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Resumo

Neste trabalho, um método de referéncia externa de RMNg-'H foi desenvolvido e validado
para determinacdo de alcaloides (benzoilmetilecgonina, benzoilecgonina, cis-cinamoilcocaina e
trans-cinamoilcocaina) presentes em amostras de cocaina nas formas de base livre e de cloridrato de
cocaina. O método foi aplicado a um conjunto de 26 amostras apreendidas pela Policia Federal,
permitindo a determinag@o destes alcaloides com um tempo de andlise de aproximadamente 15
minutos. Os teores de cocaina ¢ de cinamoilcocainas nas amostras variaram de aproximadamente
63% a 94% (m/m) e de 0,33% a 5,82% (m/m), respectivamente. O método permitiu a determinacdo
destes alcaloides com excelente exatiddo (erro relativo < 5% comparado ao material de referéncia
certificado) e precisdo (CV < 3%). Algumas figuras de mérito sdo apresentadas: exatiddo,
recuperagdo, repetitividade, precisdo intermediaria, estabilidade, robustez, incerteza ¢ limites de
detec¢do e quantificagdo. O grau de oxidacdo das amostras também foi determinado. Os resultados
mostraram uma excelente correlacdo quando comparados ao método de referéncia (CG-DIC) e o
método pode ser facilmente adaptado para aplicag@o a outros analitos. Posteriormente, o potencial da
técnica de RMN de 'H aliada a ferramentas de andlise multivariada para a analise exploratoria das
amostras de cocaina apreendidas foi avaliado. Analisaram-se 77 amostras de cloridrato de cocaina
apreendidas pela Policia Federal. Os espectros de 'H das amostras foram processados e submetidos a
Andlise de Componentes Principais € a Analise Hierarquica de Agrupamentos, numa tentativa de
estabelecer correlacdes entre conjuntos de amostras. O método apontou algumas possiveis
correlagdes entre amostras, no entanto, a confirmagdo destas correlagdes por outras técnicas seria
necessaria para uma conclusdo definitiva. Alguns dos sinais que apresentaram 0s maiores pesos
foram identificados, dentre eles sinais relativos as moléculas de cis e trans-cinamoilcocaina,
bezoilecgonina e acetato de etila. No entanto, uma investigacdo mais aprofundada tanto acerca de
quais sinais podem ser relevantes para classificacdo, bem como suas identidades, sdo necessarios

para aprimoramento do método.

Palavras-chave: RMN, RMNq, PULCON, cocaina, benzoilmetilecgonina, cinamoilcocaina
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Abstract

In this work, an external reference 'H gNMR method is developed and validated for the
determination of alkaloids (benzoylmethylecgonine, benzoylecgonine, cis-cinnamoylcocaine and
trans-cinnamoylcocaine) in free base cocaine and cocaine hydrochloride samples. The method was
applied to a set of 26 cocaine samples seized by Brazilian Federal Police, enabling the determination
of these alkaloids with an analysis time of approximately 15 minutes. Cocaine and cinnamoylcocaine
content in samples ranged from approximately 63% to 94% (w/w) and from 0,33% to 5,82% (w/w),
respectively. The method allowed determination of these alkaloids with excellent accuracy (relative
error < 5% compared to the reference material certificate) and precision (RSD < 3%). Some figures
of merit are presented, including accuracy, recovery, repeatability, intermediate precision, stability,
robustness, uncertainty and limits of detection and quantification. Degree of oxidation of the samples
was also determined. The results showed excellent correlation compared to the reference GC-FID
methodology. The method can be readily adapted to other analytes. Secondly, the potential of 'H
NMR combined with multivariate analysis to exploratory data analysis of cocaine seizures was
assessed. Seventy-seven samples of cocaine hydrochloride samples apprehended by Brazilian
Federal Police were analyzed. The '"H NMR spectra of samples were processed and submitted to
Principal Component Analysis and Hierarchical Cluster Analysis, in an attempt to establish
correlations between groups of samples. Method pointed to possible correlations between some
samples, however, confirmation of these correlations by other techniques would be necessary to
achieve a definitive conclusion. Some of the signals that presented higher loading values were
identified, namely signals related to cis and trans-cinnamoylcocaine, benzoylecgonine and ethyl
acetate. However, more investigation towards signals that might be relevant to establish these

correlations, as well as their identities, are necessary to a reliable application.

Keywords: NMR, gNMR, PULCON, cocaine, benzoylmethylecgonine, cinnamoylcocaine
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Introducio

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ uma técnica extremamente eficiente na
elucidacdo de estruturas de moléculas organicas. No entanto, nas ultimas décadas observa-se um
aumento sensivel no interesse por técnicas quantitativas de RMN (RMNq), com reflexo no aumento

3

de aplicagdes em diversas éareas: biologia', metabolomica® 3, andlise de alimentos*, produtos

naturais> ®, ciéncias ambientais’- %, etc.

Apesar do custo elevado de aquisicdo e manutencdo dos equipamentos, a RMNq ¢ uma
analise ndo destrutiva e, em muitos casos, ndo requer a prévia separacdo do analito da mistura a ser
analisada. Porém, a principal vantagem na utilizacdo de técnicas de RMNq se deve ao fato de que, ao
contrario de outras técnicas utilizadas na quantificagdo de compostos organicos, como CG-EM, CG-
DIC e CLAE-DAD, as técnicas RMN(q dispensam a presenga de um material de referéncia (MR) que
contenha o analito de interesse. Isso se deve ao fato de que o sinal do grupo funcional observado (o
nucleo de um atomo de hidrogénio ndo labil, por exemplo) possui um coeficiente de resposta molar
de valor igual a 1 independemente do composto, desde que se respeitem alguns parametros de

aquisi¢do e processamento dos espectros’.

Levando-se em consideragdo o que foi exposto acima, pode-se constatar que a RMNq é uma
técnica extremamente atraente para a determinacdo de analitos em aplicagdes forenses,
especialmente drogas ilicitas e seus adulterantes, j4 que a grande variedade e o constante
aparecimento de novas substancias faz com que nem sempre seja possivel adquirir MRs adequados
no mercado ou que os custos envolvidos nessas aquisi¢des sejam acessiveis’. Além de permitir uma
quantificagdo absoluta de moléculas de interesse, a possibilidade de se obter sinais dos varios
componentes de uma amostra de maneira simultinea, faz da RMN de 'H uma excelente fonte de
dados para métodos baseados em analise multivariada, como a analise de componentes principais (do
inglés, PCA), atendendo a demandas que variam desde a analise de alimentos!'? até a classifica¢do de

espécies vegetais'!.

Neste trabalho, foi investigado o potencial da técnica de RMN de 'H na caracterizagdo de
amostras de cocaina apreendidas pela Policia Federal, com os seguintes objetivos: (i) desenvolver e
validar um método para quantificacdo de cocaina (benzoilmetilecgonina), benzoilecgonina, cis-
cinamoilcocaina e trams-cinamoilcocaina em amostras de cocaina por RMNq utilizando uma
referéncia externa (PULCON) sem a necessidade de padrdes que contenham os analitos de interesse;

(ii) demonstrar a aplicagdo do método de quantificagio por RMN de 'H para amostras de cocaina,



comparando os resultados com o método cromatografico de referéncia e (iii) desenvolver e aplicar
método de classificacdo com base em ferramentas de analise quimiométrica multivariada a partir de

espectros de RMN de 'H para conjuntos de amostras apreendidas.

A cocaina (também chamada benzoilmetilecgonina, figura 1) ¢ um alcaloide cristalino branco
obtido das folhas de plantas da familia Erythroxylum. Duas espécies contém quantidades
significativas de cocaina: Erythroxylum coca e Erythroxylum novogranatense. A cocaina possui
propriedades anestésicas e € utilizada como droga recreativa, pois consumida em pequena quantidade

provoca sensagdo de poder e euforia!?,

o 1

Figura 1. Estrutura da molécula de cocaina (benzoilmetilecgonina).

As primeiras convengdes para regulamentar a producdo e comercializagdo de cocaina foram
realizadas no inicio do século XX, porém, apenas em 1988, na Convencdo das Nac¢des Unidas contra
o Trafico Ilicito de Entorpecentes e Substincias Psicotropicas, foi instituido o controle sobre os

insumos quimicos utilizados no refino clandestino.

Os principais produtores mundiais de cocaina sdo Colémbia, Peru e Bolivia'3. O Brasil, por
sua posicdo geografica, aparece em destaque na rota do trafico internacional de cocaina. A grande
extensao territorial de fronteira do Brasil com paises produtores faz com que a infraestrutura do pais
seja uma rota atraente para que a cocaina chegue na Europa e na Africa'%. Isso contribui para que o
Brasil ocupe a 5* posicdo mundial em termos de volume de apreensdo de produtos baseados em

cocaina, como mostrado na figura 2:



Apreensdes de cocaina como porcentagem do total mundial e
massa equivalente em kg

Colombia (29%) I 191076
Estados Unidos da América (15%) . 0551
Equador (8%) M. 53488
Panamd (5%) m——— 35102
Brasil (5%) m———. 33353
Peru (5%) m—— 29317
Costa Rica (4%) e 26395
Venezuela (4%) mmmmm 25971
Bolivia (3%) mmm—m 22342
Espanha (3%) mmmmm 21689
Chile (3%) mmmmm 17945
Argentina (2%) mmm 13223
Honduras (2%) mmm 12337
Bélgica (1%) mm 9293
Paises Baixos (1%) mm 8759
Republica Dominicana (1%) mm 8527
Franca (1%) m 6889
Nicaragua (0,8%) m 5371
Guatemala (0,8%) ® 5086
Italia (0,6%) m 3883
Portugal (0,6%) m 3715
Reino Unido (0,5%) W 3420
Paraguai (0,5%) ® 3095
México (0,4%) m 2820

Figura 2. Apreensdes de produtos de cocaina para o ano de 2014. Valores em kg de material bruto

apreendido e porcentagem do total mundial'>.

Por se tratar de um mercado nao regulado e ilicito, as etapas de extragdo e refino da cocaina
podem variar bastante, o que faz com que haja diversas formas de apresentacdo da cocaina: pasta
base, cocaina base, crack, cloridrato de cocaina, etc. Estes produtos apresentam diversos alcaloides
em sua composicdo: benzoilmetilecgonina, benzoilecgonina, cis-cinamoilcocaina, trans-
cinamoilcocaina, 3,4,5-trimetoxicocaina, tropacocaina, truxilinas, dentre outros!6. O teor de
alcaloides minoritarios presentes na cocaina pode ser utilizado para fornecer informagdes acerca do

processo de refino, idade e condigdo de armazenamento de apreensdes!”.
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Figura 3. Principais alcaloides presentes nas folhas de Erythroxylum coca e Erythroxylum

novogranatense.

Neste trabalho foram selecionadas amostras na forma de cocaina base e cloridrato de cocaina,
cuja principal caracteristica é o processo de refino (oxidagdo e/ou lavagens) aos quais sdo submetidas
com a finalidade de remover outros alcaloides presentes na planta — mais especificamente a cis e a
trans-cinamoilcocaina — que se encontram no primeiro produto da extragdo, denominado pasta base
de cocaina'?. Apesar da existéncia do grande numero de alcaloides presentes nas folhas da planta de
coca este trabalho, em um primeiro momento, foca na determinagdo de quatro alcaloides que se
encontram em concentracdes relativamente altas nas amostras: cocaina, benzoilecgonina, cis-
cinamoilcocaina e trams-cinamoilcocaina. O teor destes alcaloides nas amostras permite fazer

inferéncias a respeito dos processos de refino e da taxa de degradagdo das amostras'®.

