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RESUMO 

Os derivados feniletilamínicos, conhecidos como NBOMes, são potentes 
alucinógenos, frequentemente comercializados como selos. Mudanças em suas 
estruturas moleculares são constantemente realizadas, como a troca do halogênio 
ligado ao carbono 4 (C4) ou a substituição do grupo metil por uma hidroxila, observado 
na modificação do NBOMe e formação do NBOH, sempre conservando os efeitos 
psicoativos das moléculas. Neste estudo, a técnica de espectrometria de massa (mass 
spectrometry – MS) por ionização/dessorção a laser assistida por matriz, (matrix-
assisted laser desorption/ionization - MALDI), e espectrometria de massa de imagem 
(mass spectrometry imaging - MSI), acoplado ao espectrômetro de massa de 
ressonância de íon ciclotrônica com transformada de fourier, foi utilizada para analisar 
selos contendo 25I- NBOH (2 - ({[2- (4-iodo-2,5-dimetoxifenil) etil] amino} metil) fenol, 
m/z 414,05) e 25I- NBOMe ((2- (4-iodo-2,5-dimetoxifenil) -N - [(2- metoxifenil) metil] 
etanamina), m/z 428,07). Um estudo de otimização foi realizado para avaliar a 
aplicação da matriz (pipeta automática versus pulverizador assistido por um probe da 
fonte ESI); o efeito das matrizes (ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA), ácido 2,5-
di-hidroxibenzóico (DHB), 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano (TCNQ) e ácido 
sinápico(SA)) no processo de ionização e dessorção; e sua concentração (de 5 a 
25 mg.mL−1). Posteriormente, foi realizado um estudo da distribuição espacial dos 
derivados NBOMes detectados sobre a superfície da frente e do verso do selo. Os 
resultados de MALDI MS e MALDI MSI mostraram que o melhor método de aplicação 
da matriz foi utilizando o pulverizador, no qual permitiu uma detecção homogênea do 
composto quando comparado a aplicação com a pipeta automática. A matriz CHCA, 
com concentração ≥ 15 mg.mL−1, apresentou maior eficiência de ionização do 
composto 25I-NBOMe, comumente detectado em selos, onde uma distribuição 
homogênea e intensa foi observada em relação a outras matrizes. A distribuição do 
composto psicoativo estudado na frente e no verso dos selos analisados mostraram 
que três apresentavam maior concentração do composto em um dos lados (dois no 
verso e um na frente), enquanto os demais apresentavam distribuição em ambos os 
lados. 

 
 
Palavras-chave: Designer drugs, 25I-NBOMe, 25I-NBOH, MALDI MSI. 

 
  



 

ABSTRACT 

The phenethylamines derivatives, the NBOMes, N-bomb or Smiles, are potent 
hallucinogens, which are often sold as blotter paper. Changes in their molecular 
structures are constantly carried out, such as the exchange of halogen in the carbon 4 
(C4) or the substitution of the methyl to a hydroxyl, observed in the modification of 
NBOMe to NBOH. This happens so that the new substances are not classified as illicit 
and preserved the psychoactive effects of molecules. In order to follow the dynamics 
of designer drugs market, the use of different analytical methods for the identification 
of these substances has been a solution. In this study, the matrix assisted laser 
desorption/ionization mass spectrometry (MALDI MS) and MALDI mass spectrometry 
imaging (MALDI MSI) were coupled to a Fourier transform ion cyclotron resonance 
mass spectrometer (FT-ICR MS) and used to analyze seven blotter papers of NBOMes 
containing 25I-NBOH (2-({[2-(4-iodo-2,5- dimethoxyphenyl) ethyl]amino}methyl) 
phenol, m/z 414,05) and 25I-NBOMe ((2-(4-iodo-2,5-dimethoxyphenyl)-N-[(2-
methoxyphenyl) methyl]ethanamine), m/z 428,07). An optimization study was 
performed to evaluate the matrix application (pipette versus sprayer assisted by an 
ESI probe); the matrices (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), 2,5-
dihydroxybenzoic acid (DHB), 7,7,8,8-tetracyanoquinodimethane (TCNQ) and 
sinapinic acid (SA)) effect in the process of desorption and ionization and their 
concentration (from 5 to 25 mg.mL−1). After, a study of the spatial distribution of the 
NBOMes derivatives detected in the front and back of the blotter paper surface was 
performed. MALDI MS and MALDI MSI results showed that the matrix sprayer was the 
best method for matrix application, which allowed a homegeneous detection of the 
compound when compared to the pipette application. The CHCA matrix, in a 
concentration ≥ 15 mg.mL−1, displayed a higher ionization efficiency of the 25I-NBOMe 
compound, commonly detected in blotter paper, where an intense distribution was 
observed in relation to others matrices. The distribution of the active ingredient studied 
in the front and back between the six blotter papers analyzed showed that the three of 
them had a higher  concentration of the active ingredient in only one of the sides (two 
in the back and one in the front), while the others presented a similar distribution in 
both sides.  
 
Keywords: Blotter paper, Designer drugs, 25I-NBOMe, 25I-NBOH, MALDI imaging, 
FT-ICR MS. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Designer drugs 

 

A utilização de substâncias psicoativas começou com o consumo de plantas, 

como folhas de coca, Cannabis e ópio. Com o passar do tempo, por meio do 

isolamento dos princípios ativos presentes nas plantas, potencializou-se o efeito 

dessas substâncias, chegando assim, em uma substância totalmente sintetizada em 

laboratórios com ações psicoativas similares. Tais substâncias, geralmente, utilizadas 

para fins recreativos, são denominadas de designer drugs.1  

Com a popularização da internet, houve uma enorme divulgação e distribuição 

dessas substâncias e o número de novos usuários aumentou de forma significativa, 

bem como relatos de apreensão de diversas designer drugs em todo o mundo.1,2  

A proliferação das novas drogas sintéticas é favorecida por uma série de 

circunstâncias, como a aquisição da matéria-prima, que pode ser obtida pela compra 

em sites, além de ter um alto rendimento, o que torna mais fácil sua importação e 

manuseio (ou contrabando, nos países onde as substâncias já são proibidas), 

enquanto que a fabricação dos entorpecentes tradicionais, como por exemplo a 

cocaína, depende de plantas cultivadas em países com fatores climáticos específicos, 

como Bolívia, Colômbia e Afeganistão.3,4  

A design drug por ser uma versão sintética (produzida quimicamente) de uma 

droga ilícita, é modificada com o intuito de potencializar ou criar seus efeitos 

psicoativos. Para evitar que seja classificada como ilícita, mudanças em sua estrutura 

molecular, podem fazer com que essas novas substâncias não sejam classificadas 

como ilegais por ainda não serem proscritas.1,5  

No Brasil, para que uma nova substância psicoativa seja proscrita ela precisa 

constar nominalmente em uma das diversas listas da Portaria n° 344 – SVS/MS, 

criada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa). O processo de inclusão 

de uma nova droga é demorado, e nesse período, pode ser que a droga sintética já 

tenha saído do mercado e tenha sido substituída por outra que ainda não consta na 

lista, fazendo com que o comércio de designer drugs se torne cada vez mais dinâmico. 

As novas substâncias psicoativas, conhecidas pelo termo NPS (do inglês, new 

psychoactive substances) são criadas a partir de compostos estruturalmente 



18 

 

modificados que causam efeitos psicotrópicos no organismo tais como: estimulantes, 

alucinógenos, sedativos ou a junção dos mesmos.6,7 

As principais classes de NPS são categorizadas por suas estruturas e efeitos 

em: anfetaminas (feniletilaminas), catinonas, piperazinas, canabinóides, cetaminas, 

fenilciclidina, benzofuranos, triptaminas e opióides.8,9 A classe mais estudada de 

compostos psicoativos são as feniletilaminas e alterações sutis em suas moléculas 

dão origem a uma variedade de propriedades farmacológicas que possuem ação 

psicoativa e efeitos estimulantes no sistema nervoso central (SNC).10  

Algumas feniletilaminas substituídas foram classificadas como compostos 

alucinógenos, essas incluem a 2,5-dimetoxifenetilaminas (2C) e suas derivações 

N- metoxibenzila (NBOMe) e N- benzilhidroxi (NBOH), figura 1, as substâncias 2C 

(2C-I, 2C-C e 2C-B) diferem dos compostos (25I, 25C, 25B) NBOMe pela adição de 

um grupo metoxibenzila ao nitrogênio e dos (25I, 25C, 25B) NBOH pela adição do 

grupo hidroxibenzila, o análogo desmetilado de NBOMe.11,12 

 

 

FIGURA 1.Estruturas das substâncias psicoativas 2C-X, 25X-NBOH e 25X-NBOMe, em que X pode 

ser: C, quando o ligante for o Cloro; B, quando o ligante for o Bromo e I, quando o ligante for o Iodo. 

Fonte: autoria própria. 
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Estas drogas e outros alucinógenos clássicos agem como agonistas do receptor 

5-HT 2A. A adição de N-hidroxibenzila e N-metoxibenzila na estrutura de núcleo 2C 

aumenta a seletividade dos compostos NBOH e NBOMe, respectivamente, para os 

receptores 5-HT 2A. Devido à sua maior afinidade com o receptor 5-HT 2A, as drogas 

NBOMe e NBOH produzem maiores efeitos subjetivos em menores doses quando 

comparados com as drogas 2C. Essa estimulação dos receptores 5-HT 2A é 

responsável por efeitos alucinógenos de drogas recreativas. Além disso, o consumo 

dessas drogas pode causar sintomas como euforia, alucinações visuais e auditivas e 

dissociações da realidade.13-15 

Essas designer drugs são geralmente distribuídas em um papel absorvente 

(denominado selo), muitas vezes perfurado em pequenos quadrados (1 × 1 cm), que 

representam as doses. Estes são administrados na maioria das vezes de forma 

sublingual e apresentam desenhos coloridos e temáticos (figura 2).16 

 

 

FIGURA 2. Diferentes selos contendo designer drugs. 

Fonte: autoria própria. 
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1.2 Técnicas analíticas para identificação de designer drugs. 

