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RESUMO

O crescente uso de drogas de abuso vem se tornando um problema para a sociedade
brasileira, sendo a maconha uma das mais utilizadas. A maconha, cujo nome cientifico é
Cannabis sativa L., € uma planta que contém dezenas de fitocanabinoides, dentre os quais
se destaca o A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC), um fitocanabinoide que possui efeitos
psicoativos, é controlado, juntamente com a maconha, pela Portaria 344/98-SVS/MS.. Ao
longo dos anos, alguns métodos presuntivos foram propostos para identificagdo da maconha,
entre eles, o teste colorimétrico utilizando o sal Fast Blue B (FBBS) é um dos mais
amplamente utilizados pelos laboratérios forenses no Brasil € no mundo. Consiste em um
teste rapido no qual os fitocanabinoides presentes na maconha sao extraidos por um solvente
organico e reagem com o sal FBB em meio basico gerando um complexo de cor vermelha-
purpura com afinidade pela fase organica. O presente trabalho teve como proposta
aperfeicoar este método de triagem, utilizando a espectroscopia UV-vis e ferramenta
quimiométrica visando a discriminagcdo de amostras de maconha de outros vegetais. A analise
de componentes principais (PCA) foi utilizada para analise exploratéria de dados e em seguida

para discriminar as amostras de acordo com suas caracteristicas espectrais.

A necessidade principal do aperfeicoamento do método é a reducido de
resultados falso positivos observados para alguns vegetais e materiais contendo compostos
que desenvolvem um complexo de cor semelhante a do FBBS-fitocanabinoides quando
submetidos ao teste colorimétrico. Diferentes apresentacbes de maconha e seus produtos
(haxixe, prensado e planta verde) e diversos outros vegetais e materiais foram submetidos ao
método proposto totalizando 497 amostras testadas. Foi feita a aquisicdo do espectro UV-Vis
de cada amostra e dois tratamentos dos dados utilizando a PCA. A primeira abordagem foi
exploratéria, onde pode-se perceber um relevante agrupamento dos outros vegetais e
materiais e também leves aglomerados entre as diferentes apresentagdes de maconha. Na
segunda abordagem foi criado um modelo utilizando os pardmetros da PCA para uma analise
discriminatoria. Nesta abordagem, a analise de dois dos parametros gerou um excelente
resultado: taxa de falso negativo de apenas 3,3% e nenhuma amostra classificada

erroneamente como maconha.

Palavras-chave: Maconha, A9-THC, PCA, quimiometria, espectroscopia UV-vis.



ABSTRACT

The growing use of drugs of abuse has become a problem for Brazilian society, with
marijuana being one of the most used. Marijuana, whose scientific name is Cannabis sativa
L., is a plant that contains dozens of phytocannabinoids, among which A9-
tetrahydrocannabinol (A9-THC), a phytocannabinoid that has psychoactive effects, is
controlled, along with marijuana , by Portaria 344/98-SVS/MS. Over the years, some
presumptive methods have been proposed to identify marijuana, among them, the colorimetric
test using Fast Blue B salt (FBBS) is one of the most widely used by laboratories forensics in
Brazil and in the world. It consists of a rapid test in which the phytocannabinoids present in
marijuana are extracted by an organic solvent and react with the FBB salt in a basic medium,
generating a red-purple complex with an affinity for the organic phase. The present work aimed
to improve this screening method, using UV-vis spectroscopy and a chemometric tool in order
to discriminate marijuana samples from other plants. Principal component analysis (PCA) was
used for exploratory data analysis and then to discriminate the samples according to their
spectral characteristics.

The main need to improve the method is the reduction of false positive results observed
for some plants and materials containing compounds that develop a color complex similar to
that of FBBS-phytocannabinoids when submitted to the colorimetric test. Different
presentations of marijuana and its products (hashish, pressed and green plant) and several
other vegetables and materials were submitted to the proposed method, totaling 497 samples
tested. The acquisition of the UV-Vis spectrum of each sample and two data treatments were
performed using PCA. The first approach was exploratory, where one can see a relevant
grouping of other vegetables and materials and also light clusters between the different
presentations of marijuana. In the second approach, a model was created using PCA
parameters for a discriminatory analysis. In this approach, the analysis of two of the
parameters yielded an excellent result: a false negative rate of only 3.3% and no samples

misclassified as marijuana.

Keywords: Marijuana, A9-THC, PCA, chemometrics, UV-vis spectroscopy.
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1 INTRODUGCAO

A Cannabis sativa L., popularmente conhecida como maconha, € uma planta
da familia Cannabaceae que possui propriedades terapéuticas e medicinais, mas que
também é utilizada como droga de abuso (BORILLE, 2016; DE LIMA et al, 2021). De
acordo com o Relatério Mundial sobre Drogas de 2021, a maconha € a droga mais
consumida do mundo (UNODC, 2021). Possui em sua composicdo mais de 750
moléculas, entre elas canabinoides, monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides,

esteroides, compostos nitrogenados, entre outras substancias. (BORILLE, 2016)

A utilizacdo da maconha é antiga, chineses iniciaram o uso da maconha como
droga a mais de 2000 anos atras (GONTIES; ARAUJO, 2010). Diferentes formas de
uso da planta foram implementadas ao longo do tempo. O préprio nome maconha se
atribui ao uso mais comum onde o vegetal é seco e suas folhas e flores trituradas,
sendo também chamadas de bhang, marijuana ou kif (GONTIES; ARAUJO, 2010). O
haxixe, outra apresentacdo comum, € a resina extraida dos tricomas, que sao
estruturas da epiderme vegetal semelhante a pelos (GLOSS, 2015). O dleo de
maconha (hash oil) também pode ser extraido utilizando diferentes solventes (GLOSS,
2015). Fatores como concentragao de canabinoides, método de extracao, forma de
apresentacao e consumo dao origem, além dos ja citados, aos mais variados nomes:
pot, weed, joint, bong, blant, brew, edibles, wax, etc. (BORILLE, 2016)

O uso da maconha se tornou ilegal devido, principalmente, a molécula de A9-
THC presente em sua composig¢ao, que atua no sistema nervoso central do usuario e

provoca sensacgao de euforia e delirio. (PESSOA et al, 2021)

Houve um aumento de cerca de 18% na ultima década no numero de pessoas
que utilizam maconha no mundo, sendo que em 2019 o numero estimado de usuario
ficou proximo de 200 milhdes. O cultivo e a quantidade de apreensao também vém
aumentando a cada década (UNODC, 2021). No Brasil, a quantidade da droga
apreendida pela policia rodoviaria federal no ano de 2020 dobrou em relagao ao ano
anterior (MAZZA et al, 2020). De junho de 2020 a junho de 2021, foram apreendidas
633 toneladas de maconha no brasil. (GOVERNO DO BRASIL, 2021)

Tais fatores tem se tornado um desafio para a policia brasileira, que ano apés
ano busca combater o trafico de maconha. Uma das etapas desse combate é a

identificacdo da droga. Ao chegar aos laboratorios de pericia, a apreensdo deve



passar por uma série de analises com o objetivo de determinar as substancias

presentes.

