).
Analysis of the Pareto graph, Fig. 3, for the DMT compound demon-
strated that all factors within the studied domain were significant,
with the exception of the eluent, support mass and sample mass,
whose values were insignificants in this domain studied. In this
case, 0.5 g of support mass and 0.5 g of sample mass were selected,
once an additional amount of these factors did not improve the
recovery. Based on the preliminary assays, Florisil® and aluminium
oxide were selected to compare their performance using petroleum
ether and n-hexane as eluting solvents. Although the same results
in terms of recovery were obtained, which were around 70% for
the two adsorbents, Florisil® and n-hexane were chosen for pro-
ducing the cleanest chromatographic profiles with lower baselines
than the other solid-phase and solvent. The eluent volume was the
most significant factor, which considered volumes varying from 10
to 30 mL, with best results (chromatographic peak area of DMT) in
the highest level. Besides, NaOH concentration giving the highest
responses with Florisil® based on the MSPD column, in the higher
level of concentration, 0.1 mol/L.

Fig. 3. Experimental design Pareto graph.
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3.2. Method validation

3.2.1. Linearity

The linearity of a method is a measure of the range within which
detector response is directly proportional to the concentration of
the analyte in standard solutions or samples. The linearity for the
compound was determined using blank herbal samples fortified
at concentration levels ranging from 0.62 to 20.0 mg/g. The slope
and intercept values, together with their standard deviations, were
determined using regression analyses. Linear regression coefficient
for the DMT was equal to 0.9962.

3.2.2. Recovery

DMT compound was extracted from A. colubrina by MSPD pro-
cedure. Herbal samples were fortified at 1.25, 2.0, 8.0 and 16.0 mg/g
before extraction by adding 0.5 mL of the appropriate working stan-
dard solution. Eightreplicates spiked at each fortification level were
assayed. Therecovery obtained for DMT ranged from 81.7 to 116.2%.

3.2.3. Repeatability

The precision of the method was determined by repeatability
and intermediate precision studies, and expressed by the relative
standard deviation (RSD). The repeatability (intra-assay precision)
was measured by comparing standard deviation of the recovery
percentages of spiked herb samples at five concentration levels
(1.25,3.75,5.0,10.0 and 15.0 mg/g) run the same day. The samples
were injected 8 times with manual injection and the relative stan-
dard deviation values obtained for the retention times were lower
than 7.4%. The intermediate precision (as between-day precision)
was determined by analyzing spiked herb samples at two concen-
tration levels (8.0 and 16.0 mg/g), besides a real sample, for three
alternate days by two different analysts. Replicated (n=8 for each
concentration level) samples were all run and the RSD value was
calculated for the DMT compound. The method was found precise
(RSD <16.8%) for DMT compound studied at all spiking levels. The
different origins of the samples did not influence the instrumental
response, and routine clean-up of the insert and/or ion source box
was sufficient to maintain system performance.

3.2.4. Accuracy

The accuracy tests were performed comparing the results
obtained using the traditional acid-base method that employs
liquid-liquid for alkaloid extraction, with the data obtained using
the proposed method, MSPD/GC-MS. The concentrations of DMT in
the samples analyzed by the two methods were in good agreement.
For a commercial sample, 8.10mg/g (traditional LLE acid-base
method) and 8.24 mg/g (MSPD/GC-MS method), and for the sample
1042R, 7.02 mg/g and 7.20 mg/g, respectively.

3.2.5. Detection and quantification limits

The limit of detection (LOD) of the method was 0.12 mg/g and
was calculated considering the standard deviation of the analyt-
ical noise (a value of seven times the standard deviation of the
blank) and the slope of the regression line. The limit of quantifi-
cation (LOQ) was determined as the lowest concentration giving a
response of ten times the average of the baseline noise, calculated
using seven unfortified samples. The LOQ value for this compound
was 1.25mg/g [29].

3.3. Application of the method

A total of 24 M. tenuiflora inner bark samples were collected
from different localities and analyzed by developing MSPD com-
bined with GC-MS. The DMT concentration in the samples ranged
from 1.26 to 9.35mg/g (Table 2). High levels of DMT were mostly
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Table 2
Concentration of DMT found in herb samples from humid coastal region (location
A) and semi-arid region (location B).

Locations Samples®  DMT concentrations in M.
tenuiflora inner barks (mg/g)
Stem Root
bark (S) bark (R)
Location A
Aracaju-Se 0945S 3.19 6.86
lat 11.071150°S 1005R
lon 37.146190°W 1022S 135 7.20
1042R
Sdo Cristévao-Se 1015S 6.41 5.93
lat 10.905978°S 1047R
lon 37.188713°W 0743S 347 6.67
0800R
0810S 2.04 5.97
0836R
0955S 2.16 529
1002R
0850S 2.15 1.26
0915R
0930S 4.00 6.87
0940R
Location B
Pinhdo-Se 1341S 7.55 -

lat 10.588435°S

lon 37.735462°W
1408S 7.26

Canindé de Sdo Francisco-Se 1138S 4.88 -
lat 9.627350°S 1220S 9.35
lon 37.807383°W 12328 5.54

1246S 4.42
Simdo Dias-Se 11308 1.54 2.12
lat 10.717147°S 1136R
lon 37.793817°W (specimen

centenary)

a Samples of M. tenuiflora inner barks collected at different days between August
and September 2010. The first four digits of sample codes refer to the time of the
sample collection.

found in root tissue in comparison to the stem bark of M. tenui-
flora. Stem barks obtained samples from semi-arid regions were
richer in DMT than the coastal herbal samples. M. tenuiflora flowers
and seeds samples were also analyzed by this method, but its DMT
levels were below the limit of quantification. The results obtained
were in agreement with a recent work involving Soxhlet extraction
technique and HPLC separation with UV detection [30].

4. Conclusion

The proposed MSPD procedure followed by GC/MS (SIM) can be
applied to determine DMT in tissues of M. tenuiflora. The method
uses a Florisil® based on the MSPD column and n-hexane as elu-
tion solvent. The results demonstrate that the accuracy, precision

and selectivity of the proposed method are acceptable for the
determination of DMT. In addition, the method requires a small
sample size and offers considerable savings in terms of solvent
consumption, cost of materials, sample manipulation and analysis
time.
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The consumption of ayahuasca, a hallucinogenic beverage used by indigenous communities in the Amazon, is increasing
worldwide due to the expansion of syncretic religions founded in the north of Brazil in the first half of the twentieth century,
such as Santo Daime and Unido do Vegetal. Another example is the jurema wine, a drink that originated from indigenous
cultures of the northeast of Brazil. It is currently used for several religious practices throughout Brazil involving urban
neo-shamanic rituals and syncretic Brazilian religions, such as Catimbé and Umbanda. Both plant products contain
N,N-dimethyltryptamine which requires co-administration of naturally occurring monoamine oxidase inhibitors, for example
B-carboline derivatives, in order to induce its psychoactive effects in humans. This review explores the cultural use of
tryptamines and B-carbolines and focuses on the analytical techniques that have been recently applied to the determination
of these compounds in ayahuasca, its analogues, and the plants used during the preparation of these beverages. Copyright ©

2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: ayahuasca; jurema wine; plants; tryptamines; -carbolines; detection; hallucinogens
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Introduction

Since the emergence of civilizations, the consumption of psycho-
active plants has been used to induce altered states of cons-
ciousness. In pre-Columbian societies, the use of these plants
was normally associated with mystical-religious rituals and
preparation for war. Colonization of the Americas resulted in
European explorers coming into contact with a variety of
psychoactive plants, including tobacco (Nicotiana spp.), maracuja
or passion fruit (Passiflora spp.), guarana (Paulinia cupana) and
yopo (Anadenanthera peregrina)'™ Four centuries after the
global spread of tobacco, consumption of the plant-derived
beverage ayahuasca, which originated in indigenous Amazon
cultures, is attracting devotees throughout the world as a result
of the creation of syncretic religious groups in Brazil during the
twentieth century.”’ Two of these religions, Santo Daime and
Unido do Vegetal (UDV), are represented in various countries
around the world including Australia, the United States, and
Europe. In some countries, a number of legal disputes have
been described concerning the legalization of ayahuasca and
consumption during religious rituals.®™ In addition, ‘ayahuasca
tourism’ is becoming increasingly common in those equatorial
South American countries that share areas of the Amazon
rainforest.®'” Moreover, the Internet also offers a great variety
of opportunities to purchase psychoactive plant materials.!"'~"*!
Among the many compounds found in some of these
plants, the tryptamine and B-carboline derivatives (Figure 1)

represent simple indole alkaloids that are commonly present
in the biota.

Ayahuasca is most commonly produced as a decoction using
leaves of chacrona (Psychotria viridis) and sections of the stem
of the yage vine (Banisteriopsis caapi). Important key components
of the vine are B-carboline derivatives that act as inhibitors of
monoamine oxidase (MAO). The leaves of P. viridis contain the
psychoactive/hallucinogenic N,N-dimethyltryptamine (DMT) and
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Tryptamine Derivatives
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Figure 1. General chemical structure of the tryptamine and B-carboline
derivatives.

the combination with reversible MAO inhibitors (MAOIs) renders
the DMT orally active.'*""”?

In an analogous fashion, the jurema wine, originally consumed
only by pre-colonial indigenous tribes in the northeast of Brazil, has
become a part of the liturgy of the Catimbd and Afro-Brazilian
religious groups since colonization. The wine is predominantly
produced using the root bark of the jurema tree (Mimosa spp.), which
also contains DMT."®*2"" In large urban centres, it is common to
obtain the bark of M. tenuiflora (black jurema) from online
sources! """ and to use the seeds of Peganum harmala as a source
of MAOIs. P. harmala is a Mediterranean shrub that contains a
number of B-carbolines also present in B. caapi.??

Studies involving the chemical characterization of these plants,
together with the development of analytical techniques for the
measurement of tryptamines and B-carbolines in plant matrices,
as well as in ritual beverages, are essential given the current

expansion in their use for religious, recreational, and clinical
research purposes. The need for an in-depth approach towards
analytical characterization becomes obvious in cases of untoward
effects or even fatal intoxications which can, for example, arise
from ill-informed combinations of plant products with other
psychoactive substances.”>=2®! At the same time, consideration
needs to be given to the promising therapeutic potential that was
reported for constituents present in these plant materials.2’ % In
addition, a wide variation of concentration levels of ayahuasca
components that differ not only from church to church, but also
between different batches of the same church, were also reported.”¥
Occasionally, an extremely concentrated form called ‘ayahuasca
honey’ can also be encountered which derives its name from high
viscosity similar to honey syrup. Detailed studies on the identity
and levels of psychoactive substances found in these preparations
and appropriately defined criteria for their determination are
required. This might be of particular interest in cases where there is
the concomitant use of other additives such as Cannabis,>>>
P. harmala, tobacco, and jurema wine, where precautions or quality
control might be lacking. The objective of this review is to present
some cultural and chemical features of DMT-containing plant
products. An account is provided of recent developments in
analytical approaches towards the determination of tryptamines,
B-carbolines and tetrahydro-fB-carbolines detected in tissues of
M. tenuiflora, P. viridis, P. aquatica, B. caapi and P. harmala, as well
as in ayahuasca samples.

Psychoactive beverages used for ritual purposes:
ayahuasca and jurema wine

Ayahuasca

Ayahuasca (aya=soul, spirit; huasca=vine), a word belonging
to the Quechua dialect still spoken in some regions of South
America, is a drink that is mostly prepared using a decoction
of two plants: the leaves of the DMT-containing chacrona
(Psychotria viridis) and sections of the stem of the jagube vine
(Banisteriopsis caapi) that provides three major MAOI compo-
nents such as harmine, harmaline and tetrahydroharmine (THH)
(Figure 1). The chemical composition of ayahuasca can differ
between indigenous tribes due to the use of different plant
species"'*'>37) although the same psychoactive constituents
are present in all preparations.**™*" Ayahuasca is known by
various indigenous names, including yajé, natema and caapi,
and was first described by Villavicencio in 1858. Seven years
earlier, the English explorer Richard Spruce made contact with
the Tukanoan Indians, in Rio Uaupés (Brazilian Amazonia), but
his findings concerning the use of a liana called caapi were
not published before 1908 when the plant was identified as
Banisteria caapi.*”’ Clinical research on the physiological and psy-
chological effects of ayahuasca in humans re-emerged in the
early 1990s which offered important insights into psychopharma-
cological, biochemical and pharmacokinetic properties of this
hallucinogenic plant mixture. More importantly, these investiga-
tions set the stage for a range of clinical studies that followed
across several disciplines until the present day.

Brazilian legislation, based on a constitutional right to freedom of
religion, permits the consumption of ayahuasca within a religious
context, including children and pregnant women which, in this
case, requires parental consent.*>** Norms concerning the use of
ayahuasca in Brazil for religious purposes were published by the
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Brazilian National Council on Drug Policies (CONAD) in January
2010%* which prohibits the marketing of ayahuasca, its therapeutic
use, ayahuasca tourism, and its use with illicit drugs. Under this
Resolution, consumption is permitted in a religious context and
the same document also emphasizes the need for more multidisci-
plinary areas of research on ayahuasca.”*¥ The government of the
State of Acre in Brazil has published a Resolution concerning the
authorization of extraction and transport of Banisteriopsis spp. vines,
as well as the leaves of the Psychotria viridis shrub carried out by
religious organizations in the State of Acre for the purposes of
ayahuasca preparation.*! It should be noted that while the
Brazilian government only legitimized the production and
consumption of ayahuasca derived from the B. caapi vine™*¥ the
Acre Resolution covers every species of the Banisteriopsis genus.

