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RESUMO

Os cogumelos alucindgenos (CA) sao drogas de abuso que afetam o sistema
nervoso central. A substancia psilocina (PSl) € a forma desfosforilada da
psilocibina (PSB), sendo a responsavel pelos efeitos alucindbgenos dos
cogumelos do género Psilocybe. Essas substancias sdo termolabeis, o que
dificulta a realizacado da extracao por técnicas convencionais e analises através
da cromatografia gasosa, limitando o desenvolvimento de processos
especificos. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi desenvolver um método de
extragdo da psilocina de CA utilizando a técnica de extragdo assistida por
ultrassom com analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas in Tandem (CG-EM/EM). Para isso, foi avaliado o solvente e
modificador para extracao da PSI usando ferramentas estatisticas (ANOVA e
Teste de Tukey). Os solventes avaliados foram: hexano, diclorometano,
cloroférmio, acetona, acetato de etila e metanol; e os modificadores: hidréxido
de aménio, acido acético e acido cloridrico. Em seguida, foi realizado um
planejamento de experimentos fatorial fracionado (DoE) para analise das
variaveis de tempo de extragdo (min), quantidade de ciclos de extragao,
proporcao solvente:amostra (g:mL) e concentragdo do modificador (%). Todas
as etapas de desenvolvimento e otimizagdo usaram a area cromatografica
absoluta da Psi como variavel- resposta. Por fim, foi realizada a analise
qualitativa e quantitativa da PSI em 3 amostras de cogumelos comestiveis e 5
amostras de apreensao disponibilizadas pela Policia Civil do Estado do Rio de
Janeiro (PCERJ). A partir do DoE, as condigdes otimizadas de extragao foram:
10 min de extracéo,

1 ciclo de extracdo, proporcdo de solvente:amostra de 5:1 (g:mL), e
concentragdo do modificador em 6%. As concentragdes encontradas para as
amostras de apreensdo variaram entre 0,0045 e 0,03279 pg mL". Nao foi
encontrado PSI em nenhum dos cogumelos comestiveis. Visto que a CG-
EM/EM é a técnica mais empregada pela pericia, o método desenvolvido
possibilita um aumento na quantidade de analises com maior sensibilidade
analitica das amostras apreendidas pela PCERJ, viabilizando um melhor

monitoramento de ocorréncia de apreensdes ilegais dessa matriz.

Palavras-chave: Psilocibina; Psilocina; Cromatografia gasosa; Espectrometria

de massas; delineamento de experimentos.



ABSTRACT

Hallucinogenic mushrooms (HM) are drugs of abuse that affect the central
nervous system. The substance psilocin (PSI) is the dephosphorylated form of
psilocybin (PSB) and is responsible for the hallucinogenic effects of mushrooms
of the Psilocybe genus. These substances are thermolabile, which hinders their
extraction by conventional techniqgues and analysis through gas
chromatography, limiting the development of specific processes. Therefore, the
objective of this study was to develop a method for extracting psilocin from HM
using ultrasound-assisted extraction followed by analysis through gas
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). To
achieve this, solvents and modifiers were evaluated for the extraction of PSI
using statistical tools (ANOVA and Tukey’s HSD). The solvents tested were:
hexane, dichloromethane, chloroform, acetone, ethyl acetate, and methanol;
and the modifiers: ammonium hydroxide, acetic acid, and hydrochloric acid.
Subsequently, a Design of Experiments fractional factorial (DoE) was conducted
to analyze the variables: extraction time (min), number of extraction cycles,
solvent-to-sample ratio (g:mL), and modifier concentration (%). All stages of
development and optimization used the absolute chromatographic area of PSI
as the response variable. Finally, qualitative and quantitative analyses of PSI
were performed on three edible mushroom samples and five seized samples
provided by the Civil Police of the State of Rio de Janeiro (PCERJ). Based on
the DoE, the optimized extraction conditions were: 10 minutes of extraction, 1
extraction cycle, solvent-to-sample ratio of 5:1 (g:mL), and modifier
concentration of 6%. The concentrations found in the seized samples ranged
from 0.0045 to 0.03279 pg mL™'. PSI was not detected in any of the edible
mushroom samples. Considering that GC-MS/MS is the most commonly used
technique in forensic analysis, the developed method enables an increase in the
number of analyses with higher analytical sensitivity for samples seized by
PCERJ, allowing for better monitoring of the occurrence of illegal seizures of

this matrix.

Keywords: Psilocybin; Psilocin; Gas chromatography; Mass spectrometry;

design of experiments.
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1 INTRODUGAO
O termo droga teve origem na palavra droog, proveniente do holandés

antigo, cujo significado é folha seca, uma alusédo ao fato de que, antigamente,
quase todos os medicamentos eram a base de vegetais (CEBRID, 2010). A

Organizag¢ao Mundial de Saude (OMS) define droga como sendo
“toda substancia, natural ou sintética, capaz de produzir em doses
variaveis os fendbmenos de dependéncia psicologica ou dependéncia
organica, sendo considerado um problema de saude” (OMS, 1993).
Segundo a Portaria N°.344/98 da Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS) o termo droga pode ser definido como “substancia ou matéria

prima que tenha finalidade medicamentosa ou sanitaria” (Ministério

da Saude (SVS), 1998).
Existem diferentes formas de classificar as drogas podendo ser através do
ponto de vista legal (licita ou ilicita); forma de produg¢ado (natural, sintética ou
semissintética); ou pelos efeitos que causam no sistema nervoso central (SNC)

(estimulantes, depressoras ou perturbadoras) (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma com as classificagcbes das drogas e seus respectivos

exemplos.

1‘:‘\ Licito
o — Ex.: Alcool

Licitude < —

Ex.: Cocaina

Natural: ¥
Ex.: Maconha

. Semi-sintética
Ti po 43 Ex.: Crack

Sintética -
Ex.: MDMA (Ecstasy)

-

Estimulante
Ex.: Anfetamina

Depressor

Efeitos no SNC

Ex.: Opiaceos

Perturbadores

Ex.: Cogumelos alucinégenos

Fonte: UNODC, 2023.

17



A diferenca existente entre as drogas licitas e ilicitas esta baseada na sua
legalidade. As drogas ilicitas tém sua produgdo e comercializagéo
criminalizadas devido a sua periculosidade na sociedade e as licitas podem ser
controladas pelo governo ou nao; em alguns casos sao comercializadas em
farmacias, por exemplo (Miracle House Foundation, 2024). Como exemplo de
drogas licitas temos os medicamentos, alcool e cigarro, e no caso das drogas
ilicitas podemos citar a cocaina, maconha e heroina.

Drogas naturais sdo aquelas biossintetizadas por organismos da flora e
fauna, como plantas ou fungos e, que s&o utilizadas sem a necessidade de
reacdes quimicas ou semelhantes. Essas drogas sao utilizadas ha muito tempo
e incluem uma grande variedade de substancias quimicas (Raj; Rauniyar;
Sapkale, 2023). Por outro lado, as drogas sintéticas sdo aquelas produzidas
exclusivamente em laboratérios (UNODC, 2023), geralmente essas
substancias possuem efeitos mais potentes em menores doses (Mat Desa;
Ismail, 2017). E as drogas semissintéticas sdo aquelas que possuem
ocorréncia na natureza, porém passam por processos laboratoriais para serem
consumidas, como por exemplo o crack que provém da folha de coca.

No que tange os efeitos no SNC, as drogas classificadas como estimulantes
sdo aquelas que geram um aumento de euforia e reducdo da fadiga no usuario
induzindo um estado de alerta (Ciuca Anghel et al., 2023). Seu mecanismo
geral de acdo € um aumento na ativacdo de vias estimulantes naturais do
cérebro (UNODC, 2019a). Essas drogas sao comumente utilizadas por
caminhoneiros que precisam se manter ativos durante longas viagens, como
por exemplo o ecstasy (Antoniassi et al., 2016). Por outro lado, as drogas
depressoras do SNC causam uma inibicdo, supressao ou redugao da atividade
cerebral deixando os usuarios com as reagdes mais lentas (UNODC, 2019b).
Como um grande exemplo desse tipo de efeito temos a ingestdo de alcool que
em 2024 foi responsavel por 3.855 acidentes no Brasil (Agéncia Brasil, 2025),
uma vez que quem consome tal substancia fica com a acgdo de reflexo
prejudicada. Por fim, as drogas alucinégenas, como o nome ja descreve,
ocasionam alteracdes nas percepgdes do usuario, induzindo a ocorréncia de
alucinagdes (UNODC, 2023). Essas drogas geram uma alteragdo no senso de
identidade e do processamento afetivo (Vorobyeva; Kozlova, 2022).
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Comumente as drogas alucindgenas exercem seus efeitos como agonistas (ou
agonistas parciais) nos receptores de serotonina (Nichols, 2004). Vale ressaltar
que algumas drogas podem pertencer a mais de um grupo dessa classificagao,
como é o caso do acido lisérgico da dietilamida (LSD) que possui tanto efeitos
estimulantes como alucinégenos (Cunha-Oliveira et al., 2013).

Todas as drogas causam uma dependéncia psicolégica que faz com que
seus usuarios acreditem que precisam utilizar determinada substancia para
alcancar seu nivel maximo de funcionalidade e se sentir bem (Zhou, 2021).
Além disso, também ha a dependéncia fisica (ou quimica) onde o corpo do
individuo ja se adaptou a receber constantes doses das drogas e
consequentemente aumentam sua tolerancia a elas, ingerindo cada vez
maiores quantidades (Schuckit, 2000).

Os cogumelos alucindgenos sao drogas naturais que alteram a percepgao
do usuario e sao proibidos no Brasil apesar da existéncia de um vazio legal a
ser abordado posteriormente. Eles tém sido muito utilizados pelos usuarios que
buscam uma experiéncia psicodélica. Em diversos casos, as pessoas optam
por essa droga pois ha uma crenga popular que estas tenham um carater mais
benigno quando comparada as outras drogas psicodélicas como LSD, por
exemplo (Matzopoulos et al., 2022). Essa droga é frequentemente considerada
menos perigosa por ser de origem natural, apresentar uma dose letal
extremamente alta e possuir baixo potencial de causar dependéncia,
especialmente quando comparados a outras drogas psicoativas. Porém deve-
se levar em consideracao o fato de elas servirem como porta de entrada para
drogas com efeitos mais intensos e que causam uma dependéncia mais rapida
e agressiva (Schuckit, 2000).

Apesar de sua fama popular de alto grau de seguranca fisioldgica e auséncia
de risco de dependéncia, os alucinégenos foram classificados pelas
autoridades policiais como uma das drogas mais perigosas que existem, sendo
incluidos na Lista | da Lei de Substancias Controladas (Nichols, 2004). Essa
classificagdo de perigo ocorre pelo fato de que essas drogas podem gerar um
quadro de psicose prolongada, perda de julgamento, aumento na
agressividade, vicio psicolégico e aumenta a chance de desenvolvimento de
esquizofrenia (Nichols, 2024; UNODC, 2023).
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Nos ultimos anos, principalmente apés a pandemia de COVID-19 houve um
aumento exponencial do uso dessas substancias alucindbgenas. O oposto

ocorreu com as apreensdbes de drogas derivadas de Cannabis e
metanfetamina, que tiveram seus numeros de apreensdes reduzidos apos o
inicio da pandemia e voltaram a aumentar apés um tempo (Palamar et al.,
2024). Nos Estados Unidos da América (EUA), entre 2017 e 2022, foram
apreendidos 4.380 kg de cogumelos em 4.526 apreensdes feitas, sendo que
dentre estas apreensodes, 402 ocorreram em 2017, 443 em 2018, 539 em 2019,
673 em 2020, 1.073 em 2021 e 1.396 em 2022. Isso demonstra o crescimento
no numero de casos, 0 que evidencia a recente popularizagdo dos cogumelos
alucinégenos (Palamar et al., 2024). O Relatério Mundial sobre Drogas 2021
(UNODC, 2021) divulgado pelo Escritorio das Nag¢des Unidas sobre Drogas e
Crime (UNODC), avalia que a pandemia potencializou riscos de dependéncia,
e, consequentemente houve um aumento nas apreensdes de drogas onde os
anos pos pandemia representam mais de 90% das apreensdes de cogumelos
realizadas mundialmente (Figura 2). Esse fator corrobora com os estudos
realizados pela Global Drug Survey (GDS), que inclui o Brasil na lista de paises
onde houve um crescimento expressivo do consumo de drogas neste periodo
(Oliveira, 2022).

Figura 2 - Grafico representativo da apreensao de cogumelos alucinégenos ao

redor do mundo no periodo de 2018-2022.

2020
4,2%

2022
47,1%

2021
48,1%

Fonte: UNODC, 2022.
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Os cogumelos alucinégenos possuem dois compostos em seu perfil quimico
molecular que causam os efeitos alucinégenos nos usuarios, a psilocina (PSI) e
psilocibina (PSB) (Kintz; Raul; Ameline, 2021; Zhou, 2021). Essas substancias
estdo presentes em 25 géneros de cogumelos, sendo o mais conhecido o
Psilocybe (UNODC, 1989). A diferenciacdo de cogumelos alucinégenos dos
gue nao possuem tais substancias psicodélicas € dificil, pois ndo € possivel
realizar a identificacdo dessas espécies morfologicamente. Portanto, tem-se a
necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos que sejam capazes de
identificar a presenca de PSI e PSB de forma eficiente (Morita et al., 2020).

As drogas em geral sdo um grande problema de saude publica e, no caso
dos cogumelos alucindgenos, essa questao por diversas vezes € negligenciada
por serem consideradas substancias menos problematicas (Hinkle et al., 2024).