De acordo com as caracteristicas fisicas da apreensdo (comprimido, po,
cigarro), hipéteses sobre a possivel presenga de certos compostos quimicos sao
formuladas e testadas. Testes baseados em reacdes colorimétricas normalmente sao
os primeiros a serem empregados devido ao caracteristicas como baixo custo,
facilidade de realizagdo e rapidez na obtencdo dos resultados. Esses testes,
entretanto, carecem de especificidade, portanto os resultados obtidos precisam ser
corroborados com técnicas analiticas mais especificas para serem considerados
definitivos. Uma técnica confirmatdéria comumente utilizada em laboratérios forenses
€ a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), a qual
produz 6timos resultados para maioria dos compostos. Quando os resultados obtidos
por CG-MS corroboram os obtidos pelo método colorimétrico, € possivel confirmar a
presenca das substancias detectadas por GC-MS. Outras composicdes de técnicas
analiticas sao utilizadas a depender do tipo de material e de substancias a serem
analisadas (SWGDRUG, 2019).

Em relagdo a analise colorimétrica para maconha, o teste de Duquenois-Levine
(D-L) € um dos mais conhecidos, tendo sido proposto na década de 1930 e
aperfeicoado ao longo do tempo, onde uma solugdo contendo etanol, acetaldeido e
vanilina reagem com THC em meio acido gerando uma coloragéo roxa (JACOBS;
STEINER, 2014). Entretanto um grande numero de substancias s&o relatadas como
capazes de produzir resultados falso positivos com esse teste (DE FAUBERT
MAUNDER, 1969).

O método colorimétrico de complexacdo com FBBS também é amplamente
utilizado e considerado superior ao D-L pela facilidade de discriminagao entre
resultados positivos e negativo e menor numero de compostos produzindo resultados
falso positivo (DE FAUBERT MAUNDER, 1969; BORDIN et al, 2012). Mais
recentemente o sal Fast Blue BB também se mostrou adequado para ser utilizado
como uma variagao do método colorimétrico original com FBBS , Ambos sais possuem
uma estrutura semelhante em sua molécula reage com THC e outros fitocanabinoides
em meio basico produzindo na fase organica uma coloragao vermelho purpura. (LAU-
CAM; PIZZITOLA, 1979; DOS SANTOS et al, 2016)



Apesar de ser mais especifico que o D-L, ha diversos relatos de vegetais que
possuem moléculas que reagem com o sal FBB ou FBBB gerando cor. Entre estes
vegetais, a noz moscada €& a mais frequentemente citada como produtora de
resultados falso positivos, por também deixar a solugdo com a cor vermelho purpura.
(LAU-CAM; PIZZITOLA, 1979)

Como o resultado dos testes € uma solugédo colorida, a espectroscopia na
regiao UV-vis € uma técnica simples que pode conferir maior especificidade aos
resultados obtidos pela reagéo colorimétrica e cujos espectros podem ser avaliados
objetivamente por métodos quimiométricos. A utilizagdo de um planejamento fatorial &
capaz de encontrar as condigdes de reacao que geram resultados mais especificos
de cor para maconha, enquanto a analise por componentes principais (PCA)
possibilita agrupar os espectros da reagdo com maconha, diferenciando-os de outros

vegetais e materiais.



2 OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo discriminar maconha de outros vegetais intere
materiais por meio do uso da espectrometria na regido UV-Vis para avaliagdo da
reacgao colorimétrica e aplicagdo de métodos quimiométricos de discriminagdo. Com
isso, espera-se conferir a triagem de vegetais realizada no Laboratério de Quimica e

Fisica Forense da Policia Civil do Distrito Federal (LQFF/PCDF) maior especificidade.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CANABINOIDES

Os canabinoides sdo moléculas que ativam ou bloqueiam os receptores CB1 e
CB2 do corpo humano, esses receptores sao codificados pelos genes CNR1 e CNR2
(HRYHOROWICZ et al, 2018). Ha algumas nomenclaturas para os canabinoides:
Endocanabinoides, aqueles gerados dentro de um organismo animal (MECHOULAM
et al, 2014); Canabinoides sintéticos, desenvolvidos em laboratério; Fitocanabinoides,

0sS mais comuns e que sao encontrados na planta Cannabis. (BORILLE, 2016)

Até a década de 1980 s6 se tinha conhecimento dos fitocanabinoides (até entdo
chamados apenas de canabinoides). Eles eram definidos como “o grupo de
compostos tipicos de diterpeno C21 presentes na Cannabis sativa L., seus compostos
carboxilicos acidos, analogos e produtos de transformacao”. (LAMBERT; FOWLER,
2005)

Na maconha ja foram encontrados mais de 100 tipos de canabinoides, dos
quais os principais sao A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC), canabinol (CBN) e
canabidiol (CBD), além de outros como Canabigerol (CBG), Canabicromene (CBC),
Canabitriol (CBT), Canabinodiol (CBND), A8-tetrahidrocanabinol (A8-THC),
Canabiciclol (CBL) e Canabielsoin (CBE) (BORILLE, 2016). A figura 1 apresenta as
estruturas moleculares do A9-THC, CBN e CBD, onde a principal diferenca observada
entre eles é que o CBN possui um anel aromatico a mais, e o CBD nao possui a cadeia
fechada com o éter, mas sim uma cadeia aberta com um alcool e um vinil em cada

ponta.

O A9-THC pode induzir efeitos psicotomiméticos, parandia, alucinacoes,
ansiedade, alteragdes perceptivas e deficiéncias de memoaria (D’SOUZA et al, 2008).
Diferente do A9-THC, o CBN e o CBD n&o produzem efeitos psicoativos, mas sim
efeitos anticonvulsionantes e anti-inflamatérios, sendo atualmente amplamente
estudados e ja utilizados pela medicina (RUSSO; MARCU, 2017; CONSELHO
FEDERAL DE MEDICINA, 2014; MECHOULAM et al, 2002).
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Figura 1. Principais canabinoides presentes na maconha. Fonte: Adaptado de DOS SANTOS (2016).

3.2 FORMAS DE APRESENTAGAO

Entre as diversas formas de apresentacdo da maconha, as que sdo mais

comumente apreendidas, sdo mostradas na figura 2: 2A, planta prensada; 2B, planta

ainda em cultivo; e 2C, haxixe. Para fazer o prensado, as partes aéreas da planta séo

desidratadas e colocadas em uma caixa, que é fechada com placas de madeira e

inserida numa prensa hidraulica. Apés a prensagem, ha ainda uma etapa de corte

(MAXX, 2017).

(A)

(€)

Figura 2. (A) Maconha no formato de prensado. (B) Planta de maconha. (C) Haxixe. Fonte:

PRENSADO, 2022; ARAUJO, 2017; HAXIXE, 2020.

O haxixe é produzido pela extragao da resina existente nas inflorescéncias da

planta feminina. A figura 3 apresenta diferengas entre a parte masculina e feminina da

planta, bem como alguns aspectos morfoldégicos da maconha. Pode-se extrair o haxixe



de forma manual, utilizando peneiras, ou com a utilizagdo de solventes como butano.

O resultado é uma pasta pegajosa marrom escura (NASCIMENTO, 2014).