 

Selos contendo o composto 25I-NBOMe apareceram no mercado de designer 

drugs a partir de 2011, e desde então numerosos derivados NBOMe foram 

identificados em selos apreendidos do mercado de drogas ilícitas.17,18 A presença de 

25I-NBOH em selos foi identificada pela primeira vez em laboratórios forenses no 

Brasil. Para tal identificação o estudo de Arantes et al. (2017) utilizou as técnicas 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (do inglês, gas 

chromatography–mass spectrometry (GC-MS)), a cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas por tempo de voo (do inglês, liquid chromatography-

quadrupole-time of flight-mass spectrometry (LC-QTOF MS)), a ressonância 

magnética nuclear (do inglês, nuclear magnetic resonance (NMR)) e a reflexão total 

atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (do inglês, attenuated total 

reflection fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR)).19 

O grande desafio analítico nas análises de designer drugs de forma inequívoca, 

está relacionado a inconstantes modificações ocorridas nas moléculas e à velocidade 

com que surgem no mercado, sendo mais rápido o desenvolvimento de novas 

moléculas comparado ao desenvolvimento de métodos adequados para identificação 

das mesmas.  

Diferentemente das drogas clássicas, a maioria das NPS não possuem 

metodologias específicas para a realização de triagens utilizadas na rotina 

laboratorial.20 Dessa forma, os laboratórios forenses se empenham cada vez mais em 

adaptar continuamente os métodos de análises existentes ou desenvolver novos 

métodos, que permitam a determinação correta de NPS em um tempo menor para 

combater o tráfico e estudar os possíveis danos à saúde dos usuários.21 

No geral, a principal técnica utilizada nos laboratórios forenses é a GC-MS, em 

que as amostras são submetidas a uma separação cromatográfica e identificação por 

espectrometria de massa. Com isso, a identificação do analito se dá a partir do tempo 

de retenção e do espectro produzido em comparação com as substâncias referências 

presentes nas bibliotecas.22 

No entanto, com o surgimento de NPS que são termicamente instáveis, como as 

substâncias NBOH e NBOMe, que sofrem degradação térmica para suas respectivas 

drogas 2C, técnicas alternativas devem ser aplicadas ou adicionadas para evitar erros 

na identificação.23 
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Algumas técnicas,  tabela 1, utilizadas para a detecção de designer drugs em 

selos são: LC-ESI-MS (do inglês, liquid chromatography-electrospray ionization-mass 

spectrometry), FTIR (do inglês, fourier-transform infrared spectroscopy), NMR,22, 24 

espectroscopia UV-Vis,25 cromatografia de camada delgada (do inglês, Thin layer 

chromatography, (TLC)),25 ATR-FTIR,26-28 HR-MAS NMR (do inglês, high-resolution 

magic angle spinning nuclear magnetic resonance),29  SWV (do inglês, square wave 

voltammetry)30 e HPLC (do inglês, high-performance liquid chromatography).31 

  

TABELA 1. Designer Drugs identificadas em selos por técnicas analíticas. 

Ano Substância psicoativa Técnica analítica Ref. 

2013 25D-, 25E - e 25G-NBOMe. GC-EI-MS, FTIR, NMR 24 

2013 25I ‐ NBMD LC-ESI-MS  22 

2015 e 

2017 

NBOMes, 2C-H, LSD e 

metalilcalcalina. 
ATR-FTIR  26,28 

2016 
25C-, 25B- e 25I-NBOMe e 

LSD 
Espectroscopia na região do UV-Vis, TLC 25 

2016 DOB, 25B-NBOMe HR-MAS NMR  29 

2017 2C-I GC-MS 23 

2017 25H-NBOMe SWV 30 

2019 
25F-, 25C-, 25B- e 25I-

NBOMe 
HPLC 31 

 

 

1.2.1.Espectrometria de massas 

 
A utilização da espectrometria de massas (do inglês, mass spectrometry (MS)), 

em investigações forenses, era normalmente acoplada a outras técnicas, pois seu uso 

era limitado a análises de moléculas relativamente pequenas, voláteis e idealmente 

puras. A MS moderna, no entanto, eliminou essa desvantagem ao se tornar, 

atualmente, capaz de lidar com a maioria dos tipos de moléculas, mesmo quando os 
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analitos estão presentes em misturas químicas altamente complexas. Tal melhoria é 

devido, principalmente, ao desenvolvimento de novas técnicas de ionização, que são 

capazes de ionizar moléculas com grande diversidade de tamanho e polaridade.32 

Muitas amostras de drogas são caracterizadas como complexas devido à grande 

quantidade de moléculas presentes em suas composições, assim, métodos de análise 

usando a MS têm sido uma ferramenta bastante eficiente na identificação de novos 

compostos.33,34  

 A MS é uma técnica analítica extremamente valiosa em que utiliza o movimento 

de íons em campos elétricos e magnéticos para classificá-los de acordo com sua 

relação massa sobre carga (m/z) e apresentá-los sob forma de um espectro de 

massa.35 Assim, a análise química de misturas complexas é capaz de fornecer 

informações qualitativa e quantitativa sobre a composição atômica e molecular de 

materiais inorgânicos e orgânicos.36,37  

O funcionamento dos espectrômetros de massas constitui basicamente de cinco 

etapas: i) sistema de introdução de amostra podendo exigir ou não o preparo de 

amostra; ii) fonte de ionização (ionização das moléculas de interesse, analito); 

iii) analisador de massas (separação dos íons formados de acordo com a razão m/z); 

iv) detector, que realiza a “contagem” dos íons e transforma o sinal em corrente 

elétrica; v) processador que posteriormente, converte a magnitude do sinal elétrico em 

razão m/z, ocorrendo a aquisição de um espectro de massas correspondente. O 

processo descrito é ilustrado na figura 3.35 
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FIGURA 3. Diagrama esquemático de um espectrômetro de massas.38 

 
Destacam-se como componentes mais importantes no espectrômetro de massas 

a fonte de ionização e o analisador. Cada método de ionização produz maior 

abundância de tipos específicos de compostos e discrimina outros, as diferentes 

formas de ionização juntamente com os analisadores de massas são o que 

determinam a aplicabilidade da MS.39 Sendo assim, essas características universais 

e ilimitadas da MS possibilitaram o desenvolvimento de novos métodos em que há a 

formação de íons sem a necessidade de uma complexa preparação de amostra, como 

por exemplo, separações cromatográficas.36,40  

Na identificação de designer drugs em selos apreendidos as fontes de ionização 

mais  utilizadas foram: DSA (do inglês, direct sample analysis),41 DART  (do inglês, 

direct analysis in real time),18 DAPPI (do inglês, desorption atmospheric pressure 

photoionization),42 EASI (do inglês, easy ambient sonic-spray ionization),43 PSI (do 

inglês, paper spray ionization),44 ESI (do inglês, electrospray ionization.25 Essas fontes 

foram utilizadas para identificação de algumas substâncias psicoativas mostradas na 

tabela 2, como por exemplo: LSD (do alemão Lysergsäurediethylamid), 9,10-di-hidro-

LSD, bromobenzodifuranilisopropilamina (ABDF), 2,5-dimetoxi-4-cloroanfetamina 

(DOC), 2,5-dimetoxi-4-bromoanfetamina (DOB), 25H-NBOMe, 25I-NBOMe, 25C-

NBOMe, 25B-NBOMe e 25D-NBOMe (figura 4).
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TABELA 2. Identificação de substâncias psicoativas em selos analisados por espectrometria de massas utilizando diversas fontes. 

Ano Substância psicoativa Fonte - MS Ref. 

2008  LSD, ABDF  DAPPI 42  

2012 LSD, 9,10-di-hidro-LSD  EASI 43  

2015 25H-, 25I-, 25C-, 25B- e 25D-NBOMe DART 18 

2015 25I-NBOMe ESI 25 

2016 25B-NBOMe e 25C-NBOMe DSA 41 

2016  LSD, DOC, DOB, 25C-, 25B- e 25I-NBOMe PSI 44  
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FIGURA 4. Estrutura química das substâncias psicoativas encontradas em selos. 

Fonte: autoria própria. 
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1.2.1.1. MALDI 

 
Uma das fontes de ionização utilizadas em análises forenses é a laser desorption 

ionization (LDI) e matrix assisted laser desorption ionization (MALDI). Na técnica LDI, 

os pulsos de laser, que variam de 106 a 1010 W/cm2, são incididos na superfície da 

amostra e focalizados em uma área de 10-3 até 10-4 cm2. Esse laser induz a dessorção 

do material na camada superficial da amostra, em que as moléculas desprendidas na 

forma iônica ou neutra podem reagir entre elas na fase de vapor próximo a superfície 

da amostra. Portanto, o pulso de laser realiza tanto a dessorção como a ionização da 

amostra. Essa técnica normalmente permite a ionização seletiva das moléculas do 

analito, por meio do ajuste do comprimento de onda do laser utilizado e sua 

capacidade de ionização estar relacionada às propriedades físicas das moléculas 

como a volatilidade e fotoabsorção.45 

A técnica LDI deu origem à técnica MALDI na década de 80 por Karas et. al. 

(1985).46,47 Em 2002, Tanaka recebeu o prêmio Nobel em química por seus trabalhos, 

no desenvolvimento de métodos científicos de identificação e de análise estrutural de 

macromoléculas biológicas, utilizando a técnica MALDI.48 Desde então, essa tem sido 

utilizada como uma poderosa ferramenta para a produção de íons em fase gasosa, 

por possuir maior sensibilidade e faixa de massas analisáveis, facilidade no preparo 

de amostras, obtenção de espécies iônicas com pouca ou nenhuma fragmentação e 

a possibilidade de gerar íons a partir de moléculas com elevada massa molecular, 

pouco voláteis e termicamente lábeis, tendo assim, maiores aplicações na 

espectrometria de massa.45 

As técnicas LDI e MALDI se diferem no preparo das amostras, em MALDI, os 

analitos são misturados a uma matriz que consiste em uma ou mais substâncias, 

geralmente compostos orgânicos aromáticos de baixa massa molecular, que 

absorvem a energia no comprimento de onda do laser que incide sobre essa mistura. 

A amostra é coberta com a matriz para extrair moléculas de interesse e auxiliar na 

dessorção e ionização das mesmas, permitindo a ionização até de compostos que 

não absorvem luz.  

Para o processo de ionização, o laser é disparado apenas na camada da matriz, 

essa absorve a energia emitida e transfere para os compostos da amostra e ao mesmo 

tempo desencadeia-se um processo de dessorção, o que viabiliza a passagem da 

amostra do estado sólido para o gasoso, com isso, possibilita a formação de íons 
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como; protonados, [M+H]+, e íons na forma de adutos, [M+Na]+ ou [M+K]+ 

(figura 5).49,50 Ao selecionar matrizes diferentes e dependendo da tecnologia utilizada, 

MALDI-TOF MS (do ingês, matrix-assisted laser dessorção/ionização time of flight 

mass spectrometry) ou espectrometria de massa de alta resolução como, por exemplo 

MALDI-FT-ICR MS (do inglês, matrix-assisted laser desorption/ionization fourier 

transform ion cyclotron resonance mass spectrometry), diversas classes de analitos 

podem ser analisadas. 