Jurema wine

Species of the Mimosaceae botanical subfamily, locally known
in northeast Brazil as jurema (from the Tupi yurema, meaning
succulent thorn bush), are considered to be amongst the most
potent plant sources of DMT. These medium-sized trees are used
by various indigenous groups, such as the Kariri-Xocé whose
communities are located on the left border of the Sdo Francisco
River, the boundary between the Brazilian States of Sergipe
and Alagoas. The inner barks of stems and roots are used to
prepare a beverage called vinho da jurema (jurema wine), or
ajucd (by the Pancaru Indians) and cotcha-lhd, by the Fulnio
Indians.*®’ During the Toré, a ritual dance designed to demon-
strate the power of resistance and express the depth of Brazil's
northeastern indigenous culture, the Indians drink vinho da
jurema including a number of additives such as tobacco and
Passiflora juice or a tea made from its leaves."” This beverage
can be produced using several species such as M. tenuiflora
(black jurema), M. ophthalmocentra (red jurema) and M. verrucosa
(white jurema or sweet jurema according to the Kariri-Xocé
Indians) and other plants of the Mimosaceae subfamily.['®2%4”!
A mixture of plants is essential to potentiate the psychoactive
activity of the DMT, since the Mimosa spp. does not appear to
contain any appreciable quantities of MAO inhibitors. Although
there have not been any studies that reported oral psychoactivity
of jurema wine, it may be relevant to observe that indigenous
groups and members of Brazilian syncretic religions use large
quantities of tobacco." It is known that tobacco smoke contains
a number of constituents that possess MAOI activity®>” which
indicates that orally administered DMT might become psychoactive
under these conditions.

The concomitant use of plants belonging to the Passiflora
species is common in these indigenous communities, while in
the syncretic Brazilian groups, besides the smoked tobacco used
during the rituals, sugarcane alcohol (cachaca) is also widely
used together with other additives during the preparation of
the psychoactive beverage!*”" A number of studies have
identified the presence of MAOI constituents in Passiflora species,
especially in P. incarnata.”*=>>! Seeds of Peganum harmala, which
have been shown to be highly effective in inhibiting monoamine
oxidase, have also been described to potentiate the oral psy-
choactivity of jurema wine.>6>”]

The use of jurema wine has a long history, stretching from its
indigenous origins in the sertdo, i.e. the northeastern region of
Brazil, to current days where it is consumed throughout the
country by the members of Catimbé-Jurema and followers from
other religions. This is a typical example of syncretic evolution

of the original indigenous tradition. The jurema use was adopted
by the Afro-Brazilian religions which incorporated the Jurema cult
in their own traditions when fugitive African slaves were
harboured by the northeastern indigenous tribes during their
escape to the quilombos (communities of escaped slaves).
Nowadays, we can see the incorporation of jurema use into neo-
shamanic practices and its popularization via the Internet. In contrast
to ayahuasca, the additives used in the preparation of jurema wine,
by the Indians and members of these religions, remain a closely
guarded secret. In Brazil, there is historical documentation describing
the indictment and imprisonment of indigenous Indians who
consumed the drink™®>"! Jurema rituals were almost extinguished
by the devastating impact of Portuguese Christian colonization;
however, since the end of the twentieth century the movement
has witnessed a substantial resurgence.”

Plants used for Ayahuasca
Psychotria spp

Psychotria spp. belongs to the Rubiaceae family, which also
includes coffee. Some species of the genus Psychotria are
used by Amazonian Indians as additives in the preparation of
ayahuasca, namely, P. viridis, P. carthaginensis, P. psychotriaefolia
and P. poeppigiana. In the Amazon, P. viridis (Figure 2b), is a shrub
that reaches a maximum height of 2-3 m!"! and which is popu-
larly known as ‘chacrona’, ‘chacruna’, or ‘rainha’. Native to the
Amazon rainforest, where the plant is becoming increasingly rare,
it has become commercially cultivated due to the demand for its
leaves, which are used to prepare ayahuasca, although this
practice is frowned upon by the Brazilian authorities. In Brazil,
the churches tend to be located in the countryside nearby urban
centres where there is always a possibility of maintaining their
own plantations called reinados das rainhas (kingdoms of the
Queens). Plantations have also been reported in Hawaii and
California.®® The leaves of P. viridis are collected in the early
morning or the late afternoon for the production of ayahuasca.
The first description of the presence of DMT in these leaves was
published in 1970, as was the first report of the presence of
the chemical in a member of the Rubiaceae family."*®! The
leaves have been reported to contain between 0.10 and 0.61%
DMT, together with traces of N-methyltryptamine (NMT) and
2-methyl-tetrahydro-B-carboline (MTHC).*®

Banisteriopsis spp

Some species of the Banisteriopsis genus, including B. argentea,
B. inebrians, B. caapi and B. muricata, are used to prepare ayahuasca
and other similar psychoactive beverages, since they contain the
MAOI needed to ensure oral psychoactivity of DMT.®*®"" None-
theless, B. caapi (Figure 2d), is the plant most commonly used
for this purpose!'*3”8 The entire plant contains B-carboline
and tetrahydro-f3-carboline alkaloids (in concentrations varying
from 0.11 to 1.95%), although the stem of the vine is the
part normally used. The main alkaloids present are harmine,
harmaline, and THH. The levels of harmine, which exerts a
reversible MAOI effect, are equivalent to between 40 and 96%
of the total alkaloid content of the plant. On the other hand,
it has also been reported that these constituents were absent
in B. caapi samples*® Similarly the species P. viridis, B. caapi is
also cultivated in Brazil by some religious groups and plantations
have also been reported in Hawaii.*"!
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Figure 2. (a) Morphology of M. tenuiflora (illustration from J.B. Clark);”! (b) Morphology of P. viridis (illustration from I. Brady);*”" (c) Phalaris aquatica,

eighteenth-century illustration;® (d) Morphology of B. caapi (lllustration from E.W. Smith):3” (e) Peganum harmala, seventeenth-century illustration.

Plants used for Jurema wine
Mimosa spp

Several members of the Mimosa genus (Leguminosae family)
are known as jurema by rural communities in Brazil"! Some
species such as M. tenuiflora, M. Ophthalmocentra, M. verrucosa
and M. scabrella may contain considerable amounts of psychoactive
tryptamines, especially in their barks.!'%47°86263]

In Brazil, M. tenuiflora (Willd.) Poir. [syn. M. hostilis (Mart.) Benth.]
(Figure 2a), known as ‘jurema-preta’ (black jurema), is used as the
main ingredient in jurema wine since the inner bark of the stem
and roots is rich in DMT. Native to low rainfall regions that
experience periodical drought, this plant is abundantly found in
northeast Brazil, in dry valleys in southern Mexico, in the north
of Venezuela and Colombia, as well as in Honduras and El
Salvador. In its native habitat it reaches a height of 2.5-5 m and
readily colonizes degraded terrain, grows rapidly, and is able to
generate new shoots after cutting.®® In Mexico, where it is
known as tepescohuite,®'" it appears that there are no reports of
its usage as a psychotropic product, although the dried and
ground bark is used for wound healing and treatment of skin
burns.®*! Jurema wine made from the inner bark of M. tenuiflora
in addition to Peganum harmala seeds which provide the same
active principles found in ayahuasca, namely DMT and MAQIs.>%>7!
The illicit use of M. tenuiflora has become a concern that is currently
being addressed by the Brazilian Federal Police.!*

[58]

Plants used for ayahuasca and jurema
wine analogues

Phalaris spp

The presence of tryptamines in Phalaris species was first
described in phytochemical studies for agricultural purposes.
P. arundinacea (reed canary grass), P. canariensis and P. aquatica
are found worlwide. P. aquatica (Figure 2c) is a grass native to
the Mediterranean region, and is common in wetlands and that
is considered to be toxic to ruminant livestock. Instances of
animal poisoning involving Phalaris species, sometimes fatal,
have been reported in Australia, South Africa, Argentina, Brazil,
and the USA.[®7% Within its genus, P. aquatica contains the
highest levels of DMT in addition to other tryptamines, such as
5-methoxy-N,N-dimethyltryptamine (5-MeO-DMT) and NMT."" It
has also been increasingly used for the preparation of ayahuasca
analogues.*®°”

Peganum harmala L

Syrian rue, or P. harmala (Figure 2e), is a shrub native to the dry
regions of the Mediterranean, North Africa, the Middle East, India,
and Mongolia"?? In North Africa, its seeds are used to the
present day as ritual incense. It is an ancient ritual plant, and in
folk medicine it is still used for gynecological purposes and as a
vermifuge. This plant is increasingly used in North America and
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Europe to produce drinks containing DMT and [-carbolines
that are analogous to ayahuasca.*>*”! Three to four grams
of the seeds is considered to be sufficient to inhibit the action
of monoamine oxidase. The alkaloid content of P. harmala seeds
is around 2-6 %, and consists principally of harmine and
harmaline.”®

Analytical methods
Earlier work

The first descriptions of methods used for the determination
of tryptamines and -carbolines in these plant species and
their beverages date from the mid-twentieth century. Most
of them were based on liquid-liquid extraction (LLE) and
purification was usually performed by column chromatography
and crystallization techniques.*®’>~7"! Since the late 1960s, the
use of high performance liquid chromatography (HPLC) and
gas chromatography (GC) coupled with mass spectrometry (MS)
became more prominent.'#>°-61

The Brazilian chemist Oswaldo Gongalves de Lima was the first
scientist to study the chemical composition of the jurema wine,
as well as its preparation, and also the first to isolate DMT from
the bark of black jurema. This study also provided a detailed
account of the ceremony and preparation of the vinho da jurema
by Indians of the Pancaru tribe (Pernambuco, Brazil). This study
also described the isolation of the alkaloid fraction of the root
bark of M. tenuiflora which led to the identification of ‘Nigerina’,
i.e. ‘nigerine’ (0.31% dry weight, DW)."*®' Years later, this was
confirmed to be DMT following the analysis of M. tenuiflora bark
by Pachter and co-workers. This sample was provided by de Lima
and was found to contain up to 0.57% of DMT in the dried
plant””" Meckes-Lozoya et al'*" identified serotonin and DMT
in samples of M. tenuiflora root bark using GC-MS and Batista
et al? isolated the alkaloid fraction of M. ophthalmocentra and
reported the presence of DMT (1.6%, DW) and NMT (0.0012%
DW), respectively.

Regarding ayahuasca, and the plants employed in its prepara-
tion, descriptions of analytical quantitative methods date back
to the early 1970s. The first description of P. viridis analysis was
provided in 1969”® and Rivier and Lindgren carried out a major
investigation into the analytical chemistry of ayahuasca and
reported the findings in a landmark paper in 1972."* The authors
reported the results of their work carried out on the upper Rio
Purus region near the border between Peru and Brazil, in which
they reported the use of ayahuasca by the Sharanahua and
Culina Indians. The procedure for chemical analysis of the parts
of the plants used in its preparation has also been described.
Implementation of liquid-liquid extraction (LLE) was followed by
an analysis by GC-MS. The leaf samples of P. viridis showed a
DMT content (DW) of approximately 0.34%. The same substance
was also found at higher concentration levels (0.66% DW) in the
leaves of P. carthaginensis. The presence of NMT and MTHC was
also detected at trace levels. However, one of the leaf samples
was reported to contain 85% NMT and 12% MTHC (total alkaloid
content 0.11%, DW). Dry matter samples of stems, branches,
leaves, and roots of B. caapi revealed the presence of -carbolines
ranging from 0.05 to 1.90% with the majority being represented
by harmine, followed by THH, harmaline, and harmol, respec-
tively."¥ Also in this work, some samples of ayahuasca were an-
alyzed, stating for each 100 mL of the beverage the presence of

6.6-19 mg for harmine, 1.5-9.8 mg for tetrahydroharmine, 0.3—
1.6 mg for harmaline and 5.4-16.0 mg for DMT.

In 1984, and with the use of appropriate standard solutions,
samples of ayahuasca from Peru were analyzed qualitatively
and quantitatively using two-dimensional thin-layer chromatog-
raphy (TLC), HPLC, and GC-MS." The majority of alkaloids
obtained from five Peruvian ayahuasca samples were quantified
by HPLC-UV (260 nm) which led to the detection of DMT
(0.6 mg/mL), harmine (4.67 mg/mL), THH (1.60 mg/mL) and
harmaline (0.41 mg/mL), respectively. The same samples were
also freeze dried and subjected to analysis by HPLC. The reported
values were DMT (6.4 mg/g or 0.64%), harmine (23.8 mg/g or
2.38%), THH (11.1 mg/g or 1.11%), and harmaline (5.1 mg/g or
0.51%). Six samples of B. caapi were also evaluated quantitatively
by HPLC leading to harmine (0.57-6.35 mg/g or 0.057-0.635% ),
THH (0.25-3.8 mg/g or 0.025-0.38%), harmaline (0.5-3.8 mg/g
or 0.05-0.38%), harmol (0.01-1.2 mg/g or 0.001-0.12%) and har-
malol (trace- 0.35 mg/g or trace — 0.035%). Analyses conducted
by GC-MS also confirmed the presence of DMT (1-1.6 mg/g or
0.1-0.16%) in leaves of P. viridis.'!

Recent analyses
Sample preparation techniques

Most of the methods described for the determination of trypta-
mines and B-carbolines present in plant matrices and ayahuasca
employ sample preparation techniques that require large quanti-
ties of toxic organic solvents and that are time-consuming. For
herbal samples (Tables 1 and 2), maceration in a suitable solvent,
LLE and use of a continuous-flow Soxhlet extraction, are the most
commonly used procedures.*>387°83 An effective alternative
technique, especially useful when combined with GC, is matrix
solid-phase dispersion (MSPD).*#) This approach was described
first in 1989 and was recently employed by Gaujac et al. for the
quantitative determination of DMT in the bark of M. tenuiflora.®”}
This procedure offered the advantage of low solvent consump-
tion while providing excellent indices of selectivity, precision,
and recovery. Following optimization using a multivariate proce-
dure, recoveries were reported in the range of 81.7-116.2%.%7)
Callaway et al. reported the quantification of B-carbolines and
DMT in P. viridis leaves and B. caapi stems obtained by sonication
of a 100 mg sample for 10 min using a minimal volume of meth-
anol (2 mL). The mixture was allowed to stand for 24 h and then
centrifuged before dilution a small aliquot of the supernatant in
the mobile phase. Validation data for the proposed technique
were not reported.>®!