Assim, se torna fundamental o estudo dos cogumelos alucinégenos para
melhor regulamentacgdo e controle dessas substancias no pais. Para que haja
uma vigilancia adequada do mercado de drogas no pais € importante a
existéncia de métodos analiticos otimizados e eficientes para identificacdo da
PSB e PSI em amostras apreendidas possibilitando também a aplicagéo de
politicas publicas para o controle do comércio dessas substancias. Assim,
essa pesquisa propde o desenvolvimento de um método de extracado e analise
mais rapido e simples possibilitando a avaliagdo quimica dos cogumelos
apreendidos com uma maior agilidade pela Policia Civil do Estado do Rio de
Janeiro (PCERJ) permitindo assim a diferenciacdo de espécies proibidas e

reduzindo a impunidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COGUMELOS

Os cogumelos, também denominados macromicetos, pertencem ao reino
Funghi e sao conhecidos ha mais de 3.000 anos, pelos povos asiaticos.
Basicamente os cogumelos sdo a frutificagdo dos fungos, a estrutura
reprodutora (Hunn; Ramirez; Davila, 2015). Todos os cogumelos sédo fungos,
mas nem todo fungo é cogumelo. Os cogumelos ndo podem ser classificados
como plantas porque nao possuem sistema radicular e ndo possuem folhas,
flores ou o principal constituinte das plantas, a clorofila, portanto sdo incapazes
de acumular os compostos de carbono essenciais a vida (Phillips, 2006;
Sarwar; Ph; Mcdonald, 2003). As plantas obtém seu alimento por meio de
raizes e folhas e por meio da fotossintese, enquanto os cogumelos obtém seu
alimento ou nutrientes do ambiente circundante (Sarwar; Ph; Mcdonald, 2003).
Estima-se que existam entre 2,2 e 3,8 milhdes de cogumelos pelo mundo,
sendo que dentre estes foram identificadas até o momento cerca de 14 a 22 mil
cogumelos visiveis a olho nu (Hawksworth; Licking, 2017). O cogumelo — ou,
mais genericamente, o corpo de frutificacdo de um fungo- corresponde a
estrutura reprodutiva multicelular (esporocarpo) desenvolvida a artir do micélio
para produzir e dispersar esporos (Phillips, 2006).

Um fungo €& composto por pequenos filamentos, as hifas, que se
desenvolvem em uma fina rede denominada micélio que geralmente s6 pode
ser visualizado com auxilio de microscopio. Resumidamente o ciclo de vida dos
cogumelos tem quatro estagios: esporos, micélio, cabega de alfinete ou
primordial e o fruto maduro (Figura 3). Os esporos sdo as sementes dos
fungos e o corpo de frutificagdo € o cogumelo como é popularmente conhecido
e comercializado (Oliveira, 2022; Sarwar; Ph; Mcdonald, 2003).
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Figura 3 - Ciclo de vida dos cogumelos.
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Os cogumelos comestiveis sdo uma classe dos fungos que podem ser
consumidos pelas pessoas e possuem um grande valor nutricional e medicinal
(Wang; Zhao, 2023). Eles sao usados pela medicina tradicional chinesa, com o
objetivo de fortalecer e de promover maior resisténcia contra doencas. Além
disso, sdo também considerados excelentes fontes proteicas, razdo pela qual
se constituem em alimentos especiais, consumidos nao apenas por seu sabor
e textura, mas também por seu valor nutricional e terapéutico (EMBRAPA,
2019). Os cogumelos também s&o fontes de vitamina B em abundéncia e
possuem em menores quantidades a vitamina C (Wang; Zhao, 2023). Em
decorréncia da baixa producao e do elevado custo, os cogumelos nao fazem
parte da cultura nem da dieta alimentar cotidiana do povo brasileiro
(EMBRAPA, 2019).

Apesar do grande valor medicinal e nutricional dos cogumelos comestiveis,
existem também mais de 150 cogumelos que possuem atividade alucindgena e
podem causar alteracbes na percepgao e estado mental dos usuarios
(Guzman, 2008; Phillips, 2006). Além dos cogumelos alucinégenos, também
existem espécies toxicas que, quando consumidas, podem levar um individuo a

morte (alguns cogumelos venenosos apresentam dose letal a partir de 5 mg)
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(He et al., 2022), como ocorreu com o imperador romano Claudius (Tran;
Juergens, 2023). Os cogumelos encontrados na natureza podem conter
substancias nocivas tornando essencial uma identificagdo precisa antes do

uso, seja ele qual for.

2.2 CONTEXTO HISTORICO

Uma das primeiras representagdes de cogumelos é datada em 4.000 a.C em
pinturas rupestres (Figura 4) localizadas em cavernas na Espanha. Ha relatos
também de pinturas em uma caverna no Deserto do Saara que datam 8.000
anos atras que estariam representando o cogumelo da espécie Psilocybe.
mairei Singer (Van Der Merwe et al., 2024). Na imagem é possivel identificar o
que parece ser uma figura humana segurando cogumelos supostamente da

especie Psilocybe hispanica que possui propriedades alucindgenas.

Figura 4 - Imagem rupestre com possivel representagédo de cogumelos da
especie Psilocybe hispanica.

Fonte: Akers et al, 2011.

Os primeiros relatos sobre os cogumelos alucindbgenos sdo do México, nos
séculos XVI e XVII, e mencionavam cogumelos que eram consumidos pelos
indigenas desde os tempos antigos, durante cerimbnias religiosas e por
sacerdotes para adquirir poderes de clarividéncia (Hofmann et al., 1959). Os
cogumelos eram conhecidos nessa época como “a carne dos deuses’

(Guzman, 2008). Ao longo do tempo, lendas e mitos foram criados sobre os
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cogumelos, sendo-lhes atribuido inclusive o status de divindade, tal como se

verifica nos achados arqueoldgicos pré-colombianos e egipcios (EMBRAPA,
2019). Apesar de nao existirem estudos que confirmam a origem dos
cogumelos do género Psilocybe, € possivel que eles sejam originarios do
continente africano (Van Der Merwe et al., 2024).

Os cogumelos alucinégenos foram introduzidos na Europa da década de
1950 quando George Wasson os trouxe da Xama Maria Sabino, da tribo
Mazateca (Gotvaldova et al., 2021). Em 1957 G. Wasson e sua esposa
Valentina Pavlovha Wasson sairam em uma viagem ao México em busca
desses cogumelos para estudos. Ao encontrarem com outros cientistas
conseguiram obter novas informacgdes e amostras, que foram enviadas a Albert
Hoffman (descobridor dos efeitos do LSD) para serem analisadas (Nichols,
2020; Guzman, 2008). Apos diversos estudos, Hofmann conseguiu sintetizar
isoldamente pela primeira vez, em 1958, o composto a ser nomeado psilocibina
(Figura 5) (Pepe et al., 2023), que foi o primeiro composto derivado de indol

contendo fosforo de ocorréncia natural a ser identificado (Hofmann et al., 1959).

Figura 5 - Sintese original de Hofmann para psilocibina.
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Hofmann também foi capaz de identificar um composto minoritario que
posteriormente foi denominado psilocina. A quantificacdo dessas substancias
identificadas foi possivel utilizando-se a técnica de espectroscopia no
infravermelho e ultravioleta (Beug; Bigwood, 1981). A psilocina e psilocibina ao
serem descritas por Hofmann eram os primeiros compostos inddlicos

encontrados na natureza que possuiam uma fung¢ao hidroxila na posicdo 4
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(Hofmann et al., 1959). A principal diferengca dessas duas substancias € que a

psilocina é a psilocibina desfosforilada e com isso, ela € pouco soluvel em agua

e se decompde mais devagar quando comparado a psilocibina (Nichols, 2020).
O método de sintese da psilocibina mais utilizado € o descrito por Nichols e

Frescas, 1999 (Eklund et al., 2025; Nichols; Frescas, 1999), porém ela
apresenta um problema na etapa final de fosforilagdo que tem um baixo

rendimento. Com isso ainda € muito comum a obtencdo dessas substancias

através da extracdo realizada diretamente dos cogumelos (Eklund et al., 2025).

Plantas psicoativas ja sdo utilizadas de forma recreativa ha mais de 5.000
anos (Vorobyeva; Kozlova, 2022), mas os cogumelos alucindégenos se tornaram

mais populares em 1960 nos EUA, quando foram descobertas suas possiveis

fungdes medicinais. Um fator que auxiliou ainda mais na disseminagéo dessa
substancia com fins recreativos foi o movimento hippie em 1965 (Guzman,

2008). Atualmente no Brasil existem diversos rituais religiosos que se utilizam

de produtos naturais, podendo ser plantas ou cogumelos para experiéncias
psicodélicas, o mais conhecido é o cha de ayahuasca, consumido em
cerimbnias na Amazoénia, por exemplo (Nichols, 2004).

Nos anos de 2020 a 2025, houve um aumento nos estudos dos cogumelos
alucinégenos com uma nova vertente, buscando-se o tratamento de doencgas
psicologicas (Matzopoulos et al., 2022). A pandemia do COVID-19 foi outro
fator que fez aumentar o consumo dessa droga principalmente entre os jovens
adultos de 18 a 25 anos (CNN, 2025a; Galhego et al., 2025; Zhou, 2021). O
isolamento trouxe um aumento no nivel de estresse social fazendo com que
muitas pessoas recorressem a automedicacao e utilizacdo de drogas de forma
recreativa para diminuicdo da ansiedade e depressdo, tratamento de
transtornos obsessivos compulsivos e para enxaquecas (Palamar et al., 2024;
Matzopoulos et al., 2022; Gotvaldova et al., 2021). Além disso houve um
aumento na facilidade de obtencdo dessas drogas através das “smart shops”
que realizam as vendas de forma online (Mishraki-Berkowitz et al., 2020;
Nelson; Bryant; Aks, 2014).

Nos dias atuais tem-se aumentado os estudos com relagdo as drogas
naturais, porém ainda ha muito a se aprender a respeito da sua biologia,
ecologia e historico evolutivo. Nos anos de 2020 a 2024, através de pesquisas

realizadas no Web of Science, observou-se um aumento consideravel em
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estudos quimicos sobre os cogumelos alucinégenos e suas substancias

(Figura 6). As pesquisas, em sua maioria, visam a utilizagdo dos cogumelos
alucinégenos para o tratamento de depressao, transtornos de estresse pos-
traumaticos, entre outros (Merino, 2022). Os cogumelos alucinégenos vem
sendo um problema em ascensdao em diversos paises ao redor do mundo
(Keller et al., 1999). Esse problema associa-se principalmente ao fato ja
mencionado dessas drogas servirem como porta de entrada para substancias

mais agressivas aos usuarios.

Figura 6 - Grafico com valores da produgéo de artigos na area de quimica ao
redor do mundo com relagao a psilocina, psilocibina e cogumelos alucindbgenos
de 2005 a 2025.
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Fonte: Web of Science, 2025
2.3 COGUMELOS ALUCINOGENOS

O termo "psicodélico", usado pela primeira vez pelo psiquiatra Humphrey
Osmond em uma carta de 1956 a Aldous Huxley, vem dos antigos termos
gregos "psyche" (que significa "mente" ou "alma") e "délein" (que significa
2023).

psicodélicos, quando comercializados, sdo encontrados na sua forma fresca,

"revelar") (Raj; Rauniyar; Sapkale, Os cogumelos com efeitos
seca, ou até mesmo em po6 dentro de capsulas (Figura 7) (Laussmann; Meier-
Giebing, 2010). O consumo dessa droga € comumente feito via oral na forma

de preparacdo a base de ervas ou fumado (Vorobyeva; Kozlova, 2022). A
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maioria dos usuarios tem entre 20 e 25 anos e o consumo geralmente acontece

de forma casual sem que se crie uma dependéncia na substancia (Nichols,

2004).

Figura 7 - Representacéo das formas de comercializagdo dos cogumelos
alucinégenos (A) Cogumelo fresco (B) Cogumelo seco (C) Cogumelo em pé
em capsulas (D) Cogumelo seco utilizado no trabalho.

(A) (B) (C)

Foto: Roxana Gonzalez

Foto: Paula Nogueira

Foto: Acervo pessoal

Foto: Michael Christopher Brown

Os cogumelos alucindbgenos até agora conhecidos pertencem, em sua
maioria, as familias Hymenogastraceae e Strophariaceai. Em geral, essas
familias sdo conhecidas por conter cogumelos que tem forma de guarda-chuva
consistido de um chapéu sobre um caule central e estruturas radiais em formas
de placas, as lamelas (Figura 8) (UNODC, 1989).

Figura 8 - Um exemplar de um cogumelo Agaricus com suas partes

caracteristicas ilustradas.
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Esses cogumelos comumente sdo do género Psilocybe (e.g, Psilocybe

cubensis, Psilocybe mexicana e Psilocybe lanceata) pertencente a familia

Strophariaceai (UNODC, 1989), e popularmente s&o conhecidos como
‘cogumelos magicos” (Morita et al., 2020). O género Psilocybe apresenta mais
de 140 espécies sendo pelo menos 80 delas conhecidas por apresentarem
atividades psicotréopicas (UNODC, 1989). Algumas outras espécies de
cogumelos dos géneros Panaeolous (Coprinaceae), Conocybe (Bolboitiaceae),
Inocybe (Cortinariaceae), Gymnopilus, Stropharia, Pluteus (Pluteaceae) e
Panaeolina também ja tiveram a comprovacado de psilocibina e seu derivado
desfosforilado, psilocina, na sua composicdo (Vorobyeva; Kozlova, 2022;
Laussmann; Meier-Giebing, 2010; UNODC, 1989;). Outros analogos da
p silocibina, conhecidos como baeocistina (3-[2-(Metilambnio)etil]-1H-indol-4-il
hidrogenofosfato), norbaeocistina (3-(2-aminoetil)-1H-indol-4-il
hidrogenofosfato) e aeruginascina ([3-[2-(Trimetilazonio)etil]-1H-indol-4-il]),
também foram encontrados em cogumelos alucindbgenos (Wieczorek et al.,
2015).

Os efeitos da utilizagdo dos cogumelos alucinégenos podem ser sentidos a
partir de 30 minutos apds o consumo da substancia. Esse tempo para alguns
usuarios pode acabar gerando uma superdosagem uma vez que ao nao sentir
os efeitos em um curto espaco de tempo as pessoas tendem a aumentar a
dose da droga (Honyiglo et al., 2019). Os alucindbgenos ndo causam alteragdes
fatais na fungdo cardiovascular, renal ou hepatica porque tém pouca ou
nenhuma afinidade pelos receptores e alvos biolégicos que intervém nas
funcdes vegetativas vitais (Nichols, 2004).

Um estudo bibliométrico utilizando o banco de dados Web of Science
(Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) com os termos
“Hallucinogenic mushrooms”, “psilocin” e “psilocybin”, e com auxilio do
programa “RStudio”, evidenciou as 50 palavras com maior destaque (entre o
titulo, resumo e palavras-chave) nas produgdes cientificas voltadas para
estudos quimicos de cogumelos alucindgenos dos ultimos 5 anos (periodo
compreendido de 2020-2025). A partir da bibliometria (Figura 9) pode-se inferir
quais os campos de estudos que mais vem sendo explorados nos ultimos anos.