A determina¢do do teor de cis e trams-cinamoilcocaina em relagdo ao teor de cocaina
apresenta uma particularidade interessante do ponto de vista da quimica forense: permite classificar
as amostras segundo o grau de oxidag¢do que determinada amostra sofreu durante seu processo de
refino. Assim, amostras de cocaina onde os teores relativos de cinamoilcocainas sdo <2%, >2% e
<6% ou >6% podem ser consideradas como tendo um alto, médio ou baixo grau de oxidagao,

respectivamente!'®.

Além dos alcaloides naturalmente presentes na planta de coca, ¢ comum encontrar

substancias utilizadas como adulterantes e diluentes nas amostras de cocaina. Estes materiais sdo



adicionados com a finalidade de aumentar a massa do produto e, consequentemente, a margem de
lucro da atividade. Os adulterantes se diferem dos diluentes por possuirem um efeito farmacologico.
Dentre os adulterantes mais comumente encontradas estdo fenacetina, cafeina, lidocaina,
aminopirina, levamisol e benzocaina. Ja na categoria de diluentes, podem estar presentes desde
agucares (lactose, sacarose, amido) até sais inorganicos (bicabornato de sodio, cloreto de sodio, acido

borico, etc)!® 19,

Apesar da importancia dessas substidncias na caracterizagdo de amostras de cocaina, tanto
para questdes relacionadas a politicas publicas de saude quanto para fornecer subsidios para os
setores de inteligéncia das forgas policiais, este trabalho deixou de abordar a determinagdo destas

substincias — que ja se encontram exaustivamente descrita na literatura!$: 2

— para se concentrar na
determinagdo dos alcaloides presentes naturalmente nas plantas de coca. Essa decisdo foi
fundamentada diante do interesse em se investigar o potencial da RMNq aliada a ferramentas de
analise multivariada para determinacdo de origens comuns e correlacdo entre amostras. Estas
analises sdo usualmente feitas com base nos teores relativos de alcaloides presentes nas amostras!”
21 Além disso, diferentemente do que se espera para amostras de rua, mais proximas do consumidor

final, um estudo ja demonstrou que mais de 50% das amostras apreendidas pela Policia Federal entre

2009-2012 ndo apresentaram adulteragdo®?.



Capitulo 1. Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica de RMNq para

determinacao de alcaloides em amostras de cocaina

A caracterizagdo adequada de amostras de cocaina ilicita apreendidas pelas forcas policiais €
extremamente relevante para o aperfeicoamento de politicas publicas tanto na area de repressao
quanto de satude. Apesar do custo elevado, a Ressonancia Magnética Nuclear Quantitativa (RMNq) é
uma alternativa extremamente atraente para determinacdo de analitos de interesse forense,
especialmente drogas ilicitas e seus metabdlitos e adulterantes. A RMNq pode ser considerada um
método de razdo primario: mede o valor de uma razio desconhecida em relagdo a um padrao?. A
resposta depende do niimero de nucleos contribuindo para uma determinada linha de ressonancia,
ndo requerendo um material de referéncia que contenha o analito de interesse para quantificagdo

absoluta.

Assim, considerando a atual demanda por métodos rapidos e confidveis para caracterizagio
de amostras ilicitas de cocaina e o grande potencial da RMNq neste campo, o objetivo desta etapa do
trabalho ¢ de apresentar pela primeira vez a validacdo e aplicacdo de um método de referéncia
externa de RMNg-'H utilizando PULCON para determinagdo dos alcaloides presentes de maneira
mais abundante em amostras de cocaina apreendidas pela Policia Federal: benzoilmetilecgonina

(cocaina), benzoilecgonina, cis-cinamoilcocaina e frans-cinamoilcocaina.

1. Técnicas Quantitativas de RMN

1.1. Origem do sinal

O sinal de RMN ¢ consequéncia da propriedade descrita pela mecanica quantica como spin
nuclear. O nucleo de qualquer atomo pode ser caracterizado por um niimero quantico de spin (I) que
pode assumir um valor maior ou igual a zero e ¢ multiplo de 1/2. Um atomo de Hidrogénio, por
exemplo, apresenta spin nuclear 1/2 e ¢ o nucleo com sinal de RMN mais facilmente observavel.
Nucleos com spin nuclear zero (I=0), como o carbono-12, nao apresentam sinal de RMN pois ndo

possuem spin nuclear.

A carga do nucleo em movimento dd origem a um momento magnético (i) que pode ser

descrito por:



Onde P ¢ o momento angular e y a razdo magnetogirica, que ¢ constante para um determinado
nucleo. Na presenca de um campo magnético externo (Bo), a populacdo desses momentos
magnéticos se distribui em um numero discreto de orientagdes possiveis, definidas por estados
energéticos quantizados. Assim, para um determinado niicleo com nimero quéntico de spin I existem

2I+1 estados possiveis (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo do momento magnético (n) de um nuacleo e dos estados energéticos

possiveis em fungdo do niimero quantico de spin (1)*.

A presenca de um campo magnético estatico gera um torque sobre o momento magnético do
nucleo, dando origem a um movimento de precessdo do momento magnético em relagdo ao campo
magnético estatico. A frequéncia da precessdo ¢ conhecida como frequéncia de Larmor do ntcleo. O
fendmeno de RMN ocorre quando um nucleo absorve uma determinada quantidade de energia na
forma de radiacdo eletromagnética e ¢ excitado de um estado de spin menos energético para um mais
energético. A energia (AE) envolvida para essa transi¢ao ¢ dada por:

hy B, 2
T

AE = hv =

Onde h ¢ a constante de Planck, y a razdo magnetogirica e Bo ¢ o campo magnético externo.
Vale ressaltar que como os valores de AE sdo tipicamente pequenos a diferenca entre as populagdes
com diferentes estados de spin também ¢ relativamente pequena. Isso explica a baixa sensibilidade
da RMN quando comparada a técnicas como a espectroscopia na regido de IR ou UV-Vis, onde ha

maior diferenga entre os estados energéticos.

Na figura 5 encontramos representado o comportamento do momento magnético dos nicleos
durante as etapas de um experimento de RMN de 'H. Na auséncia do campo magnético externo (1) a
populacdo dos momentos magnéticos encontra-se distribuida de maneira aleatoria. Na presenca de
um campo magnético externo Bo (2) verifica-se que essa populag@o se distribui em dois estados

energéticos quantizados (+1/2 e -1/2). Apos a aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia com



caracteristicas apropriadas (3) os nuacleos absorvem energia e os momentos magnéticos sio
deslocados de sua posicdo de equilibrio (4). Ao retornar para sua posi¢ao de equilibrio (6) os nucleos
emitem um sinal denominado decaimento livre de inducdo (5) que consiste no sinal observavel de

RMN e ¢ comumente chamada de FID (do inglés Free Induction Decay).
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Figura 5. Representagdo esquematica do comportamento do momento magnético dos nucleos durante

um experimento de RMN.

1.2. Determinacio do tempo de relaxacao longitudinal (T1)

Um aspecto fundamental no desenvolvimento de métodos quantitativos de RMN consiste na
correta determinagdo do tempo de relaxagdo longitudinal (Ti) dos nucleos/sinais de interesse.
Através da constante Ti, é possivel estabelecer o tempo necessario para que a populacido de spins
nucleares excitados pelo pulso de radiofrequéncia retorne ao estado de equilibrio do sistema,
geralmente 5 vezes o valor de Ti. Esta condig@o € necessaria para que a constante do espectrometro
(ks), que também pode ser descrita como o coeficiente de resposta molar para determinado nucleo,
adquira um valor igual para todos os sinais no espectro’® 2. Pequenas diferengas nos valores das
constantes podem gerar distor¢des significativas nas areas utilizadas para as analises por RMNq.
Para moléculas organicas os valores de T de seus protons variam usualmente de 0,5 a 5 segundos e

dependem de fatores experimentais como solvente e temperatura®,

O experimento usual para se calcular os valores das constantes Ti de um sistema ¢ a
sequéncia de inversdo-recuperagdo (Figura 6). Esse experimento consiste basicamente em um pulso
de radiofrequéncia de 180° seguido por um pulso de radio frequéncia de 90° ap6s um intervalo de
tempo t. Para um valor de t igual a zero observa-se o espectro com a fase invertida e 8 medida que o

valor de T aumenta ¢ possivel monitorar a intensidade dos sinais e acompanhar a inversdo da fase e o



aumento de intensidade dos sinais. Quando os sinais atingem a maxima intensidade, esse ¢ o tempo

correspondente a completa relaxacdo dos spins.
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Figura 6. Sequéncia de inversdo-recuperagdo?.

Esse comportamento pode ser descrito pela equagdo apresentada no grafico da figura 7 ¢ o
ajuste com valores experimentais pode ser utilizado para determinag¢do dos valores de T para cada
um dos sinais de interesse do espectro. O grafico representa a intensidade do sinal em fungdo do
intervalo 1. A linha representa o ajuste feito com a equag@o apresentada na area do grafico utilizando
o software Topspin 3.2, onde I ¢ a intensidade do sinal, t ¢ o intervalo entre pulsos e T1 o tempo de

relaxagdo longitudinal.

T1
I(t) = I(0) + P*exp(-t/T1) e ———
Peak 3 at-0.063 ppm g
T1=4.133s b5
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Figura 7. Exemplo de experimento de inversdo-recuperagdo para sinal do TSP em solugdo de D>O a

28 °C, obtido em equipamento operando a 600 MHz para a frequéncia do 'H.

1.3. Relacio Sinal-Ruido

Além de conhecer a dindmica de cada nicleo da amostra ao ser submetida a um experimento
de RMN, para aplicagdo da RMN(q na determinagdo direta de substincias organicas ¢ fundamental

compreender os parametros que afetam a relacdo sinal-ruido de um experimento de RMN. A relacao



sinal-ruido de um experimento de RMN realizado em temperatura ambiente pode ser representada

através da seguinte expressdo:

S 3)

N
o« NAT;AB3/*y5/2T; (NS)1/2
Onde N ¢ o numero de moléculas no volume observado de amostra, 4 representa a
abundéncia do nucleo observado, T ¢ a temperatura da amostra e da bobina de radiofrequéncia, By ¢
0 campo magnético estatico, y é a razdo magnetogirica do nucleo, 72" é o tempo de relaxagdo
transversal efetivo e NS é o numero de transientes acumulados. Assim, ¢ possivel recorrer a varios
artificios que permitem aumentar a relacao sinal-ruido em um experimento de RMN: dar preferéncia
a isotopos com elevada abundancia natural e/ou razdo magnetogirica (o que explica a popularidade
da RMN de 'H), aumentar a concentragdo da amostra, aumentar a intensidade do campo magnético
externo (alternativa cara, que envolve mudanga de equipamento, mas que também aumenta a
resolu¢do dos sinais). Além disso, uma peculiaridade interessante da técnica de RMN, ¢é a

possibilidade de se aumentar a relacdo sinal-ruido de uma medida apenas aumentando o numero de

transientes, ou seja, o tempo de aquisicao.

1.4. Técnicas quantitativas de RMN

Nas técnicas de RMNq, a correlagdo entre o sinal analitico e a concentragdo absoluta do
analito pode ser facilmente realizada através de um padrdo interno®®, de um padrio externo®’ ou de
um sinal de referéncia sintético, gerado eletronicamente?®. O padrio interno deve ser uma substancia
quimicamente estavel, ndo higroscopica, ndao volatil e inerte frente aos componentes da amostra. Na
escolha do padrdo interno, dois parametros importantes devem ser considerados: a solubilidade do
composto no solvente da matriz e o deslocamento quimico dos sinais, para que ndo haja sobreposi¢ao

com sinais da amostra.