  

FIGURA 5. Esquema da ionização do substrato (S) por MALDI, utilizando matriz (M). 

Fonte: autoria própria. 

 

 A vantagem da técnica MALDI está na facilidade do preparo das amostras e na 

habilidade de produzir íons com pouca ou nenhuma dissociação,45,51 sendo assim, a 

identificação de drogas por MALDI MS tem sido uma estratégia de análise rápida e de 

alto rendimento.52 

 Em estudos forenses, segundo Galano et.al. (2012),53 a análise por MALDI é 

viável para um teste rápido de triagem antidoping. Esse estudo demonstrou a análise 

de um conjunto de 5 drogas sedativas usadas em cavalos e de cocaína e seus 

metabólitos em humanos. Os compostos de doping em cavalos foram detectados com 

um LoD (do inglês, limit of detection) de 100 ng.mL-1 e para a análise da cocaína e 
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seu metabólito em amostras de urina humana, LoD de 50 ng.mL-1, podendo assim, 

identificar possíveis candidatos que possam ser investigados por procedimentos 

antidoping já estabelecidos.53 

A identificação de drogas em fluidos biológicos por MALDI MS também foi 

observada em outros estudos, nos quais foram identificados catinonas (α-

pirrolidinopropiofenona (PPP), 4'-metil-α-pirrolidinopropiofenona (MPPP), α-

pirrolidinobutiofenona (PBP) e α-pirrolidinovalerofenona (PVP)), seus derivados,54,55 

benzodiazepínicos (BZDs) e seus metabólitos em sangue,56 e em fluido oral. 

Identificou-se a substância psicoativa 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA, 

ecstasy) em 250 amostras em menos de uma hora, comprovando a alta velocidade 

do método.57 

 

1.2.1.2. MALDI Imaging 

 
As técnicas baseadas em pulsação de laser na espectrometria de massa têm a 

capacidade de gerar íons diretamente de uma localização específica das superfícies 

da amostra, permitindo investigar a sua distribuição espacial química, sendo 

denominada mass spectrometry imaging (MSI) ou “imagem espectral de massa".  

 O conceito de MSI está relacionado à transformação da amostra, em uma 

imagem bidimensional, que fornece informação sobre a dispersão das moléculas em 

cada área particular. No experimento MSI a superfície da amostra é rastreada por 

varredura (com uma resolução espacial definida pixel a pixel), gerando um espectro 

de massa para cada ponto de medição. Estes são adquiridos em coordenadas 

pontuais (x, y) da superfície e cada espectro de massa individual contém centenas de 

sinais correspondentes a diferentes analitos presentes nessa posição específica 

(pixel) da amostra.58,59  

As imagens podem então ser geradas para qualquer um dos íons traçando a 

intensidade como uma função das coordenadas x, y da superfície espacial. Essas 

imagens são geralmente exibidas qualitativamente com base na intensidade relativa, 

na qual a cor em cada posição é dimensionada a partir do pixel de intensidade mais 

alta no conjunto de dados.59 Na figura 6 observa-se as principais etapas presentes 

nesse experimento, sendo elas: a) a seleção e preparação da amostra; b) a aplicação 

da matriz de maneira eficiente; c) a subdivisão da área a ser analisada, de acordo com 
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a resolução da imagem pretendida; d) a dessorção e ionização da amostra com a 

aquisição dos espectros; e e) o registro da imagem com análise dos dados.60 

 

FIGURA 6. Esquema com as principais etapas de uma análise por MALDI MSI: (a) preparação da 

amostra; (b) aplicação da matriz; (c) subdivisão da área analisada; (d) aquisição dos espectros 

pontuais; (e) geração das imagens a partir da seleção dos íons. 

Fonte: autoria própria. 

 

A primeira aplicação de MALDI MSI foi descrita por Spengler et al. 1994.61 Ele 

demostrou que moléculas orgânicas maiores tais como peptídeos, termicamente 

estáveis e que necessitam de assistência matricial para a ionização, podem ser 

detectadas de um modo espacialmente resolvido, utilizando um feixe de laser UV 
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pulsado e altamente focalizado.62 Esse conceito foi retomado e publicado na forma de 

artigos nos anos seguintes, aplicando a técnica MALDI MSI em tecidos biológicos.63,64 

A maioria dos estudos usando a técnica de MALDI MSI concentra-se em análises 

de tecidos originários de modelos animais ou em tecidos clínicos humanos originários 

de uma intervenção cirúrgica, estudando a distribuição espacial de diferentes classes 

de compostos, tais como lipídios, proteínas, peptídeos, drogas e seus metabólitos na 

superfície dos mesmos.65-67 Tópicos adicionais de estudo incluem a análise de 

plantas, microrganismos e superfície de comprimidos para avaliar a distribuição 

espacial do fármaco ativo, por MALDI MSI.68-70 

  

1.2.1.3. MALDI MSI aplicado à química forense 

 
No contexto forense, a técnica MALDI MSI começou a ser aplicada em análises 

de digitais na busca de gerar imagens que pudessem ser comparadas aos padrões 

de crista característicos de cada indivíduo, visto que o reconhecimento desses 

padrões é o recurso pelo qual a análise forense se baseia na identificação do 

suspeito.71,72 

Em 2009, Wolstenholme et al. (2009)71 utilizou da técnica MALDI MSI para 

formação de imagens, identificando lipídios endógenos e exógenos em marcas de 

digitais frescas e envelhecidas, tratadas e não tratadas, esse foi o primeiro estudo 

comprovando o potencial e a viabilidade da técnica para análise forense de digitais.71 

A partir desse estudo, o aprimoramento para produzir uma imagem espectral de uma 

marca de digital para comparação com um banco de dados central de impressões 

digitais foi crescente. Estudos mostraram que a possibilidade de adquirir centenas de 

espécies dentro de uma única analise permite que muitas imagens da mesma digital 

sejam obtidas, resultando em uma qualidade aprimorada da evidência física.72 

No entanto, um dos problemas em estudo de digitais é a sobreposição de digitais 

distintas e a falha nas revelações dos padrões de crista. Isso se dá devido a 

recuperação parcial de marcas, distorcidas ou borradas, a inadequação da técnica 

aplicada resultando em uma má qualidade da imagem, cicatrizes extensas nas pontas 

dos dedos ou a ausência de registros de impressões digitais de suspeitos no banco 

de dados. O uso da imagem espectral de massa conseguiu demonstrar que particular 

a alguns casos, a identificação por MALDI MSI foi mais eficiente do que por técnicas 

convencionais.73,74 
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Além de informações físicas, é possível obter informações químicas dentro da 

mesma análise. As informações químicas podem ser essenciais para o perfil do 

suspeito e suas atividades antes de deixar marcas no local. A identificação mais 

importante para diferenciação de suspeitos é a de substâncias exógenas que entram 

em contato com as pontas dos dedos e são transferidas para a superfície de contato, 

isso seria uma informação valiosa para construir o perfil do suspeito.72,75  

Como exemplo, no estudo de Groeneveld et al. (2015),76 obteve-se a detecção, 

confirmação e mapeamento de uma grande variedade de medicamentos e seus 

metabólitos em marcas de digitais geradas ao contaminar as pontas dos dedos com 

soluções de anfetamina, cocaína, heroína, entre outras, utilizando a técnica MALDI 

MSI.  

Outra aplicação foi a identificação de compostos característicos de 

preservativos, nesse cenário, agressores sexuais que usam “camisinha” durante um 

estupro (para evitar deixar vestígios biológicos) contaminam, inevitavelmente, as 

pontas dos dedos com os lubrificantes do preservativo. Essa identificação permite aos 

cientistas forenses fornecer evidências com maior apoio em supostos casos de 

agressão sexual.77 Além disso, a assimilação desses compostos auxilia na 

reconstrução dos eventos que ocorreram em uma cena de crime ou nas 

características dos suspeitos envolvidos, por isso a importância do estudo químico da 

composição das amostras.   

Ainda na área forense, exames toxicológicos com cabelo, método padrão para 

identificar usuários crônicos de drogas, são geralmente realizados por GC-MS,78,79 

LC-MS80 ou LC-MS/MS,81 onde uma série de segmentos de cabelo divididos da raiz a 

ponta podem fornecer informações cronológicas sobre o uso de drogas. Essas 

análises convencionais envolvem uma laboriosa preparação e medição das amostras. 

Em 2011, estudos utilizando a técnica MALDI MSI na identificação de 

substâncias psicoativas ao longo do fio de cabelo começaram a ser realizadas. Em 

alguns estudos já foi possível identificar a presença de metanfetamina, cocaína, 

canabinóides, nicotina e alguns medicamentos como a tilidina.82-88 

Após observar que a imagem por MALDI MSI para a análise de cabelos intactos 

é uma ferramenta poderosa na detecção de drogas de abuso em aplicações 

toxicológicas e forenses, o aprimoramento da técnica tornou-se natural. Um estudo 

feito por Flinders et al. (2015)89 apresentou um método rápido, fácil e reproduzível de 

preparar seções longitudinais de fios de cabelos, mostrando a melhora na detecção 
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de substâncias químicas incorporadas na matriz capilar. As imagens obtidas de uma 

única amostra de cabelo seccionada podem mostrar distribuições moleculares no 

córtex, na medula e na cutícula capilar. Assim, a imagem MALDI MS de secções 

longitudinais de cabelos de usuários revelou uma ampla distribuição de cocaína ao 

longo do fio.89 Outro estudo realizado pelo mesmo autor, mostrou a otimização da 

resolução espacial e da velocidade de varredura realizada em amostras intactas de 

cabelos contaminados também com cocaína.90 

Segundo Wang, H., e Wang, Y. (2017),91 um método que também auxiliou nas 

análises toxicológicas foi o uso de uma matriz não convencional, a umbeliferona, na 

identificação de compostos químicos em fios de cabelos. Como o cabelo é uma fibra 

queratinosa, fortemente hidrofóbica e as matrizes MALDI convencionais têm 

propriedades hidrofílicas e baixa afinidade por compostos hidrofóbicos,92 o uso de uma 

matriz alternativa hidrofóbica, a umbeliferona, mostrou uma maior sensibilidade na 

detecção da metanfetamina comparado ao uso das matrizes convencionais CHCA 

(ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico) e DHB (ácido 2,5-di-hidroxibenzóico).91 

Apesar de existir melhorias na detecção de drogas em fios de cabelos, outros 

estudos revelaram a perda da detecção de cocaína e seus produtos de degradação 

em cabelos após um curto período de tratamento com peróxido de hidrogênio. Como 

todos os compostos de interesse são encontrados na solução de lavagem juntamente 

com o peróxido de hidrogênio, isso indica que as evidências do uso de cocaína podem 

ser perdidas após um tratamento de clareamento dos fios.93 Assim, apesar de grande 

avanço nas análises de toxicologia forense, os resultados devem ser interpretados 

com muita cautela. 