Figura 3. Aspectos morfolégicos da Cannabis Sativa L.. A- Inflorescéncia do sexo masculino
(estaminada). B- Planta feminina (pistilos/carpelos). 1- Flor estaminada. 2- Estame (anteras e curto
filamento). 3- Estames. 4- Pdlens. 5- flor com pistilo com bract. 6- flor com pistilo sem bract. 7- flor com
pistilo mostrando ovario. 8- Aquénios com bract. 9- Semente sem bract. 10- Semente. 11- Semente. 12-

Sementes. 13- Semente sem pericarpo (descascada). Fonte: UNODC, 2009.



3.3 REAGAO COLORIMETRICA COM O SAL FAST BLUE B

Para que ocorra a reacdo colorimétrica, os fitocanabinoides devem ser
extraidos da maconha utilizando um solvente organico. Adiciona-se entdo o sal Fast
Blue B (FBBS), um sal de diaz6nio aromatico, que reage com a parte fendlica de duas
moléculas de A9-THC (Fig. 4), CBN, CBD ou outros fitocanabinoides, formando um
azocomposto de cor vermelha (THC e CBN) ou alaranjada (CBD). A reagao ocorre
melhor em meio alcalino, portanto utiliza-se hidroxido de sodio diluido em agua. O
meio reacional fica com duas fases distintas, a fase organica e a fase aquosa. O
produto da reagao é soluvel na fase organica, sendo a fase aquosa utilizada para
extracdo de corantes inespecificos que podem interferir na interpretacdo dos
resultados da analise (BALBINO et al, 2016; JORK et al, 1990).
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Figura 4. Reacéo do Fast Blue B com duas moléculas de A9—THC. Fonte: Balbino et al (2016).

Ainda nao se tém grande conhecimento a respeito do mecanismo de reagao do
A9-THC e de outros fitocanabinoides com o Fast Blue B, porém DOS SANTOS et al
reproduziu o mecanismo sugerido por Korte (1964), apresentado na figura 5, para a

reagdo com o Fast Blue BB (FBBBS), um sal de estrutura bastante similar.

A reacdo com Fast Blue B ndo é especifica para os fitocanabinoides da
maconha. O sal é reagente para moléculas contendo fendis, acidos fendlicos, taninos
e algumas aminas (JORK et al, 1990). Ha diversos vegetais que possuem algumas
dessas moléculas e que quando submetidos ao teste colorimétrico originam cor na

fase organica. O resultado do teste com café, por exemplo, € uma coloragao violeta.



Os materiais e vegetais mais problematicos para a determinagcdo de maconha séo
aqueles que também geram a cor vermelha: Noz moscada, cascara sagrada, ruibarbo,
carobinha, guarana (LAU-CAM; PIZZITOLA, 1979; BORDIN; MESSIAS, 2012).

Como a interpretagao do teste depende da visédo e percepgao do investigador,
o resultado é subjetivo, logo, em uma analise laboratorial utilizando apenas o teste
colorimétrico, alguns desses vegetais pode acabar gerando um resultado de falso
positivo, o que faz com que testes colorimétricos sejam considerados testes

presuntivos, necessitando de uma confirmacgéo por um método mais especifico.

Um trabalho feito pelo nosso grupo de pesquisa conseguiu uma significativa
melhora da especificidade do teste colorimétrico baseado na complexacdo dos
fitocanabinoides com FBBS a partir de uma abordagem envolvendo planejamento

fatorial, com avaliagdo dos resultados por superficie de resposta (Casarin et al, em

preparagao).
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Figura 5. A — Estrutura dos sais Fast Blue B (1) e Fast Blue BB (2). B — Mecanismo proposto
para o produto do teste colorimétrico de maconha usando o FBBBS. Fonte: Adaptado de DOS SANTOS
et al, 2016.



3.4 ESPECTROSCOPIA UV-vis

A radiacao eletromagnética é uma forma de energia descrita como uma onda.
Para cada quantidade de energia, a onda eletromagnética tera uma frequéncia e
comprimento de onda diferente. O espectro eletromagnético divide as ondas em
regides de acordo com a energia. A regiao do espectro de UV (Ultravioleta)
compreende a faixa de comprimento de onda de 180-380 nm, enquanto a regido do
visivel compreende de 380-780 nm (SKOOG et al, 2005).

Cada molécula consegue absorver a radiacao em frequéncias caracteristicas.
A absorcao de radiagdo faz com que a molécula receba energia, provocando uma
atenuacgao do feixe incidido. A transmitancia e a absorbancia de uma molécula em
determinada frequéncia sdo medidas calculadas dessa atenuagdo. O
espectrofotdmetro UV-vis € um equipamento que incide radiagao eletromagnética da
regido ultravioleta e visivel sobre uma molécula e mede a absorbancia em cada
comprimento de onda, gerando um espectro de absorgéo caracteristico. Portanto, a
principio seria possivel reconhecer um composto, e distingui-lo de outros, por meio de
seu espectro de absorgédo. Contudo, como a maiorias dos espectros em meios liquidos
sao constituidos por bandas largas e pouco caracteristicas, principalmente em
solventes polares como agua, essa identificagdo estrutural é até certo ponto limitada

nessa regiao do espectro (SKOOG et al, 2005).

Quando uma molécula é excitada por radiacdo pode ocorrer trés tipos de
transicdo quantizadas: eletrbnica, vibracional, rotacional. O tipo de transicao depende
da faixa de comprimento de onda da radiagao. Moléculas excitadas pela radiacdo UV-
vis sofrem a transicao eletronica, que € quando um elétron se move de um orbital
molecular ocupado para um orbital desocupado de maior energia. Esse tipo de
transicdo se associa com informagdes estruturais de uma molécula e também

determina propriedades moleculares como a cor (SKOOG et al, 2005).

A figura 6 mostra as transi¢des eletronicas mais observadas na regido UV-vis e
os niveis de energia dos orbitais: ligantes o, correspondentes as ligagdes o; ligantes
1, correspondentes as ligagdes 11; orbital ndo ligante “n”, ocupados por elétrons
isolados; e os orbitais antiligantes (ou desocupados) T e o’. Os cromoéforos sdo
grupos funcionais com absor¢des 6ticas caracteristicas, na qual ocorre uma ou mais

dessas transi¢des. Alcanos, por exemplo, s6 possuem transi¢coes eletrbnicas do tipo



0 — 0, que absorvem energia ultravioleta. Transigdes ¢ — T € n — T ocorrem em
compostos carbonilicos, as transigdes ™ — T ocorrem em alcenos, compostos
carbonilicos, alcinos, azo compostos e outros, as transicbes n — @ ocorrem em
compostos de oxigénio, nitrogénio, enxofre e halogénio (PAVIA et al, 2016; ATKINS,
2017).
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Figura 6. Niveis de energia eletrdnica e transi¢des. Fonte: PAVIA et al, 2016.

3.5 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € uma area da quimica que utiliza ferramentas matematicas e
estatisticas para planejamento de experimentos e extracdo do maximo de informacéao
quimica pela analise de dados. Um dos papéis da quimiometria € o de “planejar ou
selecionar procedimentos 6timos para a realizagao de medidas experimentais” (SATO
et al, 2013). Uma das formas de fazer isso é utilizando planejamentos fatoriais, onde
se estuda como fatores, por exemplo, o solvente utilizado em determinada reacao e
seus diferentes niveis (solvente A e B) afetam determinado experimento. Com esse
tipo de abordagem, é possivel conduzir experimentos de forma a se obter melhores
respostas baseadas em seu interesse. No caso de reagdes colorimétricas, por
exemplo, € possivel encontrar a concentracdo de reagente que potencializa o sinal da
analise UV-vis do produto (NETO et al, 2010).