Sinais de referéncia gerados eletronicamente, chamados genericamente de ERETIC
(Electronic REference To access In vivo Concentrations), surgiram como uma alternativa a
utilizagdo de padrdo interno na determinacdo de analitos em matrizes complexas, especialmente as de
origem biologica?®?8, em que a contaminagdo da amostra com o padrdo interno €, em muitos casos,
indesejavel, e onde nem sempre ¢ possivel encontrar um padrdo interno inerte e que apresente sinal
em uma regido adequada do espectro?®. Entretanto, a configuragdo do sinal e seu processamento sdo
procedimentos trabalhosos e nem sempre disponiveis para todos os equipamentos de RMN em

termos de hardware®.
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As vantagens obtidas com utilizacdo do sinal ERETIC também podem ser alcancadas com a
utilizacdo de métodos de referéncia externa, uma vez que o sinal gerado por RMN ¢ bastante estavel
ao longo do tempo. Neste caso as areas de sinais em diferentes espectros s2o calculadas com base em
sua intensidade absoluta e comparadas. Isso ¢ possivel utilizando, por exemplo, o algoritmo
PULCON (PULse length based CONcentrarion determination), capaz de correlacionar intensidades

de sinais em dois espectros distintos'.

1.4.1. Calculo da pureza utilizando um padrao interno

De acordo com Malz?, a relagdo mais importante para compreender a técnica de RMNq € a
que relaciona a area de um sinal (Ix) ao niimero relativo de nticleos envolvidos na geracdo deste sinal

(Nx) através de uma constante do espectrometro (ks):

Iy = kgNy 4)

O valor de ks pode ser constante para sinais de moléculas distintas desde que se respeitem
certas condi¢des de aquisi¢do (intervalo entre transientes deve ser no minimo 5 vezes superior ao
maior valor de T1 dos sinais envolvidos) e processamento dos espectros. Quando ks assume um

valor constante para dois sinais distintos, x e y por exemplo, podemos escrever a seguinte relacio:

L _ Ny (5)
Iy Ny

A razdo molar de x e y (nx/ny) pode ser calculada diretamente:
e _ LNy )
ny, I, Ny
Para determinagdo da pureza de um composto basta expandir a expressdo acima para que esta

inclua os termos de massa e pureza da amostra e do material utilizado como padrao interno:

P =I_sttd Mx msth (7)
* Istd Nx Mstd m std

Onde os indices x e std referem-se, respectivamente, a amostra ¢ ao padrio, / ¢ a area
integrada do sinal, N o numero de protons relacionados ao sinal, M a massa molar da substancia, m a

massa gravimétrica e P a pureza.
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1.4.2. Método PULCON

Quando se utiliza uma referéncia externa, a quantificagdo pode ser feita com procedimento
PULCON (pulse length based concentration determination), um método capaz de correlacionar as
intensidades absolutas de dois espectros distintos. Esse procedimento se baseia no principio da
reciprocidade: o comprimento do pulso de 90° para uma amostra inserida em uma determinada
bobina ¢ inversamente proporcional a sensibilidade que pode ser obtida. Assim, conhecendo a
concentracdo de uma amostra de referéncia e garantindo que o pulso de 90° para a referéncia e para a
amostra esteja corretamente calibrado, as concentragdes desconhecidas das amostras podem ser
obtidas pela seguinte equagdo':

Ix Tx &%nstd (8)

Cx = sztd T. 990
std *std Ystd Ny

Onde os indices x e std representam a amostra e a referéncia respectivamente, C ¢ a
concentragdo, T é a temperatura, 8°° ¢ o valor do pulso de 90°, n ¢ o niimero de transientes e k é um
fator de corregdo que considera diferengas no ganho do detector. Essa equagdo € valida quando todos

os experimentos sdo obtidos com a mesma sonda desde que ela esteja corretamente sintonizada.

Ao contrario das técnicas de RMNq que utilizam padrao interno, que ja estdo muito bem

consolidadas e exaustivamente descritas na literaturaZ®-3!

, as técnicas que utilizam PULCON ainda
aparecem de maneira timida, com poucas referéncias que apresentem métodos devidamente
validados, especialmente no caso de estudos que envolvam amostras reais. A viabilidade dessa
metodologia no contexto de controle oficial de medicamentos®’, mais especificamente na
determinagdo de acido ibandrénico, amantidina-HCI, ambroxol-HCI e lercanidipina ja foi reportada.
Os autores demonstraram que o método de referéncia externa com base em PULCON ¢ capaz de

fornecer, rapidamente, resultados com exatiddo e precisdo iguais ou melhores do que métodos de

RMN(q que utilizam padrio interno e de métodos baseados em CLAE-DAD.

Frank e colaboradores desenvolveram um método com base em PULCON para determinagao
quantitativa de moléculas de baixa massa molecular em materiais de referéncia e extratos naturais®3.
O método foi validado e os resultados comparados com valores obtidos por gravimetria. Diversas
moléculas de interesse na area de alimentos foram analisadas com taxas de recuperagdo variando de
98,1% a 101,1%, dentre elas: mistura das sapogeninas diosgenina € sarsasapogenina,
ciclolinopeptidio C (octapeptidio ciclico presente no 6leo de semente de linhaca) e até mesmo

compostos de referéncia sintéticos marcados com isOtopos estaveis (tyramine-d2, S-
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methylmethionine-d3). Os autores ressaltam a vantagem de obter resultados com boa exatiddo em

analises rapidas (15 minutos aproximadamente).

2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes e amostras de cocaina

Como materiais de referéncia certificados (MRC) foram utilizados dimetilsulfona (DMS,
99,73%+0,01%) e acido maleico (AM, 99,99%+0,01%) TraceCERT® da Sigma-Aldrich. Todas as
solucdes foram preparadas com oxido de deutério (D20) 99,9% da Sigma-Aldrich contendo
aproximadamente 0,01% de sal de sodio do &cido tetrametilsililpropanodico-d4 (TSP) ou com
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) 99,9% da CIL contendo aproximadamente 0,01% de
tetrametilsilano (TMS). Amostras de cocaina na forma cloridrato, benzoilecgonina e de trans-
cinamoilcocaina fornecidas pelo Drug Enforcement Administration’s Special Testing and Research
Laboratory foram usadas como materiais de referéncia para obter algumas das figuras de mérito na

etapa de validagao.

As amostras de cocaina foram escolhidas dentro de um conjunto de amostras apreendidas
entre os anos de 2011 e 2015 nos estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso do Sul e Parana. Foram
escolhidas 15 amostras na forma de apresentacdo cloridrato e 11 amostras de cocaina na forma de
apresentacdo base livre com teores de alcaloides que representassem toda a faixa de concentracdo
tipicamente encontrada em cada uma das formas de apresentagdo. As amostras foram trituradas e
homogeneizadas em almofariz e pistilo de porcelana com auxilio de Nitrogénio liquido e o pd
resultante foi armazenado em tubos plasticos guardados em dessecador para serem analisados
posteriormente por GC-FID e RMN. Todas as amostras foram preparadas no laboratério SEPLAB do

Instituto Nacional de Criminalistica (INC) sob a supervisdo do perito Dr. Adriano O. Maldaner.
2.2. CG-DIC

As amostras de cocaina foram analisadas no laboratorio do Instituto Nacional de
Criminalistica (ISO/IEC 17025). As analises foram feitas em um um cromatografo Agilent 6890N
(CG-DIC) equipado com amostrador automatico para liquidos Agilent série 7693B com seringa de
10 pL. Os dados foram processados com auxilio dos softwares MSD ChemStation e Enhanced Data
Analysis. Os parametros cromatograficos utilizados foram determinados de acordo com as

metodologias ja validadas'® 3* pelo INC para analise de rotina de alcaloides majoritarios
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(benzoilmetilecgonina, cis-cinamoilcocaina e trans-cinamoilcocaina) e adulterantes em amostras de

cocaina. Os parametros utilizados nas analises de CG-DIC estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de CG-DIC utilizados nas analises de cocaina.

Pariametro Cocaina
Coluna RXi-1MS methyl siloxane,
25m x 200um (i.d.) x 0,33 um film thickness
Temperatura do injetor 280°C
Volume de injeng¢ao 1 uL
Split 50:1
Gas de arraste He 5.0
Fluxo do gas de arraste 1,0 mL/min
Temperatura inicial (tempo/hold) 150°C (2 min)
Rampa 40°C/min
Temperatura final (tempo/hold) 315°C (4,5 min)
Temperatura do detector 320°C
Fluxo de H» 5.0 do detector 35,0 ml/min
Fluxo de ar 5.0 do detector 350,0 ml/min
Fluxo de N 5.0 do detector 35,0 ml/min
Tempo total de corrida ~11 min

2.3. Preparo das solucoes de calibracao para analise de RMNq

Para determinar a pureza através do método PULCON foram utilizadas solugdes controle:
aproximadamente 12 mg AM e de DMS foram pesados (£0,01 mg) em eppendorfs utilizando uma
balanga XP205 da Mettler Toledo. Aos eppendorfs foram adicionados 600 pL. de solugdo D>O/TSP
ou 600 pL de solucido DMSO-d6/TMS. A massa exata de solvente adicionada foi registrada e
utilizada posteriormente no calculo do PULCON, utilizando o AM e a DMS como padrdes externos.
As amostras foram colocadas em agitacdo vortex por aproximadamente 1 minuto para garantir

completa dissolucdo do material.

Para as amostras de cocaina pesou-se 50 mg (+0,01 mg) de amostra e foram adicionados
aproximadamente 600 pL da solugdo apropriada: D,O/TSP para amostras na forma de cloridrato e
DMSO/TMS para amostras na forma de base livre. A agitacdo em vortex por aproximadamente 1

minuto foi suficiente para completa dissolugao das amostras.
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Aproximadamente 600 pl. das solugdes foram transferidos para tubos Norell Standard
Series™ 600 MHz de 5 mm. Para minimizar erros oriundos de diferencas nos diametros interno e

externo dos tubos, foi utilizado um tnico conjunto de tubos do mesmo lote ao longo das analises®’.
2.4. RMN

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear Bruker Avance 111 HD 600 MHz equipado com sonda do tipo Broadband Observe (BBFO)
5 mm, situado no Laboratério de RMN, no Instituto de Quimica (IQ) da Universidade de Brasilia.
Além dos procedimentos usuais de lock e shimming, antes de cada aquisicdo, a sonda foi
cuidadosamente sintonizada manualmente e o pulso de 90° (P90) calibrado automaticamente
(comando pulsecal). Para evitar a presenca de artefatos do tipo sidebands e diminuir a possibilidade
de sobreposi¢do de sinais, os espectros foram obtidos com o spinner desligado e com
desacoplamento de '*C durante a etapa de aquisi¢do do espectro (sequéncia zgig30). Os parimetros
utilizados na aquisi¢do dos espectros foram escolhidos de modo a garantir a obtengdo de um espectro
quantitativo e uma relacao sinal-ruido acima de 10 para os sinais utilizados na quantificacdo, e estdo
apresentados na Tabela 2. Parametros de aquisicdo relevantes para desenvolvimento do método de

RMNq..

Tabela 2. Parametros de aquisi¢do relevantes para desenvolvimento do método de RMNg.

Parametro Simbolos (Bruker) Valor
N° de pontos no dominio de tempo TD 64k
Largura da janela espectral SW 20 ppm
Centro da janela espectral 01 6 ppm
Tempo de espera entre cada transiente D1 15s
Dummy scans DS 4
Numero de transientes NS 32
Ganho do detector RG 32
Modo de digitalizagdo DIGMOD baseopt
Pre-scan delay DE 10 us
Corregéo do filtro FILCOR 1,5 us
Tempo total de experimento expt ~11 min

Os valores de T; foram calculados (Tabela 3. Valores de T1 determinados ¢ descritos na
literatura para padrdes e analitos estudados.) para todos os sinais utilizados nas determinagdes, sendo

que as aquisicdes dos espectros foram feitas com um intervalo entre transientes de, no minimo, 7
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vezes o valor da maior constante T1 determinada para garantir total recuperacdo do equilibrio antes
de cada pulso. Os valores obtidos encontram-se em boa concordancia com os valores encontrados na

literatura. Esses resultados foram utilizados para o calculo do tempo de espera entre cada transiente.