Ainda em toxicologia forense, estudos realizados em tecidos animais utilizando 

a técnica de imageamento, mostraram a distribuição de MDMA e seus principais 

metabólitos no cérebro, fígado e rim de camundongos,94 e a capacidade para mapear 

a toxicodinâmica, alterações associadas a drogas de abuso, em cérebros de ratos 

com ou sem administração de álcool.95 

Embora exista uma grande aplicação da técnica MALDI MSI em análises 

forenses, poucos estudos relataram a distribuição espacial de substâncias psicoativas 

nas superfícies das drogas de abuso, como apresentado no trabalho de dos Santos 

et al. (2019).96 Nesse estudo, determinou-se a distribuição de compostos 

canabinóides na superfície de folhas de Cannabis frescas e envelhecidas, avaliando 

a eficiência de ionização das matrizes estudas. Rodrigues et al (2014)97 analisaram a 
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distribuição do fármaco ativo em todo o comprimento do medicamento para fornecer 

algumas informações quantitativas em relação à dose fabricada do comprimido. Já 

Earnshaw et al. (2010)70 utilizaram da técnica MALDI MSI para analisar diretamente 

uma gama de comprimidos, a fim de avaliar a homogeneidade do composto ativo ao 

longo dos comprimidos de aspirina, paracetamol e citrato de sildenafil. 

A tabela 3 elenca estes e outros trabalhos que colaboraram para o avanço 

significativo da aplicação da técnica MALDI MSI em estudos forenses, utilizando 

diferentes matrizes: CHCA, DHB, SA, Ditranol, Umbeliferona, MBT, NpCCA, ClCCA e 

PNA, figura 7.
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TABELA 3. MALDI MSI aplicado a diversas amostras forenses, utilizando diferentes matrizes MALDI. 

Material analisado Matriz utilizada Substância monitorada Ref. 

Digitais 
CHCA 

Lipídios endógenos e seus produtos de degradação 71, 74 

Sangue (hemoglobina) 75 

Anfetamina, cocaína, heroína, THC 76 

Ditranol Lubrificante de preservativo  77 

Cédulas de dinheiro CHCA Compostos endógenos (digital) e cocaína 98 

Fios de cabelo 

CHCA,  

Cl-CCA,  

NpCCA 

Cocaína e seus metabólitos benzoilecgonina, etilcocaína e 

norcocaína 
83 

CHCA 

Metanfetamina 82 

Nicotina 87 

Tilidina 88 

Canabinóides 84, 85, 86 

Umbeliferona Metanfetamina 91 

Tecido animal (cérebro, 

fígado e rim) 

CHCA MDMA e seus principais metabólitos 94 

DHB Cocaína 95 

Folhas de Cannabis MBT, DHB, CHCA Canabinóides 96 

Comprimidos 

farmacêuticos 

CHCA Aspirina, paracetamol, citrato de sildenafil 70 

SA, CHCA e PNA Atorvastatina lactona 97 
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FIGURA 7. Matrizes MALDI utilizadas em estudos forenses: CHCA, DHB, SA, Ditranol, Umbeliferona, 

MBT, NpCCA, ClCCA e PNA. 

Fonte: autoria própria. 

 

Com isso, observa-se que diferentes classes de analitos frequentemente 

necessitam de diversificados tipos de matrizes,96 como mostrado na tabela 3, Além 

disso, é sabido que a escolha da matriz e sua forma de aplicação são fatores 

determinantes para a eficiência dos experimentos por MALDI MSI. Isso evidencia a 

necessidade da avaliação destas na etapa de desenvolvimento de metodologia, a fim 

de executá-la de forma eficiente e com mínimo preparo, aumentando a velocidade das 

respostas forenses. 
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2.OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

Desenvolver e otimizar método de análise da distribuição espacial de designer drugs 

em selos pela técnica MALDI MSI, acoplado a um analisador FT-ICR. 

 

2.2. Específico 

 Comparar a eficácia do modo de deposição da matriz sobre a superfície da 

amostra de selo. 

­ Micropipeta automática (Transferpette®); 

­ Pulverizador auxiliado pelo probe da fonte ESI. 

 

 Analisar a eficiência de ionização de quatro matrizes: 

­ ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA);  

­ ácido 2,5-di-hidroxibenzóico (DHB);  

­ 7,7,8,8-Tetracianquinodimetano (TCNQ);  

­ ácido sinápico (SA). 

 

 Avaliar a melhor concentração (5, 10, 15, 20 e 25 mg.mL-1) das matrizes 

analisadas. 

 

 Investigar a distribuição espacial do composto psicoativo de maior abundância 

na frente e no verso do selo. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Amostras e reagentes 

 

Sete cartelas de selos, apreendidas e disponibilizadas para essas análises pela 

Polícia Civil do Estado do Espírito Santo, (mediante acordo de cooperação, processo 

23068.011398/2012-72), foram nomeadas/numeradas como S1 a S7. As matrizes 

DHB, CHCA, SA e TCNQ foram adquiridas pela Sigma-Aldrich Chemicals, EUA. O 

solvente metanol (pureza analítica superior a 99,5%) adquirido pela Vetec® Química 

Fina Ltda, Brasil, foi utilizado na solubilização das matrizes. 

 

3.2. Preparação das amostras e matrizes 

 

Os selos foram cortados em um tamanho de 0,2 × 0,5 cm e fixados em uma 

placa de aço inoxidável com o auxílio de fita dupla-face. As matrizes: DHB, CHCA, SA 

e TCNQ foram solubilizadas em metanol e preparadas em diferentes concentrações: 

5; 10; 15; 20 e 25 mg.mL-1.  

A aplicação matricial foi avaliada de duas formas: (i) com uma pipeta automática 

(Transferpette®), onde o volume contendo a solução da matriz foi ajustado para 15 µL, 

e uma única aplicação foi realizada sobre a superfície do selo; (ii) com um pulverizador 

auxiliado pelo probe da fonte ESI (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), que utilizou 

o capilar interno do probe do ESI para transferir a solução de matriz, e o capilar externo 

para permitir a passagem de gás, induzindo a nebulização da solução da matriz e 

pulverizando-a sobre a amostra.  

No método de aplicação (ii), a matriz foi depositada na superfície da amostra 

com fluxo contínuo de 10 μL.min-1 e tempo controlado de 30 s, com intervalo de 

secagem de 1 min entre as etapas de aplicação. O Gás de nitrogênio a 10 psi foi 

usado como gás nebulizador nesta etapa de deposição da matriz. Em ambos os casos, 

o processo foi otimizado com o selo S7 e com a matriz CHCA na concentração de 

25 mg.mL-1.  

Após otimizar o método de aplicação da matriz, a eficiência no processo de 

ionização foi avaliada em função das quatro matrizes estudadas (DHB, CHCA, SA e 

TCNQ) e suas respectivas concentrações (de 5 a 25 mg.mL-1). Para isso, o composto 

25I-NBOMe foi monitorado e, em todos os casos, foi utilizado o selo S5. As matrizes 
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testadas foram depositadas utilizando o pulverizador auxiliado pelo probe da fonte ESI 

com fluxo e tempo controlados. 

Para confirmar a eficiência da matriz, uma simulação do selo foi realizada com a 

adição de concentrações conhecidas do composto 25I-NBOMe (0,0125; 0,025; 

0,0375; 0,05; 0,0625; 0,075 e 0,1 mg.mL-1) em pedaços de papel filtro Whatman® 903 

de tamanho 0,5 cm × 0,5 cm, formando uma curva para cada uma das cinco 

concentrações (5, 10, 15, 20 e 25 mg.mL-1) da matriz CHCA. 

Foi também realizada uma investigação da distribuição espacial do composto 

25I-NBOMe na frente e no verso das amostras S1-S6, onde a matriz de CHCA foi 

aplicada na concentração de 25 mg.mL-1, utilizando o pulverizador auxiliado pelo 

probe da fonte ESI, e o íon de m/z 428,07 foi monitorado. 

 

3.3. Análise por LDI(+), MALDI(+) e MALDI(+) MSI 

 

As análises LDI(+), MALDI(+) e MALDI(+) MSI foram realizadas em um 

espectrômetro de massas FT-ICR, modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, 

Germany, equipado com um laser smartbeam-IITM (355 nm) e fonte de ionização 

MALDI. Todos os espectros foram calibrados usando uma solução de arginina 

(0,05 mg.mL-1). 

 Anterior às análises MALDI MSI, uma imagem digital dos selos foi adquirida e, 

em seguida, a placa foi inserida no FT-ICR MS. Todas as análises foram realizadas 

em modo positivo de ionização em uma faixa espectral de m/z 200 a 1500, com poder 

de resolução (m/Δm50% ≈ 500000 no m/z 400, onde Δm50% é a largura máxima do pico 

a meia altura) e precisão de massa inferior a 4 ppm, o que permite a atribuição de 

uma fórmula molecular inequívoca para os íons moleculares. Cada análise foi 

adquirida com 100 laser shots por pixel, com ajuste de foco de laser (~ 30 μm), 

frequência de laser de 200 Hz, aumentando o laser power até atingir uma melhor 

potência de 33%. A eficiência de ionização foi avaliada monitorando a relação sinal-

ruído e a corrente total de íons (do inglês, total ion current (TIC). 

 

3.3.1 Análise por LDI(+) MS/MS 

 

Experimentos CID (do inglês, collision-induced dissociation) foram realizados, 

em que a janela do quadrupolo foi ajustada a um isolamento de 1 Da, energia de 
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colisão de 14,5 V e 21 V para íons de m/z 414 e 428, respectivamente e laser power 

da fonte de 70%.  