As palavras mais mencionadas foram “psilocybin” (psilocibina), “anxiety’
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(ansiedade), “life-threatening cancer’ (cancer com risco de vida), LSD e
“depression” (depressdo). Essas palavras em destaque evidenciam a

preocupacgao da comunidade cientifica da utilizagdo desses cogumelos para o

tratamento de doencgas, principalmente as psicologicas. Pode-se observar
também em destaque as palavras “mass spectrometry” (espectrometria de
massas), “liquid-chromatography” (cromatografia liquida), “identification”
(identificacdo) e “validation” (validacdo). Todas essas palavras estéao
relacionadas a analises quimicas voltadas para estudos com a psilocina. A
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas € uma das técnicas
que também apresenta bons resultados de analise da psilocina, uma vez que
nao sao utilizadas altas temperaturas durante a injecdo. Além disso, a
identificacdo da psilocina é necessaria para que possa haver a distincado dos
cogumelos alucinégenos dos comestiveis e para isso € necessario o0

desenvolvimento e validagao de métodos analiticos eficazes.

Figura 9 - Nuvem de palavras com as 50 mais citadas (titulo, abstract e
palavras-chave) nas publicagdes realizadas entre 2020-2025. Dados adquiridos
a partir de uma pesquisa no banco de dados Web of Science (Clarivate
Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) usando os termos “Hallucinogenic

mushrooms, psilocin e psilocybin”.

DSV!;" Oth era "u miass-spectrometry

psychedelics = kelamine
hallucinngensISd aanEt

mystical-type experiences
psilocybin treatment

Fonte: Web of Science, 2025
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Os cogumelos alucinégenos foram considerados a droga menos nociva
entre outras 19 substancias ilegais em termos de dependéncia, efeitos
adversos agudos e cronicos, prevaléncia, danos sociais e criminais, segundo
Honyiglo et al., 2019. No Brasil temos a legislagado a respeito de drogas que
determina na Lei N°. 11.343/06 Art.31 que:

“é indispensavel a licenga prévia da autoridade competente para
produzir, extrair, fabricar, transformar, preparar, possuir, manter em
depdsito, importar, exportar, reexportar, remeter, transportar, expor,
oferecer, vender, comprar, trocar, ceder ou adquirir, para qualquer
fim,drogas ou matéria-prima destinada a sua preparag¢do, observadas

as demais exigéncias legais”
e no Art.33 tem-se que:

“Importar, exportar, remeter, preparar, produzir, fabricar, adquirir,
vender, expor a venda, oferecer, ter em depoésito, transportar, trazer
consigo, gquardar, prescrever, ministrar, entregar a consumo ou
fornecer drogas, ainda que gratuitamente, sem autorizagdo ou em
desacordo com determinagéo legal ou requlamentar. §1° Nas mesmas
penas incorrem quem: |- Importa, exporta, remete, produz, fabrica,
adquire, vende, expbe a venda, oferece, fornece, tem em depdsito,
transporta, traz consigo ou guarda, ainda que gratuitamente, sem
autorizagdo ou em desacordo com determinagdo legal ou
regulamentar, matéria prima, insumo ou produto quimico destinado a
preparagdo de drogas. II- Semeia, cultiva, ou faz colheita, sem
autorizagdo ou em desacordo com determinagdo legal ou
regulamentar, de plantas que se constituam em matéria-prima para a

preparagéo de drogas’.

Na lista F que foi criada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) com objetivo de regularizar as substancias de uso proscrito (proibida)

no Brasil contém na listagem F2 as substancias:

“166. Psilocibina  ou  fostato  dihidrogenado de  3-[2-

(dimetilaminoetil) Jindol-4-ilo

167. Psilocina ou Psilotsina ou 3-[2-

(dimetilamino)etillindol-4-ol”

Ha um “vazio legal” quando falamos dos cogumelos uma vez que 0s
mesmos nao sao classificados como plantas e sim fungos, e com isso nao se
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enquadram na lei citada acima (N°.11.343/06) no Art.33 paragrafo Il. Portanto
0os cogumelos em si, mesmo que contendo as substancias proscritas
(psilocibina e psilocina) ndo poderiam ser criminalizados uma vez que nao séo
proibidos em lei. A legislagcado brasileira acaba criando uma ambiguidade que
pode causas divergéncias nas interpretacdoes legais.

Em setembro de 2024 foi noticiado a prisdo de um homem que possuia um
laboratorio onde manipulava cogumelos alucindbgenos e fazia capsulas desses
produtos. O homem foi preso em flagrante apds a identificagdo de psilocina, a
confirmacdo da presenga da substancia foi realizada pela policia técnico
cientifica de Goias, estado onde ocorreu o caso (CNN, 2025b). Por outro lado,
em um caso ocorrido em abril de 2025 relata-se um homem que cultivava
cogumelos alucindgenos e foi inocentado em segunda instancia. Nesse caso,
houve a acusacao de trafico de drogas devido a identificacdo do cultivo de
substancia ilegal, sendo realizada em Mato Grosso do Sul. Porém, o cultivador
alegou néo saber se tratar de cogumelos proibidos e os advogados do acusado
utilizaram-se do argumento de nao existir a proibigdo de cogumelos
alucindégenos na legislagao brasileira e a ambiguidade da lei, garantindo assim
a inocéncia do acusado (Carta Capital, 2024). Com esses casos podemos
observar a existéncia de uma falha na legislagdo brasileira que impede um
controle adequado da comercializagdo e consequente uso dessas substancias
(Governo Federal, 2024). Esses fatos demonstram a importancia da inclusao
de forma correta dos cogumelos na legislagcéo possibilitando assim uma melhor

vigilancia dessa droga e punigédo dos envolvidos.

2.4 PSILOCINA E PSILOCIBINA

A psilocibina (PSB), ou 4-fosforiloxi-N,N-dimetiltriptamina, € uma triptamina
alcalina de formula Ci2H17N204P e massa molecular de 284,25 g mol™’
(Pubchem, 2005a). A psilocina (PSIl), ou 4-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina,
também & uma triptamina alcalina que possui um grupo hidroxi na posi¢ao 4,
sua férmula molecular ¢ C12H16N20 e massa molecular de 204,27 g mol

(Pubchem, 2005b). Essas duas substancias alucinégenas possuem uma
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estrutura molecular semelhante a serotonina (5-hidroxitriptamina), que é um
neurotransmissor envolvido em manifestagdes comportamentais como
agressividade, apetite e sono (Wieczorek et al., 2015; Rossato, 2008) e que
também se assemelham ao LSD por serem da mesma classe de triptaminas
(Honyiglo et al., 2019) (Figura 10).

Figura 10 - Estrutura molecular da psilocibina, psilocina, serotonina e LSD.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

A PSI é uma substancia com efeitos psicoativos de ocorréncia natural e é
encontrada com a PSB em cogumelos alucindbgenos. Geralmente essas
substancias estao presentes em baixas quantidades nessas matrizes. A PSB é
inativa na sua forma original, mas quando aquecida ou exposta a condi¢des
acidas, como no estdbmago, ocorre a desfosforilacdo gerando a PSI (Figura 11)
(Kintz; Raul; Ameline, 2021). A psilocibina se degrada em psilocina em casos
de altas temperaturas e elevadas variacdes nos valores de pH, acima de 8 ou
abaixo de 6 (Gutman; Tenne; Bretler, 2023).

Figura 11 - Reacéao de desfosforilagado da psilocibina se convertendo em

psilocina.
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Fonte: Chen et al., 2025

A psilocina é o verdadeiro agente farmacologicamente ativo presente nos
cogumelos (Hasler et al., 1997). Ambas as substancias possuem baixa
estabilidade quando expostos a luz e temperaturas elevadas (Wieczorek et al.,
2015). A PSB é muito labil e sua degradagdo pode ocorrer mesmo quando a
substancia esta armazenada a -80 °C (Kintz; Raul; Ameline, 2021). Em estudos
realizados por Kintz (2021), ao analisar cabelos humanos, apenas a psilocina
era identificada devido a instabilidade da psilocibina. Devido a este fator, a
PSldeve ser analisada na sua forma derivatizada possibilitando a reducédo das
consequéncias de degradagéao (Kintz; Raul; Ameline, 2021).

A PSI e PSB sao consideradas ilegais na maioria dos paises tendo como
exemplo o Reino Unido, Canada, Alemanha e Australia. Nos cogumelos
alucindégenos secos, esses alcaloides estdo presentes na concentragdao de 1-
2% sendo a concentragédo de psilocibina superior a de psilocina (Laussmann;
Meier-Giebing, 2010). Nas espécies P. semilanceata (cogumelo da liberdade) e
P. cubensis (cogumelo dourado) ha relatos da presenga de psilocibina em
quantidades de 2 a 16 mg g' de peso seco e de psilocina até 10 mg g-' de
peso seco (Ojanpera, 2008).

Um estudo realizado para determinar a farmacocinética da psilocibina em
humanos mostrou uma rapida desfosforilacdo da psilocibina em psilocina com
posterior metabolizagdo em 4-hidroxitriptofol e acido 4-hidroxiindol-3-acético
(Cody, 2008). Essas substancias estao associadas aos efeitos alucinégenos
dos cogumelos, atuando como agonistas parciais nos receptores 5-HT1A, 5-
HT2A, dopaminérgicos e adrenérgicos e serotoninérgicos (Polo-Castellano et
al., 2022; Lim; Wasywich; Ruygrok, 2012).

A psilocibina é absorvida no trato gastrointestinal e seus efeitos fisiolégicos
comegam cerca de 10 a 30 minutos apods a ingestdo e podem durar de 2 a 6
horas (Honyiglo et al., 2019). A PSB é ativa por via oral, com doses efetivas na
faixa de 6 a 20 mg. Os maiores efeitos psicoldgicos ocorreram cerca de 80
minutos apds a administracdo Da substancia e coincidem com o pico de
concentragao plasmatica de psilocina (Nichols, 2004). A toxicidade da psilocina
¢ baixa (LDso= 280 mg kg™' em ratos), de modo que para uma pessoa de 60 kg

seria necessaria a ingestdo de 17kg de cogumelos frescos para atingir essa
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dose (Honyiglo et al., 2019; Lim; Wasywich; Ruygrok, 2012). Dentre os efeitos
mais comuns na ingestdo de cogumelos alucinégenos pode se destacar
nausea, voOmito, taquicardia, hipertermia, ataxia, fraqueza, sonoléncia,
transpiracao intensa e em alguns casos raros, convulsdes (Nelson; Bryant; Aks,
2014; Curry; Rose, 1985). Mortes causadas por cogumelos alucinégenos sao
raras, porém, existem diversos relatos de mortes indiretamente causadas pela

utilizacdo dessas substancias (Honyiglo et al., 2019; Ojanpera, 2008). Existem

informagdes recentes da identificagcdo de tetrahidrocanabidiol (THC) em
cogumelos alucindgenos, o que nos alerta de que essas drogas podem estar
sendo contaminadas ou adulteradas (Mishraki-Berkowitz et al., 2020).

Segundo Curry (1985), tem-se o estudo de caso de um homem de 30 anos
que, supostamente, alegou ter injetado de forma intravenosa um volume
indeterminado de cogumelo fresco do género Psilocybe em uma festa. Os
cogumelos frescos foram aquecidos e espremidos e o “suco” obtido foi
colocado em uma seringa e injetado no usuario. Uma analise de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi feita em algumas
amostras retiradas do paciente, mas nao foi viavel a identificagdo da psilocina
ou psilocibina na técnica. Como ja era esperado, as elevadas temperaturas
utilizadas na analise por cromatografia gasosa provocam a degradacido da
psilocina, o que impede sua identificagdo e, no caso em questao a PSI nao foi
localizada na amostra (Curry; Rose, 1985). Através desse caso pode-se notar a
relevancia de uma técnica eficiente para deteccdo da psilocina em analises
realizadas no CG-EM uma vez que a mesma foi utilizada e nao possibilitou a

identificagéo da substancia ilegal.

2.5 ANALISES QUIMICAS PARA A MATRIZ DE COGUMELOS
ALUCINOGENOS

Os trabalhos que vem sendo desenvolvidos para extracao e identificacdo da
psilocina em cogumelos alucinégenos ainda s&o muito escassos quando
comparados ao numero de apreensdes, com longos tempos de extragdo -em
alguns estudos - (mais de 2 horas) e analise, além do uso de modificadores e

solventes que nao apresentam os melhores resultados de extragéo (Quadro 1).

Quadro 1. Comparacéao dos principais trabalhos realizados para extragao de
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psilocina em cogumelos alucinégenos.

Solvente Modificador Metodoﬁde Tempoij e Referéncia
extracao extracao
Cloroférmio MSTFA Ultrassom 15 minutos (Kelleretal.,
1999)
Acetato de , (Saito et al.,
otila -—-X--- Ultrassom 30 minutos 2004)
(Laussmann;
Metanol X Ultrassom 60 minutos Meier-
Giebing,
2010)
______ (Zhuk et al.,
Metanol X Ultrassom 3 horas 2015)
; ~ R (Lenzetal.,
Metanol Agua Maceragao X 2020)
. (Gutman;
Diclorometano dl_girr%)gg% Maceragao -—X--- Tenne;
Bretler, 2023)
Acido . (Goffetal.,
Metanol acético Maceragao -—X--- 2024)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025

Anadlises de produtos naturais, como é o caso dos cogumelos, sempre
apresentam um problema inerente da matriz que é sua grande complexidade
devido a presenca de muitos compostos, sendo necessario a realizagao de um
processo extrativo seletivo. Entre as técnicas mais utilizadas, pode-se destacar
o ultrassom (Quadro 1).

O ultrassom apresenta bons resultados na extracdo dos cogumelos quando
comparado com a maceragao (Zhuk et al., 2015; Laussmann; Meier-Giebing,
2010; Saito et al., 2004; Keller et al., 1999), e utiliza a energia cinética para
separar os analitos da matriz complexa através da destruicdo da parede celular
de matrizes bioloégicas (Pingret; Tixier; Sylvie; Chemat, 2013). O ultrassom é
capaz de produzir efeitos fisicos e quimicos no meio facilitando e/ou
acelerando reagdes quimicas. Além disso, essa técnica possui a vantagem de
ser mais rapida, barata e efetiva que outras ja reportadas na literatura (por

exemplo, extragdo em fase sdlida e extragdo em fase liquida) (Wieczorek et al.,
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2015; Pingret; Tixier; Sylvie; Chemat, 2013).