The extraction of tryptamines was described by Zhou et al.
who used 0.2 g of dry plant matrix (P. aguatica) and macerated
the sample in 10 mL of 1% HCI, with periodic agitation.”"’ After
3-4 days the mixture was centrifuged and the supernatant
passed through a solid-phase extraction (SPE) column. Analytes
retained on the column were eluted with 2 mL of an alkaline
alcoholic mixture containing NH,OH. No recovery tests were
reported.”" Wang et al. used various parts of B. caapi, including
leaves, stems, large branches, and bark, and employed an
extraction into hot water followed by HPLC analysis although
method validation data were not provided.*? Maceration in
methanol and extraction of B-carbolines by LLE with chloroform
was reported for the analysis of P. harmala seeds’°#*#3 and
Pulpati et al. offered a methanol extraction of P. harmala seeds
(1 g) with methanol (3 x 50 mL) under reflux conditions (1 h).2®
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Herraiz et al, on the other hand, described the maceration of
0.2-0.5 g of P. harmala components (leaves, sections of stem,
flowers, roots, fruits, or seeds) in 20 mL of a 1:1 mixture containing
0.6 mol/L HCIO4 and methanol (1:1). Following centrifugation HPLC
analysis was employed after dilution of the supernatant.??

The procedures required to prepare ayahuasca samples
(Table 3) for GC analysis can be more time-consuming than those
required for HPLC analyses, largely due to incompatibility of GC
capillary columns with water. However, a successful implementa-
tion of LLE has been reported using n-butyl chloride as the
organic solvent.®® A variation of the theme was offered by
Gambelunghe et al. who reported a GC-MS analysis of an
ayahuasca sample seized in Italy.*® In this particular case,
sodium hydroxide and an internal standard (diphenylhydramine)
were added to 5 mL ayahuasca followed by extraction into ethyl
ether and centrifugation. Method validation data were not
reported.“” On the other hand, a C;g cartridge has also been
employed for the determination of ayahuasca alkaloids by GC
nitrogen phosphorus detection (NPD) which showed that SPE
procedures can be equally applied. Minimal sample manipulation
and small amounts of organic solvents were required and
recoveries exceeded 68% for measurements in triplicate at
concentrations of 0.3, 1.5, and 3.0 mg/mL.5% Mcllhenny et al. pre-
pared ayahuasca samples from parts of specimens of P. viridis and
B. caapi collected from cultivations in the district of South Kona,
Hawaii (established using clones originating from Peru).”*" The
B. caapi vines were macerated and boiled slowly, together with
P. viridis leaves, for 10 h in 11 litres of double-distilled water. Ali-
quots (100 pL) of each ayahuasca preparation were diluted and
analyzed by HPLC tandem mass spectrometry (MS/MS). The
samples of ayahuasca derived from two extracts prepared
simultaneously, in which the biomass of B. caapi was maintained
constant and the quantity of P. viridis was varied (either 150 or
300 leaves). ™" Moura et al. prepared extracts of P. viridis for
the quantification of DMT by LLE with hexane. An average recov-
ery of 70% was obtained in experiments using three different
concentration levels.*”

Separation and quantification methods

Kartal and colleagues carried out a full validation exercise for
the determination of harmol, harmalol, harmine and harmaline
in P. harmala seeds using HPLC-UV. Several chromatographic
parameters were also measured, including capacity factor and
resolution. Harmol, harmine and harmaline were determined in
samples at concentrations of 1.0, 0.4 and 0.6%, respectively.”?
The method described by Gaujac et al. included a full evaluation
of figures of merit throughout all stages of the process of GC-MS
analysis of the M. tenuiflora bark. The levels of DMT varied from
1.26 to 9.35 mg/g in samples of stem and root bark that had been
collected in regions characterized by different pluviometric
regimes.®”! Vepsildinen et al, using HPLC-UV and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy, discovered the pres-
ence of a new phytoindole in the bark of M. tenuiflora and it
was also observed that heat or pH fluctuations impact on stability
of this molecule. The phytoindole was termed yuremamine and
further studies would be required in order to determine any
potential MAOI activity.®® Nicasio et al. used reversed phase
HPLC, with UV detection at 280 nm, to measure tryptophan,
tryptamine, serotonin and DMT in the bark, flowers, and
leaves of M. tenuiflora, as well as in the callus and plantules
using micropropagation techniques. The authors conducted

two measurements in different times of the year to assess the
variation of concentration levels of these analytes between
winter and summer seasons.®"

An HPLC method with a non-polar column and fluorescence
detection was reported by Callaway et al,*® who employed
a method that was based on their earlier work,® to measure
B-carbolines and DMT in parts of B. caapi and in the leaves of
P. viridis, respectively. In dry B. caapi material the concentrations
obtained were 0.31-843 mg/g (harmine), 0.03-0.83 mg/g
(harmaline) and 0.05-2.94 mg/g (THH), respectively. In dry leaves
of P. viridis the maximum concentration of DMT measured was
17.75 mg/g. Diurnal fluctuations were also reported where higher
concentrations were detected during daytime (with peaks at
06:00 am and 06:00 pm). Since DMT levels tended to reduce
at dusk it was suggested that DMT might be produced in
the leaves to aid absorption of solar radiation.*® A proof-of-
principle study using capillary electrophoresis laser-induced
fluorescence electrospray ionization mass spectrometry (CE-LIF-
ESI-MS) method was presented by Huhn et al®"’ The com-
bination of both detection systems was particularly helpful as it
allowed for the ability to obtain favorable peak shapes (50 Hz
sampling rate) and structural information based on ESI-MS/MS
detection. In case of co-elution or incomplete resolution of peaks,
quantitative determinations would be possible only with the use
of extracted ion electropherograms. Both detection methods
could conveniently detect a set of six B-carboline standards
around 770 amol levels. A diluted ayahuasca sample revealed
the presence of DMT, harmaline, harmine and THH (no quantita-
tion) and an ethanolic extract obtained from P. viridis leaves
(ultrasonication at 45 °C) showed DMT and an unidentified
species with a protonated molecule at m/z 189 and product ions
at m/z 165, 147, 119, 104, and 87, respectively.”"

Hemmateenejad et al. applied multivariate statistical proce-
dures to optimize an HPLC procedure (UV detection at 330 nm)
for the determination of harmine, harmane, harmalol and
harmaline in P. harmala seeds®” and the chromatographic
conditions, including column and mobile phase, were similar to
those described earlier by Kartal et al.”® In validation tests the
method gave a precision value of 4.6%, excellent linearity
(r*>0.999) and limits of detection and quantification in the
ranges of 3.1-10.3 pg/mL and 9.3-31.0 pg/mL, respectively. In
seeds collected from plants in Iran, concentrations of harmine,
harmane, harmaline and harmalol were 1.84, 0.16, 3.90, and
0.25%, respectively.”® Other excellent validation results were
obtained by Monsefi-Esfarani et al. using an adaptation of the
same method with changes in mobile phase pH. Calibration
curves were linear (r> > 0.998) for all analytes in the concentra-
tion range of 0.5-20 pug/mL and method RSD values ranged from
0.6-10.2% for all analytes. LODs were less than 0.1 ng/mL and
LOQs equal to 0.5 pg/mL®3 Pulpati et al. reported a high-
performance thin-layer chromatography (HPTLC) method for
the quantification of harmine, harmaline, vasicine and vasici-
none from P. harmala seeds®® These compounds were
detected by a densitometric method and the seeds were
found to contain 0.44% of harmine and 0.096% of harmaline
(both DW) with suitable figures of merit. Herraiz et al.
measured harmol, harmalol, harmine, harmaline, and THH in
extracts prepared using different parts of P. harmala. Quantifi-
cation of the B-carbolines employed reversed phase HPLC
with UV-diode array detection (DAD).??

Standardized aqueous extracts of B. caapi were obtained by
Wang et al.®? These were prepared using different parts of the
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plant, including leaves, stem bark, and entire branches, and
were collected from different geographical locations in the
Hawaiian Islands of Oahu and Hilo during different seasons.
Determinations of tetrahydronorharmine (THNH), harmol, THH,
harmaline and harmine were performed using HPLC-DAD. The
concentrations measured are listed in Table 1. Validation test
results were not reported. Zhou et al. developed a method
to quantify tryptamines and a B-carboline in 14 P. aquatica
populations using HPTLC.”" Visualization of spots included the
use of an acidified anisaldehyde reagent spray that produced
intense colours which were amenable to quantitation using a
flatbed digital scanner. Good linearity was obtained in the
concentration range between 120-3840 ng per spot, with a cor-
relation coefficient above 0.991, for hordenine, methyltyramine,
gramine, and 5-MeO-DMT. The method provided good specificity
for the analytes of interest, as well as adequate repeatability with
a variation of less than 5%, on average, for analyses in duplicate.
Compound identification was confirmed by atmospheric pres-
sure chemical ionization (APCI) LC-MS.”")

Of particular note amongst the methods used to quantify
tryptamines and B-carbolines in ayahuasca (Table 3) is GC
coupled with either an NPD or a mass spectrometer.’3#3940]
NMR has also been used to quantify DMT.*® Overall, an expan-
sion towards method validation seems indicated in order to
examine the reliability of measurements. Callaway®¥ presented
a compilation of the results obtained for a large number of
ayahuasca samples with measurements of DMT, THH, harmine,
and harmaline. Decoctions of B. caapi were prepared in Brazil
by the three main religious groups involved in its use (Santo
Daime, Unido do Vegetal, and Barquinha), and preparations
of ayahuasca were also obtained from the Ecuadorian Shuar
Indian tribe. An earlier method®” was used for the detection
of P-carbolines with separation by HPLC and fluorescence
detection. DMT was determined by GC-NPD and large differences
were found in the concentrations of the analytes in the samples,
with DMT levels varying between zero and 14.15 mg/mL.

Pires et al. appeared to be the first to report a validated
method for the simultaneous determination of both DMT
and the p-carbolines harmine, harmaline, and THH in real
samples of ayahuasca using GC-NPD.B*! For all of the analytes
the calibration curves showed excellent linearity in the concen-
tration range 0.02-4.0 mg/mL, with r2 values varying between
0.9941 and 0.9971. The precision of the method was between
94.0 and 105.4%, and intra-day and inter-day coefficients of
variation were lower than 9.7%. LODs and LOQs were provided.
In stability tests using spiked water and ayahuasca, losses were
less than 10% after 24 h of storage at ambient temperature.
The ranges of concentrations measured in eight real ayahuasca
samples were 0.42-0.73 mg/mL (DMT), 0.37-0.83 mg/mL
(harmine), 0.64-1.72 mg/mL (harmaline) and 0.21-0.67 mg/mL
(THH). Despite originating from the same religious group
in Aracoiaba da Serra (Brazil), the concentrations in the beverages
varied between samples probably due to the use of different
quantities and proportions of the plants in each preparation,
as well as different alkaloid contents present in the plant
specimens.>%

Mcllhenny et al. developed an HPLC electrospray ionization
(ESI) MS/MS method for the determination tryptamines and
B-carbolines present in ayahuasca samples prepared in the
laboratory.™"? This comprehensive MS/MS procedure was opti-
mized for the detection of 11 alkaloids and revealed that major
constituents of ayahuasca included THH, harmine, DMT, and

harmaline, followed by harmalol and NMT. In addition, 5-MeO-
DMT, 5-HO-DMT (bufotenin), and MTHC were also detected in
some but not all samples. Method validation included determina-
tion of precision, method bias, inter- and intra-day precisions,
limits of detection and quantification. The analytical curves
for the compounds were linear in the concentration ranges
employed (5-100 ng/mL and 5-100 ng/mL, depending on the
compound), with r? above 0.996.%"

Gambelunghe et al. measured concentrations of DMT and
harmine of 24.6 mg/100 mL and 34 mg/100 mL, respectively, in
a sample of ayahuasca that had been seized in lItaly, but did
not provide any validation data.*”’ An alternative approach was
offered by Moura et al®® who demonstrated that "H NMR could
be successfully employed for the detection of DMT in ayahuasca.
The optimized method was applied to water samples spiked
with DMT and 2,5-dimethoxybenzalde as the internal standard,
and excellent figures of merit were obtained in validation experi-
ments (Table 3). The authors analyzed extracts prepared from the
leaves of P. viridis, as well as eight samples of ayahuasca but
results were not reported.”® Earlier work,>* however, indicated
that typical levels of DMT in ayahuasca could well exceed the
linear range cited by Moura et al. (25-1000 mg/L).*® The main
advantages of the "H NMR technique, compared to chromatogra-
phy, are that the analysis is fast (~30 s), non-destructive, and
that it can provide structural information as well. However, a
possible influence of matrix effects was not reported and the
method was developed in the absence of any B-carbolines
present in fortified aqueous samples. It is well-known that
ayahuasca preparations invariably contain material from one of
the Banisteriopsis spp., which provides the B-carbolines that are
vital for the oral psychoactivity of the DMT present in P. viridis
leaves. Further studies can shed more light on the question as to
whether such compounds could interfere with the determination
of DMT by NMR.