Tabela 3. Valores de T determinados e descritos na literatura para padrdes e analitos estudados.

T, determinado (s) / T, literatura (s) / solvente
Molécula Sinal (ppm)

solvente / temperatura / temperatura

Dimetilsulfona 3,0 ppm 6,29 s/D,0/28°C 6,5s/D,0/25°C*

Acido maléico 6,3 ppm 6,42 s/ D,O/ 28°C 6,3s/D,0/25°C™
Cocaina 5,57 ppm 1,11 s/ D20 /28°C Nao encontrado
Cis-cinamoilcocaina 5,98 ppm 1,51 s/ D20 /28°C Nao encontrado
Trans-cinamoilcocaina 6,54 ppm 1,26 s/ DO /28°C Nao encontrado

2.5. Processamento dos espectros de RMN

Os espectros foram processados com o software TopSpin 3.2. Uma fung@o exponencial do
tipo line broading (LB = 0,15 Hz) foi aplicada previamente a transformada de Fourier com
aproximadamente 64 mil pontos (SI = 64 k), ou seja, com preenchimento com zeros (/x Zero filling).
Ajustou-se automaticamente o pardmetro de fase de ordem zero (comando apk0) e a linha de base
com fungdo polinomial de quinta ordem. Ajustes manuais de fase e linha de base foram feitos
quando necessario e os espectros foram referenciados em relacdo ao sinal do TMS ou TSP (0 ppm).
Os intervalos de integragdo foram definidos manualmente sendo que os limites da integral eram

definidos pelo ponto em que o sinal interceptava a linha base do espectro na intensidade zero.

2.6. Calculo da relacao Sinal-Ruido

Um dos aspectos fundamentais para obtencdo de resultados precisos utilizando RMNq ¢
garantir que os sinais utilizados para quantificagdo tenham uma relacdo sinal-ruido (S/N) adequada.
Neste trabalho, os parametros foram escolhidos de maneira a garantir uma relacdo S/N de pelo
menos 10:1 para os sinais de interesse. Alguns autores afirmam ainda que ¢ necessaria uma relagdo

S/N de pelo menos 150:1 para obter resultados com incerteza inferior a 1%,

Os valores da relagdo S/N nesse trabalho foram calculadas com o software TopSpin 3.2

(Bruker) com a seguinte expressao:

maxval 9

RGS/N) = 5 NorsE
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Onde maxval é o valor mais intenso do sinal e fator NOISE é calculado de acordo com o

algoritmo do software.

2.7. Calculo da pureza utilizando PULCON

Para calcular a pureza da amostra através da equacao 10, € necessario expandir os termos das

concentragdes:

mfravaNx — msgg;ia Psthstd I T 990 Nsta (10)

MxVx Mstd Vstd Istd std 990 Ny

Onde os novos termos sdo: a massa gravimétrica (m&“"), a pureza (P), o nimero de prétons

relacionados ao sinal (), a massa molar da substancia (M) e o volume de solvente (V).
Resolvendo para o termo de pureza do analito temos:

Iy Nstd My Mgq Ve Ty 990 Nsta (11)

P = k a5
* 7 Ulga Ny Maam®™ Ve Torg 058 1y

Nesse trabalho, com o intuito de minimizar a incerteza do método, utilizou-se a massa €

densidade do solvente no lugar do volume:

P, =k Ly Ngta My mgq SOlv/dsow Ty 63 Nsta (12)
LY td
Istd N Mstd grau g ggév/dffé” Tstd 990 My

Onde mson € dsoiv referem-se a massa e a densidade do solvente, respectivamente. Como a
mesma solu¢do de D>O/TSP ou DMSO/TMS foi utilizada para preparar tanto as solu¢des contendo
as amostras quanto os padroes de uma determinada bateria de analises a razdo das densidades ¢ igual

a 1 e a equagdo pode ser simplificada:

Iy Ngta My mgq (mfcolv T, 65 nstd) (13)

grav Pseak solv std
Igtqa Ny Mggm Meia Tstq 990 My

Assim, a equacgdo 13 foi utilizada para calcular a pureza do analito para os resultados de
PULCON ao longo deste trabalho, Onde P ¢ a pureza (% m/m), I ¢ a area do sinal analitico, N o
numero de nucleos envolvidos na geragdo do sinal, M é a massa molecular, m a massa gravimétrica,
m*°"Y a massa gravimétrica de solvente, T é a temperatura de aquisi¢do, 090 é o valor calculado do
pulso de 90°, n é o numero de varreduras e k um fator de corre¢do associado a diferengas no ganho

do detector. Os subscritos x e std referem-se a amostra/analito e ao padrdo, respectivamente.

Como todos espectros foram adquiridos sempre com o mesmo valor de ganho do detector a

constante k assume o valor de 1. Mesmo assim a linearidade do ganho do detector foi verificada
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através da analise do ajuste da curva em um grafico de area de um sinal versus o ganho do detector
para um conjunto de espectros adquiridos com diferentes valores de ganho para uma solugdo de

DMS.

Vale ressaltar que, embora o software Topspin 3.2 ofereca uma ferramenta de quantificacao
para utilizacdo do método PULCON, todos os resultados apresentados neste trabalho foram
calculados com auxilio de planilha eletronica. Para fins de comparacdo, alguns resultados também
foram calculados com a ferramenta oferecida no Topspin 3.2 e os resultados se mostraram sempre

idénticos ou muito proximos aos obtidos por meio da planilha eletronica.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracteristicas espectroscopicas dos analitos

A quantificacdo de um analito requer a selecdo de um sinal adequado proveniente do analito
de interesse, para integracdo ¢ obtencdo da area do sinal analitico. Sinais do tipo simpleto sdo
preferiveis em funcdo da maior rela¢do sinal-ruido. No entanto, isso nem sempre ¢ possivel, uma vez
que o sinal do analito de interesse também nao pode apresentar sobreposi¢do com sinais provenientes
de outros componentes da matriz - ver secdo 3.9. Assim, a atribui¢do inequivoca dos sinais no
espectro de RMN de 'H do analito é fundamental para o desenvolvimento de métodos de

quantificagd@o por RMN.

Para garantir a correta atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN de 'H, foram realizados
experimentos monodimensionais ('H, '3C e DEPT135) e bidimensionais ('H-'*C HSQC, 'H-*C
HMBC e 'H-'H COSY) de amostras de cocaina na forma cloridrato e dos padrdes de
benzoilecgonina e de trans-cinamoilcocaina. Os espectros dos experimentos de spiking dos padroes

em amostras reais também foram utilizados para confirmar a identidade dos sinais.

3.1.1. Caracteristicas espectroscopicas da benzoilmetilecgonina

Apenas a analise do espectro de RMN de 'H monodimensional ndo permitiu a completa
atribuicdo dos sinais da molécula de cocaina, sendo necessario recorrer aos espectros bidimensionais
'H-"H COSY, 'H-13C HSQC e 'H-*C HMBC (apéndice A) para realizar a atribui¢do completa dos
sinais. O espectro de RMN de 'H da molécula de cocaina bem como a atribui¢do dos sinais estd

apresentado na Figura 8 e sumarizado na Tabela 4.
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H (600 MHz) da amostra RTI (cocaina na forma cloridrato) em

solug@o de D>O/TSP a 28°C e respectiva atribui¢do dos sinais.

Tabela 4. Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN de 'H (600 MHz) da amostra de cocaina RTI
em solugdo de D>O/TSP a 28°C: deslocamento quimico, multiplicidade, constantes de acoplamento e

valor aproximado da integral.

Sinal Deslocamento Multiplicidade Constantes de Integral
Quimico (ppm) acoplamento (J)

A 7,74 Tripleto 7,9 Hz 1
B 7,57 Tripleto 7,9 Hz 2
C 7,96 Dupleto 7,9 Hz 2
D 5,57 Dupleto de tripletos 11,1 Hz/7,2Hz 1
E 2,45 Multipleto - -
F 4,15 Multipleto - 1
G 2,57 Multipleto - 1

G’/
2,24 Multipleto - 2

e
H 2,48 Multipleto - -
I 2,96 Simpleto - 3
J 4,28 Dupleto 7,4 Hz 1
K 3,64 Dupleto de dupletos 7,5Hz/2,5 Hz 1
L 3,69 Singleto - 3
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Com base nessa atribuicdo, o dupleto de tripletos em 5,57 ppm foi escolhido para
quantificagdo da cocaina. A analise dos espectros bidimensionais revelou que tanto o par de prétons
G quanto o par de protons H ndo sdo quimicamente equivalentes entre si (hidrogénios

diastereotopicos), diferenciando-se conforme sua posicao (axial ou equatorial).

3.1.2. Caracteristicas espectroscopicas da benzoilecgonina

A atribui¢@o dos sinais da benzoilecgonina foi feita com base na atribuicdo ja realizada para a
molécula de cocaina, uma vez que as duas moléculas se distinguem apenas pela hidrélise do grupo
metil éster da cocaina. Apesar da similaridade estrutural, essa reagdo de hidrolise faz com que o
proton K sofra uma altera¢do de aproximadamente 0,5 ppm em seu deslocamento quimico — de 3,64
para 3,17 ppm — e o torna um excelente candidato para quantificagdo deste analito na presenca de
cocaina. O espectro de RMN de 'H da molécula de benzoilecgonina bem como a atribui¢do dos

sinais esta apresentado na figura 9.
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Figura 9 Espectro de RMN de 'H (600 MHz) do padrido de benzoilecgonina em solugdo de D>O/TSP

a 28°C e respectiva atribui¢do dos sinais na molécula.
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3.1.3. Caracteristicas espectroscopicas da trans-cinamoilcocaina e cis-cinamoilcocaina

O espectro de RMN de 'H da molécula de trans-cinamoilcocaina bem como a atribui¢do dos
sinais esta apresentado na Figura 10. A molécula de #rans-cinamoilcocaina apresenta perfil espectral
similar ao da cocaina, porém com a presenca de sinais de hidrogénios olefinicos, referentes aos
prétons D e E. Assim, o sinal do proton D (6,54 ppm, dupleto, J = 16,0 Hz) foi escolhido para

quantificag@o da trans-cinamoilcocaina em amostras de cocaina.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H (600 MHz) do padrdo de trans-cinamoilcocaina em solugdo de

D>O/TSP a 28°C e respectiva atribui¢do dos sinais na molécula.

Para a molécula cis-cinamoilcocaina, como ja era esperado, alteragdes no deslocamento
quimico e na constante de acoplamento foram observadas para os hidrogénios olefinicos D e E, que
foram atribuidos aos sinais 5,98 ppm (dupleto, J = 12,4 Hz) e 7,22 ppm (dupleto, J = 12,4 Hz),
respectivamente. O sinal em 5,98 ppm foi escolhido como sinal analitico para determinacdo de cis-

cinamoilcocaina nas amostras.

3.1.4. Caracteristicas espectroscopicas dos alcaloides da cocaina em solvente DMSO-

dé

As amostras de cocaina na forma base livre foram analisadas em solu¢do de DMSO/TMS por
ndo serem solGveis em solu¢do de DO/TSP. O espectro de RMN de 'H da molécula de cocaina na

forma base livre estd apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Espectro de RMN de 'H (600 MHz) de amostra de cocaina base em solugdo de DMSO-
d6/TMS a 28°C.