2.5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia gasosa (CG) & uma técnica analitica onde uma amostra é
transportada pela coluna cromatografica tendo como fase mével um gas de
arraste que deve ser inerte que é responsavel pelo transporte da amostra pela
fase estacionaria (Harris, 2012). O conceito de CG foi enunciado pela primeira
vez em 1941 por Martin e Synge, mas apenas em 1955 surgiu o seu primeiro
instrumento comercial (Skoog, 2010).

A separacado dos compostos nessa técnica esta baseada na interagdo das
moléculas presentes na amostra apenas com a fase estacionaria utilizada, visto
que a fase movel é inerte. A escolha da coluna deve ser realizada baseando-se
no conceito de “semelhante dissolve semelhante”, portanto, colunas mais
polares interagem mais com compostos polares, por exemplo (Harris, 2012).
Uma coluna com maior polaridade faz com que haja mais interagbes entre os
compostos polares presentes em uma amostra e isso faz com que o tempo de
travessia no sistema cromatografico aumente. Nos casos de compostos
apolares em colunas polares, por exemplo, ha uma menor interagéo e com isso
o tempo de retengdo € menor e esses compostos chegam primeiro ao detector
utilizado. Assim, a separacido acontece baseado na interacdo dos constituintes
da amostra com a fase estacionaria através das interacdes de Van Der Waals
(Dal Sasso, 2023). Essa técnica analitica apresenta como vantagens a
robustez, seletividade, repetibilidade e a possibilidade de trabalhar com limites
de detecgdo que podem chegar até 10 ng mg' em biomassa seca (Kurzbaum
et al.,, 2025) e analise de multiplos analitos simultaneamente em um curto
tempo de analise (Gotvaldova et al., 2021).

Os principais componentes do CG sao o gas de arraste, o injetor de amostra,
a coluna cromatografica e o detector (Figura 12). O gas de arraste a ser
utilizado é um gas inerte que nao interage com as moléculas do analito apenas
realiza o seu transporte ao longo da coluna (Skoog, 2010). Os gases mais
utilizados sédo He, H2 e N2 (Harris, 2012). O injetor é responsavel por inserir a
amostra para a coluna cromatografica, essa injecado pode ocorrer no modo split

ou splitless. No modo split ha divisdo de fluxo e apenas uma parcela da amostra

€ injetada na coluna cromatografica, assim, esse modo de injecdo é mais
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utilizado em amostras que sao muito concentradas. Por outro lado, no modo
splitless ndo ha divisdo do fluxo e toda a amostra é injetada na coluna, logo,
esse tipo de injecdo é preferivel para amostras que possuem baixas

concentragbes de analito (Harris, 2012; Skoog, 2010).

Figura 12 - Diagrama de blocos da Cromatografia Gasosa (CG).
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de arraste
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vazao dados
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Amostra—— - EEER Coluna. EEN  EEEN Medidor de
da amostra cromatografica ! vazdo
Forno__ Termostato .E

Fonte: Harris, 2012.

ApOs a separagao cromatografica a amostra é direcionada para um detector,
que pode compreender diferentes técnicas, como por exemplo, a
espectroscopia de ionizacdo em chama, espectrometria de absor¢cao na faixa
do ultravioleta-visivel, espectrometria de massas, entre outros. Para a escolha
do melhor detector a ser utilizado na analise, € necessaria a avaliagao de
diversos fatores, dentre eles deve-se verificar se o detector possui a
sensibilidade adequada para analise a ser realizada, se possui uma boa
estabilidade e reprodutibilidade, uma ampla faixa de temperatura de trabalho,
além do fato de que ele ndo pode destruir a amostra, entre outros pontos a
serem inferidos (Skoog, 2010).

No presente trabalho o detector utilizado foi um espectrémetro de massas
(EM) que mede a razdo massa carga (m/z) dos ions produzidos pela amostra
(Harris, 2012; Skoog, 2010). O espectrometro de massas € composto por um
sistema de injecdo, fonte de ionizacdo, analisador de massas, detector e

sistema de dados (Figura 13).

Figura 13- Diagrama de blocos do funcionamento do analisador de

espectrometria de massas.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Os analisadores do tipo triplo quadrupolo utilizados nas analises realizadas
combinam dois analisadores de massas com uma célula de colisdo (Soler;
Manes; Pico, 2005). Nesse caso ha a possibilidade de analise de
monitoramento seletivo dos ions (SIM) e monitoramento seletivo de reacdes
(MRM). No SIM apenas uma massa selecionada € medida. No modo MRM
seleciona-se um ion precursor no primeiro quadrupolo (Q1) que é direcionado
para a célula de colisdo (g2) onde esse ion é fragmentado e por fim conduzido
para o segundo quadrupolo (Qs3) que atua como detector do filtro de massas
(Harris, 2012). Esse tipo de analise (MRM) possibilita um aumento na razéo
sinal/ruido e elimina quase que todas as interferéncias presentes na analise.

A cromatografia gasosa € aplicada para espécies que possuem uma
volatilidade e sado termicamente estaveis a altas temperaturas (Skoog, 2010). A
psilocina, como ja mencionado anteriormente, € uma substancia muito sensivel
0 que a principio ndo condiz com a aplicagdo da CG pois pode ocorrer sua
degradacao (Beug; Bigwood, 1981). Porém ha a possibilidade da realizagao da
reacao de derivatizacdo da psilocina que faz com que ela se torne mais estavel
e suporte as temperaturas mais elevadas utilizadas na analise de CG-EM
(Cody, 2008) (Figura 14). A derivatizagdo de uma molécula permite uma
analise mais adequada de compostos que sédo termossensiveis, possibilitando
a obtencado de melhores resultados (Moldoveanu; David, 2016). A reagao de
derivatizacdo deve ser realizada pouco tempo antes da injegao acontecer no
equipamento pois a mesma € uma reacao reversivel. Além disso a escolha do

derivatizante utilizado € de suma importancia. No caso da psilocina utilizou-se o

N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA) pois ele é capaz de aumentar
a volatilidade da substancia alvo favorecendo uma maior termoestabilidade da

mesma. Além disso, o MSTFA com a psilocina tem uma reacido rapida,
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completa e reprodutivel garantindo bons resultados nas analises (Keller et al.,
1999).

Figura 14 - Reacéao de derivatizagao da psilocina utilizando-se o MSTFA como

derivatizante.
. PR o
OH /SII
O
/ MSTFA
/ N 60°C
NH N\ 30 min /
Y/ N
NH N
Psilocina Psilocina derivatizada

Fonte: Grieshaber; Moore; Levine, 2001.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Essas analises permitem categorizar e caracterizar os dados de diferentes
maneiras, auxiliando na tomada de decisbes assertivas acerca da qualidade de
interpretacdo dos dados (Skoog, 2010).

As analises estatisticas incluem os testes de hipoteses como uma de suas
principais ferramentas. Esses testes sdo metodologias estatisticas que
consistem em verificar, a partir das observacbées de uma amostra, se uma
afirmacao (denominada hipétese) sobre a distribuicdo de uma ou mais
variaveis de uma populacao é verdadeira ou nao.

Entre os testes de hipotese temos o teste T de Student ou teste t que € um
metodo de testar hipdteses sobre a média de uma pequena amostra retirada de
uma populagao distribuida normalmente quando o desvio padrao da populagao
€ desconhecido (Britannica, 2025). O teste t € usado para comparagao da
meédia de dois grupos sem a necessidade de multiplas comparagdes e ele pode
ser utilizado para um grupo de até 30 amostras (Mishra et al., 2019; Harris,
2012).

Outro teste estatistico amplamente utilizado é a analise de variancias
(ANOVA) que também é definida como um teste de hipétese responsavel por

realizar a comparagao simultanea de valores de trés ou mais grupos diferentes
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e independentes tendo como resposta a informacao se aqueles grupos sao
estatisticamente iguais ou n&o (Mishra et al., 2019; Araujo, 2003; Snee, 1976).

A ANOVA realiza a comparacgao de variancias dentro dos grupos analisados
e entre os grupos e assim encontra-se o valor de F que é a razdo entre essas
variancias (Mishra et al., 2019). Porém esse teste ndo é especifico e ndo
consegue identificar quais sdo os grupos que diferem entre si, nesse caso
precisamos da utilizagdo de um segundo teste de comparag¢des multiplas como
o teste de Tukey.

O teste de Tukey € capaz de realizar uma comparagéo entre todos os pares
de dados utilizados no estudo. Quando os tamanhos amostrais dos grupos sao
iguais, o Teste de Tukey é considerado um teste exato. Isso significa que, para
o conjunto de todas as comparagdes par a par, a taxa de erro do conjunto dos
testes é exatamente igual a a (intervalo de confianga) (Oliveira, 2019). Sendo
assim, a escolha do teste que se deve adotar depende de suas qualidades
estatisticas (Clayton; Mario; Rinaldo, 2015).

Além dos testes estatisticos de comparagao entre valores obtidos, tem-se o
planejamento de experimentos (DoE) que pode ser definido como o ramo da
estatistica envolvido no planejamento, coleta e analise de dados experimentais
para garantir que conclusbes validas e objetivas sejam alcangadas (Roman-
Ramirez; Marco, 2022). O DoE é responsavel por melhorar os rendimentos dos
processos estudados, auxilia a organizar os experimentos maximizando a
precisdo dos resultados, ter um tempo de analise reduzido e um menor gasto
com recursos em geral (Montgomery, 2017). Em suma, ele tem como objetivo
determinar quais as melhores condigdes experimentais para a obtengao de
dados confiaveis e representativos.

Para realizacdo desse experimento € necessaria a definicdo de quantos
fatores e niveis serdo avaliados. Os fatores sdo as varidveis a serem
estudadas como por exemplo o tempo de extracédo, temperatura e quantidade
de solvente. Os niveis sdo como esses fatores irdo variar, sendo assim valores
numéricos a serem escolhidos, define-se entdo um valor maximo e minimo

para que o estudo seja realizado (Antonio, 2020). Além disso € necessaria a

definicdo de uma variavel resposta para comparacgao estatistica posteriormente

para que no fim seja determinado o efeito que os fatores tém nas amostras
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analisadas. O DoE apresenta diversas modalidades, sendo elas: fatorial
completo, fatorial fracionado, blocagem, superficie de resposta, planos
aleatorios, blocos aleatérios e combinatorios (Roman-Ramirez; Marco, 2022).

Para o estudo realizado foi utilizado o fatorial fracionado que testa uma
fracao de todas as combinacbes possiveis de acordo com os fatores avaliados.
Ao realizar a variagdo de mais de um fator simultaneamente é possivel
determinar os efeitos das interagbes que acontecem (Minitab, 2025).

Neste contexto, os testes estatisticos desempenham um papel fundamental
para que haja uma analise mais eficiente dos parametros avaliados na criagao
ou otimizacdo de um método analitico. Eles possibilitam uma economia de
tempo e recursos durante os experimentos. Além disso, esses testes ajudam a
garantir a precisado e confiabilidade dos resultados reduzindo a necessidade de

repeticdo dos experimentos ou analises adicionais (Teofilo; Ferreira, 2006).

3. JUSTIFICATIVA

Atualmente ha um crescimento da utilizagdo dos cogumelos seja na
alimentacgao (shitake, shimeji e champingnon) ou de forma ilegal. Esses fungos
podem conter substancias alucinégenas, como a psilocina e psilocibina.

No aspecto forense o estudo de cogumelos alucindgenos (CA) é essencial
para o bom andamento de investigagdes criminais e processos judiciais. Por

exemplo, para que haja a materialidade do crime de porte de CA como droga
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de abuso este precisa ser identificado. Entretanto, quando secos os CA nao
possuem nenhuma diferenga morfolégica que possibilite a distingdo deles dos
cogumelos legais (comestiveis).

Considerando que as apreensdes de droga sdo comumente utilizadas como
um indicador da disponibilidade das mesmas no mercado (Palamar et al.,
2024), o maior monitoramento do comércio de cogumelos alucindbgenos permite
a criacao de politicas publicas mais especificas que visem controlar e reduzir a
utilizacdo dessas substancias. Outro problema que deve ser levado em
consideracao é a possibilidade da presenca de THC nessas matrizes que pode
levar a dependéncia fisica dos usuarios que por vezes podem nao saber da
mistura de substéncias ali presentes. Apesar dos cogumelos alucinégenos nao
serem tipicamente associados a dependéncia fisica eles podem causar
dependéncia psicolégica, onde os usuarios acreditam necessitar de tais
substancias para seu bem-estar. Além disso, sua associacdo com outras
drogas de abuso pode servir como “porta de entrada” para o consumo de
outras drogas de abuso que causam dependéncia fisica.

A instabilidade térmica da psilocina € um dos principais motivos da escassez
de métodos para sua identificacdo. Essa molécula apresenta alguns desafios
analiticos relacionados a sua facil degradagdo e baixa concentragdo nas
amostras apreendidas. As concentragdes de PSI e PSB nos cogumelos é de
cerca de 2% e, como ja mencionado, a diferenciacao visual é dificultada e gera
erros de interpretacao.

A tecnologia tem avancado e a partir disso temos novos tipos de analise
que podem auxiliar a inteligéncia policial na identificacdo desses compostos
ilegais em cogumelos apreendidos. Sendo assim, a utilizagao da cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas se torna uma grande aliada para
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esse tipo de analise, por estar presente na maioria dos laboratérios periciais no
Brasil, e apresentar custo operacional inferior quando comparada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Na CLAE, ha a necessidade da
utilizacdo de grandes volumes de solventes orgénicos, gerando residuos
liquidos, o que implica em mais uma etapa de cuidados a serem tomados apos
a realizagcdo das analises aumentando também o custo de analise. Por nao
gerar residuos, a técnica de CG também possui um menor impacto ambiental o
que a torna mais verde.

Neste contexto, € importante ressaltar que na policia cientifica o
procedimento padrdo para analise de substancias possivelmente ilegais € a
realizacdo do teste colorimétrico que pode indicar a presenga ou auséncia
dessas substéncias. Porém, por serem testes de carater preliminar eles
apresentam baixa sensibilidade (Oliveira, 2022), assim podem apresentar
falsos negativos, principalmente se houver uma baixa concentracdo de PSI e
PSB nos cogumelos. Em comunicagao pessoal com a PCERJ, foi informado
que ainda nao existe um método padrdo preconizado especificamente para
analise de cogumelos. Por isso, ha uma subnotificacdo da quantidade de
apreensbes de cogumelos alucinogenos podendo contribuir para a
invisibilizacdo de um problema que vem se agravando.