In summary, while the majority of analytical methods employed
in recent years involved the implementation of HPLC-UV
procedures, less expensive approaches towards quantitative
estimations of at least the major alkaloids found in these
psychoactive plant matrices, such as HPTLC, were found to
be suitable as well. The key alkaloids, i.e. DMT and the main
B-carbolines, are sufficiently volatile to undergo GC-based analy-
sis after extraction into a suitable organic solvent without the
need for derivatization. The complementary approach offered
by HPLC-based methods is increasingly supported by mass
spectrometric applications that offer improved sensitivity and
specificity when compared to UV/DAD detection. As described
above, the first comprehensive HPLC-MS/MS-based target
screening approach of ayahuasca and method validation was
reported by Mcllhenny et al™" who also demonstrated that
matrix effects, particularly relevant where ESI is employed,
were not observed. The need for such a robust, sensitive, and
selective mass spectrometric analysis method is especially
helpful when considering bioanalytical research following
ayahuasca administration studies in humans.”>*! In addition, it
is anticipated that future research on the characterization of these
diverse psychoactive brews will benefit from more comprehen-
sive unknown screening methodologies based on full-scan modes
in order to identify additional constituents that have not yet
been identified. Finally, a more thorough application of sensitive
and selective MS/MS-based methodologies is expected to shed
more light on the role of psychoactive tryptamines present in
mammalian tissues including humans.®#
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Conclusion

The use of psychoactive plant products known to contain
bioactive tryptamine and f-carboline derivatives is increasing
worldwide which reflects the expansion of syncretic religions
derived from South America and straightforward access of plant
products that contain these alkaloids. Recent research has
been reviewed concerning the implementation of analytical tech-
niques used for the detection of tryptamines and B-carbolines
present in plants and psychoactive beverages consumed
for religious and recreational purposes. For further studies, an
increased focus on method validation procedures is recom-
mended. Given the increasing interest in these plants and the
ritual beverages derived from them it is clear that suitable routine
analytical techniques will increasingly be required to accurately
measure the associated psychoactive compounds in a variety
of different matrices. This is especially the case within the clinical
and forensic context. An additional avenue for further explora-
tions includes a move towards minimal sample manipulation
and low to zero use of environmentally toxic solvents.
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N,N-dimethyltryptamine (DMT) is a psychoactive indole alkaloid present in beverages consumed in religious
ceremonies and in neo-shamanic rituals all around the world. It is a substance banned in most countries,
which makes its acquisition difficult. In Brazil, a beverage rich in DMT named ayahuasca is legally consumed in
a religious context. On the other hand, DMT is a controlled drug, enforced by the Brazilian National Health
Surveillance Agency (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria). The present study describes a simple and fast
method to obtain N,N-dimethyltryptamine (DMT) from inner barks of Mimosa tenuiflora for the purpose of
using it as a chromatographic analytical standard. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), single and tan-
dem stage mass spectrometry (MS), nuclear magnetic resonance spectroscopy ('H and '*C NMR) and melting
point measurements were performed for the structural characterization of N,N-dimethyltryptamine. The results
obtained were in agreement with previous literature reports. The purity of the compound (>95%) was deter-
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mined using ultraviolet (UV) absorption spectrometry with a tryptamine analytical standard.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Tryptamine derivatives are simple indole alkaloids widely present in
biota. N,N-dimethyltryptamine (DMT) (Fig. 1) was first synthesized in
1931, and was isolated from Mimosa tenuiflora by Oswaldo Gongalves
de Lima in 1942 [1]. Its hallucinogenic properties were confirmed in
1956. It can be found in a wide range of plants, as well as in the human
body [2,3].

Species of the Mimosoideae, a botanical subfamily of the Fabaceae
family, are found in northeast Brazil, where some of these plants are
known as “jurema”. M. tenuiflora (Willd.) Poiret or “jurema-preta”
(black jurema) is used as the main ingredient in “vinho da jurema”
(jurema wine), since its inner barks of stems and roots are rich in
DMT. The drink has indigenous origins, and is used in the rituals of
several religious groups and neo-shamanic cults, due to the intermin-
gling of Amerindian, African and European cultures [4,5]. Jurema wine,
made from the inner bark of M. tenuiflora with addition of Peganum

* Corresponding author at: Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia, Centro
Interdisciplinar de Energia e Ambiente, Campus Universitario de Ondina, 40170-115,
Salvador, Ba, Brazil. Tel.: +55 71 32836821; fax: +55 71 32836805.

E-mail address: jailsong@ufba.br (J.B. de Andrade).

0026-265X/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.microc.2012.03.033

harmala seeds, contains DMT and MAOi (monoamine oxidase enzyme
inhibitors), the same active principles present in ayahuasca, which is
also an indigenous psychoactive beverage used in syncretic religions
worldwide [6]. In Brazil, ayahuasca is legal if consumed during the
course of religious activities, even by children and pregnant women
[7].

Despite being present in the human body, DMT has been classified
internationally as a Schedule 1 controlled drug, following the 1971
United Nations Convention on Psychotropic Substances [8]. However,
consideration needs to be given to the therapeutic potential of psyche-
delic drugs. This is especially important because research on this matter
was interrupted in the late 1960s [9-11]. The first subsequent work was
conducted by Dr. Strassman between 1990 and 1995, in a clinical re-
search approved by the US DEA (United States Drug Enforcement Ad-
ministration), during which around four hundred doses of DMT were
administered to sixty volunteers [12]. There is currently increased inter-
est in the mode of action of DMT in the brain [8,13-18].

Studies involving the determination of this tryptamine compound in
plant matrices, as well as in ritual beverages, are essential given the cur-
rent expansion in its use for religious and recreational purposes [4,19].
Several methodologies have recently been developed to quantify DMT
in plants, as well as in the beverages used in religious practices [4],

161



www.neip.info

A. Gaujac et al. / Microchemical Journal 109 (2013) 78-83 79

Fig. 1. Molecular structure of N,N-dimethyltryptamine (DMT).

and in human blood and urine [20-25]. DMT standards are often pro-
duced by synthesis of the compound from tryptamine. However, a diffi-
culty of this procedure is the presence of impurities in the form of other
tryptamine and beta-carboline derivatives [26]. Furthermore, the costs
involved are high compared to those incurred when DMT is extracted
from plant matrices. At our best knowledge, no combination of a fast
method of extraction of DMT from the inner barks of M. tenuiflora and
its structural characterization has been currently proposed in the
literature.

The aim of this work was to optimize a method for the isolation of
N,N-dimethyltryptamine from tissues of M. tenuiflora, and to apply
analytical techniques for the structural characterization of the alka-
loid. A purity assessment test was conducted, based on UV absorption
spectrometry, with a view to using the chemical as a chromatographic
analytical standard.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

GC grade n-hexane was purchased from Tedia (Fairfield, OH, USA).
Analytical grade sodium hydroxide, sodium carbonate, and anhydrous
sodium sulfate were supplied by Mallinckrodt Baker (Paris, KY, USA).
Hydrochloric acid (HCl, 37%) was obtained from Vetec (Duque de
Caxias, R], Brazil). A certified standard of tryptamine (98% purity) was
purchased from Sigma-Aldrich (Somerset, NJ, USA). Deuterated chloro-
form (CDCl3) was purchased from Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MA, USA). The chemicals were used as received, without
further purification.

2.2. Sampling and preparation of plant material

Inner barks of stems and roots of M. tenuiflora were collected in a
forest reserve located on the Sdo Cristovdo campus of the Federal
Institute of Sergipe, in northeast Brazil, between April and May 2010.
A voucher specimen (ASE18817) of the material was deposited in the
herbarium of the Federal University of Sergipe. The bark samples were
dried at 40 °C to constant mass and powdered using a cutting mill
(Model MA 048, Marconi, Piracicaba, SP, Brazil).

2.3. Isolation of N,N-dimethyltryptamine from M. tenuiflora

The powdered plant material (60 g) was suspended in 300 mL of
0.1 mol L™ hydrochloric acid in a glass beaker, and sonicated in an
ultrasonic bath for 24 h at a constant temperature of 25 °C. The ex-
tract was separated by simple filtration and the residual material
was washed twice with 300 mL using the same acid solution. The fil-
trates were combined, and the solution was washed with hexane to
eliminate any plant oils that might be present. The aqueous solution
was basified to pH 10-11 with 0.1 mol L~ ! NaOH, and then extracted
with hexane (5x50 mL). The combined extracts were concentrated
to dryness under reduced pressure to obtain the crude alkaloid. The
solid resulting from filtration was air-dried, and recrystallized from
hexane.

2.4. Structural characterization of N,N-dimethyltryptamine

2.4.1. Nuclear magnetic resonance

Proton nuclear magnetic resonance (!H NMR) spectra were re-
corded at 200 MHz, using CDCl3 solutions. Chemical shifts were refer-
enced to the residual solvent peak, or to tetramethylsilane (TMS) as
an external reference. The data were reported in terms of the chemical
shift (6, in ppm), multiplicity, coupling constant (J, in Hz), and integrat-
ed intensity. Carbon-13 nuclear magnetic resonance ('3C NMR) spectra
were recorded at 50 MHz (using CDCl; solutions). The chemical shifts
were referred to the CDCl; solvent peak. The multiplicity of a particular
signal was indicated as s (singlet), d (doublet), t (triplet), or m (multi-
plet). The "H NMR and '3C NMR spectra were measured using a Bruker
Spectrospin Avance DPX-200 spectrometer (Fillanden, Switzerland).

2.4.2. Gas chromatography-mass spectrometry

GC-MS/MS analyses were performed with a Varian 3800 gas chro-
matograph (Varian Instruments, Sunnyvale, CA, USA) coupled to a
Varian 320-MS QqQ mass spectrometer. Samples were injected into
a split/splitless injector (Varian model 1177) using an autosampler
(Varian model 1084). A Varian Factor Four VF-5 ms capillary column
(30 mx0.25 mm i.d., 0.25 pum film thickness) was used. The mass spec-
trometer was operated in electron ionization (EI) mode, at 70 eV. The

Fig. 2. GC-MS/MS (SRM mode) mass spectrum of DMT isolated from M. tenuiflora (a) and mass fragmentation for ion m/z 130 (b).
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Fig. 3. Suggested fragmentation mechanism for ion m/z 130.

computer that controlled the system also contained an EI-MS library.
The mass spectrometer was calibrated with perfluorotributylamine
(PFTBA). After the ionization process, ions were passed through a hexa-
pole ion guide to the mass analyzers (mass range is from 40 to 500 m/z).
Helium (99.9999% purity) at a flow rate of 1.0 mL min~ ! was used as
the carrier gas and argon (99.999% purity) was employed as the colli-
sion gas at a pressure of 1.5 mTorr. Data acquisition and processing
were performed with the Varian workstation software. The injector
temperature was 250 °C. The oven temperature program has an initial

temperature of 60 °C for 3 min, followed by a ramp to 200 °C at
8°Cmin~', a further ramp to 280 °C at 10 °Cmin~ !, and a hold at
280 °C for 10 min. The QqQ mass spectrometer was operated in selected
reaction monitoring (SRM) mode, and the temperatures of the transfer
line, manifold, and ionization source were set at 300, 40, and 250 °C, re-
spectively. The analysis was performed with a filament/multiplier delay
of 4.0 min, in order to prevent instrument damage. The electron multi-
plier voltage was set at 1000 V (the value obtained in the auto-tuning
process), and the scan time was 0.6 s. The total run time was 32.5 min.

Fig. 4. "H NMR spectrum of DMT isolated from M. tenuiflora.
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Table 1
13C-NMR chemical shifts at 50 MHz of the DMT isolated from M. tenuiflora.

Carbon Chemical shifts
Reference Observed

C, 122.8° 122.01
C3 112.9° 114.37
Csa 127.6° 127.67
Cy 118.5° 118.94
Cs 118.6° 119.28
Cs 121.1° 121.79
Cy 111.72 111.36
Cra 136.5° 136.55
Cp 23.7° 23.86
Co 60.4° 60.53
Cs; Co 455 45,61
a Ref. [29].

b Ref. [17].

2.4.3. Mass spectrometer direct sample inlet

A Shimadzu DI-2010 direct sample inlet accessory was attached to
a QP2010 GC/MS (Shimadzu, Kyoto, Japan), in order to directly intro-
duce the sample into the mass spectrometer. The temperature was
set to 340 °C.

2.4.4. Infrared and melting point measurements

Infrared spectra were recorded with a Nicolet 6700 FT-IR spec-
trometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), in the range of
4000-400 cm ™!, using conventional KBr pallets. Melting points
were measured in open capillary tubes, using a Mel-Temp II melting
point apparatus (Laboratory Devices Inc., Menlo Park, CA, USA).

2.4.5. Ultraviolet/visible molecular absorption spectrometry

A Cary 50 UV-visible spectrophotometer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) was used for measurements (in triplicate, at
290 nm) of ten tryptamine standard solutions at concentrations in the
range of 0.2 to 100 ug mL™ !, in order to generate an analytical curve.

The percentage of DMT was determined using solution concentrations
of 6.25, 12.5, 25.0, and 50.0 pg mL~!. The measurements were per-
formed at a wavelength of 275 nm.

3. Results and discussion

3.1. Extraction and isolation of N,N-dimethyltryptamine
from M. tenuiflora

The traditional liquid-liquid procedure for extraction of indole al-
kaloids from plant matrices was employed [27]. The alkaloids form
salts in acidic aqueous media, and show both greater solubility and
enhanced stability at low pH values. In addition, the protons in acidic
aqueous media assist in breaking down the sample matrix, so that the
analyte is released more easily.

The acid extract was basified with sodium hydroxide, and then ex-
tracted with hexane, to give 421.4 mg of crude alkaloids (0.7% yield).
Final purification was accomplished by recrystallization from hexane.
The white crystals of N,N-dimethyltryptamine appeared after 24 h at
—5 °C, and weighed 181.0 mg (0.3% yield).

3.2. Characterization of N,N-dimethyltryptamine

3.2.1. Gas chromatography-mass spectrometry analysis

An aliquot of the isolated compound was analyzed by GC/MS in
full scan mode, and showed a prominent peak at 21.2 min. To confirm
the identity of the compound, the spectrum of the peak (Fig. 2a) was
compared with the spectra available in the Wiley electron impact
mass spectrum library (Palisade Corporation, New York, USA). There
was 98% similarity between the measured and library spectra, and
the ions m/z 130 and m/z 58 were selected for tandem mass spec-
trometry. No satisfactory signal was achieved for in-source fragmenta-
tion of the m/z 58 ion. The mass spectrum obtained for the ion m/z
130 can be seen in Fig. 2b and its suggested fragmentation mechanism
[28] is shown in Fig. 3.

Fig. 5. 13C NMR spectrum of DMT isolated from M. tenuiflora.
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Fig. 6. Infrared spectrum of DMT isolated from M. tenuiflora.

3.2.2. Mass spectrometer with direct sample inlet

The direct insertion of crystals into the mass spectrometer resulted
in a spectrum with a molecular ion peak at m/z 188, and a base peak
at m/z 58. These and other peaks in the N,N-dimethyltryptamine spec-
trum were similar to the spectrum provided in the NIST Mass Spectral
Database.