A mudanga de solvente causa um deslocamento significativo de alguns sinais. A atribuicao
dos sinais foi novamente confirmada com auxilio de experimentos bidimensionais e experimentos de
spike (benzoilecgonina e trans-cinamoilcocaina). A nova configuragdo do espectro permitiu que os
sinais em 5,08 ppm (dupleto de tripleto, J = 11,6 ¢ 5,9 Hz); 5,27 ppm (dupleto de tripleto, J = 11,3 ¢
6,5 Hz); 5,95ppm (dupleto, J = 12,7 Hz) ¢ 6,58 ppm (dupleto, ] = 16 Hz) sejam utilizados para a
quantificagdo de cocaina, benzoilecgonina, cis-cinamoilcocaina ¢ trans-cinamoilcocaina,
respectivamente. Devido a sobreposicao de sinais em 6,58 ppm, a integragdo deste sinal foi realizada
utilizando apenas o lado esquerdo do dubleto e a area encontrada foi multiplicada por 2 para

representar a area total do sinal.

3.2. Validacio do método de RMNq

A validagdo de um método consiste em garantir que o método ¢ adequado para a finalidade

proposta. Isso geralmente ¢ feito através da verificacdo das figuras de mérito aplicaveis.

Inicialmente, as figuras de mérito obtidas utilizando solugdes de AM e DMS foram utilizadas
para verificar a validade do método proposto para determinagdo de nucleos de hidrogénio ndo-labeis
de uma maneira geral. Uma vez que resultados satisfatorios foram atingidos, figuras de mérito para o

método proposto foram avaliadas utilizando os analitos de interesse, materiais de referéncia e
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amostras de alta pureza. Para algumas figuras de mérito os resultados de validacdo de um método

similar de RMNq utilizando padrio interno®’ foram utilizados para fins de comparagio.

Para a validacdo do método RMNq e referéncia externa (PULCON), foram avaliadas as
seguintes figuras de mérito: exatiddo e recuperacdo, precisdo, estabilidade, robustez, incerteza,

seletividade e limites de detec¢do e quantificagao.

3.3. Exatidao e recuperacao

A exatiddo de um método analitico pode ser definida como o grau de concordancia entre o
resultado de um ensaio (valor medido) e o valor de referéncia aceito (valor verdadeiro)®®. O critério
de aceitacdo adotado neste trabalho foi baseado na avalia¢do dos erros relativos, sendo considerados
aceitaveis valores inferiores a 10%, valor utilizado pelo Servico de Pericias de Laboratorio

(SEPLAB).

Inicialmente, a exatiddo do método de RMNgq utilizando PULCON foi avaliada com solugdes
de AM e DMS em 3 niveis de concentragdo, sendo realizadas 6 repeti¢des para cada nivel (Figura
12). Verificou-se um erro relativo menor quando a fragdo molar de DMS se encontrava proxima a
60%. No entanto, mesmo para relagdes molares proximas a 10% e 80% foram obtidos valores de erro
relativo inferiores a 5% e, portanto, dentro dos valores aceitaveis. Ao se comparar os resultados de
exatiddo do método com padrio interno®’ ¢ PULCON, foi possivel constatar que os valores de erro

relativo obtidos estdo muitos proximos.
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Figura 12. Erro relativo em fungdo da concentragdo de DMS em solugdo para os métodos de padréo

interno e PULCON.
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Para os alcaloides presentes na cocaina, a exatiddo do método PULCON foi verificada a
partir da analise de um material de referéncia de cocaina na forma cloridrato (RTI) fornecido pelo
orgdo Drug Enforcement Administration dos Estados Unidos da América. As analises foram
realizadas em triplicata e os valores de erro relativo para todos os analitos analisados foram

inferiores a 5%, conforme apresentado na tabela 5.

Tabela 5. Resultados do experimento de exatiddo para determinacdo de alcaloides presentes em

amostras de cocaina.

Amostra RTI
Erro relativo
Analito Pureza média — Valor de %)
(1)
PULCON (%) | referéncia (%)
cocaina.HCI 80,56 83,40 341
cis-cinamoilcocaina. HCI 2,55 2,63 2,92
trans-cinamoilcocaina. HCI 3,17 3,19 0,43

A amostra RTI ndo apresenta valor de referéncia para o analito benzoilecgonina. Para este
analito foi realizado um ensaio de recuperacio utilizando uma amostra controle de cocaina na forma
de sal cloridrato (CCS) com baixo teor de benzoilecgonina (aproximadamente 1%). A amostra foi
preparada conforme procedimento descrito anteriormente e analisada antes e apos a adicdo de uma
aliquota de 50 uL de uma solugdo de benzoilecgonina em DO (aproximadamente 20 mmol/L). Este
procedimento também foi utilizado para determinacdo da recuperacdo do analito trans-
cinamoilcocaina. Ambos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados estdo apresentados

na tabela 6.

Tabela 6. Resultados do ensaio de recuperacdo por fortificacdo de amostra para os analitos

benzoilecgonina e trans-cinamoilcocaina.

Amostra CCS (fortificada)
Analito
Recuperacio (%) CV (%)
benzoilecgonina. HC1 91,55 8,35
trans-cinamoilcocaina.HCl 98,57 3,00

Para o analito benzoilecgonina observou-se um valor de recuperagdo ligeiramente baixo,
acompanhado de um coeficiente de variagdo relativamente alto se comparado aos valores obtidos

para a trans-cinamoilcocaina. Esse resultado pode ser atribuido a baixa relacdo sinal-ruido obtido
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para o sinal da benzoilecgonina e serd discutido com a profundidade apropriada na secdo de limites

de deteccdo e quantificacdo (secdo 3.6).
3.4. Precisao

A precisdo ¢ a maneira de estimar a dispersdo dos resultados fornecidos por um método.
Neste trabalho foram avaliadas a repetitividade do equipamento e do método e a precisao
intermediaria com analistas diferentes (2 analistas) e em dias diferentes (2 dias diferentes). Os
ensaios com DMS foram realizados utilizando material de referéncia em solu¢do de D,O/TSP. Os
ensaios para os analitos de cocaina foram realizados com amostra controle na forma de sal cloridrato.
O parametro verificado foi o coeficiente de variagdo das medidas sendo que todos os ensaios
apresentaram valores inferiores a 5% e, portanto, dentro do valor aceitavel. As condi¢cdes de cada

ensaio e o valor do coeficiente de variacdo se encontram sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7. Condigdes do ensaio e coeficientes de variagdo para ensaios de precisdo: repetitividade e

precisdo intermediaria.

Concentracao
PRECISAO Analito Repeticoes | alvo do analito CV (%)
(mg/mL)
Equipamento DMS 6 11 0,28
DMS 6 6 0,74
DMS 6 11 1,06
DMS 6 28 2,53
Repetitividade
Método Cocaina.HCI 3 70 0,73
Benzoilecgonina.HCI 3 0,8 4,39
cis-Cinamoilcocaina. HC1 3 0,6 2,69
trans-Cinamoilcocaina. HC1 3 0,8 1,22
3 6 0,37
Dias

DMS 3 11 0,40

diferentes
3 28 1,52

Intermediaria

3 6 0,52

Analistas
DMS 3 11 0,43

diferentes
3 28 1,72
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3.5. Incerteza

A incerteza do método foi estimada utilizando o método Bottom-Up. Esse método consiste na
quantificagdo ou estimativa das fontes de incerteza de todas as medi¢des que compdem o método
proposto seguida do calculo de propagacdo desses valores para gerar uma incerteza padrio
combinada que pode ser atribuida ao método proposto®. Neste trabalho, a incerteza do método foi
estimada para o sistema de DMS (analito) e AM (referéncia) em solugdo de D>O/TSP considerando a
equagdo 11. As contribuigdes que provém da equagdo estdo ilustradas no diagrama de Ishikawa

(Figura 13).

Area do smal Massa Mnlecu\ar Massa gravimétrica Massa de solvente Temperatura de Valor do pulso de
do analito (I do Analito (M. daamostra (m,) daamostra (m$°)  aquisicio da 90° da amostra
analito

amostra (Ty) (6,)
Certificado Certificado
Massa Atémica da balanca da balanga
—
(Py)
Certificado Certificado Certificado
MassaAtomlca da balanca do padrio da balanca
/ / / Temperatura de Valor do pulso de

Area do sinal da Massa Molecular da  Massa gravimétrica Pureza da Massa de solvente aquisicio da  90° da referéncia

referéncia (Ica)  referéncia (Myq) — dareferéncia (myq) referéncia (Pyq) dareferéncia (mSoy’) referéncia (Tseq) (85¢a)

Repetitividade

Pureza do

Figura 13. Diagrama de causa e efeito (diagrama de Ishikawa) para célculo de incerteza do método

de determinagd@o de pureza baseado em RMNq.

O valor de incerteza combinada para determinacdo de DMS foi calculado e apresentou valor
de aproximadamente 4,57 x 1073, Para obter o valor de incerteza expandida para a amostra (Uamostra)
este valor foi multiplicado pelo fator de abrangéncia k (kos»=2) e pela pureza determinada da
amostra (99,64%), resultando em U = 0,91%. Na tabela abaixo, estdo sumarizadas as contribui¢des
individuais de cada fonte de incerteza do método. As incertezas foram obtidas com estimacdo do
Tipo A (analise estatistica de medigdes repetidas feitas durante o processo) ou estimagdo do Tipo B
(informagdes fornecidas pelas caracteristicas do equipamento, certificados de calibragdo, MRCs,

etc).
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Tabela 8. Fonte de incerteza, unidade, tipo de estimativa e valor da contribui¢do individual para a

determinagdo de incerteza do método baseado em RMNgq.

Fonte de incerteza Unidade Tipo Contribuicio
Massa gravimétrica (referéncia) mg B 3,3165%
Massa gravimétrica (amostra) mg B 3,3165%
MM (referéncia) g/mol B 0,0030%
MM (analito) g/mol B 0,0115%
Pureza (referéncia) - B 0,9689%
Area do sinal (referéncia) - A 0,9488%
Area do sinal (analito) - A 0,9484%
Repetitividade - A 90,0641%
Massa de solvente (reféncia) mg B 0,0019%
Massa de solvente (amostra) mg B 0,0019%

Temperatura de aquisi¢cdo

(referéncia) « A 0.0016%
Temperatura de aquisi¢cao (padrio) K A 0,0016%
Valor do pulso de 90° (referéncia) us A 0,2076%
Valor do pulso de 90° (amostra) us A 0,2076%

Com base nos valores da tabela foi possivel verificar que a maior contribuicdo para incerteza

do método esta associada a repetitividade (precisdo intermediaria).

3.6. Limites de deteccao e quantificacao

Existem na literatura diversas definicdes ¢ maneiras de se estimar os limites de deteccdo e
quantificagdo de um método analitico. Neste trabalho adotamos a seguinte definicdo: limite de
quantificagdo ¢ a menor concentracdo ou teor que pode ser quantificada com a maior incerteza

aceitavel3®.

A relagdo sinal-ruido (S/R) do sinal analitico € o principal aspecto ligado a detectabilidade do
analito. Para muitos autores os valores minimos de relagdo S/R de 3:1 e 10:1 sdo considerados
aceitaveis para defini¢do dos limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ), respectivamente®.
Nesse aspecto, técnicas de RMNq possuem uma caracteristica muito peculiar: a relagdo S/R de um

sinal analitico em um espectro guarda relagdo com o niimero de varreduras acumuladas, podendo ser
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aumentado com a elevagdo do tempo de aquisicdo, conforme a conveniéncia ou necessidade de cada

situacao.