Com esses fatores expostos torna-se relevante a existéncia de um método
de identificacdo e quantificagdo de psilocina em cogumelos alucindégenos
através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
permitindo assim a confirmagéo da materialidade do crime. Ou seja, a pesquisa
aqui apresentada, representa uma aplicagdo direta em rotinas periciais, com
transferéncia e formagao de conhecimento através do acordo de colaboragao

vigente entre Policia Cientifica e universidade.
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4,

OBJETIVOS

Desenvolver um método de extracdo da psilocina de cogumelos

alucinégenos utilizando a técnica de extracdo assistida de ultrassom com

posterior analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM/EM). Esse estudo possibilitara a realizagdo de analises com

maior confiabilidade analitica das amostras apreendidas pela Policia Civil do

Estado do Rio de Janeiro (PCERJ), viabilizando um aumento e rapidez nos

registros de ocorréncia de apreensdes ilegais dessa matriz.

Para o cumprimento de todas as etapas propostas sao apresentados os

seguintes objetivos especificos:

Desenvolvimento de um método de preparo e analise de cogumelos
alucinégenos com aplicagdes diretas em rotinas periciais;

Avaliacdo da etapa de preparo das amostras considerando a escolha do
solvente e modificador para melhor extracdo da psilocina de cogumelos
alucinogenos;

Aplicacdo do DoE para analise dos parametros tempo, ciclo de extragao,
proporcao solvente:amostra e concentragao do modificador na extracdo da
psilocina em cogumelos alucinégenos;

Avaliagédo qualitativa de cogumelos apreendidos pela Secretaria Estadual de
Policia Civil (SEPOL) através da técnica CG-EM/EM,;

Avaliagdo quantificagdo de psilocina nas amostras de cogumelos
alucinogenos;

Padronizacdo de um procedimento de analise molecular completa em
cogumelos alucinégenos de apreensao e diferenciagdo com os comestiveis;

Estudo do perfil molecular das amostras de cogumelos alucinégenos
apreendidos pela PCERJ.
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5 EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAL

As seguintes vidrarias foram utilizadas: frascos de vidro de 1,5 mL, tubos de
ensaio de 12 e 15 mL, insert de 200 uL, pipetas de vidro, pipetas automaticas,
béchers (50 e 100 mL), triturador de plastico, espatulas metalicas, gral e pistilo
de porcelana.

Os solventes utilizados foram metanol (MeOH) (99,9%, Biograde, GO-
Brasil), diclorometano (DCM) (99,9%, estabilizado com amileno, Biograde GO-
Brasil), cloroformio (99,8%, estabilizado com amileno, Tedia Brazil), acetato de
etila (99,9%, Tedia Brazil), n-hexano (Supelco, Alemanha), acetona (99,5%,
Tedia Brazil). Como derivatizante utilizou-se  N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSTFA) (Fabrik Karl Bucher GmbH, Alemanha).

Os modificadores utilizados foram hidroxido de aménio (NH4OH) (25%,
Merck Alemanha), acido acético (CH3COOH) (99,7%, Tedia Brazil) e acido
cloridrico (HCI) (37%, Sigma-Aldrich, USA).

5.2 EQUIPAMENTOS ANALITICOS

Esta pesquisa utilizou os equipamentos: vértex (LP Vortex Mixer, Thermo
Scientific, Austria), centrifuga (Sorvall Legend RT, Marshall Scientific, EUA),
banho seco (DB-H, Loccus, Brasil), banho ultrassénico com aquecimento
(SolidSteel, Brasil), banho seco de nitrogénio (TurboVap LV, Biotage, Suécia),
concentrador de amostras (SL23-40, Qualicien, Brasil). Todas as amostras de
cogumelos in natura e amostras extraidas foram armazenadas em um freezer a
-20 °C.

As anadlises foram realizadas em um sistema de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas in Tandem constituido de um
cromatégrafo a gas (Agilent 7890A, Agilent Technologies, USA) acoplado a um
analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (Agilent 7000, Agilent
Technologies, USA) com uma fonte de ionizagdo por elétrons (El, voltagem 70
eV). A coluna cromatografica utilizada foi HP-5MS (Agilent Technologies, USA),
5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano (30 m, 250 ym, 0,25 pm).
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5.3 AMOSTRAS DE COGUMELOS (LEGAIS E ILEGAIS)

A amostra de cogumelos alucindbgenos da espécie Psilocybe cubensis
utilizada para o desenvolvimento do método de extracdo foi adquirida
comercialmente em  fevereiro de 2024 através do  website
(https://www.cogudasminas.com.br/). A compra foi realizada para o
desenvolvimento da etapa de otimizagdo do método, com finalidade de

pesquisa. Os cogumelos encontravam-se inteiros e desidratados (Figura 15).

Figura 15- Matriz de cogumelos alucinégenos desidratados adquiridos

comercialmente para desenvolvimento do método.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2024.

A posterior aplicacdo do método desenvolvido foi feita com 03 amostras de
cogumelos comestiveis (Shimeji, Funghi e Shiitake) adquiridas comercialmente
em loja fisica Casas Pedro em 2024 (Figura 16A-C) e 05 amostras de
apreensdes da SEPOL realizadas entre os anos de 2016 e 2021 (Figura 16D-
H).

As amostras disponibilizadas para este estudo foram obtidas através do
Acordo de Parceria para Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao n°013/2024
entre SEPOL e UFRJ (IQ — NAF/LADETEC) — numero de processos SEIl-
SEPOL: 360007/001207/2023 e SEI-UFRJ: 23079.202338/2024-71.
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Figura 16 - Amostras de cogumelos comestiveis (A-C) e de cogumelos
apreendidos pelas PCERJ (D-H) que foram utilizadas para aplicagao do
meétodo de extragdo desenvolvido. (A) Cogumelo Shimeji, (B) Cogumelo
Funghi, (C) Cogumelo Shiitake, (D) Amostra de apreensao 01 (AP01), (E)
Amostra de apreensao 02 (AP02), (F) Amostra de apreensao 03 (AP03), (G)
Amostra de apreensao 04 (AP04), (H) Amostra de apreensao 05 (AP05).

(D)

FRRfLs

(G) (H)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2024.

5.4PADROES ANALITICOS

O padrao de psilocina com pureza de = 95% (Cayman Chemical, EUA,;
CAS:520-53-6) foi utilizado para a construgdo da curva analitica. Como padrao
interno empregou-se a bufotenina (oxalato de 5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina
monohidratado) (LipoMed AG, Suica; CAS: 487-93-4) na concentragdo 1 mg
mL-". O padrdo de psilocina foi solubilizado em metanol nas concentragbes de
0,75 ug mL; 0,3 ug mL-*; 0,2 ug mL-*; 0,1 ug mL-*; 0,075 pyg mL-"; 0,05 yg mL-
-°0,01 yg mL"; 0,005 uyg mL"' e 0,001 ug mL'. O padrdo da bufotenina foi

utilizado na concentragéo de 0,5 ug mL™", também diluido em metanol.



55 PREPARO DE AMOSTRAS E OTIMIZACAO DO METODO DE
EXTRACAO

As amostras de cogumelos alucindégenos adquiridas comercialmente foram
recebidas na sua forma desidratada e, para que houvesse um aumento na
superficie de contato, foram inicialmente maceradas. A maceragao ocorreu em
duas etapas, sendo a primeira delas utilizando o gral e pistilo e a segunda com
auxilio de um triturador de plastico. Apds essas etapas foi possivel a obtencao

de amostras com suas particulas menores facilitando a extracéo (Figura 17).

Figura 17 - Cogumelos na etapa de maceragao (A) Amostra obtida
comercialmente no triturador mecénico apos maceracgéo no gral e pistilo; (B)

Amostra apos segunda etapa de maceragao com triturador.

(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2024.

ApdOs a maceracao, deu-se inicio o processo de analise dos parametros de
extracdo a serem utilizados. Toda etapa de otimizagcdo do método utilizou a
amostra de cogumelo obtida comercialmente. Os estudos para analise do
solvente extrator e modificador foram feitos pesando aproximadamente 5,0 mg

de amostra.

5.6 AVALIACAO DO SOLVENTE EXTRATOR

Os solventes selecionados para a extracao da psilocina em cogumelos
foram hexano, diclorometano, acetato de etila, cloroférmio, metanol e acetona
(Gutman; Tenne; Bretler, 2023; SWGDRUG, 2005). O processo de extragao foi

realizado em triplicata (Tabela 1). Apds a pesagem foram adicionados 5,0 mL

49



50

de solvente nas amostras. A mistura foi levada ao vortex por 30 segundos. Em
seguida, a amostra extraida permaneceu em banho de ultrassom por 30
minutos a temperatura ambiente, e foi submetida a centrifugagdo durante 5

minutos a 3.000 rpm.

Tabela 1. Solventes utilizados para extragao da psilocina e massa de amostra

de cogumelo obtido comercialmente pesada (mg) para o experimento.

Solvente Massa pesada (mg)

5,11

Metanol 5,09
5,07

5,06

Diclorometano 5,03
5,07

5,05

Cloroférmio 5,07
5,03

5,13

Acetato de Etila 5,02
5,16

5,03

Acetona 5,08
5,00

5,05

Hexano 5,10
5,15

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Entdo, separou-se o corpo de fundo da solugcdo. A solucao foi levada a
secura com auxilio do banho seco de nitrogénio. Apds a secagem a amostra foi
transferida, com auxilio do solvente utilizado na extragao, para um frasco de
vidro de 1,5 mL.

Novamente os frascos foram secos em banho de nitrogénio e a amostra foi



ressuspendida com 1 mL do solvente utilizado na extragcdo. Apds esse
processo foi feita a derivatizagdo da amostra. O processo de derivatizacao foi

realizado pipetando-se 100 pL de amostra em um insert. Essa aliquota foi
novamente seca em fluxo de nitrogénio e entdo adicionou-se 100 pL de

derivatizante (MSTFA). A reacédo de derivatizagdo ocorreu em banho seco a
60°C por 30 minutos para todas as amostras analisadas.

As reacgdes de derivatizagado foram realizadas no dia da injecdo devido a
instabilidade dessa reagdo que dura cerca de 24 horas. Apos a etapa de
derivatizacao todas as amostras foram injetadas no CG-EM/EM para obtengao

dos resultados e analise dos dados.

5.7 AVALIACAO DE MODIFICADORES PARA O SOLVENTE EXTRATOR

A avaliagdo do solvente com maior capacidade de extracdo ocorreu pelo
estudo da area cromatografica como variavel-resposta. Apos a observagao dos
resultados e realizagdo de uma analise estatistica, foram escolhidos dois
solventes com os melhores valores de area para o estudo dos modificadores a
serem realizados na sequéncia. A escolha dos modificadores e suas
concentragdes que foram estudados (Tabela 2) foi baseada na ocorréncia dos
mesmos na literatura (Goff et al., 2024; Gutman; Tenne; Bretler, 2023;

Laussmann; Meier-Giebing, 2010).

Tabela 2. Modificadores avaliados para extracdo da psilocina e suas

respectivas concentragdes (% v/v) utilizadas.

Modificador Concentragao (v/v)
Acido cloridrico (HCI) 0,0000114%
Acido acético (CH3COOH) 0,2%
Hidroxido de aménio (NH4OH) 6%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Os modificadores foram adicionados junto com o solvente no inicio do
processo de extragdo, sendo adicionados 100 yL de modificador para cada
analise realizada. Todos os experimentos foram feitos em ftriplicata com
aproximadamente 5,0 mg de amostra adquirida comercialmente (Tabela 3). O

processo de extragcdo e analise estatistica dos resultados ocorreu conforme
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descrito na avaliagédo dos solventes (Tépico 5.6).

Tabela 3. Combinagbes de solventes e modificadores testados para extragao
da psilocina e suas respectivas massas (mg) da amostra comercialmente

adquirida.

Massa pesada de
Solvente Modificador amostra adquirida
comercialmente (mg)
5,15
Acido acético 5,02
5,07
5,00
Acetona Acido Cloridrico 5,03
5,08
5,04
Hidréxido de amonio 5,10
5,09
5,04
Acido Acético 513
5,04
5,08
Diclorometano Acido Cloridrico 5,04
5,04
5,05
Hidréxido de amoénio 5,00
5,05

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

5.8 TESTES ESTATISTICOS

Todas as analises envolvendo o teste de solvente e de modificadores foram
realizadas em triplicatas e, com isso foi possivel o calculo da média dos valores
obtidos. Com os valores e média medidos, calculou-se a variancia, desvio

padrao e foi realizado ANOVA e posteriomente o teste de Tukey para
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comparagao das médias. Para uma melhor visualizagdo dos resultados foram
gerados um o diagrama de blocos e um diagrama de comparagéao significativa
que foram estudados para conclusdo dos melhores resultados. Os testes
estatisticos de hipotese foram realizados utilizando o software OriginPro
2021 (Northampton, MA, USA) enquanto a andlise estatistica descritiva foi

realizada no Microsoft Excel 2016.

5.9 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRACAO DA PSILOCINA

Para o desenvolvimento do método de extracédo foi utilizado um DoE de
analise fatorial fracionada com ponto central. Deste modo, o solvente e
modificadores com os melhores resultados avaliados previamente foram
empregados, sendo eles o diclorometano e hidroxido de aménio,
respectivamente. Os seguintes parametros foram avaliados no DoE: proporg¢ao
de amostra e solvente; concentracdo da solug¢do de modificador utilizada,

tempo de extragédo e quantidade de ciclos de extracdo (Tabela 4).

Tabela 4. Fatores e niveis avaliados no DoE para extragdo da psilocina.

Fatores -1 +1

Ciclos de Extracao 01 03
Tempo de extragéo (min) 10 30
Concentragao do modificador (%) 6 12
Proporcao solvente:amostra 2:1 5:1

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Para a escolha de todos os valores a serem analisados experimentalmente
utilizou-se o software Chemoface (Nunes; Freitas; Pinheiro; Bastos, 2012). As
analises de fatorial fracionado utilizaram a féormula 2*-1) sendo k a quantidade
de fatores. Porém como foi utilizado também o ponto central para calculo de
erros padroes, foram acrescidos mais 3 experimentos a serem realizados. Ao
todo 11 ensaios foram elencados para serem estudados (Tabela 5). Para cada
experimento realizado foi pesado cerca de 3,00 mg de amostra adquirida
comercialmente. Houve uma reducdo da massa pesada para garantia de

amostra ao longo de todas as analises a serem realizadas.
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Tabela 5. Parametros utilizados no planejamento experimental.