A quimiometria é também uma disciplina voltada a analises quimicas de
natureza multivariada (FERREIRA et al, 1999). Em muitos casos, as variaveis se
correlacionam e quanto mais se aumenta o numero de variaveis, mais dificil € a
analise por métodos univariados convencionais. Na espectroscopia UV-vis, por
exemplo, cada comprimento de onda de um espectro € uma variavel, de modo que

um espectro medido com resolugdo de 1 nm entre 180 e 780 nm teria 601 variaveis.

Métodos quimiométricos ja foram utilizados, por exemplo, para discriminagao
de espécies de madeira, de drogas, analise de qualidade de alimentos, entre outros
(MAGALHAES et al, 2019; SOARES et al, 2017; MELO et al, 2021).

Uma das ferramentas quimiométricas que pode ser utilizada para a analise
exploratdria inicial de dados é a analise de componentes principais (PCA) que consiste
na criagdo de um novo sistema de eixos (variaveis) a partir de uma matriz de dados
com muitas variaveis. Esse novo sistema de eixos permite verificar a variagao entre
os dados em poucas dimensdes. Isso faz com que o volume dos dados seja reduzido,
removendo redundancias e mantendo grande parte da informagéo. Os eixos criados
sao chamados de componentes principais. De acordo com Varella, na PCA “procura-
se redistribuir a variagdo observada nos eixos originais de forma a se obter um
conjunto de eixos ortogonais nao correlacionados”, fazendo com que as amostras
sejam agrupadas de acordo com sua variancia. Na figura 7, ha um exemplo da criagcéo
de dois novos eixos (PC1 e PC2) a partir de dados que anteriormente se dispersavam

em eixos de trés variaveis diferentes.
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Figura 7. Representacao de uma PCA. Cada amostra, representada por esferas, € uma
amostra com valores diferentes nas trés variaveis. Elas se redistribuem em novos eixos de acordo
com suas variabilidades. Fonte: TEOFILO, 2013.

A criagao do novo sistema de eixos é feita por meio da decomposigdo da matriz
de dados no produto de duas novas matrizes, uma de escores T e uma de pesos P
mais uma matriz E, contendo os residuos de decomposi¢do. A matriz de escores
mostra as coordenadas de cada amostra no novo sistema de eixos, ou seja, nas
componentes principais (PC), enquanto a matriz de pesos mostra como cada variavel
contribui para a formagao desses novos eixos. A figura 8 mostra a equagéo basica
para PCA no formato polinomial, onde cada termo tipi" se relaciona com a componente

principal “i”. A mesma figura ainda mostra a equacao no formato matricial e também
um esquema da representacdo das matrizes de dados, escores, pesos e de erros.
Cada componente principal explica uma quantidade de variancia dos dados, sendo a
primeira (PC1) a que explica a maior porcentagem de variancia. Dessa forma,
amostras que possuem correlacdes em suas variaveis sao agrupadas, e isso pode ser

visto no gréafico dos escores (TEOFILO, 2013).



X=t;pl +t,pl+...+t,p, + E

X =TP'+E

Figura 8. Esquema da decomposi¢ao da matriz de dados em componentes principais. Fonte:
Adaptado de TEOFILO, 2013.

Dado um conjunto de amostras que sao possivelmente correlacionadas, ha
algumas abordagens para verificar se elas realmente se agrupam. O T2 de Hotelling,
uma dessas abordagens, é o quadrado da distancia de Mahalanobis (uma distancia
eliptica) de uma amostra até o centro de dispersédo dos escores da PCA. Caso uma
amostra tenha uma distancia que ultrapasse um certo limite de confianca, chamado
limite de T2, ela ndo faz parte daquele grupo, considerando o grau de confianga
estabelecido a priori. O limite de confianga Q funciona de forma semelhante, sendo
este relacionado a somatoria dos quadrados dos residuos de decomposicdo da PCA.
Sendo assim, caso o residuo Q de uma amostra seja muito alto, ela ndo € bem
modelada pela PCA e provavelmente tem alguma caracteristica distinta do grupo de

amostras utilizado no calculo das PCs.

A discriminacdo de amostras pode ser realizada através de uma carta de
controle. Para isso, um modelo é criado utilizando um grupo de amostras conhecidas
que tém alguma caracteristica especifica em comum, essas amostras sdo chamadas
amostras de treinamento. Para a criagdo da carta de controle podem sem empregadas
diversas caracteristicas, inclusive os valores dos escores das PCs de uma PCA. Os
escores obtidos da primeira componente principal, pode ser utilizado para criar um
limite, utilizando a férmula de intervalo de confianga. Caso uma amostra tenha o

escore acima desse valor limite, considera-se que ela néo faz parte do grupo. O



modelo criado € validado por meio das amostras de validagdo, que sdo também
conhecidas. Para a validagdo sao utilizadas tanto as amostras do grupo que se
pretende discriminar quanto amostras de outros grupos. Através de figuras de mérito,

verifica-se a credibilidade do modelo.

Um dos algoritmos mais utilizados para a decomposi¢cdo de matrizes em PCA
€ a decomposicao por valores singulares (SVD). Uma matriz X de dados, onde as i
linhas representam as amostras, e as j colunas representam as variaveis, pode ser

representada pelo produto de outras trés matrizes:
X =USVT

A equacéao matricial é bastante semelhante com a que se busca na PCA, sendo
por isso, bastante utilizada. O produto das matrizes US gera a matriz T de escores,
onde o numero de linhas € igual ao numero de amostras. Na matriz V tém-se os pesos
(P), e o numero de linhas é igual ao numero de variaveis. Portanto, os escores tem

relagdo com as amostras e 0s pesos com as variaveis.

Antes de submeter uma matriz de dados a uma PCA, é comum realizar um pré-
processamento nos dados. Em alguns casos, as variaveis podem apresentar uma
faixa de variagao muito grande ou nao possuir uma distribuicdo adequada. Um tipo de
pré-processamento comum utilizado nesses casos € o Mean Centering (Centrar na
média). Consiste em calcular a média da coluna e subtrai-la de cada elemento dela,

fazendo isso para todas as colunas.

Sendo xj o (ij)-ésimo elemento da matriz X, entdo os dados s&o centrados da

seguinte forma:

x%j = Xij - X;j

Onde x% € o (ij)-ésimo elemento da nova matriz X, xj € a média aritmética dos

elementos da j-ésima coluna, i € o nimero de elementos na coluna (TEOFILO, 2013).



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Toda a parte experimental da pesquisa foi realizada no Laboratério de Quimica
e Fisica Forense da Policia Civil do Distrito Federal (LQFF/PCDF). Todos os materiais
foram cedidos pelo LQFF/PCDF, com excegdo de alguns vegetais que foram
comprados em mercados/feiras. Todos os equipamentos necessarios para a obtencao
dos dados também foram cedidos pelo LQFF/PCDF.