Alguns autores relatam a necessidade de se obter uma relacdo S/R superior a 250:1 para a
obtengdo de espectros quantitativos em métodos onde se deseja uma incerteza inferior a 1%%. Isso
nem sempre ¢ possivel ou conveniente, ja que o tempo de cada experimento seria proibitivo para
implementagdo do método em analises de rotina. Assim, neste trabalho, buscou-se garantir sempre
uma relagdo S/R superior a 10:1 para os sinais analiticos de interesse. Na tabela abaixo estdo
sumarizadas as relagdes S/R minimas para os sinais utilizados na quantificacdo das amostras reais

analisadas neste trabalho.

Tabela 9. Amostra, analito, teor determinado do analito na amostra, coeficiente de variacdo e relacdo

S/R minima do sinal analitico para amostras reais.

Teor do
CvV Relagao S/R
Amostra Analito analito na
(%) (min)
amostra (%)

COC152-14-MS Cocaina.HCl 67,29 2,08 3043
COC152-14-MS Benzoilecgonina. HCI 0,16 4,45 10
COC215-15-AM Cis-cinamoilcocaina. HC1 0,91 0,25 160
COC152-14-MS | Trans-cinamoilcocaina.HCI 0,65 2,73 101
COC107-12-AC Cocaina 71,60 0,08 2500
COC1214-13-PR Benzoilecgonina 0,87 3,26 46
COC567-13-AC Cis-cinamoilcocaina 0,60 5,71 50
COC107-12-AC Trans-cinamoilcocaina 0,33 3,27 38

As menores relagdes S/R foram verificadas para o analito benzoilecgonina nas amostras de
cocaina na forma de cloridrato. Dois fendomenos explicam essa observacdo: os teores de
benzoilecgonina, produto de hidrolise da cocaina, sdo relativamente baixos nesse tipo de amostra por
estas serem naturalmente mais estaveis que amostras de cocaina na forma base livre. Além disso, a
multiplicidade do sinal analitico da benzoilecgonina (dupleto de dupletos) contribui para diminui¢ao
da intensidade do sinal analitico ja que o sinal do préton se apresenta dividido em quatro estados

energéticos distintos com proporcao 1:1:1:1.

Uma maneira de se estimar valores aproximados para LQ e LD consiste em utilizar a equagao 3.
Para minimizar os efeitos que uma baixa relagdo sinal-ruido possa ter na incerteza do método,

valores de S/R de 30 ¢ 10 foram definidos como limites para se obter uma estimativa segura dos
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valores de LQ e LD, respectivamente. Para as amostras de cloridrato de cocaina os valores de LQ
foram 0,67%, 0,20%, 0,19% e LD 0,22%, 0,06%, 0,06% para cocaina, cis-cinamoilcocaina e trans-
cinamoilcocaina, respectivamente. Para as amostras na forma de base livre, foram estimados valores
de LQ de 0,53%, 0,25%, 0,33% e LD de 0,18%, 0,08%, 0,11% para cocaina, cis-cinamoilcocaina e

trans-cinamoilcocaina, respectivamente.

No entanto, considerando que a largura de linha dos sinais depende muito da homogeneidade do
campo magnético e que ajustes de shimming ndo sdo um parametro facilmente reprodutivel em
experimentos de RMN, vale ressaltar que analistas deveriam sempre verificar (e reportar) o valor de
S/R dos sinais de interesse em analise de RMNq para garantir que o método esta trabalhando dentro

de limites validados ou aceitaveis.
3.7. Estabilidade

Além da estabilidade quimica em solucdo tanto das substancias analisadas quanto daquelas
utilizadas como referéncia, outro fator que pode afetar a estabilidade de métodos de RMNq
utilizando PULCON refere-se a evaporagdo do solvente, uma vez que, ao contrario de métodos
utilizando padrio interno, o volume final de solugdo deve ser controlado ja que analito e padro

encontram-se em solugdes distintas.

Para amostras de cocaina a estabilidade do método foi demonstrada utilizando uma amostra
controle de cocaina na forma sal (CCS). A amostra foi analisada em triplicata 16 horas apos o
preparo da solugdo, acondicionada no proprio tubo de RMN (ambiente escuro, 22°C) e analisada

novamente apos 24 horas (40h ap6s o preparo).

Tabela 10. Resultados do experimento de estabilidade para amostra controle de cocaina da forma de

cloridrato.
Amostra CCS
Analito
Pureza 16h (%) Pureza 40h (%) |Erro relativo (%)
cocaina.HCI 92,14 92,08 0,06
cis-cinamoilcocaina. HCI 0,81 0,81 0,00
trans-cinamoilcocaina. HCI 1,06 1,06 -0,24
benzoilecgonina. HCI1 1,02 1,04 -2,25
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Foram observados valores de erro relativo tipicamente baixos, o que denota que ndo ha
degradacdo significativa dos alcaloides analisados dentro do periodo estudado. Vale ressaltar que o
intervalo curto (apenas 24 horas) foi escolhido em razdo da preocupag@o em relacdo a possibilidade
de hidrolise de grupos éster em meio aquoso. Esse mecanismo de degradacdo ja foi descrito na
literatura e ¢ responsavel, por exemplo, pela degradacdo da cocaina (produzindo benzoilecgonina e

metanol) e da benzoilecgonina (produzindo 4cido benzoico e ecgonina).
3.8. Robustez

A robustez do método foi avaliada utilizando um planejamento fracionario saturado. Esse
procedimento permite investigar uma grande quantidade de fatores utilizando um ntimero reduzido
de experimentos®® #°. Devido ao grande niimero de varidveis a serem estudadas, optou-se por realizar
um planejamento fracionario saturado para estudar os 7 fatores em 2 niveis (planejamento 27-*m).
Além disso, o conhecimento prévio sobre o sistema apontava como improvavel a existéncia de

fatores bindrios significativos. Na tabela abaixo estdo sumarizados os fatores estudados.
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Tabela 11. Fatores a serem estudados e seus respectivos niveis.

Fatores -1 1
1 |Numero de scans (NS) 8 16
2 | Ganho do detector (RG) 16 32
3 | Temperatura de aquisi¢ao (Temp) 30 28
4 | Qualidade dos tubos (Tb) Economy Standard
5 | Software de processamento (S) Topspin ACD
6 | Critério de integracdo (Clnt) 64xFWHH Manual
7 | Fungdo Line Broadening (LB) 0,3 Hz 0 Hz

Para o estudo da robustez optou-se por utilizar o sistema de solugdes controle contendo DMS
e AM em solugdo de D>,O/TSP, onde o DMS foi utilizado como referéncia externa e o0 AM como o
analito. O objetivo desse procedimento foi verificar se a mudanga de alguma das variaveis dentro dos
niveis estudados provoca uma alteracdo significativa na resposta fornecida pelo procedimento de
determinagdo envolvendo PULCON. O resultado de valores dos contrastes para os fatores estudados

no planejamento fatorial 2”4y estdo apresentados na Figura 14.

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

Valor do contraste

0,00 | —

NS I Temp Tb S Cint LB
-1,00

-2,00

Fator estudado

Figura 14. Valor dos contrastes para os fatores estudados no planejamento fatorial 27-4I1I.

O intervalo de confianga para os contrastes foi calculado e apresentou valor de 3,92 com 95%

de confianca. Foi possivel verificar que apenas a qualidade dos tubos utilizados pode ser considerada
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significativa. Na literatura, ja ha relatos de que diferencas no didmetro interno dos tubos podem ter
efeitos significativos em métodos de RMNq utilizando referéncia externa®’. Assim, todas as
determinagdes neste trabalho foram realizadas com um conjunto de tubos de qualidade superior ¢ de
um mesmo lote. Os valores de contraste para os outros fatores foram inferiores ao valor critico
determinado pelo intervalo de confianga. Curiosamente, os resultados de um ensaio semelhante de
robustez para o método com utiliza¢do do padrdo interno mostram que a resposta do método ndo é

influenciada pela variagdo de nenhum dos fatores escolhidos dentro dos niveis estudados®.
3.9. Seletividade

Um método pode ser chamado seletivo se, apesar de produzir resposta para analitos diversos,
possui a capacidade de distinguir a resposta de um analito de outros*®. Por nio se encontrar hifenada
com métodos de separacdo (raramente encontramos disponiveis equipamentos de CLAE-RMN), em
geral, a seletividade de métodos de RMNq se da pela garantia de que ndo existem sinais de
interferentes proximos ou sobrepostos aos sinais de interesse na delimitacdo do intervalo de
integracao. Neste trabalho, a seletividade do método foi verificada de duas maneiras: (I) analise dos
espectros de materiais de referéncia dos componentes da matriz (principais diluentes e adulterantes)
separadamente e na presenga do analito de interesse e (II) analise de amostras reais contendo
possiveis interferentes na presenga do analito de interesse, sendo este Ultimo a maneira

tradicionalmente aceita para assegurar a seletividade em métodos de referéncia.

A comparagdo dos espectros de RMN de 'H obtidos para avaliagdo da seletividade das
analises de cocaina esta apresentada na Figura 15. Foi possivel verificar que, no caso da cocaina,
também ndo existe sobreposicdo de sinais dos possiveis interferentes com os sinais utilizados na
quantificagdo dos analitos de interesse, descritos na se¢do 3.1. Porém, devido a complexidade da
matriz da amostra estudada, dificilmente se encontraria uma substancia adequada para utilizagdo
como padrdo interno, ressaltando a importancia do desenvolvimento de metodologias que empregam

a utilizagdo de referéncia externa.
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Figura 15. Espectro da amostra de cocaina na forma cloridrato e dos principais interferentes

encontrados nas amostras.

3.10.

Amostras de cocaina

A analise das amostras de cocaina foi realizada em triplicata tanto pela metodologia

tradicional (CG-DIC) quanto pelo método de RMNq proposto. Foram determinados os analitos

benzoilmetilecgonina (cocaina), benzoilecgonina, cis-cinamoilcocaina e frans-cinamoilcocaina.

Todos os resultados estdo expressos em pureza (teor) do analito no material. Os graficos expressam a

pureza do analito no material determinada por RMNq (PULCON) versus pureza do analito

determinada por GC-DIC e foram ajustados utilizando o método regressao linear (Figura 16 a Figura

23). Os dados brutos estdo apresentados no apéndice B.
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Benzoilmetilecgonina em amostras de cocaina
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Figura 16. Grafico da pureza de cocaina determinada por RMNq (PULCON) versus pureza de

cocaina determinada por CG-DIC para 26 amostras de cocaina apreendidas.
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Figura 17. Grafico de residuos da regressdo ajustada para comparacdo dos métodos aplicados a

determinagdo de cocaina em amostras apreendidas.
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Benzoilecgonina em amostras de cocaina
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Figura 18. Grafico da pureza de benzoilecgonina determinada por RMNq (PULCON) versus pureza

de benzoilecgonina determinada por CG-DIC para 24 amostras apreendias de cocaina.
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Figura 19. Gréfico de residuos da regressdo ajustada para comparagdo dos métodos aplicados a

determinagdo de benzoilecgonina em amostras apreendidas.

35



Cis-cinamoilcocaina em amostras de cocaina
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Figura 20. Grafico da pureza de cis-cinamoilcocaina determinada por RMNq (PULCON) versus

pureza de cis-cinamoilcocaina determinada por CG-DIC para 26 amostras reais de cocaina.
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Figura 21 Grafico de residuos da regressdo ajustada para comparagdo dos métodos aplicados a

determinagdo de cis-cinamoilcocaina em amostras apreendidas.
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Trans-cinamoilcocaina em amostras de cocaina
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Figura 22. Grafico da pureza de trans-cinamoilcocaina determinada por RMNq (PULCON) versus

pureza de trans-cinamoilcocaina determinada por CG-DIC para 26 amostras reais de cocaina.
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Figura 23. Grafico de residuos da regressdo ajustada para comparacdo dos métodos aplicados a

determinagdo de frans-cinamoilcocaina em amostras apreendidas.