Todos os dados obtidos foram analisados pelo software DataAnalysis (Bruker 

Daltonics, EUA) e as imagens geradas a partir das fontes de ionização LDI e MALDI, 

resolução espacial de 300 μm, foram processadas com o software FlexImaging 3.0 

(Bruker Daltonics, EUA).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Análise LDI(+) MS e LDI(+) MS/MS  

 

Inicialmente, os selos, amostras S1-S7, foram analisados por LDI(+) MS, e seus 

respectivos espectros são observados na figura 8a-g. Os sete diferentes selos 

exibiram um perfil espectral similar, com detecção como íon principal, o composto 

25I- NBOMe (nas amostras S1-S6, figura 8a-f), contendo m/z 428,07171 e 

450,05366, moléculas na forma protonada, [C18H22INO3+H]+ e com aduto de sódio 

[C18H22INO3+Na]+, respectivamente, com erros de massa menores que 2 ppm. No selo 

S7 foi detectada a molécula do composto 25I-NBOH, íons [C17H20INO3+H]+, 

[C17H20INO3+Na]+ e [C17H20INO3+K]+, m/z 414.05731, 436.03944 e 452.01346, e 

erro = 3,02, 3,28 e 3,36 ppm, respectivamente, que também apareceu com menor 

intensidade no selo S6 com aduto de sódio ([C17H20INO3 + Na]+, m/z 435,98123, 

erro= 1,69 ppm) e de potássio ([C17H20INO3+K]+, m/z 452,01254, erro= 1,31 ppm)  

figura 8f- g. 

 

FIGURA 8. Espectro LDI(+) de sete selos mostrando a presença de designer drugs: (a-f) 25I-NBOMe 

identificado pelos íons [C18H22INO3+H]+ e [C18H22INO3+Na]+ de m/z 428,07 e 450,05 respectivamente, 

e (g) 25I-NBOH, identificado pelos íons [C17H20INO3+H]+, [C17H20INO3+Na]+ e  [C17H20INO3+K]+ de 

m/z 414,06 436,04 e 452,01 respectivamente. 
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Experimentos de CID foram realizados utilizando amostras S2 e S7 com o 

objetivo de identificar os padrões de fragmentação das moléculas de 25I-NBOMe 

(m/z 428) e 25I-NBOH (m/z 414). No espectro LDI(+) MS/MS para a amostra S2, 

figura 9a, os padrões de fragmentação do 25I-NBOMe produziram o íon [C10H12O2I]+   

de m/z 291, representando a clivagem α da ligação C-N, que é interconectada ao 

grupo dimetoxibenzeno e a perda da molécula neutra C8H11NO (137 Da).  

Outro fragmento é o íon observado em m/z 276 ([C9H11NOI]+), formado pela 

perda de 152 Da (C9H12O2), devido a um rearranjo na molécula com migração do 

grupo metoxibenzila para o grupo dimetoxibenzeno, seguido da clivagem α da ligação 

C-O e formação de uma amina cíclica de cinco membros conjugada ao anel benzeno. 

 Finalmente, outra possibilidade é observada com a perda de 122 Da (C8H10O), 

pela a migração do hidrogênio do carbono adjacente ao nitrogênio para o nitrogênio, 

com subsequente clivagem α da ligação heterolítica CN do carbono ligado ao grupo 

metoxibenzeno, levando à formação do íon [C10H11NO2I]+ de m/z 306. Esses principais 

padrões de fragmentação também foram relatados por outros autores no estudo da 

molécula 25I-NBOMe.25,99,100 Os mecanismos propostos de fragmentação do 25I-

NBOMe são sugeridos na figura 9b-d.  
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FIGURA 9. (a) Espectros LDI(+) MS/MS para o íon de m/z 428 e proposta de mecanismos de 

fragmentação para os íons detectados: (b) m/z 291; (c) m/z 276; e (d) m/z 306. 

 

No espectro LDI(+) MS/MS do íon de m/z 414, figura 10a, observa-se uma perda 

de 123 Da, representando a clivagem α CN do carbono que é interconectada ao grupo 

dimetoxibenzeno e a perda da molécula C7H9NO, justificado para o fragmento do íon 

[C10H12O2I]+ de m/z 291. 

Outro padrão de fragmentação é a migração do hidrogênio fenólico para o 

nitrogênio com subsequente clivagem heterolítica da ligação α CN do carbono ligado 

ao grupo fenólico, gerando a perda da molécula neutra C7H6O (106 Da) seguido pela 

formação da molécula 2C-I como íon [C10H14INO2+H]+ de m/z 308 . Esses padrões de 

fragmentação foram relatados na literatura.19,99,101 Os mecanismos propostos de 

fragmentação do 25I-NBOH são sugeridos na figura 10b-c.  
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FIGURA 10. (a) Espectros LDI(+) MS/MS do íon de m/z 414 e propostas de mecanismos de 

fragmentação para os íos detectados: (b) m/z 291; e (c) m/z 308. 

 

4.2. Análise por MALDI(+) MS e MALDI(+) MSI  

 

Um passo crucial na preparação de amostras para um experimento MALDI MSI 

é a aplicação da matriz, que deve ser depositada formando uma camada homogênea 

na superfície da amostra, mantendo a distribuição natural dos analitos.102,103 Neste 

estudo, dois métodos de aplicação da matriz foram testados, o primeiro utilizando uma 

pipeta automática e o segundo, um pulverizador assistido por um probe da fonte ESI. 

Essa otimização foi realizada com a matriz CHCA, uma vez que é comumente utilizada 

em análises de drogas e de pequenas moléculas por MALDI MSI.90,104 Nesta análise, 

a distribuição espacial e os TIC‘s foram observados para o íon de m/z 414,05 

característico da substância 25I-NBOH, presente na amostra S7. 

Nas imagens geradas por MALDI(+) MSI (figura 11a-c), a aplicação da matriz 

com pulverizador auxiliado por um probe da fonte ESI105 mostrou-se mais eficiente na 

ionização do composto de m/z 414,05 (figura 11c), detectando uma maior intensidade 

na cor quando monitorado o sinal do mesmo, comparado ao método de aplicação 
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utilizando a pipeta automática, (figura 11b) bem como à técnica LDI(+) MSI, isto é, 

sem o uso de matriz (figura 11a).  

Além disso, uma maior sensibilidade, medida pelos valores de TIC para o íon de 

m/z 414,05 foi observada no espectro MALDI(+) MS na utilização do pulverizador 

(figura 11f), que apresentou um maior valor de TIC (8,0 x 107), indicando maior poder 

de ionização quando comparado aos espectros de massa obtidos com a utilização da 

pipeta automática (TIC 5,7x107, figura 11e) e sem o uso da matriz (TIC 2,7x105, 

figura 11d). 

O uso da matriz se faz necessário para facilitar a ionização do íon de interesse 

(m/z 414,05) e diminuir a supressão causada pelo sinal do papel, m/z 575,08 

(TIC 3,0x107), mostrado no espectro de massa do LDI(+) MS (figura 11d). Apesar da 

aplicação da matriz utilizando a pipeta automática também apresentar a ionização do 

composto de interesse, outros sinais referentes a íons formados com adutos também 

estão presentes.  

Uma das razões para eficiência da utilização do pulverizador auxiliado com o 

probe da fonte ESI como aplicador da matriz pode estar relacionada às pequenas 

gotículas formadas uniformemente pela matriz na superfície da amostra durante o 

processo de deposição.105,106 O uso de pipetas automáticas para a aplicação da matriz 

pode resultar em uma camada de matriz heterogênea e não uniforme, causando uma 

ionização ineficiente de único íon e possibilitando uma alteração no posicionamento 

natural das substâncias analisadas na superfície da amostra.103,107 
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FIGURA 11. Imagens de MS mostrando a distribuição da molécula 25I-NBOH de m/z 414,05 na 

superfície da amostra S7: utilizando (a) LDI(+), e (b-c) MALDI(+), (b) aplicação da matriz CHCA pela 

pipeta automática (c) aplicação com um pulverizador auxiliado pelo probe da fonte ESI. Espectros de 

LDI(+) (d) e MALDI(+) (e-f) de suas respectivas imagens, a e b-c, respectivamente. 

 
Após otimizar o método de aplicação da matriz, para avaliar a melhor matriz e 

sua melhor concentração no estudo da distribuição do alucinógeno 25I-NBOMe, 

m/z 428,07 na superfície do selo por MALDI(+) MSI, foi utilizado o pulverizador 

auxiliado pelo probe da fonte ESI para a deposição individual das quatro matrizes: 

DHB, CHCA, SA e TCNQ, nas concentrações de 5, 10, 15, 20 e 25 mg.mL- 1, em 

pequenos pedaços (0,2 × 0,5 cm) da amostra S5, figura 12a-d. 

Imagens por MALDI(+) MSI utilizando a matriz DHB (figura 12a) mostram que, 

embora essa matriz seja amplamente utilizada em análises no modo positivo de 

ionização para a detecção de moléculas menores e de drogas em tecidos,108,109 para 

a análise de substâncias psicoativas diretamente em selo, não se mostrou igualmente 

eficiente na ionização do íon de m/z 428,07 na superfície da amostra S5. Além disso, 

o aumento da sua concentração (de 5 para 25 mg.mL-1), não melhorou sua 

performance de ionização do íon [25I-NBOMe+H]+. Entre as possíveis causas, a baixa 

eficiência de ionização de um composto pode ser atribuída a fatores como o alto 

número de sinais de massa na faixa de massa baixa, resultando em fenômenos de 

supressão de íons e sobreposição do analito de interesse.110  

Por outro lado, os resultados da MALDI(+) MSI obtidos pelas matrizes SA 

(figura 12b) e TCNQ (figura 12c) apresentaram melhor desempenho na ionização do 

composto psicoativo, no entanto, nenhuma mudança significativa na intensidade do 

sinal de m/z 428,07, nas diferentes concentrações avaliadas, foi observada. Neste 

caso, a baixa ionização de 25I-NBOMe por MALDI MSI utilizando o reagente matricial 

SA pode estar relacionada à sua maior eficiência na ionização de moléculas com 

maior Mw, como por exemplo as proteínas.111 Enquanto isso, a matriz TCNQ é 

amplamente utilizada em análises de polímeros sintéticos.112 
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FIGURA 12. Imagens por MALDI(+) MSI da distribuição do composto 25I-NBOMe, m/z 428,07 na 

superfície da amostra S5 utilizando quatro matrizes diferentes: (a) DHB, (b) SA, (c) TCNQ e (d) CHCA 

em diferentes concentrações (de 5 a 25 mg.mL-1). 

 
A matriz de CHCA mostrou-se mais eficiente no processo de dessorção e 

ionização da molécula de 25I-NBOMe (figura 12d), evidenciada pela maior 

abundância e uniformidade da distribuição do composto psicoativo na superfície do 

selo, principalmente com concentrações superiores a 15 mg.mL-1 de CHCA. Para 

confirmar a eficiência de ionização dessa matriz, foi realizada uma simulação de um 

selo, onde concentrações conhecidas (0,0125; 0,025; 0,0375; 0,05; 0,0625; 0,075 e 

0,1 mg.mL-1), do padrão 25I-NBOMe, substância psicoativa mais encontrada nos 

selos apreendidos, foram aplicadas em pedaços de papel de filtro de 0,5 × 0,5 cm, 
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construindo uma curva para cada uma das cinco concentrações (5, 10, 15, 20 e 

25 mg.mL-1) da melhor matriz, CHCA.  