Para as analises, foram selecionadas 359 amostras de maconha, dentre as
quais 322 eram da forma prensada, 20 eram planta verde, e 17 eram haxixe. Foram
também selecionadas 138 amostras de vegetais e materiais diversos, cujas espécies
foram listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Vegetais, produtos vegetais e outros materiais utilizados para desafiar o teste colorimétrico

baseado na complexacao do sal Fast Blue B com fitocanabinoides.

n°da n°da n°da

Vegetais e materiais diversos Vegetais e materiais diversos Vegetais e materiais diversos
amostra amostra amostra

1 Ché de boldo 47 Tomilho 93 Lobélia

2 Cha de camomila 48 Cigarro Dunhill 94 Chacrona

3 Calendula 49 Giseng 95 Cominho

4 Cha preto 50 Cavalinha 96 Erva doce

5 Cha verde 51 Cha misto flores e frutas 97 Folhas de mamona

6 Chapéu de couro 52 Cigarro Winston 98 Pata de vaca

7 Embauba 53 Cigarro Calton Blend Dunhill 99 Orégano

8 Capim Cideira 54 Cigarro Black Djarum 100 Chacrona

9 Capim Cideira 55} Cigarro Hollywood 101 Alecrim desidratado

10 Erva doce 56 Eucalipto 102 Arnica Nacional

11 Coentro moido 57 Erva cidreira 103 Noz moscada em grdo

12 Salvia 58 Guarand 104 Erva de Santa Maria

13 Jaborandi 59 Cigarro Dunhill 105 Jaborandi

14 Alecrim 60 Cigarro Djarum 106 Ervacidreira

15 Ché mate 61 Cavalinha 107 Hamamélis

16 Passeflora 62 Folhas de caju 108 Centelha asiatica

17 Sene 63 Hipérico 109 Sene

18 Louro em p6 64 Cha verde 110 Carobinha

19 Pata de vaca 65 Chaverde chinés 111 Maracuja

20 Cha de carqueja 66 Cha verde 112 Beladona

21 Manjericdo 67 Pure Ceylon tea 113 Folha de mandioca

22 Picdo 68 Darjeeling tea 114 Capim limdo

23 Orégano 69 Noz de colaem pd 115 Camomila

24 Carqueja amarga 70 Noz moscada em pd 116 Espirradeira

25 Erva mate 71 Pucus visculosos 117 Jaborandi

26 Hibisco 72 Cha verde 118 Menta

27 Fumo desfiado (Marata 73 Camomila 119 Cha misto detox

28 Catuaba 74 Confrei 120 Orégano

29 Fumo (narguilé) 75 Arnica nacional 121 Tomilho

30 Chdsilvestre flores e frutas 76 Capim limdo 122 Salsa desidratado

31 Cha maga com canela 77 Camomila 123 Apreensdo contendo folhas de planta
32 Cha misto de morango 78 Trombeteira 124 Pimenta calabresa

33 Chéverde, horteld e limdo 79 Guaco 125 Chéa preto

34 Cha mate + groselha negra 80 Menta 126 Henna Indiana

35 Chéromd e cranberry 81 Erva doce 127 Macis

36 Cha sabor frutos silvestres 82 Ginseng Brasileiro 128 Noz moscada

37 Ché preto +frutas vermelhas 83 Boldo do chile 129 Noz moscada

38 Manjericdo 84 Louro turco 130 Noz moscada

39 Cha de carqueja 85 Louro em pé 131 Noz moscada
40 Coentro grao 86 Pure peppermint 132 Noz moscada
41 Horteld 87 Embauba 133 Apreensdo contendo fumo e marata
42 Noz moscada em p6 88 Mate ledo 134 Apreensdo contendo nicotina e trevo
43 Cigarro Malboro 89 Capim limdo 135 Apreensdo contendo resina de cafeina e interferentes
44 Cavalinha 90 Camomila 136 Henna Indiana replicata
45 Salsa 91 Embauba 137 Henna Indiana replicata
46 Cominho 92 Moejo 138 Apreensdo semelhante a haxixe




4.2 PREPARAGAO DO MATERIAL

Um estudo prévio foi feito para verificar as quantidades de vegetal (maconha
ou outro material) e de sal Fast Blue B que trariam as respostas mais especificas para
o complexo FBB-fitocanabinoides. Este estudo envolveu um planejamento fatorial
onde os fatores selecionados foram as massas de sal, de vegetal e o modo de
agitagao (manual ou centrifuga). O solvente organico utilizado foi o cloroférmio, por
ser um dos solventes tradicionalmente utilizados no método colorimétrico com FBBS
e aquele ja em uso na rotina do LQFF/PCDF. Verificou-se que o ponto étimo para o
experimento era com massa de sal igual a 18 mg e a massa de vegetal igual a 27,5

mg. Verificou-se também que o modo de agitagdo era um fator inerte.

Utilizando uma balanga analitica, cada amostra foi preparada pesando-se 27,5
mg de vegetal em um microtubo plastico com capacidade para 2 mL. No mesmo
microtubo, era adicionado18 mg da mistura de sal Fast Blue B da marca Sigma-Aldrich
com sultafo de sddio anidro, na proporgao 1:100, em que a mistura € homogeneizada
por maceragao manual ou em moinho de bolas. Em seguida, era adicionado 1 mL do
solvente para extracdo cloroférmio com teor de 99,8 % da marca Exodo Cientifica, e
1 mL de solucao de hidréxido de sodio 0,5 M, previamente preparada, para basificar
o meio. O microtubo era entdo agitado, utilizando uma centrifuga, ou manualmente.
Para as amostras de maconha de planta verde, antes da realizagdo da pesagem o
vegetal era aquecido em uma estufa a cerca de 80°C, com o objetivo de desidrata-la,
maximizando a extragdo de compostos apolares, como os fitocanabinoides, por

cloroférmio.

Nessa etapa o resultado do teste colorimétrico ja é visivel na fase organica,
porém para a analise espectroscépica, foi necessaria diluicao 1:20 para que os sinais
de absorbancia ndo saturassem o detector. Portanto, 100 uL da fase organica era

transferido para outro microtubo contendo 1,9 mL de cloroférmio.

4.3 AQUISIGAO DOS ESPECTROS UV-vis

O equipamento utilizado para aquisicao dos espectros de UV-vis foi o Cary 60
UV-Vis Spectrophotometer, cedido pela Agilent Technologies do Brasil, controlado pelo
software Cary WinUV. O equipamento obtém o espectro na faixa de 200 nm até 1100

nm. Cada amostra era colocada dentro de uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho



optico, que em seguida, era inserida no equipamento para a obtengcdo do espectro.
Os espectros eram convertidos para extensdo compativel com a planilha eletrénica

Excel, da Microsoft Corporation para processamento.
4.4 PROCESSAMENTO DOS ESPECTROS

Os espectros obtidos foram submetidos a Analise dos Componentes Principais
(PCA, do inglés Principal Component Analysis) com o pré-processamento mean
center. Os programas utilizados foram o Matlab R2019b e PLS-Toolbox (vers&o 8.8.1,

Eigenvector Inc.).

Foram realizadas duas abordagens de PCA, uma de carater classificatorio, e

outra de carater discriminatério.

A primeira abordagem foi feita para observar se ha relacbes ou separagdes
entre as amostras de prensado, de haxixe, de planta verde, e as dos outros e vegetais
e materiais. Portanto, cada espectro foi inicialmente identificado por uma dessas 4
classes. O objetivo é verificar se apos a PCA as amostras de uma mesma classe irédo
se agrupar no espago das componentes principais. Todos Os o0s espectros gerados

de todas as amostras foram utilizados nesta etapa.