3.2.3. Nuclear magnetic resonance spectroscopy

The chemical shift values of the 'H NMR spectrum (200 MHz,
CDCls, ppm) (Fig. 4) were: 2.39 [s, 6H, N(CH3)2]; 2.69 [br, t, 2H,
J=~7.0; CH,CH,N(CHs),]; 3.00 [br, t, 2H, J~7.00, CH,N(CHs),]; 6.98
[br, s, TH, C=H]; 7.10-7.39 [3H, m, Ph]; 7.65 [1H, d, J=7.51, H4Ph];
and 8.49 [br, s, TH, NH]. These values were in agreement with litera-
ture data [30,31]. Table 1 compares the '3C NMR data obtained for
DMT isolated from M. tenuiflora (Fig. 5) with values reported previ-
ously [17,29-31].

3.2.4. Infrared analysis

The infrared spectrum obtained for the crystals showed peaks at
742, 809, 862, 1008, 1031, 1110, and 1178 cm™~ ! (Fig. 6), which is
in good agreement with the literature [32,33].

3.2.5. Melting point

The melting point of DMT recrystallized from hexane was 55.5 °C,
which was compatible with the literature value (53.5-57.5 °C) [34].
The literature describes a large difference between the melting points
of the DMT ranging between 44 and 68 °C. In addition, no study dem-
onstrated an evidence of DMT crystal polymorphism [32].

3.3. Ultraviolet/visible molecular absorption spectrometry

In order to quantify DMT isolated from M. tenuiflora, it was as-
sumed that tryptamine shows the same molar absorbance at 290 nm
as N,N-dimethyltryptamine at 275 nm, when these compounds are
present in methanol [35]. The data revealed a DMT content of
100.1944.91% (i.e. higher than 95%). This was corroborated by a

DMT analytical curve constructed at 275 nm, using the absorbance of
eight DMT standard solutions at concentrations between 1.56x 10>
and 0.1 mg mL~'. Good agreement was obtained between the equa-
tions obtained for tryptamine at 290 nm (y=28.798x+ 0.031, r=
0.9968) and for N,N-dimethyltryptamine at 275 nm (y=29.844x +
0.015, r=0.9998).

4. Conclusion

A simple and rapid acid-base extraction method was employed
for the isolation of N,N-dimethyltryptamine from M. tenuiflora stems
and roots, resulting in the formation of white crystals with a purity
level higher than 95%, which were structurally characterized using
'H NMR and '>C NMR, MS, FTIR, and UV/vis absorption techniques.
The high purity of the N,N-dimethyltryptamine obtained by this
method enables it to be used as an analytical standard.
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1. Introduction

ABSTRACT

A novel analytical approach combining solid-phase microextraction (SPME)/gas chromatography ion
trap mass spectrometry (GC-IT-MS) was developed for the detection and quantification N,N-dimethyl-
tryptamine (DMT), a powerful psychoactive indole alkaloid present in a variety of South American
indigenous beverages, such as ayahuasca and vinho da jurema. These particular plant products, often
used within a religious context, are increasingly consumed throughout the world following an
expansion of religious groups and the availability of plant material over the Internet and high street
shops. The method described in the present study included the use of SPME in headspace mode
combined GC-IT-MS and included the optimization of the SPME procedure using multivariate
techniques. The method was performed with a polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB)
fiber in headspace mode (70 min at 60 °C) which resulted in good precision (RSD < 8.6%) and accuracy
values (71-109%). Detection and quantification limits obtained for DMT were 0.78 and 9.5 mg L',
respectively and good linearity (1.56-300 mgL~!, ?=0.9975) was also observed. In addition, the
proposed method showed good robustness and allowed for the minimization of sample manipulation.
Five jurema beverage samples were prepared in the laboratory in order to study the impact of
temperature, pH and ethanol on the ability to extract DMT into solution. The developed method was
then applied to the analysis of twelve real ayahuasca and vinho da jurema samples, obtained from
Brazilian religious groups, which revealed DMT concentration levels between 0.10 and 1.81 gL~ .

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

and may also include pregnant women and children provided
parental consent is given [2].

Ayahuasca is an indigenous brew produced as a decoction using
the leaves of chacrona (Psychotria viridis) and sections of the stem
of the yage vine (Banisteriopsis caapi) which originates from the
Amazon region. Vinho da jurema, commonly referred to as jurema
wine probably due to its visual similarity with the ordinary red
wine, is also an indigenous brew but prepared with both root and
stem barks of the jurema preta tree (Mimosa tenuiflora) from the arid
Northeast of Brazil [1]. Both are used worldwide by various religious
groups and in neo-shamanic urban rituals. Brazilian legislation
permits the consumption of ayahuasca within a religious context

* Corresponding author at: Universidade Federal da Bahia, Campus Universitario
de Ondina, 40170-115 Salvador-Ba, Brazil. Tel.: +55 7132836821;
fax: +55 7132836805.
E-mail address: jailsong@ufba.br (J.B.de. Andrade).

0039-9140/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2013.01.017

Previous studies based on gas chromatography (GC) have been
reported for the determination of DMT in ayahuasca matrices
which employed liquid-liquid extraction (LLE) [3-5] and solid
phase extraction (SPE) procedures [6]. Sample preparation tech-
niques based on LLE can be manually intensive, often involve
large amounts of toxic organic solvents and may be time-
consuming [7], in addition to the risk of analyte loss. A reliable
alternative approach is the use of solid-phase microextraction
(SPME). SPME is a solvent-free sample preparation technique that
reduces sample preparation requirements and allows both extrac-
tion and concentration to be achieved in a single step [8].

There are several SPME applications in chemical analysis,
bioanalysis, food and environmental sciences, and a growing
number of publications describing pharmaceutical and medical
studies [9]. The aim of this study was to evaluate the performance
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of a new solid phase microextraction method for the determina-
tion of DMT content in ayahuasca and vinho da jurema samples,
using multivariate optimization techniques as factorial design
and central composite design to identify the critical points
involved in the SPME extraction procedure. To the best of the
authors’ knowledge, this is the first study based on a SPME
procedure followed by gas chromatography mass spectrometry
(GC-MS) to determine DMT levels present in twelve real aya-
huasca and vinho da jurema samples, and five jurema beverage
samples prepared in the laboratory.

2. Experimental
2.1. Standards, reagents and supplies

Methanol was of HPLC grade (Sigma-Aldrich, Gillingham,
Dorset, UK). Analytical grade anhydrous sodium hydroxide was
supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Chemicals were used as
received and without further purification. A manual solid phase
microextraction (SPME) holder and fiber, coated with polydi-
methylsiloxane/divinylbenzene (65 pm, PDMS/DVB), was acquired
from Supelco (Bellefonte, PA, USA). Prior to use, the fiber was
conditioned in accordance with the manufacturer’s recommenda-
tions. A magnetic stirrer (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) was
used to homogenize beverage samples prior to SPME. N,N-
Dimethyltryptamine (DMT) (95.8%+0.6) was isolated from
M. tenuiflora inner barks, using a previously published method
[10]. This standard was used in a previous work to quantify DMT
in the barks of M. tenuiflora, by matrix solid-phase dispersion
followed by GC-MS [11]. A total number of twelve ayahuasca and
jurema beverage samples were obtained from Brazilian religious
groups.

2.2. Preparation of DMT standard solutions and beverage samples

A working standard of 100 mgL~! DMT was prepared by
addition of 50 uL DMT standard stock solution (10gL~! in
methanol) to 5mL of 0.001 molL~! NaOH solution (pH 11).
Standard solutions were prepared similarly with spiked stock
solution, leading to concentration standards between 0.78 to
400 mg L. These alkaline standard solutions were stored at
4 °C, and were stable for a period of at least 2 weeks. The real
beverage samples were prepared by either 10- or 25-fold dilution
of ayahuasca or vinho da jurema samples using a 0.001 mol L~!
NaOH aqueous solution. The final volume was 5 mL. 50 pL of
methanol was added and the pH was corrected to pH 11, using
small crystals of sodium hydroxide and a pH meter. These real
samples were analyzed immediately after preparation.

2.3. SPME procedure

A 5 mL beverage sample was added to a 9 mL headspace vial
and sealed with a cap containing a PTFE-faced silicone septum.
The vial was placed into an aluminum block to ensure uniform
heating at 60 °C. The sample was stirred (900 rpm) for 10 min to
ensure thermal equilibration. The SPME syringe needle pene-
trated the vial septum, and the PDMS/DVB (65 pum) fiber was then
lowered into the headspace located above the sample solution.
The extraction time was 70 min followed by removal of the SPME
fiber and insertion into the GC injection port for a desorption (and
cleaning) period of 5 min. Statistical procedures were performed
using Statistica 8.0 (StatSoft, Tulsa, USA).

2.4. GC-ion trap-MS system and operating conditions

GC-MS analysis was performed using a Varian 450-GC gas
chromatograph (Walnut Creek, CA, USA) coupled to a Varian 200-
MS ion trap (IT) mass spectrometer. The 1177 injector was
operated in splitless mode for 60s and heated at 250°C. A
straight SPME liner (L x o.d.xi.d. 105 x2.75 x 0.75 mm) was
used for sample introduction. The system was operated by the
Saturn GC/MS Workstation, version 6.9. Separation was carried
out on a Supelco SLB-5 ms capillary column (30 m x 0.25 mm i.d.,
0.25 pm film thickness) purchased from Supelco (Bellefonte, PA,
USA). Helium (purity 99.995%) was employed as carrier gas at a
constant column flow of 1.0 mL min~"'. The GC oven temperature
was programmed from 50 °C (held for 3.5 min) to 280°C at
20°Cmin~! (held for 10 min). The ion trap mass spectrometer
was operated in the electron ionization (EI) mode. Manifold, ion
trap, ion source and transfer line temperatures were maintained
at 80, 220, 300 and 300 °C, respectively. Helium was also used as
damping gas at a flow of 0.8 mL min~'. In the full scan mode the
mass range was varied from mj/z 40 to 400 at 0.6s scan~'. The
identification of DMT in beverages (GC retention time and mass
spectral comparison) was verified with reference material.
For quantification purposes the scan range was restricted to m/z
57-59 which reflected the dominating abundance of the m/z 58
iminium ion in the mass spectrum of DMT.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of the SPME method

Initially, a sample of herbal beverage was used to determine
the optimum sample volume (5 mL), desorption time (5 min)
and pH value (pH 11), respectively, which were carried out by
univariate analyses. The PDMS/DVB fiber was well suited for
analyzing volatile and semi-volatile compounds of medium
polarity. In order to select the optimal experimental conditions
for extraction, a multivariate optimization strategy was employed
to assess the influence of the main factors on the SPME procedure.
Several tests were carried out in order to select the factors and
the domain to be considered in the multivariate experimental
approach to maximize the yield of DMT extracted from beverages,
and to obtain a good precision for the method. The factors
included in the 23 factorial design (Table 1) were temperature
(T), equilibrium time (tgqu) and extraction time (tgxr), respec-
tively. The relationship between each investigated variable and
impact of possible cross effects on DMT signal response was
determined by using the Pareto graph (Fig. 1). Analysis of the
Pareto graph indicated that, within the studied domain, the
impact of temperature and extraction time was significant. The
temperature was fixed at 60 °C. In order to find the critical factors
of the sample preparation method, a response surface technique
was employed as a central composite design. Although equilibra-
tion time factor did not appear to show any significant influence
in the domain previous studied (15-25 min), it was decided to
include this in the central composite design with a new domain,
ranging between 5 and 15 min. The extraction time was also

Table 1
Factors and levels for 2> factorial design.

Factor Low level (-) Central point (C) High level (+)
Temperature (T,°C) 40 50 60
Equilibrium time (tgqu, min) 15 20 25
Extraction time (tgx, min) 20 35 50
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Fig. 1. Pareto chart used to describe the optimization of SPME variables.

Table 2
Factors and levels for central composite design.

Factor Low level (-) Central point (C) High level (+)
Equilibrium time (tgqu, min) 5 10 15
Extraction time (tgxt, min) 20 50 80

evaluated in the central composite design, which considered time
intervals varying from 20 to 80 min (Table 2). The response surface
model generated by the execution of the central composite design
matrix confirmed that the equilibrium time factor had no impact on
the peak area of DMT (Fig. 2). For this factor, it was adopted on the
central point level, 10 min, long enough to ensure that the fiber
reaches thermal equilibrium with the sample medium, at 60 °C,
before exposition on the headspace. The extraction time factor, on
the other hand, had a major influence on the signal response and
the surface (Fig. 2) revealed that chemical equilibrium was reached
after 60 min, in the region where maximum DMT peak area values
were obtained. In order to verify the prediction a set of extraction
time experiments were carried (5-110 min) while maintaining
all other factors unchanged, i.e. pH 11, equilibrium time 10 min,
desorption time 5 min and temperature 60 °C. The results are
presented in Fig. 3. Following this evaluation an extraction time
of 70 min was chosen in order to achieve improved method
robustness. In the all optimization designs, triplicate analyses were
carried out at the central point of the studied domains in order to
provide statistically meaningful figures.

3.2. Method validation

3.2.1. Linearity

The DMT calibration curve was prepared using twelve con-
centration levels between 1.56 and 300 mg L' using the solution
standards described on Section 2, and duplicate analysis per
concentration level. The slope and intercept values, together with
their standard deviations (see below), were determined using
regression analyses which yielded a correlation coefficient for
DMT of 1?=0.9975.

3.2.2. Accuracy

To determine the accuracy of the developed method, a recov-
ery study was carried out using beverage samples and the
standard addition method. In this case, a known amount of
isolated DMT was added to the sample at three different con-
centration levels, i.e. 9.5, 50 and 152 mg L™, respectively. Each
concentration level analyzed in triplicate employing seven sam-
ples and the results were expressed as mean recovery and %RSD.
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Fig. 2. Surface response model.

Fig. 3. Effect of extraction time on DMT peak area.