Na figura 13, a simulação dos selos com concentrações conhecidas de 

25I- NBOMe mostra, pela maior intensidade na escala de cores na imagem, que a 

concentração de 25 mg.mL-1 da matriz foi mais eficiente na ionização do composto de 

m/z 428,07 da amostra com 0,1 mg.mL-1 de 25I-NBOMe (figura 13. 7e). 
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FIGURA 13. Imagens adquiridas por MALDI(+) MSI da distribuição do 25I-NBOMe de m/z 428,07 na superfície de pedaços de papel filtro de 0.5 cm × 0.5 cm 

dopado com sete concentrações diferentes de 25I-NBOMe: coluna 1, 0,0125 mg.mL-1; coluna 2, 0,025 mg.mL-1; coluna 3, 0,0375 mg.mL-1; 

coluna 4, 0,05 mg.mL-1; coluna 5, 0,0625 mg.mL-1; coluna 6, 0,075 mg.mL-1 e coluna 7, 0,1 mg.mL-1. Papeis filtro revestidos com a matriz CHCA em cinco 

concentrações diferentes, exibidas nas linhas: (a) (5 mg.mL-1), (b) (10 mg.mL-1), (c) (15 mg.mL-1), (d) (20 mg.mL- 1) e (e) (25 mg.mL-1).
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Além disso, nos gráficos de barra e de dispersão relacionando a intensidade 

absoluta por pixel do espectro médio do composto psicoativo (25I-NBOMe) de 

m/z 428,07 com a concentração impregnada da droga no papel de filtro (figura 14.a b) 

é possível observar que uma maior sensibilidade analítica e linearidade da matriz 

CHCA é obtida a partir da concentração 15 mg.mL-1, visto pelo coeficiente angular da 

equação de regressão linear.  

Ao passo que, quando se adiciona um padrão interno nesse caso, o 25B-

NBOMe, o efeito da concentração da matriz na sensibilidade do método diminui, ao 

relacionar a razão da intensidade absoluta por pixel dos íons de m/z 428/380 (25I-

NBOMe/25B-NBOMe) com a concentração do padrão 25I-NBOMe impregnado no 

papel filtro, como mostrado no gráfico da figura 15.  

Essa maior eficiência na ionização do 25I-NBOMe, utilizando a matriz CHCA, 

pode estar relacionada às interações da matriz com o analito através de pontes de 

hidrogênio.113 A matriz CHCA é geralmente aplicada na ionização de compostos com 

valores menores de m/z, e na identificação de drogas em exames toxicológicos, como 

nas análise de fios de cabelos e em impressões digitais.76,83,90
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FIGURA 14. (a) Gráfico de barras e (b) Gráfico de dispersão relacionando a intensidade do 25I-NBOMe 

(m/z 428,07) do espectro médio por pixel em função de sua concentração para cada uma das cinco 

concentrações da matriz CHCA. A equação de regressão linear para cada concentração de matriz 

também é exibida. 
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FIGURA 15. Gráfico de dispersão mostrando a razão da intensidade do 25I-NBOMe (m/z 428) por 

25B- NBOMe (m/z 380) em função de sua concentração em cinco diferentes concentrações da matriz 

CHCA. A equação de regressão linear para cada concentração de matriz também é apresentada no 

gráfico. 

  

A fim de investigar possíveis diferenças na distribuição espacial do composto 

25I-NBOMe na frente e no verso das amostras S1-S6, a matriz CHCA na concentração 

de 25 mg.mL- 1 foi aplicada com pulverizador, e o íon de m/z 428,07 foi monitorado. 

Análises MALDI(+) MSI mostraram uma distribuição similar em ambos os lados do 

selo (frente e verso) para as amostras S2-S4, figura 16b-d. No entanto, para as 

amostras S1 e S6, figura 16a e 16f, uma maior abundância na distribuição do 25I-

NBOMe é observada no verso, enquanto que na amostra S5 (figura 16e), a 

abundância é observada na frente.  

Sendo assim, a distribuição espacial sugere que esses selos podem ser de três 

diferentes registros de apreensão, baseado no perfil químico determinado, ou seja, 

para as amostras estudadas, três (S2-S4, S1 e S6 e S5) diferentes processos de 

deposição/aplicação da substância psicoativa no substrato de papel. 
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FIGURA 16. Imagens MALDI(+) MSI da distribuição de 25I-NBOMe de m/z 428,07 na frente e no verso 

dos selos apreendidos (a-f), amostras S1 a S6, revestida com a matriz CHCA na concentração de 

25 mg.mL- 1. 

 

Portanto, estudos de ionização de compostos psicoativos adicionados a papéis 

absorventes, comercializados e apreendidos pela polícia local, tiveram suas 

distribuições espaciais avaliadas pela otimização da metodologia MALDI(+) MSI, que 

contemplou testes de aplicação de reagentes matriciais, variando suas concentrações 

e estruturas químicas (quatro matrizes foram avaliadas).  

Além disso, procurou-se verificar se houve regularidade no processo de adição 

da droga ao selo por meio de análises de imagens. Essas informações preliminares 

devem ser estabelecidas para futuros estudos quantitativos por MALDI MSI onde 

estudos já indicaram a necessidade da utilização de padrão interno para este 

propósito.114 
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5. CONCLUSÃO 

 
A caracterização inicial pela técnica de LDI(+) MS na análise de selos 

apreendidos pela polícia local, proporcionou a identificação dos compostos 

psicoativos 25I-NBOH e 25I-NBOMe, m/z de 414,05 e 428,07, respectivamente com 

precisão de massa inferior a 4 ppm. Experimentos de CID foram realizados para 

ambas as moléculas protonadas, nas quais se produziram como fragmentos de íons 

principais m/z 308 e 291 para a molécula 25I-NBOH (m/z 414), e m/z 306, 291 e 276 

para a molécula 25I-NBOMe (m/z 428). O método de análise de MALDI(+) MS e 

MALDI(+) MSI foram otimizados, e dentre as formas de aplicação estudadas, o 

método utilizando pulverizador auxiliado pelo probe da fonte ESI mostrou-se mais 

adequado comparado ao uso da pipeta automática, pois proporcionou uma maior 

homogeneidade de deposição na superfície, resultante da detecção dos íons 

monitorados com maior uniformidade e intensidades. Na avaliação da melhor matriz 

e concentração, CHCA, em concentrações iguais ou superiores a 15 mg.mL-1, foi mais 

eficiente na ionização do composto 25I-NBOMe em comparação às demais matrizes 

avaliadas (SA, TCNQ e DHB), apresentando uma distribuição uniforme do composto 

monitorado na superfície do selo. Além disso, estudos de imagem da frente e do verso 

dos selos mostraram uma possível irregularidade no método de deposição da 

substância psicoativa nos papéis de absorção. Estes resultados demonstram o alto 

poder analítico proporcionado pelas análises de FT-ICR, instrumento de alto 

desempenho capaz de determinar a composição elementar das designer drugs e suas 

distribuições espaciais na superfície do selo com alta precisão e poder de resolução. 
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A B S T R A C T

The phenethylamines derivatives, the NBOMes, N-bomb or Smiles, are potent hallucinogens, which are often
sold as blotter paper. In this study, the matrix assisted laser desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-
MS) and MALDI mass spectrometry imaging (MALDI-MSI) were coupled to a Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometer (FT-ICR MS), a high-resolution equipment with a mass accuracy lower than 4 ppm,
and used to analyze seven blotter papers of NBOMes containing 25I-NBOH (2-({[2-(4-iodo-2,5-dimethox-
yphenyl)ethyl]amino}methyl) phenol, m/z 414) and 25I-NBOMe ((2-(4-iodo-2,5-dimethoxyphenyl)-N-[(2-
methoxyphenyl) methyl]ethanamine), m/z 428). An optimization study was performed to evaluate the matrix
application (pipette versus sprayer assisted by an ESI probe); the matrix effect in the process of desorption and
ionization (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), 7,7,8,8-tetra-
cyanoquinodimethane (TCNQ) and sinapinic acid (SA)); and their concentration (from 5 to 25mgmL−1). After,
a study of the spatial distribution of the NBOMes derivatives detected in the front and back of the blotter paper
surface was performed. MALDI-MS and MALDI-MSI results showed that the matrix sprayer was the best method
for matrix application, which allowed a homegeneous detection of the compound when compared to the pipette
application. The CHCA matrix, in a concentration higher than 15mgmL−1, displayed a higher ionization effi-
ciency of the 25I-NBOMe compound, commonly detected in blotter paper, where an intense distribution was
observed in relation to others matrices. The distribution of the active ingredient studied in the front and back
between the six blotter papers analyzed showed that the three of them had a higher concentration of the active
ingredient in only one of the sides (two in the back and one in the front), while the others presented a similar
distribution in both sides. The ability of MALDI(+)MS technique in 25I-NBOMe quantification (from 0.0125 to
0.1mgmL−1) was also evaluated, where a better sensitivity and linearity (R2 0.9852) of the method was ob-
served when high matrix concentrations (15–20mgmL−1) were used.

1. Introduction

The term designer drugs refers to a synthetic version of an illicit drug
modified with the intention to potentialize or create new psychoactive
effects [1,2]. Its illicit market is considered dynamic and has been
growing worldwide, bringing worries to the government and safety and

public health agencies [3,4].
The main classes of the new psychoactive substances (NPS) are

categorized by their structure and effects, being divided in: ampheta-
mines (phenylethylamines); cathinones; piperazines; cannabinoids; ke-
tamine; phenylcyclidine; benzofurans; tryptamines; and opioids [5].
The n-benzylphenethylamines derivatives, such as 25X-NBOMes (2-(4-
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X-2,5-dimethoxyphenyl)-N-[(2-methoxyphenyl) methyl] ethanamine),
and 25X-NBOHs (2-((2-[4-X-2,5dimethoxyphenyl] ethylamino) methyl)
phenol), where X could be a halogen like Cl, Br or I, are potent hallu-
cinogens that have a similar hallucinogenic activity to the lysergic acid
(LSD) [6]. The NPS are often sold impregnated on blotter paper, which
is a highly absorbent paper, being one of the main forms of consump-
tion of NPS, where each small square is sold as a dose [7,8]. They have
colorful images printed in its surface as shown in Fig. 1S (see in Sup-
plementary material) and are administrated sublingually [9].