: MA Prop. Conc. T. de Quant. de

Ensaio (mg) S:A Mod extragao ciclos (~je

(%) (min) extragao
01 3,07 2:1 6 10 1
02 3,01 2:1 12 10 3
03 3,02 5:1 6 10 3
04 3,05 5:1 12 10 1
05 3,09 2:1 6 30 3
06 3,02 2:1 12 30 1
07 3,00 5:1 6 30 1
08 3,08 5:1 12 30 3
09 2,98 3,5:1 9 20 2
10 3,03 35:1 9 20 2
11 2,97 35:1 9 20 2

#: numero do experimento; MA: massa de amostra extraida (mg); Prop S:A:
Proporcao de solvente e amostra; Conc. Mod: Concentragdo do modificador; T.
de extragao: Tempo de extragao.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.
5.10 ANALISES QUANTITATIVAS DE COGUMELOS ALUCINOGENOS

Apos todas as etapas realizadas visando a otimizagao de extracao foi feita a
implementagdo do método desenvolvido. Uma curva analitica foi plotada
utilizando o padréao de psilocina e a bufotenina como padrao interno. As
concentracdes de psilocina utilizadas foram 0,001; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,05;
0,075; 0,1 e 0,2 ug mL", e os padrées foram solubilizados em metanol. Para
todos os pontos da curva foram adicionados 10 L de bufotenina (0,5 yg mL-")
que foi seco com auxilio do TurboVap; em seguida adicionou-se 100 yL do
padrao de psilocina na concentracao pré-estabelecida, que foi seco mais uma
vez para que, finalmente fosse realizada a derivatizagao e posterior analise no
equipamento CG-EM/EM.

Previamente as analises quantitativas, todas as amostras de cogumelos,
sendo 3 comestiveis (comerciais) e 5 de apreenséo, passaram pelo processo

de extracdo com os parametros otimizados anteriormente (ltem 5.9). Apds a
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extracdo dessas 08 amostras foi retirado uma aliquota de 300 uL de cada uma,
adicionou-se 10 yL de bufotenina (0,5 yg mL') e em seguida foi feita a

derivatizacdo com MSTFA e posterior analise no CG-EM/EM.

5.11 ANALISE POR CG-EM/EM

As condi¢des cromatograficas utilizadas sao apresentadas na Tabela 6 (Goff
et al.,, 2024; Gutman; Tenne; Bretler, 2023; Laussmann; Meier-Giebing, 2010;
Keller et al., 1999;).

Tabela 6. Parametros cromatograficos utilizados para as analises no CG-
EM/EM.

Parametros Cromatograficos

Volume de injegao (uL) 1
Temperatura do injetor (°C) 250
Modo de injegéo Sem divisédo de fluxo (splitless)
Temperatura inicial (°C) 100
Taxa de aquecimento (°C min-') 10
Temperatura final (°C) 300
Temperatura da fonte (°C) 250
Modo de analise Full scan (varredura completa)
Faixa de massas analisada (m/z) 50 a 500

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

A identificagdo da psilocina derivatizada foi realizada através do
monitoramento dos ions m/z 58, 290 e 348. O tratamento dos dados foi
realizado no software AgilentMassHunter Qualitative versao 10.0. As analises
por CG-EM/EM para o teste de solvente, modificador e DoE foram realizadas
no modo Full Scan; e as analises para a construgdo da curva analitica e
experimentos de quantificagdo das amostras (3 cogumelos comestiveis e 5
amostras de apreensao da PCERJ) foram realizadas no modo MRM tendo
como ion pseudomolecular a psilocina derivatizada m/z 348, e os fragmentos
m/z 290 e 58.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a etapa de otimizagdo do método, foram utilizadas as amostras de
cogumelos adquiridas comercialmente através da analise de psilocina na sua
composicao. Apenas a psilocina foi monitorada devido a degradagao térmica
que ocorre com a psilocibina. Dependendo das condigdes de armazenamento
essa degradacdo pode ocorrer em pouco tempo. O tempo e temperatura estao
interligados, a partir de 50°C a degradagao da psilocibina ja ocorre em uma
taxa de 7% e a 70°C a escala de degradacgao ja passa a ser mensurada em
horas (Gotvaldova et al., 2021). Portanto, para unificagdo do trabalho e melhor
aproveitamento dos resultados, todos os experimentos foram realizados com
foco na observacao e identificagao da psilocina.

As andlises CG-EM/EM foram realizadas inicialmente como um estudo
preliminar para observacdo do comportamento da psilocina. Nessa etapa do
estudo foi utilizado um método de extracdo e analise instrumental dos
cogumelos desenvolvido anteriormente pelo grupo de pesquisa Nucleo de
Analises Forenses da UFRJ (Oliveira, 2022). A partir desse teste preliminar
pode-se confirmar o tempo de retencdo da psilocina (Figura 18) e seu padréo
de fragmentacao (Figura 19). A area do pico cromatografico da psilocina (tr=

13,3) foi entdo escolhida como variavel-resposta na otimizacédo do método.

Figura 18 - Cromatograma referente amostra de cogumelo alucinégeno obtida

comercialmente apresentando a psilocina no tr de 13,304 min.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.
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Figura 19 - Espectro de massas da psilocina derivatizada e seus produtos da

fragmentacao.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Vale ressaltar que o enfoque deste trabalho foi uma analise alvo da
psilocina ndo tendo sido realizado a identificacgdo dos demais picos

cromatograficos observados na amostra (Figura 18).

6.1 AVALIACAO DO SOLVENTE EXTRATOR

Nesta etapa inicialmente levou-se em consideracdo que a psilocina possui
polaridade moderada devido aos momentos dipolo que sdo formados com o
grupo amino (-NHz) e hidroxila (-OH) uma vez que o oxigénio e nitrogénio sdo
mais eletronegativos que o carbono e atraem com mais intensidade os elétrons
presentes na ligagdo. Além disso, esses momentos dipolo s&do gerados em
pontos assimétricos da molécula e, portanto, ndo se anulam, conferindo essa
polaridade a psilocina. Por outro lado, a polaridade da psilocibina é muito maior
devido ao grupo fosforilado que ela apresenta na sua estrutura molecular.

Os solventes propostos foram baseados em sua estrutura quimica e na da
psilocina (Galhego et al., 2025; Oliveira, 2022). Como referéncia, foi utilizado o
Scientific Working Group for thr Analysis ou Seized Drugs (SWGDRUG) para
verificacdo da solubilidade da psilocina e psilocibina (Quadro 2) (SWGDRUG,
2005).
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Quadro 2. Solubilidade da psilocina e psilocibina em alguns solventes

organicos.

Molécula | Acetona | Cloroférmio | Etanol | Hexano | Metanol | Agua
0 0 ' r ’ 4 r POUCO

Psilocina | Soluvel Solavel Solavel | Solavel | Solavel .
soluvel

o Pouco ) Pouco ] Pouco )
Psilocibina . Insoluvel . Insoluvel ) Soluvel

Soluvel soluvel Soluvel

Fonte: Adaptado de SWGDRUG, 2005.

Nessa etapa foram avaliados os solventes extratores: acetato de etila,
acetona, cloroférmio, diclorometano, hexano e metanol. Entre esses, apenas o
hexano n&o possui uma polaridade moderada, que é importante para uma boa
interacdo com a psilocina considerando o fato de que é necessaria uma
polaridade semelhante entre solvente e molécula-alvo (Wieczorek et al., 2015).
De acordo com o Quadro 2, todos os solventes listados sdo capazes de
solubilizar a psilocina, e, consequentemente, podem realizar a extracdo desta
em uma determinada propor¢do. Em teoria, a agua seria o solvente menos
efetivo visto ser classificado como pouco soluvel para psilocina.

Todas as anadlises de solvente foram feitas em ftriplicata, realizando a
extragdo da amostra adquirida comercialmente e com isso foi feito o calculo
das médias de area de cada solvente utilizado e identificacdo da mediana de

cada um deles (Tabela 7).

58



Tabela 7. Valores de area, média e desvio padrao dos solventes testados
utilizados para a geragao do diagrama de blocos. Em cinza estdo demarcados

os valores de mediana.

Coeficiente
. Desvio
Solvente Area Média de variagao
Padrao
(%)

1,15 x 107

Diclorometano 1,97 x 107 1,73 x 107 5,09 x 108 29,34
2,08 x 107
3,62 x 10°

Cloroférmio 1,02 x 108 2,01 x 108 1,41 x 108 69,85
1,39 x 108
1,11 x 107

Metanol 1,39 x 107 1,40 x 107 2,92 x 108 20,91
1,69 x 107
1,72 x 107

Acetona 2,61 x 107 2,32 x 107 5,14 x 10° 22,16
2,62 x 107
1,28 x 108

Hexano 2,64 x 108 2,54 x 108 1,21 x 108 47,66
3,70 x 108
3,33 x10°

Acetato de
5,42 x 10° 7,58 x 10° 5,65 x10° 74,55
Etila

1,40 x 108

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Apods os valores de média obtidos pode-se calcular as varidncias e desvio
padrao, sendo possivel a geragdo do diagrama de blocos (Figura 20). Neste
diagrama de blocos é apresentado a informagao dos valores maximo € minimo
identificados referente a area de psilocina, a mediana, e do valor central do
conjunto de areas inseridos, de cada solvente testado. A partir desse diagrama
podemos observar que os melhores solventes extratores foram o metanol,

diclorometano e acetona, uma vez que apresentaram maiores valores de area
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obtida.

Figura 20 - Diagrama de blocos com a comparagao dos solventes utilizados em
relagéo a area do pico cromatografico da psilocina na amostra de cogumelo

alucinégena adquirida comercialmente.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

O fendbmeno observado (Figura 20) onde diclorometano, metanol e acetona
apresentaram a maior area de pico cromatografico da psilocina pode ser
explicado pela constante dielétrica (Figura 21). A constante dielétrica € uma
medida de polaridade e capacidade de dissolucdo de compostos idnico.
Observou-se que o diclorometano, metanol e acetona sdo os solventes com
maior constante dielétrica o que resultou na sua maior capacidade de
solubilizar a psilocina entre os solventes avaliados. Isso indica a necessidade
de uso de solvente de média polaridade para melhor interacdo intermolecular

com a psilocina.
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Figura 21 - Solventes testados para extragdo da psilocina organizados em
ordem crescente de polaridade e seus respectivos valores de constante

dielétrica.
/T i i
A C|/\C| Cl cl Cl O/\ )l\ —OH
; Bt Acetato de
Diclorometano Cloroférmio ; Acetona Metanol
- Polas Hexano etila + Polar
Constante dielétrica 1,89 9,14 4,87 6,02 20,7 33,6
(25°C)
Densidade (g cm3) 0,661 1,33 1,49 0,902 0,784 0,792

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

A dispersdo dos valores de area absoluta do pico cromatografico (Figura
20), indica uma baixa repetibilidade gerando uma maior amplitude interquartil,
ou seja, os valores de area encontrados estdo amplamente distribuidos em
torno da mediana calculada. Esse comportamento era esperado devido a
matriz trabalhada, que por ser um produto natural, pode apresentar variaveis
ao longo da extragdo que influenciem no aumento da disperséo de valores,
como: partes diferentes maceradas juntas (no caso o caule e chapéu do
cogumelo) tornando a composi¢cao da amostra preparada ndo homogénea. No
caso dos solventes com menores areas (cloroférmio, hexano e acetato de
etila), indica que a extragdo da psilocina ocorreu com menor eficiéncia e
consequentemente a variacdo de seus valores de area tornou-se pequena,
apresentando uma menor amplitude interquartil.

O teste de Tukey realizado através de comparagdes multiplas de médias
para verificacdo de diferengas estatisticas entre os valores demonstrou que
nao ocorreu uma diferenga estatistica significativa entre a utilizagdo de acetona
ou diclorometano; metanol ou diclorometano, dentre os solventes que

obtiveram maior area do pico cromatografico (Figura 22).

61



Figura 22 - Grafico do Teste de Tukey de comparagdes multiplas dos solventes
utilizados para teste na extracédo da psilocina. A coloragao vermelha indica as
combinagdes que apresentam diferenca significativa e a coloragao preta nao

possui uma diferenca significativa.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

O melhor desempenho dos solventes além de possuir uma relagdo com a
polaridade semelhante a da molécula-alvo (psilocina) também é influenciado
pela cavitagdo, que € um fenbmeno que ocorre durante a utilizagdo do banho
ultrassbénico. A cavitagdo € um processo de reducdo da pressdao com a
aceleracao do liquido, gerando a formacao de bolhas de ar instaveis. Essas
bolhas geradas se movem rapidamente e ao se chocarem umas com as outras
sdao capazes de quebrar ligagcbes ou acelerar reagdes. Algumas reacgdes
ocorrem mais rapidamente durante a utilizacdo do ultrassom pois ha um
aumento na temperatura do meio. O processo de cavitagdo também é capaz de
gerar alteragdes na estrutura molecular dos compostos ali presentes e gera
influéncias nas interagdes intermoleculares (Chemat et al., 2017).

Portanto, pode-se inferir que a cavitagcdo que ocorre durante o processo de
extragdo também favorece a utilizacdo de determinado solvente (diclorometano

e acetona) em detrimento de outros. Esse favorecimento tem relagédo com a



densidade dos solventes utilizados. Durante o processo de cavitagdo ha um

aumento na velocidade das ondas ultrassOGnicas com os solventes de menor
densidade, porém ha um maior efeito do impacto das moléculas com solventes
de maior densidade, em ambos os casos ha um favorecimento da extragao
(Chen et al., 2021; Pingret; Tixier, Sylvie; Chemat, 2013).

Assim, ao se comparar a densidade dos solventes (Figura 21) temos que o
DCM apresenta um dos maiores valores (d= 1,33 g cm®), e, com isso, é
favorecido no processo de cavitagdo uma vez que ha uma maior energia no
choque de suas moléculas com as demais, possibilitando maior disponibilidade
de psilocina em solugéo.

Portanto foi feita a escolha de dois solventes para realizagado dos testes com
modificadores: acetona e diclorometano, por terem apresentado as maiores
areas (Figura 20) e serem estatisticamente semelhantes entre si (Figura 22).
Sendo assim, estes foram utilizados na etapa subsequente para a selegdo do

melhor modificador para extragcado da psilocina.