A segunda abordagem teve como objetivo criar um modelo onde se possa
definir pelo espectro de UV-vis se uma amostra € ou ndo de maconha. Para isso, foi
realizado uma PCA em um primeiro grupo de amostras, selecionadas pelo algoritmo
Onion (disponivel no PLS-Toolbox), apenas de maconha. Esta etapa € chamada de
treinamento. Os limites de T2 e de Q, gerados por esse modelo inicial, sdo utilizados
para verificar a existéncia de amostras anémalas neste grupo. Caso haja amostras
anbmalas, estas sao excluidas e um novo modelo é criado com as amostras restantes.
Os novos limites de T2 e de Q sdo entdo utilizados para discriminar as amostras
restantes, de maconha, de outros vegetais e materiais, pertencentes a etapa de
validac&o. Foi também criado uma carta de controle utilizando o limite dos escores
das amostras de treinamento, considerando que estes seguem uma distribuicao
Normal. Dado o modelo criado, o resultado da amostra € positivo quando ela for
discriminada pelo método como maconha e o resultado da amostra é negativo quando
ela for discriminada pelo método como outros vegetais e materiais. A analise final, foi
feita através de uma tabela com figuras de mérito, com as taxas de falso positivo, falso

negativo e eficiéncia para cada etapa.



A taxa de falso positivo (TFP) é o percentual de amostras de resultado falso
positivo (FP) sobre o total de amostras de materiais e outros vegetais. E calculada da

seguinte forma:

TFP = 100

VN +FP

Onde: FP (falso positivo) € o numero de amostras de materiais e outros vegetais
que foram discriminadas como maconha pelo método; VN (verdadeiro negativo) € o
numero das amostras de materiais e outros vegetais que foram discriminadas

corretamente.

A taxa de falso negativo (TFN) é o percentual de amostras de resultado falso

negativo (FN) sobre o total de amostras de maconha. E calculada da seguinte forma:

TFN = 100

VP +FN

Onde: FN (falso negativo) € o numero de amostras de maconha que foram
discriminadas como materiais e outros vegetais pelo método; VP (verdadeiro positivo)

€ 0 numero de amostras de maconha que foram discriminadas corretamente.

A eficiéncia do modelo pode ser observada pela sua taxa de eficiéncia (TEF),

que é calculada a partir das outras duas taxas da seguinte forma:

TEF = 100 — (TFN + TFP)



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COLORIMETRIA

ApOs realizar os ensaios dos testes colorimétricos com os vegetais, ja era
possivel diferenciar maconha de outros materiais e vegetais a olho nu, como se pode
ver na Figura 9. A maioria das amostras de maconha adquiriam uma coloragéo
vermelha-purpura, algumas mais intensas e outras menos. Do grupo materiais e
outros vegetais, a hoz moscada € aquela cujo resultado mais se assemelha ao de
maconha, com uma coloracdo vermelha forte. Ainda assim €& possivel notar
visualmente diferenga na intensidade da cor. A maior parte dos outros vegetais
adquiriram pouca ou nenhuma cor, como mostra o resultado do coentro em graos na

parte (B) da figura.
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Figura 9. Foto de um microtubo com o resultado da reagao para uma amostra (A) de maconha.

(B) de coentro em gréos. (C) de noz moscada em po.

5.2 MODELO PCA DE CARATER CLASSIFICATORIO

A figura 10 mostra os espectros UV-vis de todas as amostras, codificados por
cor de acordo com sua classe (maconha prensada: vermelho, haxixe: azul escuro,
planta verde: verde, materiais e outros vegetais: azul claro). A regiao do espectro que
entre 200 e 350 nm, que representa parte da faixa UV, apresenta sinal saturado para
muitas das amostras,. Para a diluicdo utilizada e considerando o objetivo do trabalho,
aumentar a especificidade do resultado da reagao colorimétrica, essa regido foi
excluida das analises. Percebe-se também que os niveis de absorbancia das
amostras permanecem bem préximos da linha de base ao longo da regido entre 710



e 1100 nm, detendo pouca informacéo, levando também a exclusdo dessa regidao das
analises. Além disso, a regiao com maior potencial discriminativo, entre 350 e 710 mn
(destacada pelo retangulo na Fig. 10), esta em torno da mesma regido do visivel no
espectro eletromagnético, o que faz ainda mais sentido utiliza-1a ja que o resultado do
teste colorimétrico em questao pode ser observado de forma visual.Logo, esta foi a

regiao utilizada para as analises.
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Figura 10. Espectros brutos das amostras das quatro classes. (azul claro) materiais e outros
vegetais, (verde) amostras de maconha em forma de planta verde, (azul escuro) haxixe e (vermelho)

maconha prensada.

A figura 11 mostra os espectros na regido selecionada para as analises.
Visualmente, é perceptivel que na regido de aproximadamente 515 nm existe uma
banda de absor¢do marcante nas amostras de maconha, que n&o aparece nas
amostras de materiais e outros vegetais. Aparentemente essa banda segue um
padrao de intensidade, sendo mais forte nas amostras de prensado, e mais fracas nas
de planta verde, o que indica existir na faixa de comprimentos de onda proximo de

510 nm potencial para desenvolvimento de método quantitativo. Considerando a



diferenga de intensidade do espectro UV-Vis dos diferentes grupos de amostra para
essa banda, pode-se inferir que ela deve representar o sinal do produto da reagéo do
THC e demais fitocanabinoides com o sal Fast Blue B. E possivel que o sinal da banda
seja mais fraco nas amostras de planta verde devido ou a maior quantidade de agua
presente nessas amostras, presente mesmo apos a secagem na estufa, ou a menor
concentragcdo de fitocanabinoides. Nota-se também a presenga de outras bandas
menores proximas aos 415 nm e 670 nm, que estdo mais evidentes nas amostras de
haxixe. Estas bandas podem ter relacdo com uma maior concentracido de

fitocanabinoides, diversos do THC, presentes na maconha.
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Figura 11. Espectros das amostras das quatro classes na regido selecionada de 350 a 700 nm.
(azul claro) materiais e outros vegetais, (verde) amostras de maconha em forma de planta verde, (azul

escuro) haxixe e (vermelho) maconha prensada.

Com os espectros na regiao selecionada, foi realizado uma PCA, na qual cada
comprimento de onda é uma variavel. Os espectros foram pré-processados para
centrar os valores de cada variavel na na média do conjunto de dados. A tabela 2

mostra as variancias individuais e acumuladas das trés primeiras componentes



principais. Com trés PCs, é possivel descrever 99,89% da variancia dos dados, e por
esse motivo decidiu-se limitar o modelo a trés PCs. A PC2 e PC3 explicam juntas
apenas 1,3% da variancia, porém pode haver alguma informac&o importante com a
analise delas. Apenas 0,11% da variancia dos dados ndo é explicada por essa PCA,

0 que provavelmente corresponde ao ruido presente nos espectros.

Tabela 2. Variancia explicada por cada uma das trés componentes principais e variancia

acumulada.