The 2-(4-iodo-2,5-dimethoxyphenyl)-N-[(2-methoxyphenyl)methyl]
ethanamine, (25I-NBOMe), Fig. 2S, is a psychedelic drug discovered in
2003 by the chemist Ralf Heim of the University of Berlin, however,
blotter papers containing this drug appeared on the illicit market as of
2011 [10]. Since then, derivatives of NBOMes, with halides substitu-
tions, have been identified on blotter papers seized in the illicit drug
market [6,11–13].

In Brazil, as of 2014, new compounds derived from the NBOMes
were identified, they were called NBOHs, which have a halogen group
on carbon 4 (C4) of ring A, similar to the NBOMes, but with the ex-
change of a methyl group by a hydroxyl group on ring B, such as 2-[[2-
(4-iodo-2,5dimethoxyphenyl)ethylamino]methyl] phenol (25I-NBOH)
(Fig. 2S) [14].

The new psychoactive substances found in the blotter paper over the
years have been identified and characterized by several analytical
techniques such as: square wave voltammetry [15], attenuated total
reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) [7,16],
high-resolution magic angle spinning nuclear magnetic resonance (HR-
MAS NMR) [17] and near infrared spectroscopy (NIR) [18]. In addition,
mass spectrometry (MS) has been widely used in forensic investigations
of designer drugs, being extremely versatile, as it allows the use of
different sources of ionization (paper spray [8,19], direct sample ana-
lysis (DSA) [20,21], electrospray ionization (ESI) [22], desorption at-
mospheric pressure photoionization (DAPPI) [23], easy ambient sonic-
spray ionization (EASI) [24], and matrix-assisted laser desorption/io-
nization (MALDI) [25]). MS also allows to be coupled with separation
techniques as gas chromatography (GC) [14,26] and liquid chromato-
graphy (LC) [27]. Among the methods cited, MALDI-MS technique has
been a rapid analysis strategy for the identification of new substances in
drugs of abuse and in the study of active pharmaceutical ingredients
and their metabolites in the blood [25,28]. It is based on the emission of
laser pulses in femtoseconds that have the ability to desorb the analyte
of interest as well as the organic matrix. The chemical matrix absorbs
the laser energy at a given laser wavelength, and thus, to transfer
protons from the matrix to the components of the sample, allowing the
analyte to be desorbed and ionized as a function of their position in a
x,y plane [29,30]. This spatial sampling capability allows investigating
the chemical distribution on a surface of interest, which is called mass
spectrometry imaging (MSI). Due to the soft ionization characteristic of
MALDI, MALDI-MSI has been used mainly to study the spatial dis-
tribution of native molecules, drugs of abuse and drugs in biological
tissues; in addition to active pharmaceutical ingredients on the surface
of tablets [31–36]. In the forensic context, it has been applied mainly to
the detection of drugs in hair, tissues, blood, and fingerprints present in
banknotes [35,37–40]. The main challenge of the MALDI-MSI tech-
nique lies in the sample preparation, being the choice of the organic
matrix and application, which is used in the desorption and ionization
process of the analyte of interest, a crucial step in sample preparation
that can have a significant effect on the outcome results of a MSI ex-
periment [41,42].

In this study, analysis of blotter papers containing NBOMes was
explored using the laser desorption ionization (LDI), MALDI and
MALDI-MSI techniques combined with Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry (FT-ICR MS). In order to optimize the
ionization process, four matrices were evaluated: α-cyano-4-hydro-
xycinnamic acid (CHCA), 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), 7,7,8,8-

tetracyanoquinodimethane (TCNQ) and sinapinic acid (SA) at con-
centrations of 5, 10, 15, 20 and 25mgmL−1.

2. Experimental

2.1. Samples and reagents

Seven blotter papers seized and made available by the Civil Police of
the State of Espírito Santo (PC-ES), Brazil, were numbered from S1 to
S7. DHB, CHCA, SA and TCNQ matrices were purchased from Sigma-
Aldrich Chemicals, USA. 25I-NBOMe and 25B-NBOMe standards (both in
a 1mgmL−1 concentration) were supplied by Cerilliant® Analytical
Reference Standards (Texas, USA). Methanol solvent (analytical
purity > 99.5%) was purchased by Vetec® Química Fina Ltda, Brazil,
and was used in the solubilization of the matrices.

2.2. Matrix and sample preparation

Blotter papers were cut to a size of 0.2× 0.5 cm and fixed on a
stainless steel plate with the aid of double-sided tape. The matrices:
DHB, CHCA, SA and TCNQ were solubilized in methanol and prepared
in different concentrations: 5; 10; 15; 20 and 25mgmL−1. Matrix ap-
plication was evaluated, being performed in two ways: (i) small vo-
lumes (15 μL) of matrix was directly spotted onto the surface of the
blotter paper using an automatic pipette (Transferpette®); and (ii) with
a sprayer assisted by an ESI probe (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany), which was accomplished by using the inner capillary of the
ESI probe to transfer the matrix solution, and the outer capillary of the
probe was used for the nebulization of the matrix solution, to uniformly
spray the matrix onto the sample, resulting in a thin circular layer of
matrix on the blotter paper surface [43]. In both cases, the process was
optimized using blotter paper S7, and, CHCA matrix at a concentration
of 25mgmL−1. In application method (ii), the matrix was deposited on
the surface of the same sample with continuous flow and controlled
time of 30 μLmin−1 and 30 s, respectively, with a drying interval of
1min between the application steps. Nitrogen gas at 10 psi was used as
the sheath gas in this matrix deposition step. After optimization of the
matrix application method, the ionization efficiency was evaluated in
function of the four matrices studied (DHB, CHCA, SA and TCNQ) and
their respective concentrations (from 5 to 25mgmL−1). The ionization
efficiency was evaluated for the 25I-NBOMe compound and in all cases,
blotter paper S5 was used. The matrices tested were deposited using the
matrix sprayer with controlled flow and time. To confirm the efficiency
of the matrix, a blotter paper simulation was performed with the ad-
dition of a known concentrations of the 25I-NBOMe compound (0.0125,
0.025, 0.0375, 0.05, 0.0625, 0.075 and 0.1mgmL−1) into
0.5 cm×0.5 cm pieces of Whatman® 903 filter paper, forming a curve
for each one of the five concentrations (5, 10, 15, 20 and 25mgmL−1)
of the CHCA matrix. The linearity of method was evaluated monitoring
the abundance of ion of m/z 428; and of the relative intensity of 25I-
NBOMe (m/z 428) by 25B-NBOMe (m/z 380) and of CHCA matrix (m/z
401).

An investigation of the spatial distribution of the 25I-NBOMe
compound on the front and back of the S1-S6 samples was also con-
ducted, where CHCA matrix was applied at a concentration of
25mgmL−1 by the matrix sprayer and the m/z 428 was monitored.

2.3. LDI(+), MALDI(+) and MALDI(+) MSI analyses

The LDI(+), MALDI(+) and MALDI(+) MSI analyses were per-
formed on a 9.4 T Solarix FT-ICR mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany), equipped with a smartbeam-II™ laser (355 nm) and
MALDI source. All spectra were externally calibrated using a solution of
arginine (0.05mgmL−1). Prior to MALDI-MSI analyses, a digital image
of the blotter papers was acquired and then the plate was inserted into
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the FT-ICR MS. All analyses were performed in positive ionization mode
in a spectral range between m/z 200 and 1500, with resolving power
(m/Δm50%≈500,000 at m/z 400, where Δm50% is the full peak width
at half-maximum peak height) and the mass accuracy lower than
4 ppm, which allows the assignment of an unambiguous molecular
formula for all singly charged molecular ions. Each analysis was the
result of 100 laser shots per pixel, with laser focus setting small
(~30 μm), laser frequency of 200 Hz and laser power of 33%. In the LDI
analyses, 16 average spectra were acquired in enable random walk
mode. The ionization efficiency was evaluated monitoring the signal-to-
noise ration and the total ion current (TIC).

Collision-induced dissociation (CID) experiments were performed,
where the mass resolution quadrupole was adjusted to an isolation of 1
m/z unit, with laser power of 70% and collision energy of 14.5 V and
21 V for ions of m/z 414 and 428, respectively. Data were analyzed with
DataAnalysis software (Bruker Daltonics, USA). The LDI and MALDI
images were acquired in a spatial resolution of 300 μm and processed
with FlexImaging 3.0 software (Bruker Daltonics, USA).

3. Results and discussion

3.1. LDI(+)-MS and LDI(+)MS/MS analysis

Initially, blotter papers, samples S1–S7, seized by PC-ES, were
analyzed by LDI(+)-MS, and their respective mass spectra are observed
in Fig. 1A–G. Blotter papers exhibited a similar spectral profile, with
detection mainly of 25I-NBOMe (in samples S1–S6, Fig. 1A–F) con-
taining m/z 428.07208 and 450.05406, in protonated form,
[C18H22INO3+H]+, and as a sodium adduct [C18H22INO3+Na]+, re-
spectively, with mass errors of< 2 ppm. The molecule of 25I-NBOH,

[C17H20INO3+H]+, [C17H20INO3+Na]+ and [C17H20INO3+K]+ ions,
m/z 414.05731, 436.03944 and 452.01346, and error= 3.02, 3.28 and
3.36 ppm, respectively, on the other hand, was detected only on the
blotter paper S7, Fig. 1G.

CID experiments were performed using samples S2 and S7 for the
purpose of identifying the fragmentation patterns of the 25I-NBOMe
(m/z 428) and 25I-NBOH (m/z 414) molecules. In the LDI(+)MS/MS
spectrum for sample S2, Fig. 2A, the fragmentation patterns of the 25I-
NBOMe produced the ion at m/z 272 (loss of 156 Da), result from a
structural rearrangement, where the neutral molecule, CH3IN, is re-
leased. Another fragment ion is observed at m/z 291, representing the
cleavage of the CeN bond and the loss of the neutral molecule C8H11NO
(137 Da). Finally, another possibility is observed with the loss of
122 Da, ion of m/z 306, resulting from the cleavage of benzyl followed
by a loss of the neutral molecule C8H10O. These major fragmentation
patterns have also been reported by other authors in the study of the
25I-NBOMe molecule [44–46]. The proposed mechanisms of fragmen-
tation of 25I-NBOMe are suggested in Fig. 2B–D.

In the LDI(+)MS/MS spectrum of ion of m/z 414, Fig. 3A, an initial
loss of 106 Da, fragment ion at m/z 308, is observed, which corresponds
to the cleavage of the NeC bond followed the by loss of the neutral
molecule C7H6O, resulting in the formation of the 2C-I molecule as
[C10H14INO2+H]+ ion. Sequentially, m/z 308→291 transition, new
cleavage of CeN bond releases mass losses of 17 Da, corresponding to
elimination of NH3 molecule. Another fragmentation pattern can be
justified for the fragment ion at m/z 291, with neutral loss of 123 Da,
representing the heterolytic cleavage of the CeN bond and loss of the
C7H9NO molecule. These fragmentation patterns have been reported in
the literature [14,45,47]. The proposed mechanisms of fragmentation
of 25I-NBOH are suggested in Fig. 3B–C.