Under standard addition conditions, consistent and high recovery
values were obtained and mean absolute recovery values for DMT
were found to range between 71 and 109%. This recovery study
indicated that the method was suitable for the determination of
DMT from herbal preparations.

3.2.3. Precision

The precision of the method was determined by repeatability
studies and expressed as relative standard deviation (%RSD). The
repeatability (intra-assay precision) was measured by comparing
standard deviation values obtained from recovery percentages
derived from spiked samples (concentration levels 9.5, 50 and
152 mg L~') that were run on the same day. Each concentration
level was determined seven times followed by RSD calculations.
The RSD values for DMT levels were found to be below 8.3% at all
spiked levels and considered suitable.

3.2.4. Limits of detection and quantification

The limit of detection (LOD) was calculated considering the
standard deviation of the analytical noise (a value seven times the
standard deviation of the blank) and the slope of the regression
line, and it was equal to 0.78 mg L~ . The limit of quantification
(LOQ) was determined as the lowest concentration that provided
a response of ten times the average of the baseline noise, and
were calculated using seven unfortified samples. The LOQ value
for this compound was 9.5 mg L~



www.neip.info

A. Gaujac et al. / Talanta 106 (2013) 394-398 397

3.2.5. Robustness

The robustness of this proposed method was estimated by
testing the reliability of analysis with respect to small but
deliberate variation of optimized method parameters. A three-
factor face-centered design consisting of fifteen experiments was
employed. The extraction time (69.5-70.5 min), temperature (59-
61 °C) and pH of aqueous phase (pH 10.5-11.5) were considered
critical factors. Pareto graph plots (Fig. 4) indicated that the
obtained response remained unaffected by small changes in these

Fig. 4. Evaluation of robustness using the Pareto chart.

Table 3
DMT concentration in jurema beverage samples prepared in the laboratory under
different conditions.

Jurema beverage sample preparation condition DMT conc. (gL~ ")

1 Extraction into water at room temperature 1.32

2 Extraction into acidified water (HCl, pH=1) at room  1.57
temperature

3 Extraction into water at 100 °C 117

4 Extraction into acidified water (HCl, pH=1) at 100 °C 1.79

5 Extraction into water:ethanol (50:50, v/v) at room 1.73
temperature

critical method parameters. Statistical analysis revealed that
there was good agreement between experimental and predicted
values. Furthermore, none of the factors studied in these domains
showed significant effect on system efficiency.

3.2.6. Estimation of DMT content in jurema beverages

The analytical procedure described above was also used to
study the influence of several parameters typically involved in
the preparation of jurema products from plant material on DMT
content. This included an assessment of temperature (room
temperature Vs. 100 °C), pH of aqueous phase and the percentage
of ethanol in the aqueous extraction medium. Thus, five jurema
beverages samples were prepared in the laboratory using 5 g of
inner bark of jurema preta (M. tenuiflora) per 100 mL of sample,
employing the same time of extraction. The concentrations of
DMT found in the analyzed samples are summarized in Table 3.
For example, it was found that simply heating the decoction
during preparation did not lead to increased DMT levels, however,
concentrations of DMT did increase when an aqueous acid
medium (pH 1), or a mix of water and ethanol (50:50, v/v), was
employed. All samples were analyzed in triplicate.

Table 4
DMT levels in ayahuasca (A) and vinho da jurema
(J) preparations obtained from Brazilian religious

groups.
Samples DMT conc. (gL~ ")
Al 0.44
A2 1.14
A3 0.58
A4 0.57
A5 0.72
A6 0.29
A7 0.17
1 1.76
12 1.81
3 0.73
14 0.10
J5 0.68

Fig. 5. Representative SPME GC-ion trap-MS traces obtained from real samples of ayahuasca (A and B) and vinho da jurema (C and D). A and C: full scan mode; B and D:
quantification of DMT (13.05 min) at a reduced scan range between m/z 57-59 which reflected the formation of the m/z 58 iminium ion base peak.
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3.3. Application of the method

Twelve samples of ayahuasca (A1-A7) and vinho da jurema
samples (J1-]5) were collected from different Brazilian religious
groups and analyzed in triplicate by using the developed SPME/
GC-IT-MS method. All samples were diluted by a factor of 10 or
25, depending on the level of DMT present in the beverages.
Representative chromatograms are shown in Fig. 5. High levels of
DMT were found in both sample types. The DMT concentration in
the vinho da jurema samples ranged from 0.10 to 1.81 gL,
whereas ayahuasca products revealed the presence of DMT in the
range of 0.17 to 1.14 g L~ !, (Table 4), which was consistent with
previous reports on liquid samples [1].

4. Conclusions

The present study provided a new method for the determina-
tion of DMT in ayahuasca and vinho da jurema matrices based on
headspace solid-phase microextraction gas chromatography ion
trap mass spectrometry. The optimization of SPME-related para-
meters were carried out by multivariate techniques and provided
excellent figures of merit. The fact that it was possible to work
with a small sample size and that the extent of sample manip-
ulation was minimized, made the SPME/GC-MS technique parti-
cularly useful. There were considerable variations in DMT levels
detected in ayahuasca and vinho da jurema samples obtained from
Brazilian religious groups.
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The powerful psychoactive features of N,N-dimethyltryptamine (DMT) have sparked the imagination of
many research disciplines for several decades. One of the key chemical features associated with compound
identity is the determination of melting points. The descriptions of both melting points and morphology as-
sociated with DMT free base have long been a source of interest and discussion, especially when considering
that these values encountered in the scientific literature range dramatically between 38-40 °C and 73-74 °C,
Keywords: respectively. Such variations in reported melting points suggest that DMT may exist in two or more polymor-
N,N-dimethyltryptamine phic forms and it was the aim of this study to examine the potential polymorphism of DMT via X-ray powder
DMT diffraction (XRPD) and differential scanning calorimetry (DSC), including fast scan DSC. DMT samples were
Melting points prepared following extraction from Mimosa tenuiflora inner barks or by laboratory synthesis and then its
Polymorphism crystals were recrystallized from solutions of the alkaloid using either hexane or acetonitrile. Irrespective
Crystals of source, crystals originating from synthesis were predominantly white crystals obtained using crystalliza-
Differential scanning calorimetry tion from hexane, whereas yellow samples following recrystallization with acetonitrile. Irrespective of source
X-ray diffraction or solvent, two polymorphs appeared to exist with melting points, determined by DSC, of 57 °C to 58 °C for
Form I and 45 °C to 46 °C for Form II. Estimates for their enthalpies were 91.9 & 2.4 ] ¢! for Form I and
98.3 + 2.8 ] g~ ! for Form II. Form II converted to Form I during DSC; conversion was thus prevented by fast
scanning rates of 100 °C min~". A transition temperature (Tg) in the range —21 °C (2 °C min~ ') to —13 °C
(100 °C min~ ') was determined depending on DSC scanning rate. Its closeness to the melting point indicates
a tendency of Form II to convert to Form I on storage, a phenomenon that was also facilitated by grinding. This
study indicates that the presence of differently colored DMT free base crystals obtained from recrystallization
might also point towards the existence of polymorphs rather than just the presence of impurities.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction presence of DMT and related derivatives in psychoactive beverages

used for religious and recreational purposes [11,12], its abundant

The widespread interest in N,N-dimethyltryptamine (DMT) stems
from its powerful psychoactive properties observed in humans and, for
this reason, is frequently referred to as a psychedelic/hallucinogenic
substance [1,2]. It is therefore not surprising that investigations into its
(psycho-)pharmacological profile have been long carried out in order
to elucidate the mechanisms involved in the changes of thought, percep-
tion, mood and cognition brought about by this simple indole alkaloid
[3-6]. Although the synthesis of DMT was reported in 1931 [7], first ob-
servations regarding its psychoactive properties started to surface in the
literature in the 1950s [8].

The need for chemical and analytical investigations associated with
DMT [9,10] arises from several areas of inquiry which include the

* Corresponding author. Tel.: +44 151 231 2184; fax: +44 151 231 2170.
E-mail address: s.brandt@ljmu.ac.uk (S.D. Brandt).

0026-265X/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.microc.2013.03.009

presence in the plant kingdom [13], and the long-standing interest in
DMT and other N,N-dimethylated analogs as naturally-occurring sub-
stances in humans [14]. In addition, a forensic perspective develops
from the fact that DMT is a controlled substance which makes it an
attractive target for clandestine synthesis and impurity profiling studies
[15-17]. A simple but important feature of each chemical entity is the
determination of melting points. However, as far as the availability of
these data on DMT is concerned it was interesting to notice that the
melting points reported for DMT free base ranged dramatically, i.e. be-
tween 38-40 °C[18] and 73-74 °C [19], respectively.

Such variations in reported melting points suggest that DMT may
exist in two or more polymorphic forms. Generally, multiple crystal
forms with different solid state properties can exhibit differences in bio-
availability of the active drug substance [20]. Resolution of these poly-
morphs can be made by a combination of experimental techniques, in
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this case X-ray powder diffraction (XRPD) and differential scanning cal-
orimetry (DSC) [21,22]. Fast Scan DSC, where scanning rates up to
500 °C min~ ! have been used, is a recently developed sub-technique
of DSC [23] which has been used in the assessment of polymorphs
that convert during analysis at conventional heating rates. Examples
of drugs thus studied included carbamazepine [24] and sulfathiazole
[25].

XRPD is a powerful tool in identifying different crystal phases and
the position of diffraction peaks and the d-spacings that they repre-
sent provide information about the location of lattice planes in the
crystal structure [26]. Each peak measures a d-spacing that represents
a family of lattice planes and shifts in peak position or small changes
in XRPD patterns can identify different hydrates of the same com-
pound or the presence of additional polymorphic forms [27]. The
aim of this study was to examine further the potential polymorphism
of DMT via XRPD and DSC, including fast scan DSC, in an attempt to
resolve the discrepancies in the melting points described in the liter-
ature and to assess the potential of the drug to form amorphous or
waxy solids. The present investigation follows on from a previous
report on an optimized isolation of DMT as reference material from
Mimosa tenuiflora inner barks [28].

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

All chemicals and reagents used were from Aldrich (Dorset, UK)
and were of analytical grade or equivalent. N,N-Dimethyltryptamine
(DMT) free base samples were obtained both from organic synthesis
and isolation from M. tenuiflora inner barks as reported previously
[15,28].

2.2. Sample preparation procedures

DMT samples were obtained by recrystallization of the crude alka-
loid in hexane. The free base substance was dissolved in hexane at
40 °C to give a concentration of 30 g L™ . After cooling to room tem-
perature, the solutions were placed in a freezer at — 18 °C for two
days. Following crystallization, the mother solution was subsequently
removed by filtration from the precipitated material. The pure DMT
was dried gently under a stream of nitrogen, and stored at 4 °C
until analysis. The free base products were dissolved at room temper-
ature using minimal amounts of either hexane or acetonitrile until
further dissolution was not observable. The solvent of each solution
was evaporated at room temperatures under a gentle stream of nitro-
gen, giving samples W1, W2, Y1 and Y2. DMT samples W1 and W2
were predominantly white crystals obtained using crystallization
from hexane; whereas yellow DMT samples Y1 and Y2 were obtained
following crystallization with acetonitrile. Samples W1 and Y1 were
crystallized from DMT prepared by organic synthesis, while samples
W2 and Y2 were from DMT isolated from the bark of M. tenuiflora.
Crystals were used without further treatment for DSC and XRPD ex-
cept where samples of the four products were ground to determine
the effect of grinding on their physical nature. Grinding of DMT sam-
ples was undertaken manually using an agate mortar and pestle
performed using two different grinding intensities; i) brief crush
and light grind and ii) a sixty second, more intensive, grind.

2.3. Instrumentation and experimental

2.3.1. Differential scanning calorimetry (DSC)

A PerkinElmer DSC 8000 with Intracooler 2 cooling accessory and
Pyris v. 10.1.0.0420 software were used (Seer Green, UK). The furnace
temperature was calibrated using the Perkin Elmer supplied standard
reference materials indium (m.p. = 156.60 °C) and zinc (m.p. =

419.47 °C). Enthalpies of transition were calibrated with indium
with a heat of fusion AH; = 28.45 J g~ .

The sample size used was around 2-4 mg accurately weighed
in crimped, standard aluminum pans. All samples were cooled to
—40 °C at 50 °C min~, held isothermally for 1 min before heating at
2, 10, 20, 50 or 100 °C min~! to 70 °C at which the temperature set
points were held isothermally for 1 min. The cool —reheat cycle was
then repeated following cooling from 70 °C to —40 °C at 50 °C min ™!,
and again, samples were held isothermally at this temperature before
subsequent reheating to 70 °C using the same temperature heating
rate described above. In addition, untreated samples (W1 and W2
only) were heated at 10 °C min~"' to 45 °C, held isothermally at this
temperature for 20 min prior to cooling to 25 °C. Samples were then
cooled to —40 °C at 50 °C min~!, held isothermally for 1 min and
re-scanned from —40 °C at 2 °C min~! to 70 °C. Extrapolated onset
temperatures were used as the melting point (m.p.) of the samples.
Glass transition temperatures were calculated from the point on heat
flow curves where the specific heat change was half of the change in
the complete transition [21]. The DMT samples were also analyzed at
the fast scan heating rate (100 °C min~") following grinding.

2.3.2. X-ray powder diffraction (XRPD)

XRPD patterns were collected using a Rigaku Miniflex X-ray dif-
fractometer (Osaka, Japan) calibrated using a silica standard plate.
The patterns were obtained using Cu Ko (1.54 A) radiation, a voltage
of 30 kV, and a current of 15 mA. Samples were prepared in 0.5 mm
diameter zero background sample holders and analyzed between 3
and 60°26, with step increments of 0.02°26 and scanning speed of
2°20 min~ .