6.2 AVALIACAO DE MODIFICADORES PARA O SOLVENTE EXTRATOR

Os modificadores sao utilizados na extragdo com o objetivo de aumentar a
disponibilidade de psilocina durante o processo. O pH é um fator muito
importante a ser trabalhado uma vez que entendendo o funcionamento da
psilocina em diferentes condicbes acidas e basicas pode-se obter uma
extragdo mais vantajosa. Os modificadores também auxiliam na reducao de
interferéncias e impurezas obtidas durante o processo extrativo. Tal fato é
importante considerando que o trabalho € realizado com produto natural que é
composto por uma gama de metabolitos especializados. Portanto, € muito
importante a utilizagdo de recursos que possibilitem uma maior seletividade ao
longo do processo extrativo.

Como ja mencionado anteriormente, a psilocibina passa pela reagdo de
desfosforilagdo se convertendo em psilocina (Figura 11), portanto, os
modificadores testados visam promover as condicdes necessarias para
ocorréncia dessa reagao, consequentemente aumentando a disponibilidade da
psilocina para extragdo. Os testes foram realizados utilizando a proposta de um
acido forte (HCI), um acido fraco (CHsCOOH) e uma base fraca (NH4OH) que ja

foram relatados na literatura com o mesmo objetivo do trabalho (Goff et al.,
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2024; Gutman; Tenne; Bretler, 2023; Mishraki-Berkowitz et al., 2020;
Laussmann; Meier-Giebing, 2010).

A psilocina, que € uma molécula que apresenta atividade psicoativa, possui
um grupo amina livre o que lhe confere um carater basico enquanto a
psilocibina apresenta um carater acido na sua forma neutra. A psilocina em
meio acido pode sofrer protonacdo do seu grupo amina, aumentando sua
solubilidade em solventes polares (Horita; Weber, 1962). Por outro lado, a
mesma substadncia em meio basico se apresenta na sua forma neutra que
possui mais afinidade com compostos apolares. Essa alteracédo de afinidade da
molécula com o solvente tera grande influéncia na escolha da melhor
combinacgao de solvente extrator e modificador.

Os solventes testados foram os que obtiveram o melhor rendimento
extrativo na primeira etapa do trabalho (diclorometano e acetona). Entre as
combinagdes de solvente e modificador avaliadas, aquelas que utilizaram
diclorometano apresentaram as maiores areas de pico cromatografico, sendo
que a combinacao de diclorometano com hidroxido de aménio foi a que obteve
o maior resultado nessa variavel resposta com o menor desvio padrao (Figura
23).

Figura 23 - Diagrama de blocos com os resultados obtidos a partir dos testes

realizados dos solventes e modificadores.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.
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O hidroxido de aménio foi capaz de realizar a melhor extracdo da psilocina
(Figura 23) pois este modificador é capaz de promover uma alcalinizag&o
do meio favorecendo a desfosforilagcdo alcalina da psilocibina, além de
garantir a disponibilidade da psilocina na sua forma livre (desprotonada) para
ser extraida através do deslocamento da reacdo de desprotonagcdo no sentido
dos produtos. A reagcdo de desfosforilacdo, que é a remogdo do grupo
fosfato da psilocibina, ocorre tanto em meio acido como alcalino, a
diferenca estda nas enzimas envolvidas no processo. No caso da
desfosforilagdo basica os cogumelos alucinégenos tém sua psilocibina
rapidamente convertida a psilocina pela fosfatase alcalina. Nos usuarios essa
reacao ocorre comumente no figado pela esterase inespecifica na mucosa
intestinal, em pH em torno de 7,4 (Meng et al., 2025; Horita; Weber, 1961). Em
contraste, a fosfatase acida geralmente ocorre de forma espontanea no
estbmago dos usuarios e gera-se uma psilocina mais lipofilica que tem a
sua absorgdo facilitada pelas membranas celulares (Meng et al., 2025;
Gotvaldova et al., 2021).

Além da desfosforilagdo da PSB também ¢é importante que ocorra a
desprotonacao da PSI uma vez que a psilocina nessa forma € mais apolar e
consequentemente mais soluvel em solventes organicos. A partir do momento
que utilizamos um modificador adequado junto a um solvente que seja capaz
de solubilizar o nosso composto alvo, conseguimos um resultado melhor e uma
maior concentragao da psilocina ali presente.

Outro ponto importante a ser mencionado é que a psilocina por ser muito
sensivel se degrada em pH muito acido e nos pH basicos corre sua
desprotonagao (Sarwar; Ph; Mcdonald, 2003). Sendo assim, nenhum valor de
pH extremo (abaixo de 2,0 ou acima de 12,0) favorece a extragdo da psilocina,
consequentemente bases ou acidos fortes ndo sdo recomendados para serem
utilizados como modificadores e isso pode ser constatado na combinagcao de
acetona e acido cloridrico utilizado (Figura 23). O acido cloridrico por ser um
acido forte (Ka= 107) gera uma protonagdo muito intensa na psilocina o que
pode ocasionar na sua degradacdo. Por isso é preferivel a utilizagdo de um
acido fraco como o acido acético que apresenta Ka = 3,75x10° para que a

molécula seja protonado de uma forma mais controlada e a extragao apresente
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melhores resultados.

Os modificadores testados geraram uma maior disponibilidade da psilocina
de duas formas: com a utilizacdo do NH4OH temos ela na sua forma neutra e
com CH3COOH sua forma protonada. Quando a psilocina encontra-se com
uma carga positiva ela se torna mais polar o que garante uma melhor
solubilidade em compostos de polaridade semelhante, que € o caso da
acetona. E quando ha a utilizacdo da base fraca a psilocina encontra-se neutra
e com uma melhor solubilidade em compostos de baixa polaridade, como o
DCM, por exempilo.

Porém, pode-se notar que mesmo quando € utilizado o CH3COOH junto ao
DCM a psilocina ainda apresenta uma extracado com pelo menos 40% a mais
de psilocina quando comparado as combinacdes de acetona avaliadas,
considerando a area absoluta do pico cromatografico (Tabela 8). Isso se deve
ao fato da psilocina possuir na sua estrutura um anel indol aromatico e uma
cadeia lateral com hidroxila que garantem uma regido apolar capaz de interagir
com o diclorometano por for¢as de dispersao (Van Der Waals) (Casale, 1985).
No caso da utilizagdo do hidroxido de amdénio com a acetona para o0 processo
extrativo acontece uma redugao na solubilidade da psilocina e por isso uma
menor area da psilocina (13924457,32) é observado (Tabela 8), o que indica
uma menor quantidade de substancia extraida. Caso a concentracdo do
NH4OH utilizado fosse maior isso poderia provocar inclusive uma precipitagao
no meio pois seria excedido o limite de solubilidade dando inicio ao processo

de precipitagcao por supersaturagao, que € um sistema mais instavel.
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Tabela 8. Valores de area, média e desvio padrdao das combinacbes de

solvente e modificadores testados utilizados para a geragdo do diagrama de

blocos.
Coeficiente
Solvente + ] 5
Area Média Desvio Padrao de Variagao
Modificador
(%)
3,29 x 107
Diclorometano 7
+ Acido acetico o TX100 4 7ex 107 159x107 3345
6,45 x 107
7
Diclorometano 584x10
+Hidroxidode ~ ©49Xx10" 665y 107 8.99 x 10° 13,54
amonio 7,61 x107
1,89 x 107
Acetona + 7
Acido cloridrico X004 39 107 433x10° 31,10
1,17 x 107
1,69 x 107
Acetona +
. .. 1,69 x 107 2,65 x 107 1,65 x 107 62,55
Acido acético
4,56 x 107
6
Acetona + 5,37x10
6
Hidroxidode ~ 8:92x10 1,39 x 107 1,18 x 107 85,23
amonio 2,75 x 107

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Portanto, a escolha do modificador tem relagdo ndo apenas com a psilocina,

mas com o solvente a ser utilizado, uma vez que modificadores diferentes

fazem a psilocina assumir carater de acidez diferentes, o que interfere na sua

interagdo com os solventes (Quadro 3).



Quadro 3. Representacdo das combinagbes de solvente extrator e

modificadores testados e comportamento da psilocina com os mesmos.

. o Solubilidade no
Solvente + Modificador Forma da psilocina
solvente
Diclorometano + Acido acético Protonada Pouco soluvel
Diclorometano + Hidréxido de . )
. Neutra Muito soltvel
amonio

Acetona + Acido acético Protonada Muito soluvel
Acetona + Hidroxido de amonio Neutra Pouco soluvel

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Em decorréncia dos fatores expostos e resultados obtidos tem-se como
melhor combinacédo para extracdo da psilocina a utilizacdo do diclorometano
como solvente extrator e o hidroxido de aménio para a fungcdo de modificador.

Os estudos que se seguiram foram realizados utilizando esses parametros.

6.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRAGAO

A partir da definicdo do diclorometano e o hidréxido de aménio como
solvente e modificador, respectivamente, os dados obtidos foram aplicados no
DoE para avaliagao de outros parametros que poderiam influenciar na extragao
da psilocina em cogumelos alucindbgenos. Os parametros avaliados foram:
tempo de extragdo (X1), propor¢ao solvente:amostra (g:mL) (Xz2), concentragéo
do modificador (X3) e quantidade de ciclos de extragdo (X4). De acordo com o
grafico de Pareto podemos observar que o efeito das variaveis foi menor do que
o p-valor critico para o intervalo de confianca de 95% (p=0,05) (Figura 24). Isso
indica que nao existe uma diferenca estatistica entre os niveis avaliados. Como
0s parametros avaliados n&o apresentaram efeito significativo podemos
considerar as tendéncias relacionadas a magnitude dos efeitos para determinar
as melhores condicdes de extragdo. Os sinais atrelados aos valores de efeito
observados indicam qual nivel apresentou o maior resultado na variavel
resposta (area absoluta do pico cromatografico da psilocina). Assim foram
selecionados os niveis com maior influéncia na variavel resposta observando-se
o valor do sinal de cada efeito e avaliando os melhores resultados de coeficiente

de variancia atrelado a reducéo de gastos.



Figura 24 - Grafico de Pareto com a comparagao dos parametros analisados

no DoE com intervalo de confianga de 95%.

p=0.05
Concentragao
(Modificador) (X3) 28321203447.75
Ciclos de extragdo -23586856456.75 §
(X4)
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(X1)
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Solvente:Amostra 6248844254.9167 -
x2) |
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Avaliando o valor dos efeitos e levando em consideragao o sinal matematico
de cada um, pode-se observar que para o tempo de extracido que apresentou
um efeito com o sinal - atrelado (Figura 24), indicando o nivel -1 (Tabela 4) que
estava relacionado ao tempo de 10 minutos apresentou uma maior resposta, ou
seja, uma maior area do pico cromatografico da PSI. Para entender como o
tempo de extracdo afetou o resultado foram considerados todos os processos
que ocorreram durante a sonicagao.

A utilizagdo do ultrassom gera um aumento da temperatura, 0 que no caso
da psilocina pode levar a sua degradagéo pelo fato dessa ser uma substancia
termossensivel que se degrada em temperaturas a partir de 50 °C (Gotvaldova
et al., 2021). Além disso, a cavitagcao também pode promover a formagao de
radicais livres que geram a oxidagao da psilocina, podendo transforma-la em
compostos indesejados que interferem na extragédo. Ainda, expor as amostras a
longos periodos de extragdo no ultrassom pode gerar um rompimento
excessivo da parede celular dos cogumelos, ocasionando assim a liberagao de
compostos indesejados que podem mascarar a concentracdo de psilocina
presente, como outras triptaminas, compostos fendlicos ou acidos organicos, e
contaminagao do extrato final (Sherwood et al., 2020). Em suma, todos esses
fatores podem causar a degradacao da psilocina e sua reagdo com outros
compostos ali presentes. Estudos comprovam que o tempo ideal de utilizagao
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do ultrassom para extragao da psilocina esta entre 5 e 15 minutos (Keller et al.,
1999) o que condiz com os resultados aqui apresentados. Portanto com essas
propostas tem-se uma explicagdo plausivel do motivo de serem obtidos
melhores resultados com um tempo de utilizagado do ultrassom reduzido.

No que diz respeito a propor¢cdo de solvente:amostra, o valor do efeito
estava atrelado a um sinal positivo (Figura 24) indicando o nivel +1 (Tabela 4),
de proporcdo 5:1, como o que ocasionou um aumento na area do pico
cromatografico da psilocina. A proporcao entre solvente extrator e amostra é
um fator crucial na extracdo de produtos naturais visto a ocorréncia do
gradiente de concentracdo. No processo de extragdo da amostra toda a
psilocina inicialmente encontra-se na matriz (cogumelo), porém apds a quebra
da parede celular, a PS| passa a ter acesso ao solvente disponibilizado para
extragdo e tem-se inicio o processo de difusdo das moléculas por gradiente de
concentragdo. O gradiente de concentragédo se da sempre que ha um ponto de
maior concentragdo que induz a difusdo do analito para o solvente extrator
(menor concentracao). Com maior proporgéo de solvente:amostra o gradiente
de concentragdo se torna maior e a difusdo mais efetiva favorecendo a
extragdo da psilocina. Justificando assim o nivel +1 (propor¢édo de
solvente:amostra de 5:1 (g:mL)) apresentar um melhor desempenho de
extragao.

Para a quantidade de ciclos de extracdo o nivel que apresentou o maior
efeito foi o nivel -1 (Figura 24 e Tabela 4) que representa apenas 1 ciclo de
extragdo. Todo solvente possui um limite de saturagdo que ao ser atingido
impossibilita a continuidade de um processo extrator. Esse fendbmeno de
saturacao do solvente e utilizagdo de ciclos de extragdo continuos € a mesma
estratégia utilizada na extracdo por Soxhlet. Geralmente se utiliza mais de 1
ciclo de extracdo quando o analito-alvo se encontra em uma concentragao
suficiente para saturar o solvente extrator. No caso dos cogumelos
alucindégenos ha uma baixa concentragao da psilocina em sua composi¢ao, de
1 a 2% (Laussmann; Meier-Giebing, 2010), o que leva a hipétese de que com 1
ciclo de extracdo ndo houve a saturagao do solvente. Portanto, o uso de 3
ciclos (nivel +1, Tabela 4) ndo causa um aumento na area do pico
cromatografico da psilocina (variavel-resposta). Com isso, o efeito desse

parametro é favoravel para apenas 1 ciclo. Uma vez que nao ha diferenca
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estatistica entre 1 ou 3 ciclos de extracdo, ndo € necessario a utilizacao de

mais ciclos possibilitando uma maior economia de tempo e insumos (Galdino et
al., 2025).