Fig. 1. LDI(+) mass spectra of seven blotter papers showing the presence of designer drugs: (A–F) 25I-NBOMe detected as [C18H22INO3+H]+ and
[C18H22INO3+Na]+ ions at m/z 428 and 450, respectively, and (G) 25I-NBOH, detected as [C17H20INO3+H]+, [C17H20INO3+Na]+ and [C17H20INO3+K]+ ions at
m/z 414, 436 and 452, respectively.
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3.2. MALDI-MS and MALDI-MSI analyses

A crucial step in sample preparation for a MALDI-MSI experiment is
the application of the matrix [48], which must be deposited as a
homogeneous layer on the surface of the sample, maintaining the nat-
ural arrangement of the analytes in the sample [49].

Two methods of matrix application were tested, the first using an
automatic pipette and the second, a sprayer assisted by an ESI probe.
This optimization was performed with the CHCA matrix, since it is
commonly used in drugs and small molecules analyzes by MALDI-MSI
[34,50]. In this analysis, the spatial distribution and the TIC was ob-
served for the ion of m/z 414, characteristic of substance 25I-NBOH,
present in the sample S7.

In the images generated by MALDI(+) MSI (Fig. 4A–C), the appli-
cation of the matrix with sprayer assisted by an ESI probe [51] proved
to be more efficient in the ionization of ion of m/z 414 (Fig. 4C), de-
tecting a higher signal intensity of the compound of interest on the
blotter paper surface when compared to the automatic pipette method
(Fig. 4B) as well as the LDI(+)MS technique, i.e., without the use of
matrix (Fig. 4A). In addition, a higher sensitivity, measured by the TIC
values for the ion of m/z 414, was observed using the matrix sprayer in
the MALDI(+) mass spectrum (Fig. 4F), which presented a higher value
of TIC (8.0×107). This indicates that the matrix sprayer had a higher
ionization power when compared to the mass spectra obtained by the
automatic pipette (TIC 5.7×107, Fig. 4E) and without the use of the
matrix. Therefore, it is necessary to facilitate the ionization of the ion of
interest (m/z 414) and to decrease the suppression caused by the paper
signal, i.e., ion of m/z 575.07841 (TIC 3.0×107, Fig. 4D). One of the
reasons for this efficiency may be related to the small droplets

uniformly formed by the matrix on the surface of the sample during the
process of deposition by the matrix sprayer [51,52]. The use of auto-
matic pipettes for the application of the matrix can result in a hetero-
geneous layer, causing an inefficient ionization and likely to change the
arrangement of the analyzed substances on the surface of the sample
[49,53].

To evaluate the best matrix and their concentration in the dis-
tribution study of 25I-NBOMe hallucinogen, m/z 428, the spatial dis-
tribution of this ion was measured on the surface of the blotter paper by
MALDI-MSI from the individual deposition of four matrices: DHB,
CHCA, SA and TCNQ, in the concentrations of 5, 10, 15, 20 and
25mgmL−1 in small pieces (0.2× 0.5 cm) of sample S5, Fig. 5A–D.
The matrices were applied with the matrix sprayer [51].

MALDI(+)-MS images using the DHB matrix (Fig. 5A) show that,
although this matrix is widely used in positive ionization analysis for
the detection of drugs in tissues, [54] for the analysis of psychoactive
substances in blotter papers, it was not efficient in detecting the spatial
distribution of the ion of m/z 428. Furthermore, the effect of increasing
its concentration (from 5 to 25mgmL−1), does not improve the ioni-
zation efficiency of the [25I-NBOMe+H]+ ion. Among the possible
causes of a low ionization efficiency of a compound can be attributed to
factors such as: matrix effects, signal interference, or analyte suppres-
sion [55]. Conversely, the MALDI-MSI results obtained by SA (Fig. 5B)
and TCNQ (Fig. 5C) matrices showed better performance. However, no
significant change in signal intensity of m/z 428 was observed at the
different concentrations evaluated. In this case, the low ionization of
25I-NBOMe by MALDI-MSI using the matrix reagent SA may be related
to its higher efficiency only in the ionization of molecules with higher
Mw, such as proteins [56]. Meanwhile, the TCNQ matrix is widely used

Fig. 2. (A) LDI(+)MS/MS spectrum for ion of m/z 428 and proposed mechanism from main fragments detected: (B) m/z 272; (C) m/z 291; and (D) m/z 306.
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in analyses of synthetic polymers [57].
The CHCA matrix showed to be more efficient in the ionization of

25I-NBOMe (Fig. 5D), evidenced by the higher abundance and uniform
distribution of the compound on the surface of the blotter paper,
especially at concentrations higher than 10mgmL−1. In order to con-
firm the ionization efficiency of the CHCA matrix, a blotter paper si-
mulation was performed, where known concentrations of 25I-NBOMe
(0.0125, 0.025, 0.0375 0.05, 0.0625, 0.075 and 0.1mgmL−1), the most
common compound found in the blotter papers, was applied into

0.5 cm×0.5 cm pieces of filter papers, constructing a curve for each of
the five concentrations (5, 10, 15, 20 and 25mgmL−1) of the CHCA
matrix. In the Fig. 3S of the Supplementary material, the blotter paper
simulation of known concentrations of 25I-NBOMe shows that the
highest concentration of matrix (25mgmL−1) was more efficient in the
sample with 0.1mgmL−1 of 25I-NBOMe, expressed by the higher in-
tensity in the color scale. Besides, the bar and scatter plots of Fig. 4SA
and B (Supplementary material) show that a higher analytical sensi-
tivity and linearity of the CHCA matrix is ever obtained when its

Fig. 3. (A) LDI(+)MS/MS spectrum for ion of m/z 414 and proposed mechanism from main fragments detected: (B) m/z 308 and m/z 291; and (C) m/z 291.

Fig. 4. MS images showing the distribution of 25I-NBOH molecule at m/z 414 on the surface of sample S7: using (A) LDI(+), and (B–C) MALDI(+), (B) with CHCA
matrix applied via automatic pipette and (C) with a sprayer assisted by an ESI probe. LDI(+) (D) and MALDI(+) (E–F) mass spectra of their respective MS images, A
and B–C, respectively.
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concentration is higher than 15mgmL−1, Fig. 4SB. This behavior can
be observed by the angular coefficient of the linear regression equation
from monitoring of abundance intensity of m/z 428 signal (Fig. 4S). On
other hand, the effect of matrix concentration in sensitivity of method
can be reduced when an external standard (in this case, 25B-NBOMe) is
added such as the results showed from monitoring of the relative in-
tensity of ions of m/z 428/380 (25I-NBOMe/25B-NBOMe), Fig. 5Sa.
This higher efficiency in the ionization of 25I-NBOMe, provided using
the CHCA matrix, may be related to the interactions of the matrix with
the analyte through hydrogen bonds [58]. The CHCA matrix is gen-
erally applied in the ionization of compounds of lower m/z values, also
commonly used in forensic analysis [34,59].

In order to investigate possible differences in the spatial distribution
of the 25I-NBOMe compound on the front and back of the S1-S6 sam-
ples, the CHCA matrix at 25mgmL−1 concentration was applied with
matrix sprayer, and the ion of m/z 428 was monitored. MALDI-MSI
analyses showed a similar distribution on both sides of the blotter

papers (front and back) for the samples S2–S4, Fig. 6SB–D. Conversely,
for samples S1 and S6, Fig. 6SA and F, a greater abundance for the
distribution of 25I-NBOMe is observed on the back, whereas in sample
S5 (Fig. 6SE), a greater abundance is on the front. Therefore, the spatial
distribution suggests that these blotter papers could be from three
distinct seizure records based on the chemical profile determined, that
is, for the samples studied, three (S2–S4, S1 and S6, and S5) different
processes of deposition/application of the active ingredient on the
paper substrate.

Ionization studies of psychoactive compounds intentionally added
to absorption papers, illegally commercialized and seized by the local
police, had their spatial distributions evaluated by optimizing MALDI
(+)MSI methodology, that contemplated tests of matrix reagent ap-
plication forms, varying their concentrations and chemical structures
(four matrices were evaluated). In addition, we sought to verify if there
was regularity in the process of addition of the drug to the blotter paper
by imaging analyses. This preliminary information should be

Fig. 5. Positive MALDI MS images showing the distribution of 25I-NBOMe at m/z 428 on the surface of sample S5 coated with four different matrices: (A) DHB, (B)
SA, (C) TCNQ and (D) CHCA in different concentrations (from 5 to 25mgmL−1).
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established for future quantitative studies by MALDI-MSI, which will be
carried out by the group, where other studies have already indicated
the need to use an internal standard for this purpose [60].

4. Conclusions

The initial characterization by the LDI(+)-MS technique in the
analysis of blotter papers seized by PC-ES provided the identification of
the psychoactive compounds 25I-NBOH and 25I-NBOMe, having m/z
values of 414 Da and 428 Da, respectively and mass accuracy lower
than 4 ppm. CID experiments were performed for both protonated
molecules, in which produced major fragment ions at m/z 308 and 290
for the 25I-NBOH molecule (m/z 414), and fragment ions at m/z 306,
291 and 272 for the 25I-NBOMe molecule (m/z 428). The experiments
of MALDI(+)MS and MALDI(+)MSI were optimized, where among the
application forms studied, the matrix sprayer showed to be the best
method, compared to the use of the automatic pipette, providing a
greater surface homogeneity, resulting in the detection of the mon-
itored ions with greater uniformity and intensity. In the evaluation of
the best matrix and concentration, the CHCA, in concentrations higher
than 10mgmL−1, were more efficient in the ionization of compound
25I-NBOMe in comparison to the other matrices evaluated, presenting a
uniform distribution of the drug throughout the blotter paper surface.
In addition, imaging studies on the front and back of the blotter papers
showed a possible irregularity of the deposition method of the drug to
the absorption papers. These results have demonstrated the high ana-
lytical power provided by the FT-ICR MS technique, reaching the ele-
mental composition of the drugs compounds with high mass accuracy
and resolving power. Future work on quantification will be developed
in the study of this drug by MALDI-MSI, aiming to classify the samples
in function of their production process, since the technique is a pow-
erful analytical tool on the rise in analyses of forensic chemistry.
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