3. Results and discussion

Previous work on the isolation of DMT from M. tenuiflora inner barks
was guided by its history of use in humans [29,30] and the need for ref-
erence material used for analytical determinations [28]. The present
study employed fast scan DSC and XRPD to the characterization of
DMT free base and aimed to assess the potential of the drug to form
polymorphs and/or amorphous or waxy solids. Published melting
points of DMT free base and their morphological variations are summa-
rized in Table 1. The wide range observed from these data, and the lack
of more detailed investigations, led to the consideration of potential
polymorphism. The lowest melting point encountered was described
by Whitney et al. who, following its preparation, described it as a pale
amorphous solid that melted at 38 °C-40 °C [18]. At the other end of
the spectrum was the report provided by Fish et al. that noted a melting
point of 47 °C-49 °C following its synthesis and recrystallization from
hexane. Interestingly, the authors then mentioned a conversion of this
sample to a form with a higher melting point (71 °C-73 °C), also by re-
crystallization from hexane, by seeding with an authentic sample with a
melting point of 73 °C-74 °C, respectively. More details about this con-
version, however, were not reported [19]. Another study on the isola-
tion of DMT from Acacia maidenii F. Muell. provided another example
of the conversion of melting point values by seeding. In this case, the
first melting point obtained after recrystallization from hexane was
46 °C-47 °C, and when the solution was seeded with an authentic sam-
ple (56 °C-58.5 °C), the corresponding melting point reported then was
57.5 °C-58.5 °Cinstead [31].

Following the implementation of liquid-liquid extraction using
60 g of powdered inner bark of M. tenuiflora, 421.4 mg of crude alka-
loids (0.7% yield) was obtained from a concentrated hexane layer at
4 °C [28]. The majority of crystal material was white in color but
spots of yellow-colored crystals were also observed. In order to
carry out a recrystallization from hexane the total amount of crude
alkaloids was re-dissolved in 10 mL of warm hexane (45 °C) which
led to the formation of two distinctly colored layers. During analytical
characterization (data not shown) it was found that both layers
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Melting points reported in the literature for DMT free base.

Melting point [°C]

(Re)crystallization solvent?®

Comment

Reference

Whitney et al. [18]

Grina et al. [32]

Rovelli and Vaughan [33]
Sintas and Vitale [34]
Hochstein and Paradies [35]
Julia et al. [36]
Meckes-Lozoya et al. [38]
Gongalves de Lima [29]

Wisconsin Alumni Research Foundation et al. [39]

Hall et al. [40]

Hafelinger et al. [41]
Wenkert and Kryger [42]
Fleming and Woolias [43]
Culvenor et al. [37]
Fitzgerald and Sioumis [31]
Ghosal and Mukherjee [44]
Manske [7]

Shulgin and Shulgin [2]

Heinzelman and Szmuszkovicz [45]

Fish et al. [19]

Ueno et al. [46]

Ueno et al. [46]

Bodendorf and Walk [47]
Pachter et al. [48]

Boit [49]

Morimoto and Matsumoto [50]
Morimoto and Oshio [51]

www.neip.info

38-40 - Pale amorphous solid
39-44 - White solid

44 Petroleum ether -

44-45 - -

44.6-46.8" - -

45 Hexane -

45.5-46.8 Methanol -

45.8-46.8 Xylene Fine needle-shaped crystals
45-47 - Yellowish crystals
45-49 - -

45-47 - Colorless crystals
45-47 Hexane Crystalline/colorless
46 Ethanol/petroleum ether Plates

45 Petroleum ether -

46-47°¢ Hexane -

47 - -

47 - Very fine ill-defined needles
47 - Off-white solid
47-48 - -

47-494 Hexane -

48-49 Hexane Colorless prisms
48.5-49 Petroleum ether Colorless needles
48-49 Ethyl acetate/petroleum ether -

48-49 Hexane/ethyl acetate -

48-49 - -

49 Petroleum ether Colorless prisms

49 Petroleum ether Colorless prisms
49-50 -

49-50 Diethyl ether/petroleum ether Colorless needles
53.5-57.5 Hexane -

55.5 Hexane White crystals

57 Hexane -

57 Hexane -

57.5-58.5¢ Hexane -

57-59 - Crystalline solid
58.2 - Transparent acicular
64 Hexane/ethyl acetate (80:20) White crystals

65.5 -

67 Hexane White crystals
67-68 Hexane -

71-73¢ Hexane -

White, pungent-smelling crystalline solid

Transparent colorless hexagonal prisms

Shulgin [52]

Hoshino and Shimodaira [53]
Arthur et al. [54]

Gaujac et al. [28]

Poisson [55]

Kan-Fan et al. [56]
Fitzgerald and Sioumis [31]
Shulgin and Shulgin [2]
Bergin et al. [57]

Moura et al. [58]
Falkenberg [59]

Shulgin and Shulgin [2]
Shulgin and Shulgin [2]
Fish et al. [19]

2 In cases where (re)crystallization solvents were not explicitly mentioned, melting points were obtained from the solid free base following evaporation of a solvent during work-

up or following distillation of the crude product.

b Melting obtained from a second distillation. The first distillation yielded an oil that crystallized with a melting point of 44 °C-46 °C.
¢ DMT free base, isolated by column chromatography, was crystallized from hexane and yielded a m.p. of 46 °C-47 °C. It was then reported that a solution seeded with an au-
thentic sample of DMT (m.p. 58 °C-58.5 °C) gave a m.p. of 57.5 °C-58. °C which was not depressed on mixing.

4 Crystallization in hexane followed by sublimation.

€ Recrystallization from hexane resulted in a product that melted at 47 °C-49 °C. The authors stated that this material was then converted to a “higher melting form (71 °C-
73 °C) by crystallization from hexane after seeding with an authentic specimen of m.p. 73 °C-74 °C”. Further details were not provided.

contained DMT where the bottom layer (yellow in color and minor in
abundance with regards to volume) represented an amorphous, high
density, and viscous form of pure DMT. The top transparent layer
consisted of DMT dissolved in hexane. The transparent layer was re-
moved and stored at —18 °C which led to the formation of white
DMT crystals (181.0 mg, 0.3% yield). Storage of the yellow layer in
the fridge at 5 °C produced a yellow amorphous solid which was
not investigated further.

The effect of heating rates on the DSC heating scans of W1, W2, Y1
and Y2 are shown in Figs. 1-4. It is clear from cursive examination of
these figures in toto that, at various heating rates, two endotherms
were apparent which would correspond to two polymorphic forms
of DMT. Increase in scanning rate increases the apparent size of endo-
therms or exotherms since DSC measures heat flow as a function of
time and makes more apparent any change in heat flow. The heat
flow will increase with increase in heating rate [60]. Adapting con-
ventionally used classification, the higher melting polymorph was
deemed Form I whereas the lower melting polymorph was termed
Form II. Again, the scans corresponding to reheats all displayed a
glass transition indicating the ability of DMT to form an amorphous

state. Tables 2 to 5 give the melting points and thermodynamic data
of W1, W2, Y1 and Y2, respectively.

One of the advantages of fast scan DSC was that the fast rates pre-
vent transformation of a sample during the heating process which
provides a scan more representative of the original material [23].
Fig. 1 shows the DSC of sample W1 that was recrystallized using hex-
ane from DMT prepared by organic synthesis. Taking DSC scans from
sample W1 at 100 °C min~! as a starting point (Fig. 1a), it can be
seen that there were two melting endotherms present with onset
temperatures of 47.5 °C and 58.3 °C for Form Il and Form I, respec-
tively. At 50 °C min~ ! sample W1 (Fig. 1b) again displayed two en-
dotherms, in this case with an exotherm positioned between them
indicating that when Form II melted, some recrystallization occurred
into Form I prior to the melting of Form I. As the heating rates were
further decreased (Fig. 1c and d), this recrystallization became more
obvious, and indeed at 2 °C min~!, there was less evidence of the
melting of Form Il which indicated that conversion to Form [ occurred
during the scanning of the samples (Fig. 1e). Fast-Scan DSC allowed
melting of the metastable polymorph to be separated from any subse-
quent recrystallization because the later event was moved to a
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Fig. 1. DSC scans of sample W1 showing initial scan (upper) and re-scan (lower) curves obtained at a) 100 °C min~' b) 50 °C min~' ¢) 20 °C min~' d) 10 °C min~' and

e) 2 °C min~'; f) structure of N,N-dimethyltryptamine (DMT).

temperature higher than the melting temperature, i.e. providing sep-
aration of the events. Ford and Mann [23] demonstrated the use of
Fast-Scan DSC in characterizing the polymorphic transitions of nifed-
ipine. Using glassy material, the drug exhibited a number of transition
events in the range 95 °C-110 °C at a heating rate of 10 °C min~ ! and
transitions from Form III to Form II and hence to Form [ were easily
observed. At higher scanning rates, the ratio of Form Il to Form I
changed during recrystallization and the relative amount of Form I
increased with increase in scan rate (up to 300 °C min~ 1) [23]. Fur-
ther confirmation on the usefulness of Fast-Scan DSC was clearly
demonstrated for carbamazepine which enabled the characterization
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of lower melting polymorphs by preventing multiple external events
due to overlapping recrystallization [24].

In DMT sample W1, the general increase in the heat of fusion corre-
sponding to Form II as the heating rate was increased (Table 2) further
confirmed that the untreated sample contained both polymorphic
forms. Assuming that 100% conversion to Form I occurred at
2°Cmin~!, an estimate for the enthalpy of fusion of Form I was
made at91.9 £ 24 g~ .

The re-scans show the glass transition temperatures (T,) and are
given in Table 2 with the 100 °C min~! scan displaying only a glass
transition and no subsequent recrystallization. The glass transition
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Fig. 2. DSC scans of sample W2 showing initial scan (upper) and re-scan (lower) curves obtained at a) 100 °C min~' b) 50 °C min~! ¢) 20 °C min~—' d) 10 °C min~' and

e)2°Cmin~ .

represents the transformation from a glassy state to a rubbery state
[61] and occurs at the T,. Below this temperature the molecules are
locked in position and relatively incapable of movement, whereas
above the Tg, molecules are able to move and crystallization is fa-
vored. Decreasing heating rates showed an endotherm corresponding
to the melting of Form II preceded by a recrystallization exotherm.
This follows the expected thermodynamic theory that the less stable
polymorph will crystallize from a melt on crystallization [62,63].
The recrystallization became more apparent as the heating rate
decreased and concomitantly moved to lower temperatures. As
expected the glass transition became less apparent with decreased
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scanning rates as the measured heat flow into and away from samples
is reduced at lower scanning rates [23]. Assuming that the exotherm
corresponded to 100% conversion to Form II, an enthalpy of fusion for
this polymorph was estimated at 98.3 + 2.8 J g~ .

Fig. 2 shows the DSC of sample W2 that was recrystallized using
hexane from the M. tenuiflora plant extract. Comparison of the scans
obtained at 100 °C min ™!, (Figs. 2a and 1a) indicated that DMT W2
contained proportionately more of Form II. Indeed, at 50 °C min~!
the sample displayed almost exclusively the melting of Form II
(Fig. 2b) but its enthalpy of fusion was 73.5 + 0.5 ] g~ ! and indicated
that there was some Form I in the sample. Scans at 20 °C, 10 °C and
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Fig. 3. DSC scans of sample Y1 showing initial scan (upper) and re-scan (lower) curves obtained at a) 100 °C min~! b) 50 °C min~—! ¢) 20 °C min~' d) 10 °C min~' and

e)2°Cmin~ .

2 °Cmin~ " (Fig. 2c, d and e) confirmed the prevalence of Form Il in
this sample compared with DMT W1 and that again it converted to
Form [ at the slower heating rates. The values of the enthalpies of fu-
sion (see Tables 2 and 3 for comparison) confirmed the apparent
higher ratio of Form II in sample W2. Estimates across the heating
rates of the melting points of Form II and Form I in DMT W2
(Table 3) were 42.8 °C to 46.9 °C and 56.1 °C to 58.4 °C, values not
dissimilar to those found for DMT W1 (Table 2).

The reheat curves for DMT W2 (Fig. 2) showed similar trends
to DMT W1 except that the recrystallization exotherm was closer
in position to the melting endotherm for Form II indicating that
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recrystallization to Form Il in DMT W2 was not as easily accomplished
as in DMT W1. This is evidenced by the lower enthalpies of fusion in
the reheated sample of DMT W2 (Table 3) compared to those of DMT
W1 (Table 2). The reasons for the increased difficulty in recrystalliza-
tion to Form II are not easily understood since the initial heat should
destroy the thermal history of the sample. In summary, both samples
DMT W1 and W2 were a mixture of polymorphic forms whose
melting points reflected the melting points found in the literature
while explaining the literature discrepancies because two forms had
not previously been identified. In addition, the T values (Tables 2
and 3) accounted for the potential for amorphicity in DMT because
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Fig. 4. DSC scans of sample Y2 showing initial scan (upper) and re-scan (lower) curves obtained at a) 100 °C min~! b) 50 °C min~' ¢) 20 °C min—' d) 10 °C min~! and

e)2°Cmin~ "

Table 2

Thermal data of DMT W1 obtained by DSC. [Key (n = 3) except where standard deviations are not given (n

= 1), nt = no transition].