Todos os analitos apresentaram uma boa correlacdo entre os métodos. Os graficos de residuo
mostram que existe uma tendéncia de valores ligeiramente subestimados a medida que a pureza

aumenta pelo método de RMNq em relagdo aos métodos cromatograficos.

Para a benzoilmetilecgonina (Figuras 16 e 17) o maior valor de residuo encontrado foi de -
8,32% para a amostra COC-259-MS-2011. Nesta amostra foi encontrada a maior diferenca entre as

médias de pureza determinada por CG-DIC (80,64%) e pureza determinada por RMNq (73,69%). Os
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teores de benzoilmetilecgonina nas amostras variaram de 65,03% a 76,81% (média 71.,14%) para
amostras de cocaina na forma de base livre e de 66,74% a 93,83% (média 89,72%) para as amostras
de cloridrato de cocaina. Os coeficientes de variagdo para os valores médios de teor de cocaina das
amostras ficaram entre 0,13% e 6,15%, com um valor médio de 1,19%, para as determinagdes por

RMNgq.

A benzoilecgonina (Figuras 18 e 19) apresentou valores variando de 0,87% a 12,63% para
amostras na forma de base livre e de 0,16% a 0,93% para amostras na forma de cloridrato de
cocaina. Os valores de RSD variaram de 0,4% a 18,9% com valor médio de 5,3%. Esse analito
apresentou os maiores valores relativos de residuo, especialmente de amostras na forma cloridrato de
cocaina, cujos teores de benzoilecgonina sdo tipicamente menores, com valores inferiores a 1%. Vale
ressaltar que, dentro dos parametros escolhidos, a relacdo sinal-ruido para este analito apesar de estar
acima do valor minimo aceitavel, ficou muito proxima a este limite, o que pode explicar essa

discrepancia dos resultados.

Para a cis-cinamoilcocaina (Figuras 20 e 21), as amostras apresentaram teor determinado por
RMNq variando de 0,60% a 5,82% (média 3,35%) para cocaina na forma base livre e de 0,92% a
2,52% (média 1,27%) para cloridrato de cocaina. Os valores de CV para a determinagdo por RMNq
variaram de 0,17% a 5,71% com um valor médio de 1.50%. Vale ressaltar que uma amostra de
cloridrato de cocaina ndo apresentou cis-cimamoilcocaina detectavel em sua composi¢do, tanto pelo

método de RMNq quanto pelo método de referéncia (CG-DIC).

Os resultados para frans-cinamoilcocaina (Figuras 22 e 23) foram similares aos do isémero
cis, com pureza determinada por RMNq variando de 0,33% a 4,31% (média 2,79%) para cocaina na
forma de base livre e de 0,65% a 2,23% (média 1,32%) para amostras de cloridrato de cocaina. Os

valores de CV variaram de 0,11% a 6,65% com um valor médio de 1,60%.

Tanto para a determinagdo de cis-cinamoilcocaina quanto de trams-cinamoilcocaina foi
possivel verificar uma excelente correlagdo entre os métodos, evidenciada pelo excelente valor de R?
obtido nas regressoes lineares. No caso da cis e da trans-cinamoilcocaina o maior valor de residuo foi
observado para amostra COC299-AM-2015. Nesta amostra a média das determinagdes de trans-
cinamoilcocaina por CG-DIC (4,64%) ¢ por RMNq (3,99%) apresentou diferenca de 0,65%. Para a
cis-cinamoilcocaina a diferenca entre CG-DIC (6,27%) e RMNq (5,82%) foi ainda menor: 0,45%

(menos de 8% em termos relativos).
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O grau de oxidacdo das amostras foi estimado tanto com os resultados obtidos pelo método
de referéncia (CG-DIC) quanto com os resultados obtidos pelo método proposto (RMNq), sem
diferencas de classificagdo para o conjunto de amostras analisadas (Figura 24, Tabela 12). Das
amostras de cloridrato de cocaina analisadas, 15 apresentaram um grau de oxidacdo médio e apenas 1
amostra apresentou um alto grau de oxidag@o. As amostras de cocaina na forma de base livre
apresentaram um baixo grau de oxidacdo (8 amostras) ou um alto grau de oxidag@o (3 amostras).
Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos focados na analise de apreensdes realizadas

pela Policia Federal'®.
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Figura 24 Grau de oxidagdo determinado por RMNq e CG-DIC para amostras de cloridrato de

cocaina (HC) e cocaina base (FB).
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Tabela 12. Teor de cis e trans-cinamoilcocaina em rela¢do a cocaina e grau de oxidacdo da amostra

determinados com base nos resultados de GC-DIC e RMNq.

RMNq CG-DIC
Amostra Teor relativo de Grau de Teor relativo de Grau de
cis e trans- cis e trans-
cinamoilcocaina oxidagao cinamoilcocaina oxidagao
COC146_15-AM 3,93% Meédio 4,01% Meédio
COC215_15-AM 3,42% Meédio 3,49% Meédio
COC308 15-AM 2,64% Meédio 2,77% Meédio
COC490_15-AM 2,76% Médio 2,92% Médio
COC005_14-AM 2,54% Médio 2,69% Médio
COC442 14-AM 3,20% Meédio 3,34% Meédio
COC812_14-AM 2,99% Meédio 3,13% Meédio
COC1460 13-PR 2,49% Meédio 2,60% Meédio
COC1910_14-PR 2,95% Médio 3,05% Meédio
COC2861 13-PR 2,45% Médio 2,66% Meédio
COC3738 11-PR 2,42% Meédio 2,56% Meédio
COC036 _13-AC 4,04% Meédio 4,14% Meédio
COC152 14-SR-MS 3,28% Meédio 3,40% Meédio
COC685_11-SR-MS 0,90% Alto 0,95% Alto
COC693_13-AC 3,34% Médio 3,46% Meédio
COC107_12-AC 1,66% Alto 1,72% Alto
COCI1214 13-PR 12,74% Baixo 13,25% Baixo
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COCI1254 14-AM 11,20% Baixo 11,87% Baixo
COC223 12-AC 1,96% Alto 1,83% Alto
COC567 13-AC 1,61% Alto 1,37% Alto
COC1459 13-PR 10,98% Baixo 11,14% Baixo
COC1889 12-SR-

MS 8,79% Baixo 8,01% Baixo

COC259 11-CRA-

MS 11,73% Baixo 11,60% Baixo
COC442 14-AM 6,61% Baixo 6,38% Baixo
COC223 15-AM 10,83% Baixo 11,49% Baixo
COC299 15-AM 14,26% Baixo 15,10% Baixo
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4. Conclusoes

O presente trabalho descreveu, pela primeira vez, o desenvolvimento e a validagdo de um
método de RMN(q de 'H utilizando referéncia externa para amostras ilicitas. A analise das figuras de
mérito descritas (exatiddo, recuperacdo, precisdo, incerteza, limites de detec¢do e quantificagdo,
estabilidade, robustez ¢ seletividade) demonstrou que o método proposto apresenta resultados
satisfatorios quando comparado ao método de referéncia — CG-DIC — para determinagdo dos
principais alcaloides presentes em amostras de cocaina na forma de cloridrato e de base livre, com
um tempo de analise reduzido e um preparo de amostra extremamente simples, envolvendo apenas a

pesagem e dissolucdo da amostra no solvente apropriado.

O método de RMNq ofereceu algumas vantagens que podem ser destacadas: (i) eliminou a
possibilidade de sobreposicao de sinais do padrdo com sinais do analito ou da matriz e permite que
uma grande variedade de substancias (ou mais de uma se desejavel) sejam utilizadas como referéncia
para diferentes analitos; (ii) eliminou a possibilidade de interacdes indesejadas entre a substincia
usada como referéncia e o analito ou componentes da matriz; e (iii) pode ser realizada com uma
pequena quantidade das substancias utilizadas como padrdo, o que reduz drasticamente o custo de

cada analise.

Assim, o método proposto se apresenta como uma excelente alternativa para determinacao de
moléculas organicas em solucdo sem a necessidade de um padrio que contenha o analito de
interesse. Isso torna a técnica extremamente atraente para o ramo da quimica forense, uma vez que a
dificuldade e o alto custo envolvido na aquisicdo de materiais de referéncia adequados representam
um grande empecilho para os analistas da area. Apesar de ndo ser uma técnica diretamente acessivel
para maior parte dos laboratorios das forgas policiais, existe um grande potencial para que os centros
de RMN das universidades desenvolvam parcerias para a prestacdo desse servigo, gerando beneficios

e economia para ambas as partes.

42



Capitulo 2. Desenvolvimento e aplicacdo de modelo de analise de componentes principais

(PCA) em amostras de cloridrato de cocaina apreendidas utilizando dados de RMN de
TH

1. Introducio

A utilizacdo de informagdes/dados de Ressonancia Magnética Nuclear visando a classificagdo
e/ou a determinacdo de origem de amostras ja € bem descrita na literatura para resolugdo dos mais
diversos problemas. Desde abordagens mais complexas, por exemplo, a utilizacdo da razdo isotopica
de ¥C e ’H em sitios especificos de uma molécula de etanol*! ou efedrina*’, até a analise
multivariada do conjunto de sinais presentes no espectro de hidrogénio de amostras mais complexas,

como bebidas** e tomates'?.

A tentativa de determinar a origem e a correlagdo de apreensdes de cocaina através do perfil
quimico de amostras constitui um grande desafio para a quimica forense ha pelo menos duas
décadas. A principal finalidade de um método capaz de determinar o perfil quimico de amostras de
cocaina ¢ auxiliar forgas policiais e judiciarias, tanto no sentido de investigacdo quanto de geracao de
evidéncias ou provas. Assim, houve grande esfor¢o no sentido de determinar quais seriam as
caracteristicas discriminantes de apreensdes: informagdes acerca de alcaloides minoritarios*,
especialmente trimetoxicocaina, tropacocaina e truxilinas'’, passando pela presenca de solventes

45, 46

residuais resultantes do processo de extracdo/refino, e at¢ mesmo medidas da razdo isotdpica de

21,47

elementos leves (C, H, N, O) ja foram utilizados com esta finalidade , envolvendo tanto a analise

de amostras apreendidas quanto de folhas de Erythroxylum coca e Erythroxylum novogranatense.

Em uma tentativa de otimizar e harmonizar procedimentos para a determinacdo do perfil
quimico de amostras de cocaina em diferentes laboratorios, Lociciro et al. apresentaram um
procedimento para determinagdo simultanea de adulterantes e de alcaloides de interesse presentes
tanto nas folhas de coca quanto originarios do processo de refino (Figura 25) por CG-DIC*. Na
sequéncia deste trabalho*®, o autor destaca a importdncia do pré-tratamento (normalizagdo e
autoescalamento) para o funcionamento adequado da andlise discriminante com os dados de GC-

DIC.
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Figura 25. Origem dos principais alcaloides e compostos de interesse presentes em amostras
de cocaina®.

Nos Estados Unidos, Mallette et al. ja demonstrou que, com uma amostragem adequada, ¢
possivel combinar a andlise de alcaloides minoritarios e analise de isdtopos estaveis para diferenciar
19 regides produtoras de cocaina espalhadas pelos paises produtores na América do Sul?!. Apesar de
aplicada com sucesso, esta abordagem demonstrou ser, de acordo com os proprios autores,
extremamente trabalhosa, ja que tanto a analise de isotopos estaveis por Espectrometria de Massa de
Razao Isotopica (EMRI) quanto a determinagdo de alcaloides minoritarios de interesse em CG-DIC

ou CG-DCE envolvem intimeras etapas de preparo e derivatizagdo das amostras.