Numero da componente principal Variancia da PC (%) Variancia acumulada (%)
1 98,59 98,59
2 1,06 99,65
3 0,24 99,89

Ao analisar o grafico de escores da PC1 na figura 12 é possivel perceber o
agrupamento de todas as amostras de materiais e outros vegetais, onde o escore
delas apresenta valores por volta de -9, com pouca dispersdo. Esse resultado
demonstra que tanto o método utilizando espectroscopia de UV-Vis quanto o
tratamento dos dados por PCA sao eficazes na discriminagao dos grupos de amostras
no espectro UV-vis. Visualmente, apenas 8 amostras de maconha seriam confundidas
como materiais e outros vegetais, sendo que 4 sdo de prensado e 4, de planta verde.
Estas seriam consideradas como falso negativo. O grafico também mostra que ha uma
grande dispersao dos escores de maconha, principalmente as de haxixe e prensado,
com escores que vao de cerca de -9 até quase 15. As amostras de planta verde
parecem seguir um comportamento levemente diferente das demais, se concentrando

em uma regiao de -5 e com apenas uma amostra acima do 0.

O grafico de pesos da PC1, apresentado na figura 13, pode explicar esses
resultados. Nele é mostrado quais comprimentos de onda possuem maior relevancia
na construgdo da primeira componente principal. A banda na regido de 515 nm esta
proxima do valor maximo de pesos da PC1, o que permite inferir que essa PC esta
diretamente relacionada com a banda do complexo dos fitocanabinoides com o FBBS,
caracteristica que diferencia maconha dos materiais e outros vegetais. As amostras
de maconha possuem essa banda de forma mais intensa, enquanto as de materiais e
outros vegetais ndo a apresentam. E bem provavel que a intensidade essa banda
esteja relacionada a quantidade de THC e outros fitocanabinoides presentes no



vegetal. E perceptivel também um “ombro” na regido de 415 nm e uma pequena banda

na regiao de 670 nm que também influenciam na PC1.
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Figura 12. Grafico de escores da primeira componente principal da PCA de carater
classificatério. (azul claro) materiais e outros vegetais, (verde) amostras de maconha em forma de

planta verde, (azul escuro) haxixe e (vermelho) maconha prensada.
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Figura 13. Grafico de pesos da primeira componente principal da PCA de carater classificatério.



Quando se juntam as trés componentes principais em um grafico, como mostra
a figura 14, a distingao entre alguns grupos pode ser percebida, mesmo que de forma
parcial no caso das formas de apresentagdo de maconha. A imagem mostra que ha
uma grande diferenga entre amostras de maconha e de materiais e outros vegetais, e
que ha algumas diferencas sutis entre as amostras de maconha de diferentes formas
de apresentacdo. A classe dos materiais e outros vegetais se agrupam na parte
esquerda, tendo pouca dispersdo. Ha também um leve agrupamento entre as
amostras de planta verde, que também ficam proximas as de materiais e outros
vegetais. As amostras de haxixe ndo sdo tdo bem agrupadas, porém na parte superior
ha uma maior presenga destas. As amostras de prensado se agrupam bem no centro

da imagem, porém com uma grande dispersao.
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Figura 14. Grafico de escores das trés primeiras componentes principais da PCA de carater
classificatério. (azul claro) materiais e outros vegetais, (verde) amostras de maconha em forma de

planta verde, (azul escuro) haxixe e (vermelho) maconha prensada.



As componentes principais 2 e 3 podem ser explicadas pelos seus graficos de
pesos, mostrados nas figuras 15 e 16. Nota-se que na PC2 ha uma grande influéncia
das bandas em 415 nm e 670 nm, e a banda maior vista anteriormente na PC1 n&o é
importante. Na PC3 a banda de 670 nm também é relevante, somada a uma outra na
regiao de 570 nm. Como mencionado anteriormente, os sutis agrupamentos entre as
diferentes formas de apresentagdes de maconha s6 foram observados através das
PC2 e PC3, o que sugere que estas componentes principais expliquem essas
diferengas. Portanto, sugere-se que essas bandas explicam as diferentes
concentracgdes de fitocanabinoides, ja que o preparo de haxixe e de prensado, a partir

da planta verde, é diferente.
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Figura 15. Grafico de pesos da segunda componente principal da PCA de -carater

classificatorio.
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Figura 16. Grafico de pesos da terceira componente principal da PCA de carater classificatorio.

5.3 MobDELO PCA DE CARATER DISCRIMINATORIO

Para uma analise discriminatoria, 237 espectros de amostras de maconha
foram selecionados para um modelo de PCA. As amostras incluiram prensado, haxixe
e planta verde. O modelo foi inicialmente configurado com duas componentes
principais, com o objetivo de verificar possiveis amostras anémalas. Afigura 17 mostra
o grafico dos escores nas duas componentes principais, que explicam juntas 99,15%
da variancia dos dados. Nota-se que ha 4 amostras distantes do centro do modelo,
que potencialmente podem interferir na andlise final. Foi criado entdo o grafico de T?
de Hotelling x residuos Q, mostrado na figura 18, onde os limites de ambos os
parametros tém 99% de confianga e estdo representados pela linha tracejada.
Amostras que ultrapassaram qualquer um desses limites foram consideradas
anbmalas e foram excluidas do modelo. Foram entdo excluidas 5 amostras, sendo

uma de prensado, trés de haxixe e uma de planta verde.
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Figura 17. Grafico de escores das duas primeiras componentes principais da PCA de carater
discriminatorio, sem exclusao de amostras. (verde) amostras de maconha em forma de planta verde,

(azul escuro) haxixe e (vermelho) maconha prensada.
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Figura 18. Grafico de T2 de Hotelling x residuos Q da PCA de carater discriminatério considerando as
duas primeiras componentes principais. (verde) amostras de maconha em forma de planta verde, (azul

escuro) haxixe e (vermelho) maconha prensada.



Um novo modelo de PCA foi feito com as 232 amostras restantes. O novo
modelo, mostrado na figura 19, possui apenas uma amostra distante do centro, mas
como essa amostra excedia o limite de confiangca apenas de forma marginal, decidiu-
se nao excluir essa amostra, entdo manteve-se esse modelo para o restante das
analises. A primeira PC do modelo explica 97,89 % da variancia dos dados, enquanto
a segunda PC explica 1,55%. Devido a essa diferenga nos valores, decidiu-se manter
apenas a primeira componente do modelo. Afigura 20 mostra o grafico de pesos dessa
primeira PC, ilustrando novamente a importancia da banda na regidao de 515 nm,

dessa vez para discriminagao entre maconha e materiais e outros vegetais.
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Figura 19. Grafico de escores das duas primeiras componentes principais da PCA de carater
discriminatério, com a exclusdo de amostras anémalas. (verde) amostras de maconha em forma de

planta verde, (azul escuro) haxixe e (vermelho) maconha prensada.
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Figura 20. Grafico de pesos da primeira componente principal da PCA de carater

discriminatorio, apds a exclusao de amostras anémalas.

Os limites de T2 de hotelling e de residuos Q desse modelo de uma componente
criado foi utilizado para a discriminacdo de maconha. Além desses dois limites, um
limite de escores também foi criado considerando que estes seguem uma distribuigao
Normal, numa abordagem de carta de controle, utilizando a equacgao de intervalo de

confianga com 95 % de confianga.