Heating rate

Initial heating

Secondary heating

(°Cmin—1) Form II Form I Form II Form I
Onset (°C) AH;(Jg™ 1) Onset (°C) AHf(Jg™h) T (°C) Onset (°C) AHr(Jg™h) Onset (°C) AHf(Jg™1)
2 448 4+ 0.1 100 £ 34 584 £+ 0.1 919 + 24 —21.8 +£ 0.9 46.5 + 0.1 983 £+ 2.8 58.6 111
10 46.2 4+ 0.1 26.1 £13 57.8 £ 0.1 86.8 £ 1.3 —19.2 + 04 45.6 4+ 0.1 51.8 £ 99 nt nt
20 46.7 4+ 0.1 230 £ 2.1 583 £ 0.1 852 + 21.1 —18.5 + 04 459 + 0.1 12.1 £ 36 nt nt
50 46.7 + 0.3 425 4+ 4.6 57.7 £ 0.1 579 £ 7.0 —16.7 + 0.1 nt nt nt nt
100 47.5 29.2 58.3 76.1 —13.0 nt nt nt nt
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Table 3
Thermal data of DMT W2 obtained by DSC. [Key (n = 3) except where standard deviations are not given (n = 1), nt = no transition].
Heating rate Initial heating Secondary heating
(°Cmin~ 1) Form II Form I Form II Form I
Onset (°C) AH;(Jg™ ") Onset (°C) AH;(Jg™ ") T, (°C) Onset (°C) AH:(Jg™") Onset (°C) AH:(Jg™1)
2 428 +£ 2.0 18.0 £ 6.0 573 + 0.6 838 £ 0.7 —215 46.5 + 0.1 983 £ 28 45.1 87.7
10 445 £ 03 43.8 +£ 6.7 56.1 4+ 04 64.1 &+ 6.7 —20.0 £ 03 446 + 0.0 109 £ 3.7 nt nt
20 452 + 04 584 + 179 56.8 + 0.4 42.1 £ 15.6 —185 + 03 45.1 £ 0.2 09 + 0.1 nt nt
50 453 £ 0.2 735 £ 05 571+ 03 05+ 04 —16.3 + 04 nt nt nt nt
100 46.9 834 58.4 24.9 —12.8 nt nt nt nt
Table 4
Thermal data of DMT Y1 obtained by DSC. [Key (n = 1), nt = no transition].
Heating rate Initial heating Secondary heating
(°Cmin~ ") Form Il Form [ Form Il Form I
Onset (°C) AH(Jg™ ") Onset (°C) AH;(Jg™ ") T, (°C) Onset (°C) AH;(Jg™ ") Onset (°C) AH¢(Jg ")
2 44.8 323 58.8 79.5 —20.8 45.6 92.1 nt nt
10 44.9 29.9 56.9 79.7 —18.8 44.9 39.6 nt nt
20 451 325 57.5 69.4 —17.8 454 121 nt nt
50 45.0 22.8 56.4 384 —16.5 nt nt nt nt
100 472 39.3 58.8 23.6 —12.0 nt nt nt nt
Table 5
Thermal data of DMT Y1 obtained by DSC. [Key (n = 1), nt = no transition].
Heating rate [nitial heating Secondary heating
(°Cmin~") Form II Form I Form II Form I
Onset (°C) AHr(Jg™ 1) Onset (°C) AHf(Jg™ 1) T (°C) Onset (°C) AHf(Jg™ 1) Onset (°C) AH;(Jg™ 1)
2 nt nt 56.8 59.5 —20.6 45.0 92.7 57.1 21.7
10 43.8 15.8 56.5 69.8 —195 44.8 243 nt nt
20 441 19.9 56.5 71.8 —17.5 45.2 2.1 nt nt
50 443 71 55.6 50.4 —164 nt nt nt nt
100 479 5.7 58.5 49.0 —124 nt nt nt nt

of the closeness of the T, to ambient temperatures. This also will ex-
plain the difficulty in obtaining a sample consisting of either pure

Form I or pure Form II.

One attempt to obtain pure Form 1 was by heating the untreated
samples to 45 °C and holding the samples at this temperature for
20 min to allow conversion of the Form II in the sample to Form I,

prior to cooling and then re-scanning at 2 °C min~ . Fig. 5 displays
that this approach indeed worked and it was estimated that the

Fig. 5. DSC scans of samples W1 (a) and W2 (b) showing curves obtained at 2 °C min~

1 after heat treatment at 45 °C.

heats of enthalpy for Form I obtained from DMT W1 and W2 were
93.4 and 86.8 ] g !, respectively. Again there is the probability of
amorphousness remaining in the sample following the isothermal

hold.

Table 6

Summary of XRPD data for major peaks from DMT sample W1.?
Peak 2theta FWHM d-Value Intensity 1/lo
1P 7.60 0.200 11.6223 793 70
2 9.04 0.212 9.7739 800 71
3 12.05 0.271 7.3384 402 36
4 12.86 0.259 6.8779 596 53
5 14.52 0.153 6.0951 254 23
6° 15.22 0.235 5.8163 1138 100
7 17.73 0.188 4.9982 723 64
8 18.17 0.259 4.8781 1023 90
9P 19.20 0.224 4.6187 690 61
10° 19.57 0.200 4.5322 489 43
11 19.90 0.176 4.4578 501 44
12 20.41 0.106 4.3475 320 29
13 20.54 0.235 4.3203 349 31
14 21.44 0.200 4.1409 254 23
15 22.35 0.271 3.9744 468 42
16 22.85 0.188 3.8885 486 43
17 23.19 0.259 3.8323 295 26
18 24.56 0.118 3.6215 263 24
19 25.42 0.224 3.5009 391 35
20 26.29 0.200 3.387 250 22
21 27.30 0.247 3.2639 481 43
22 30.65 0.376 29144 240 22

ab.
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: major peaks attributed to polymorphic Form II.
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Table 7 Table 9
Summary of XRPD data for major peaks from DMT sample W2.2 Summary of XRPD data for major peaks from DMT sample Y2.
Peak no. 2theta FWHM d-Value Intensity I/lo Peak no. 2theta FWHM d-Value Intensity I/lo
1° 7.56 0.141 11.6837 2827 60 1 9.02 0.200 9.7956 3418 32
2 8.96 0.176 9.861 567 12 2 12.02 0.200 7.3566 10,834 100
3 11.97 0.153 7.3873 1002 22 3 12.83 0.212 6.8940 8726 81
4 12.77 0.153 6.9262 981 21 4 13.58 0.176 6.5149 325 3
5P 15.17 0.153 5.8354 4737 100 5 15.03 0.212 5.8894 2277 22
6 17.68 0.106 5.0122 383 9 6 17.71 0.188 5.0038 920 9
7 18.07 0.176 4.9049 811 18 7 18.11 0.224 4.8942 5178 48
8 18.17 0.059 4.8781 576 13 8 19.84 0.224 44711 887 9
9b 19.75 0.071 4.4913 311 7 9 20.52 0.165 4.3245 268 3
10 19.83 0.118 44734 319 7 10 21.75 0.200 4.0826 449 5
11 22.29 0.118 3.9849 284 6 11 2230 0.212 3.9832 659 7
12 22.84 0.176 3.8902 483 11 12 22.79 0.200 3.8986 427 4
13 24.09 0.200 3.6911 407 9 13 23.82 0.153 3.7323 457 5
14 27.22 0.071 3.2733 302 7 14 24.16 0.235 3.6805 4384 41
15 30.68 0.129 29116 274 6 15 2539 0.200 3.5050 600 6
ab: major peaks attributed to polymorphic Form II 16 25.72 0235 34607 262 3
: : 17 27.27 0.224 3.2675 1265 12
18 27.78 0.235 3.2086 269 3
19 28.79 0.259 3.0983 306 3
The two additional samples of DMT, crystallized from acetonitrile, 20 30.57 0.200 29218 289 3
were subjected to similar experimental conditions and studied. Mac- ;; gégg ggz ;-13(7’3 ;g? 3
roscopically and microscopically, DMT Y1 and DMT Y2 were both yel- 93 4111 0282 21938 563 3

low and appeared denser and less crystalline when using optical
microscopy. DMT Y1 behaved similarly to DMT Y2 under DSC analysis
conditions. Fig. 3a shows a preponderance of Form II in sample
DMT Y1 as demonstrated for the heating rate of 100 °C min~'. As
the rates decreased the amount of unconverted Form II decreased
(Fig. 3b-e). However the measured heats of fusion, with the excep-
tion of one sample, were consistently less for DMT Y1 (Table 4)
than DMT W1 (Table 2) or DMT W2 (Table 3) and this confirmed
the apparent increased amorphicity of this sample. Estimates across
the heating rates (Table 4) of the melting points of Form II and
Form I in DMT Y1 were 44.8 °C to 47.2 °C and 56.4 °C to 58.8 °C, re-
spectively. The DSC re-scans of DMT Y1 (Fig. 3a-e) were similar to
those of DMT W2 (Fig. 2a-e).

Table 8
Summary of XRPD data for major peaks from DMT sample Y1.?
Peak no. 2theta FWHM d-Value Intensity 1/lo
1P 7.59 0.200 11.6376 1067 52
2 9.01 0.200 9.8064 1666 81
3 12.00 0.200 7.3689 1394 68
4 12.80 0.235 6.9100 1443 70
5 14.49 0.176 6.1077 241 12
6° 15.21 0.200 5.8201 1593 77
7 16.78 0.282 5.279 258 13
8 17.69 0.212 5.0094 795 39
9 18.10 0.235 4.8968 2078 100
10° 19.18 0.212 4.6235 1390 67
11° 19.55 0.200 4.5368 854 42
12 19.84 0.176 44711 683 33
13 20.45 0.212 43391 453 22
14 20.62 0.200 43037 373 18
15 21.43 0.235 4.1429 301 15
16 21.75 0.165 4.0826 276 14
17 22.31 0.247 3.9814 698 34
18 22.84 0.224 3.8902 419 21
19 23.14 0.188 3.8404 361 18
20 23.77 0.188 3.7400 294 15
21 24.14 0.247 3.6836 649 32
22 24.57 0.200 3.6201 262 13
23 25.38 0.247 3.5063 429 21
24 26.26 0.247 3.3908 325 16
25 26.63 0.165 3.3445 219 11
26 27.26 0.224 3.2686 827 40
27 27.81 0.176 3.2052 209 11
28 28.78 0.188 3.0994 266 13
29 30.60 0.341 2.9190 248 12
30 32.65 0.165 2.7403 212 11

2P: major peaks attributed to polymorphic Form II.

In comparison to the other three samples, DMT Y2 displayed
an increased prevalence of Form [ in the sample (Fig. 4a) at
100 °C min~". Indeed, at 2 °C min~"' there was little evidence for any
melting or conversion from Form II to Form I (Table 5) during heating.
The enthalpies of fusion (Table 5) of the initial heats were less than the
other samples and confirmed that DMT Y2 initially was the most amor-
phous of the samples and contained the highest level of Form 1 of
DMT. For DMT Y2 the melting ranges of Form Il and Form I were
438 °C to 47.9 °C and 55.6 °C to 58.5 °C, respectively. The DSC re-scans
(Fig. 4a-e) were once again similar to the other rescans with the excep-
tion of that obtained at 2 °C min~—! which displayed evidence for the
melting of both Form II (seen in all other samples at 20°, 10° and
2 °C min~"') and Form I which melted after some recrystallization. This

Fig. 6. XRPD patterns from DMT samples W1 (a) and W2 (b).
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Fig. 7. XRPD patterns from DMT samples Y1 (a) and Y2 (b).

Fig. 8. XRPD patterns from DMT sample Y1 that were a) untreated b) lightly ground
and c¢) more heavily ground.

probably equated to a conversion to Form I of ~18% given the value for
the enthalpy of this event (21.7 J g~ 1).

This raises interesting insight into the cause of yellowness in the two
samples DMT Y1 and DMT Y2. There are the possibilities that the yellow
color is caused either by the solvent used during recrystallization (hex-
ane or acetonitrile) or by the presence of amorphousness in the sample.
In an attempt to rule out solvent effects, and assuming that they were
not lost from the enclosed DSC aluminum pans during heating, the
effect of heating rate on the observed T values is shown in Tables 2
to 5. The apparent value of the T, generally did increase with increase
in heating rate, a phenomenon recognized for other glassy materials

Fig. 9. DSC scans of sample Y1 from a) untreated b) lightly ground and c) more heavily
ground material obtained at 100 °C min~".
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[64] but the similarities in their values for the four samples at a given
heating rate seemed to preclude the presence of a second impurity in
the sample that promotes the color. The data thus suggest that this
was solvent-mediated through increased amorphicity in the sample
rather than a specific solvent-DMT interaction.

The XRPD data obtained from analysis of diffraction peaks from DMT
samples W1, W2, Y1 and Y2 are provided in Tables 6-9, respectively.
XRPD spectra obtained from DMT samples W1 and W2 are shown in
Fig. 6, while those from DMT samples Y1 and Y2 are presented in
Fig. 7. The XRPD pattern obtained from sample DMT Y2 exhibited
fewer peaks than observed in DMT W1 and Y1 and this pattern was at-
tributed to a predominance of the Form I polymorph. This was con-
firmed following XRPD analysis of heat treated samples held at 45 °C
and determined to consist of Form I by DSC (Fig. 5). Peaks attributed
to Form II were then identified and d-values assigned to prominent
peaks characteristic of the two polymorphic forms determined in the
mixed samples (Tables 6-9). The XRPD data from DMT W2 indicated
that Form Il was more prevalent in this sample while DMT W1 and Y1
presented as more equal mixtures of the polymorphs.

Sample preparations for XRPD analysis ideally include grinding of
samples to decrease particle size and minimize preferential orienta-
tion of crystal lattices [26]. However, due to the low thermal stability
of the Form Il DMT polymorph, the incidental thermal energy intro-
duced during mixing and grinding was found to alter the polymorph
contents in the samples. This was verified by XRPD and fast scan DSC
analysis (100 °C min~!) of untreated samples and subsequent to
light grinding and more heavily ground samples. A decrease in the
content of the meta-stable Form II DMT polymorph was observed in
all four DMT samples following grinding treatments; the extent of de-
crease was related to the degree of grinding. Typical XRPD and DSC
spectra from grinding experiments are provided in Figs. 8 and 9 re-
spectively, from analysis of sample DMT Y1 and demonstrate the re-
duction in Form II in lightly ground materials and the apparent
absence of the meta-stable form following a heavier grind. Such
data also confirm the apparent instability of the Form II of DMT.

4. Conclusion

The data provided in this paper have shown that DMT can be
recrystallized from the solvents hexane and acetonitrile to give crys-
tals that are a mixture of two polymorphs. The fact that two clearly
exist explains the variation in melting points reported previously in
the literature. It seems possible that use of the latter solvent gives
crystals with a greater amorphousness and a yellow coloration. This
solvent dependency was independent of the source of DMT, whether
it was extracted from natural products or synthesized in the laborato-
ry. The XRPD data correlated with the fast scan DSC data (Figs. 2-5a at
100 °C min~!) and confirmed that all four samples studied contained
at least two polymorphic forms of DMT with varying ratios of concen-
tration, the proportion of which appears unrelated to sample color.
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