Por fim, no que diz respeito a concentracdo dos modificadores, o nivel +1
(Figura 24 e Tabela 4), o modificador com concentracéo de 12%, apresentou
maior efeito na variavel-resposta. Entretanto, ao utilizar o modificador em maior
concentragdo (nivel +1) foi observado que o coeficiente de variagdo (CV)
aumentava em relagao ao nivel -1. Sendo que o experimento 6 (Tabela 9) que
utilizou os melhores parametros de extracdo seguindo a tendéncia do grafico
de Pareto foi o que apresentou o maior CV, indicando uma perda de precisao
do método. Considerando a hipotese de que quanto maior o desvio do pH de
valores entre 4-7, maiores sao as chances de ocorrer uma degradacao da
psilocina, que é muito instavel, foi tomada a decisdo de realizar o experimento
utilizando o tempo de extracdo de 10 minutos com apenas 1 ciclo de extracao e
propor¢ao de solvente:amostra de 5:1 (g:mL) (condigbes com maior efeito na

variavel-resposta), porém com a concentragédo do modificador em 6%.

Tabela 9. Experimentos realizados pelo DoE com amostra de cogumelo
alucinégeno adquirida comercialmente e os valores de média, desvio padrao e

coeficiente de variagcao obtidos.

Prop. Conc.
Tempo cv
Exp. S:A Mod. Ciclos Média Desv. Pad.
(min) (%)
(g:mL) (%)
1 2:1 6 10 1 1,86 x 10° 4,51 x 10° 24,21
2 2:1 12 10 3 2,20 x 10° 7,73 x 108 35,08
3 5:1 6 10 3 1,90 x 10° 3,51 x 108 18,47
4 5:1 12 10 1 2,46 x 10° 9,99 x 108 40,54
5 2:1 6 30 3 1,76 x 10° 4,76 x 108 26,95
6 2:1 12 30 1 2,23 x 109 6,00 x 108 26,83
7 5:1 6 30 1 2,10 x 10° 3,17 x 108 15,1
8 5:1 12 30 3 1,85 x 10° 3,66 x 108 19,76

Exp.: numero do experimento; Prop S:A: Propor¢cao de solvente e amostra; Conc.

Mod: Concentragao do modificador; Tempo: Tempo de extracdo, Média: média da
area dos picos cromatograficos, Desv. Pad: desvio padrdo, CV: coeficiente de



variacao. Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

Ao realizar esse teste (Figura 25) observou-se um aumento na variavel-
resposta (area do pico cromatografico da psilocina) e redugédo do CV para
5,06%. Isso comprova que o nivel -1 (Tabela 4) para a concentracédo do

modificador, resultou em uma maior precisao na extragao da psilocina.

Figura 25 - Cromatograma da amostra de cogumelo alucinégeno obtida
comercialmente no ano de 2023; tr da psilocina = 13,42 realizado com as
melhores condi¢gbes de analise estudadas (1 ciclo de extracdo de 10 minutos,

modificador na concentracao de 6% e proporg¢ao de solvente:amostra de 5:1

(g:mL)).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

O método desenvolvido possibilitou uma rapida e eficaz extracdo da
psilocina. Nesse trabalho pode-se reduzir em até 90% o tempo de extragéo
quando a comparado a outros relatos da literatura que utilizam o ultrassom por
1 a 3 horas (Zhuk et al., 2015; Laussmann; Meier-Giebing, 2010). Além disso,
os gastos de extragdo foram reduzidos por ndo haver a necessidade da
utilizacado de aquecimento e pela proporcdo de solvente:amostra (g:mL) ser
menor que relatado na literatura (Goff et al., 2024; Gutman; Tenne; Bretler,
2023; Mishraki-Berkowitz et al., 2020; Laussmann; Meier-Giebing, 2010). Deve-
se elencar também como um fator favoravel ao método desenvolvido o lado

ambiental e mais verde que essa extracdo possui, associada a posterior

analise por CG.
Com isso, as condicdes de extracdo otimizadas foram: 1 ciclo de extragao;

10 minutos de extragcdo; proporcdo solvente:amostra de 5:1 (g:mL); e



concentracdo do modificador de 6%. Essas condigbes foram aplicadas em

todas as analises realizadas com as 3 amostras de cogumelos comestiveis e 5

amostras de apreensio da PCERJ.

6.4 QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE COGUMELOS ALUCINOGENOS
DE APREENSAO

A quantificagdo da psilocina nas amostras de cogumelos alucinégenos foi
realizada baseando-se em uma curva analitica com o padrdo de psilocina,
utilizando uma faixa de trabalho de 0,005 a 0,75 ug mL"" (Figura 26). Para a
construcado da curva foi utilizado a média da intensidade de cada ponto para
obtencdo de uma maior precisdo e representatividade dos dados a serem
obtidos.

Em todos os pontos de concentragao foi utilizado como padrao interno a
bufotenina com o objetivo principal de corrigir variagbes experimentais
possibilitando um aumento da precisdao e exatiddo. Todas as quantificagdes
foram realizadas utilizando o experimento de MRM monitorando a transi¢cao
m/z 348->58 como variavel-resposta. Assim, utilizou- se a intensidade absoluta
desse ion quantificador (pico base) (Figura 18) m/z 58 para construcdo da
curva analitica por ser o que se encontra em maior intensidade. Vale ressaltar
que a transicao m/z 348->290 foi utilizada como ion identificador da psilocina.

A curva analitica gerada apresentou um R?de 0,99144, que de acordo com
a literatura indica uma relagao linear bem préxima (Guimaraes et al., 2013). O
R? (coeficiente de determinacdo) € uma medida estatistica que indica a
proporcdo da variabilidade dos dados que é explicada por um modelo de
regressao. Ja o R? ajustado corrige o R? levando em consideragéo o numero de
variaveis independentes no modelo, evitando a superestimacdo do ajuste em
casos com muitas variaveis. Diferente do R?, o R? ajustado pode reduzir seu
valor com a inclusdo de variaveis irrelevantes, sendo mais adequado para

avaliar modelos multiplos (Miles, 2014).
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Média da intensidade da razédo
analito/padréo interno

O MRM foi

podem possuir uma baixa concentracdo de psilocina, 0,6 g por kg seco,
(Laussmann; Meier-Giebing, 2010). Dentre amostras avaliadas ndo houve a
identificagdo de psilocina nos cogumelos comestiveis obtidos comercialmente
(cromatogramas Figuras 27-29). Nas amostras de apreensao (cromatogramas
Figuras 30-34) em apenas 1 nao houve a identificacdo da psilocina (amostra
G, Figura 33). Vale ressaltar que a identificacdo da psilocina foi confirmada

pela observacdo das duas transicbes monitoradas no experimento de MRM

Figura 26 - Curva analitica da psilocina.

y =62,1499 — 1,20572x
. R2=0,99144
R? ajustado = 0,99037

0,0 0,2 0,4 0,6
Concentragdo (ug mL")

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.

utilizado visto que as amostras de cogumelos alucinbgenos

(m/z 348->290 e m/z 348->58).

0,8
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Figura 27 - Cromatograma em MRM (transicdes m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra A, de cogumelo comestivel

(Shimeji) obtida comercialmente no ano de 2024.
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Figura 28 - Cromatograma em MRM (transicées m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra B, de cogumelo comestivel

(Funghi) obtida comercialmente no ano de 2024.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.
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Figura 29 - Cromatograma em MRM (transi¢cées m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra C, de cogumelo comestivel
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.
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Figura 30 - Cromatograma em MRM (transicées m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra D, de cogumelo apreendido pela

b
—
o
o W

Intensidade

PCERJ em 2021.

Amostra D

Tempo de retencao (min)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2025.
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Figura 31 - Cromatograma em MRM (transi¢cdes m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra E, de cogumelo apreendido

x10 8

b3

ik

o
w

><Intensidade

54

o
L

pela PCERJ em 2016.

Amostra E
1 112 \ \ £
LL\‘LA_A [ PPEe G A A A
\N’

m/z 348->58 : Bufotenina S

1 112 PSIIocma L 4:_/"‘ { -
@ ] s

m/z 348->290
1 112 13[f 2
4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 '

Tempo de retencao (min)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.



80

Figura 32 - Cromatograma em MRM (transigcdes m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra F, de cogumelo apreendido

pela PCERJ em 2021.
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Figura 33 - Cromatograma em MRM (transi¢des m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra G, de cogumelo apreendido pela

Intensidade

PCERJ em 2018.
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Figura 34 - Cromatograma em MRM (transigbes m/z 348 -> 58 e m/z 348 -> 290) da amostra H, de cogumelo

apreendido pela PCERJ em 2016.
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Durante a quantificacdo das amostras, aquelas que eram de cogumelos
comestiveis ndo foram detectadas a substancias psilocina (Figuras 27-29 e
Tabela 10). Ja para 4 das 5 amostras apreendidas no periodo de 2016 a 2024
no Estado do Rio de Janeiro a concentragao de psilocina variou de 0,00445 a
0,03279 ug mL-" (Tabela 10). Segundo Kurzbaum (2025) o limite de detecgéo

para analises na cromatografia gasosa é de 10 ug g~' em peso seco.

Tabela 10. Amostras estudadas, ano de apreensao e concentragcédo de psilocina

identificada.
Concentragao de
Amostra Ano Imagem
psilocina (ug mL™")
A Q»
, ’ ]
(Comestivel do 2024 Nao detectado
tipo Shimeji) v '
B
(Comestivel do 2024 Nao detectado

tipo Funghi)

(Comestivel do o é / )
. .. 2024 ™ . ,,/ Nao detectado
tipo Shiitake) W & &
D
2021 0,01272

(Apreensao)
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F

(Apreenséo)

2021 0,03279

R D
. NI

2018 N&o detectado

(Apreensao)

: -
)

[ESES N

E
2016 0,00445
(Apreenséo)
H
2016 0,00849
(Apreenséo)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

A variagdo de concentracido observada pode ser explicada por diversos
fatores. Estudos realizados por Beug (1982) relatam diferengas entre colheitas
distintas, e por vezes essa diferenciagdo ocorre dentro de um mesmo plantio.
Ainda foi possivel a conclusdo de que a quantidade de psilocina varia de forma
aleatoria entre as colheitas (Bigwood; Beug, 1982). Além disso ha uma grande
diferenca da presenga de psilocina e psilocibina no chapéu e caule dos
cogumelos. No chapéu estudos indicam haver o dobro de PSB do que no
caule, enquanto no caule ha uma quantidade maior de PSI (Bigwood; Beug,
1982). Neste trabalho foi utilizado todo o cogumelo (chapéu e caule) no
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processo de maceragao, entretanto, as quantidades de chapéu e caule por
amostra ndo eram homogéneas o que pode ter influenciado na variagdo dos
resultados de concentracéao.

Outro ponto relevante a ser levado em consideragao na variagdo da
concentracao da PSI é a espécie e género do cogumelo analisado (Bradshaw
et al., 2022). Além disso cada espécie de cogumelo possui uma porcentagem
diferente de PSI e PSB na sua composicdo. E, como ndo é possivel a
diferenciacdo morfoldégica dessas espécies, é necessario a realizagdo de
analises quimicas para determinagao da concentracao de PSI e PSB. Alguns
outros fatores que podem afetar o teor de psilocina na amostra sao: condi¢oes
ambientais do plantio; método e tempo de colheita uma vez que a partir do
momento que a colheita é realizada a degradagéo da PSI| e PSB se iniciam;
armazenamento e processamento da amostra (exposicdo ao calor, luz,
oxigénio e tempo) (Gotvaldova et al., 2021); e erros analiticos (grosseiros e
aleatorios).

O caso da amostra de apreensdo da PCERJ (amostra G - cogumelo
alucinégeno apreendido em 2018, Tabela 10 e Figura 33) a nao identificagéo
da psilocina pode ser explicada por alguns fatores. Como mencionado
anteriormente, a psilocina é termossensivel, exigindo cuidados durante o
manuseio e armazenamento da amostra para evitar sua degradagao. Assim, a
auséncia da PSI pode ter sido causada por: armazenamento inadequado,
resultando na sua decomposigéo; tempo de elevado de estocagem (amostra de
2018); ou ainda pela possibilidade de o cogumelo analisado ter sido

comercializado como alucindégeno sem, de fato, conter psilocina ou psilocibina.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou o desenvolvimento de um método eficiente de
extragao da psilocina, com a selegao do solvente diclorometano e modificador
hidroxido de aménio. De acordo com o DoE o método desenvolvido utilizou 10
minutos de extragao, 01 ciclo de extragcdo, modificador na concentracdo de 6%
e proporcao de solvente:amostra de 5:1 (g:mL).

A técnica analitica de CG-EM/EM permitiu a identificacdo e quantificagcao
da psilocina em 04 das amostras de cogumelos alucindbgenos apreendidas
desde 2016, com concentragdes nos valores de 0,00445; 0,00849; 0,01272 e
0,03279 ug mL™". E foi possivel a confirmagdo da auséncia de psilocina nas
amostras de cogumelos comestiveis (Shimeji, Funghi e Shiitake). Apesar da
dificuldade de analise da psilocina 0 método desenvolvido apresentou um
resultado confiavel com valores de coeficiente de variagdo dentro do esperado
para produtos naturais com valores de 5 a 33%.

Sendo assim, o trabalho foi capaz de desenvolver um método otimizado de
extragdo que possibilita a caracterizagdo da psilocina reduzindo as dificuldades
hoje apresentadas nas rotinas de pericias forenses. Tal desenvolvimento auxilia
a inteligéncia policial uma vez que os mesmos se utilizam majoritariamente da
técnica de CG-EM, facilitando o processo de transferéncia metodoldgica.
Através dos dados gerados a policia técnico cientifica sera capaz de realizar a
investigacdo de mais amostras em um menor espac¢o de tempo, contribuindo

para uma resposta mais direcionada e eficaz no controle das drogas no pais.
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8 PERPECTIVAS FUTURAS

Validagao do método desenvolvido e publicagdo de um artigo;

Avaliacao das figuras de mérito do método desenvolvido: limite de detecgao
(LOD), limite de quantificagcao (LOQ), precisao e exatidao, por exemplo;

Avaliacdo de outras variaveis do processo de extragcdo que podem
influenciar a quantidade de psilocina obtida. Como exemplo temos a
poténcia do ultrassom utilizado;

Realizagdo da metabolébmica global dos cogumelos alucindégenos
possibilitando a identificagdo de outros picos e substancias presentes nessa
matriz.
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