Na etapa de validagao, as outras 122 amostras de maconha e as 139 amostras
de materiais e outros vegetais foram analisadas utilizando o modelo. Gerou-se entéo
os valores de escores, T? de Hotelling e de residuos Q para essas novas amostras no
modelo. Esses valores foram utilizados para analisar se a amostra € ou nao maconha,
onde se o valor for abaixo dos limites o resultado é positivo para maconha, e acima
dos limites & negativo. O grafico da figura 21 mostra os valores de T2 de Hotelling e
de residuos Q de todas as amostras, e também os limites, representados pelas linhas
tracejadas. Nota-se que o parametro residuos Q nao é eficiente para discriminar

maconha de materiais e outros vegetais, ja que a maioria das amostras de maconha



e de materiais e outros vegetais estdo abaixo do limite de residuos Q. Uma possivel
explicagcédo para esse resultado € que boa parte das amostras de materiais e outros
vegetais apresentam um sinal pouco intenso, o que faz com que os residuos também
sejam baixos. Ja o parametro T2 de Hotelling parece ser mais eficiente, pois os valores
de todos os materiais e outros vegetais estao acima do limite, enquanto a maioria dos

valores de maconha estao abaixo.
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Figura 21. Aplicacdo dos parametros de Hotelling T2 e residuos Q as amostras de maconha e

materiais e outros vegetais.

O grafico da figura 22 mostra os valores de escores para todas as amostras, e
também o limite de 95% de confianga, representado pela linha tracejada. Além disso,
as amostras sem preenchimento, do lado esquerdo, sdo as do grupo de treinamento,
e as com preenchimento sao as de validagdo. Assim como na analise do parametro

T2 de Hotelling, todos os escores de materiais e outros vegetais est&o abaixo do limite



de 95% de confianga, além de uma minoria de maconha também abaixo deste limite,

indicando uma boa eficiéncia.
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Figura 22. Carta de controle de escores de PC1, utilizando o limite de confianca de 95 %.
(Vermelho) maconha prensado, (verde) planta verde, (Azul escuro) haxixe, (Azul claro) materiais e

outros vegetais e (linha tracejada) limite de confianga.

Os resultados do método para a discriminagcdo de maconha foram colocados
na tabela 3. Calculou-se a taxa de falso negativo (TFN) para as amostras de
treinamento e de validagdo e as taxas de falso positivo (TFP) e de eficiéncia (TEF)
para as amostras de validagao, ja que no treinamento ndo havia nenhuma amostra de
materiais e outros vegetais. Essas taxas foram calculadas para cada parametro, além
de um parametro global (uso dos trés parametros), que € quando o resultado era falso
para pelo menos um dos outros trés parametros. Pode-se notar um excelente

resultado de TFP para a carta de escores e T? de Hotelling, onde ambos nao



apresentaram nenhum falso positivo. Isso significa que caso o modelo fosse colocado
em pratica usando esses parametros, nenhuma amostra que nao contenha maconha
seria classificada como tal. O mesmo nao ocorre para o parametro residuos Q, onde
apenas uma amostra de materiais e outros vegetais ndo foi classificada como
maconha. Em relagdo a TFN, os melhores parametros também foram a carta de
controle de escores e o T2 de Hotelling. No grupo de validag&o, apenas 4 amostras de
maconha foram classificadas como materiais e outros vegetais, gerando uma TFN de
3,3%. No grupo de treinamento os valores de TFN foram proximos, com o T2 de
Hotelling se sobressaindo levemente. Os valores de escores e de T? de Hotelling tém
semelhancga, devido a ambos tratarem-se de distancias, e talvez por isso tenham
resultados proximos e bons. Quando se analisou o parametro global, as taxas de falso
negativo e de falso positivo foram mais elevadas, isso porque muitas amostras tinham
resultado falso em apenas um dos trés parametros. Conclui-se, portanto, que o melhor
método elaborado para discriminar maconha de materiais e outros vegetais foi a

utilizacao da carta de controle de escores com intervalo de confianga de 95%.

Tabela 3. Figuras de mérito para as amostras de treinamento e validagao.

Treinamento Validagao
Figuras de mérito VP FN TFN (%) VP FN VN FP TFN (%) TFP (%) TEF (%)
Escores 218 14 6,0 118 4 138 O 3,3 0 96,7
T2 de Hotelling 219 13 5,6 113 9 138 O 7,4 0 92,6
Residuos Q 216 16 6,9 104 18 1 137 14,75 99,3 0

Global 197 35 151 97 25 1 137 20 99,3 0




6 CONCLUSAO

Os espectros VIS na regido entre 350 e 710 nm obtidos das reagdes
colorimétricas com o sal FBB feitas com 359 amostras de maconha e 138 de materiais
e outros vegetais demostrou significativo potencial discriminatério, corroborando a
observacao visual do teste colorimétrico que sugere que o desenvolvimento de cor na
fase orgénica esta associado ao produto de reacédo do sal de Fast Blue B com os
fitocanabinoides da maconha. Mesmo no caso da noz moscada, em que a fase
organica da solugdo gerou uma solugdo vermelha, a diferenga no tom de cor foi

perceptivel.

O modelo de PCA de carater classificatorio foi bastante util para verificar
agrupamentos presentes nos dados de espectroscopia UV-vis das solu¢des. Apenas
ao visualizar os espectros é notavel a diferenga de maconha para os materiais e outros
vegetais na regiao da banda de 520 nm. A PCA realizada nesta etapa permitiu a
apresentacao objetiva dessas diferengas. Houve um bom agrupamento de amostras
de materiais e outros vegetais, visualizado na primeira componente principal, que
explicou 98,59% da variancia do modelo. Ao verificar o grafico das trés primeiras
componentes principais, também notou-se agrupamentos entre as diferentes formas
de apresentacdo de maconha: na sua forma prensada, em forma de planta verde e
haxixe. Estes agrupamentos podem estar relacionados as proporgdes dos diferentes

fitocanabinoides presentes em cada um dos grupos de maconha.

Por fim, com o modelo de PCA de carater eliminatério, foi possivel discriminar
maconha de materiais e outros vegetais com uma certa eficiéncia. O parametro com
resultado mais desfavoravel foi o de Q residuos, que pdde discriminar apenas uma
amostra de materiais e outros vegetais. Este ultimo parametro influenciou
negativamente o resultado do parametro global, ja que no global para a amostra ser
considerada como verdadeiro negativo (ou positivo) ela deveria ser verdadeiro

negativo (ou positivo) nos outros trés parametros.

Como os parametros de T2 de Hotelling e de escores tém relagédo direta com
distdncia no modelo de PCA, os dois obtiveram 6&timos resultados. Ambos
conseguiram discriminar materiais e outros vegetais de maconha, ndo havendo
nenhum falso positivo. E ao discriminar maconha de materiais e outros vegetais de

fato, somando as 354 amostras de maconha, 232 de treinamento e 122 de validacgao,



no parametro de escores houve apenas 18 falsos negativos e no de T2 de Hotelling

apenas 22.

O presente trabalho foi capaz de demonstrar que a triagem de vegetais no
LQFF/PCDF pode ser aprimorada associando o método colorimétrico pelo sal FBB
com a espectroscopia UV-vis e analise de componentes principais, além de abrir
possibilidade para discriminagdo de amostras de maconha com diferentes

apresentacoes e diferentes concentracdes de fitocanabinoides.
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