A presenga de solventes residuais decorrentes do processo de extragdo e refino das amostras,
especialmente no caso de amostras na forma de cloridrato de cocaina, também podem ser
considerados como importantes marcadores no que diz respeito a origem ou correlagdo de amostras
apreendidas. Ha pelo menos duas décadas, Cartier et. al. ja haviam identificado mais de 16 solventes
diferentes em um conjunto de 54 amostras distintas apreendidas na Suica®. Ja no Brasil, Zacca et.
al.* descreveram um novo método de classificagdo ndo-supervisionado baseado em anélise
quimiométrica. Neste trabalho, dados de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
utilizando headspace (HS-GC-MS) de mais de 250 amostras reais de cloridrato de cocaina
apreendidas pela Policia Federal foram utilizados para demonstrar a capacidade de correlacionar

amostras distintas sem a necessidade de informacao prévia a respeito das amostras.

Mais recentemente, foi realizada a quantificagdo de alcaloides minoritarios por GC-DIC para

mais de uma centena de amostras apreendidas no Brasil pela Policia Federal*. O autor analisou tanto
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amostras de cocaina na forma base livre quanto na forma cloridrato, determinando, além da
benzoilmetilecgonina (cocaina), 13 alcaloides minoritarios: anidroecgonina metil éster,
anidroecgonina, metilecgonina, tropacocaina, norcocaina, N-formilcocaina, trimetoxicocaina,
ecgonina, benzoilecgonina, cis-cinamoilcocaina, trans-cinamoilcocaina, cis-cinamoilecgonina e
trans-cinamoilecgonina. Neste trabalho, a analise dos dados através de modelos PCA e HCA revelou
que um resultado mais coerente ¢ obtido quando dados de concentracdo dos alcaloides minoritarios
sdo normalizados em relacdo aos seus produtos de hidrdlise e ao teor de cocaina presente nas

amostras.

A utilizacdo de RMN combinada a métodos de andlise estatistica multivariada para
classificacdo de amostras de cocaina ja foi aplicada com sucesso para um conjunto de 54 amostras

apreendidas na regido de Napoles, Itdlia, no ano de 2006. Pagano et al.>°

apresentaram uma
abordagem que consistia em utilizar dados do espectro de RMN de 'H de amostras apreendidas ¢
analises quimiométricas para classifica-las pelo periodo (trimestre) e pela regido onde ocorreu a
apreensdo. Nesse trabalho, foram excluidas da analise as regidoes do espectro referentes a sinais de
adulterantes, do solvente utilizado (CD3;0D) e do TMS, utilizando-se um dos sinais da cocaina (7,65
ppm, tripleto) como referéncia para as integrais. Além disso, as regides responsaveis pela
classificagdo das amostras sdo identificadas: 0,86-0,96; 1,50-1,56; 5,90-5,93; 6,48-6,52; 7,31-7,34;
7,61-7,63; 7,68-7,72 ppm. Alguns dos sinais presentes nessas regides foram atribuidos a alcaloides
minoritarios presentes na cocaina, como € o caso da tropacocaina (7,32 ppm), da cis-cinamoilcocaina

(7,62 e 5,91 ppm) e trans-cinamoilcocaina (6,50 ppm). Os sinais em 0,90; 0,93 e 0,95 ppm foram

reconhecidos como relevantes para classificagdo, porém nao foram identificados.

Tendo em vista o que foi exposto acima, o objetivo deste trabalho ¢ de analisar um conjunto
de amostras de cloridrato de cocaina apreendidas pela Policia Federal, coletando espectros de RMN
de 'H para, com a aplicagio de ferramentas de andlise estatistica multivariada, verificar o

desempenho desta técnica na analise exploratoria de apreensdes de cocaina no Brasil.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras de cocaina

Foram selecionadas 77 amostras de cocaina ndo-adulteradas na forma de cloridrato. As
amostras de cocaina foram escolhidas dentro de um conjunto de amostras apreendidas entre os anos
de 2014 e 2017 nos estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro e Sdo

Paulo. As amostras foram trituradas ¢ homogeneizadas em almofariz e pistilo de porcelana com
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auxilio de Nitrogénio liquido e o p6 resultante foi armazenado em tubos plasticos guardados em

dessecador para serem analisadas posteriormente por RMN.

2.2. Preparo de amostras

Foram pesados aproximadamente 40 mg (+0,01 mg) em eppendorfs utilizando uma balanca
XP205 da Mettler Toledo. Aos eppendorfs foram adicionados 550 pL de solugdo D,O/TSP. As
amostras foram colocadas em banho ultrassdnico por aproximadamente 1 minuto para garantir
completa dissolucdo do material. As solucdes foram transferidas para tubos Norell Standard Series™
600 MHz de 5 mm. Todas as amostras foram preparadas no laboratério SEPLAB do Instituto

Nacional de Criminalistica sob a supervisao do perito Adriano O. Maldaner.

2.3. Obtencao e processamento dos espectros de RMN

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometro de Ressonincia Magnética
Nuclear Bruker Avance III HD 600 MHz equipado com sonda do tipo Broadband Observe (BBFO)
5 mm, situado no Laboratério de RMN, no Instituto de Quimica (IQ) da Universidade de Brasilia.
Além dos procedimentos usuais de lock e shimming, antes de cada aquisicdo, a sonda foi
cuidadosamente sintonizada manualmente e o pulso de 90° (P90) calibrado automaticamente
(comando pulsecal). Para evitar a presenca de artefatos do tipo sidebands e diminuir a possibilidade
de sobreposicdo de sinais, os espectros foram obtidos com o spinner desligado e com
desacoplamento de '*C durante a etapa de aquisi¢do do espectro (sequéncia zgig30). Os parametros
utilizados na aquisi¢do dos espectros foram escolhidos de modo a garantir a obtengdo de um espectro

quantitativo e estdo sumarizados na tabela 13.

Tabela 13. Parametros de aquisicao utilizados na obten¢@o dos espectros de RMN.

Parametro Simbolos (Bruker) Valor
Pontos complexos do espectro TD 64k
Largura da janela espectral SW 20 ppm
Centro da janela espectral Ol 6 ppm
Tempo de espera entre cada transiente D1 4s
Dummy scans DS 16
Numero de transientes NS 256
Ganho do detector RG 32
Modo de digitalizagéo DIGMOD baseopt
Pre-scan delay DE 10 us
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Corregdo do filtro

FILCOR

1,5us

Tempo total de experimento

expt

~30 min

Os espectros foram processados com o software TopSpin 3.2. Uma funcdo exponencial do

tipo line broading (LB = 0,15 Hz) foi aplicada previamente a transformada de Fourier com

aproximadamente 64 mil pontos (SI = 64 k), ou seja, com preenchimento com zeros (Zero filling).

Ajustou-se automaticamente o pardmetro de fase de ordem zero (comando apk0) e a linha de base

com fungdo polinomial de quinta ordem. Ajustes manuais de fase e linha de base foram feitos

quando necessario e os espectros foram referenciados em relacdo ao sinal do TSP (0 ppm). Os

espectros foram integrados manualmente, selecionando 80 regides correspondentes a possiveis

componentes minoritarios ou impurezas remanescentes do processo de extracdo e refino das

amostras (tabela 14). Os valores das integrais foram normalizados em relacdo a um sinal da

metilbenzoilecgonina (cocaina) em 5,58 ppm, fazendo com que o teor das impurezas fosse

representado de forma relativa ao teor de cocaina de cada amostra.
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Tabela 14. Regides de deslocamento quimico selecionadas e os respectivos valores de integral

obtidos para amostra 2770-MS-16-2.

Regido da integral Valor Regido da integral Valor
Inicio |Fim | Centro da Inicio |Fim Centro da
(ppm) | (ppm) | (ppm) | integral (ppm) |(ppm) |(ppm) | integral
1| 080 0,77\ 0,79 0,03142| 3,38 336 3,37 0,10
2| 0,89 0,88 0,89 0,06/43| 3,41 340 340 0,38
3] 091 090 0,90 0,09(44| 344| 3,42 3,43 0,14
41 092 091 0,91 0,06(45| 3,50| 3,48, 3,49 0,21
51 093] 0,92 0,93 0,03146| 3,52 3,51 3,51 0,32
6| 095 093 0,94 0,08147| 3,55\ 3,54, 3,54 0,15
71 096 095 0,95 0,08148| 3,72 3,70 3,71 1,84
8| 0,98 097| 098 0,01149| 3,80, 3,78, 3,79 2,02
9| 0,99 099 0,99 0,01|50| 3,84 3,83 3,84 0,13
10 1,04 1,00 1,02 0,07|51 3,86 3,86 3,86 0,17
11 1,14} 1,13 1,13 0,02(52| 4,36 4,33 4,34 0,63
12 1,20] 1,14 1,17 0,15(53 4,44 4,40 4,42 0,44
13 1,22 1,20 1,21 0,08(54| 4,51 4,44 4,48 0,28
14| 1,25 1,23 1,24 0,09 |55 5,02 4,94 4,98 0,28
15 1,28 1,27 1,28 0,04|56| 5,30 5,24 5,27 0,01
16 1,30 1,28 1,29 0,07|57| 5,65 5,52 5,58 100
17| 1,32 1,31 1,32 0,19158| 599 597 5,98 0,02
18 1,36 1,35 1,35 0,03|59| 6,03 6,02 6,03 0,00
19 1,37 1,36 1,37 0,03|60| 6,24 6,21 6,23 0,01
20 1,38 1,37 1,38 0,02 |61 6,36 6,34 6,35 0,00
21 1,50 1,49 1,50 0,05|62| 6,48 6,45 6,47 0,30
22 1,61 1,55 1,58 0,29163 6,71 6,69 6,70 0,01
23| 1,66 1,63 1,65 0,16|64| 6,84 6,80 6,82 0,00
24| 1,70 1,66 1,68 0,29 |65 6,95 6,90 6,92 -0,03
250 1,74 1,70, 1,72 0,22166| 7,04 6,99 7,01 0,37
26 1,77 1,74 1,76 0,15|67| 7,14 7,11 7,13 0,19
271 1,79 1,77 1,78 0,08 | 68 7,15 7,14 7,15 0,06
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28 1,93| 1,92 1,93 0,16(69| 7,20 7,15 7,17 0,33
29| 2,12 2,10| 2,11 0,48(70| 7,32\ 7,29 7,30 0,16
300 2,16 2,15, 2,16 0,78 (71| 7,32 7,32 7,32 0,03
31 2,81 2,80 2,80 0,26|72| 17,35 7,32 7,34 0,25
32| 2,83 2,82 282 0,11{73| 7,39 7,36| 7,38 0,24
33| 2,84 2,83 2,83 0,35(74| 17,43 739 7,41 0,37
34| 2,84 2,84| 284 0,22|75| 17,51 7,45 7,48 2,73
35| 2,87 2,85| 2,86 0,90(76| 7,54, 7,51 7,52 1,28
36| 2,89 2,87 2,88 1,L13|77| 7,68 7,66 17,67 0,44
371 291 2,89 2,90 1,25178| 7,69 7,68 7,68 0,14
38| 3,12 3,08 3,10 0,4479| 7,70, 7,69 17,70 0,24
391 3,25 3,17 3,21 0,26(80| 8,14 8,11 8,13 0,40
40| 3,30 3,27| 3,29 0,09({81| 8,51 827 8,39 0,52
41| 3,32 3,32 3,32 0,03

2.4. Analise de Componentes Principais e Analise Hierarquica de Agrupamentos

Para a analise de componentes principais (PCA) e a analise hierarquica de agrupamentos
(HCA) os valores das integrais resultantes dos processamentos dos espectros foram organizados em
uma matriz contendo as 77 observacoes (linhas) das 80 variaveis (colunas). Em razao da dificuldade
em se conseguir um maior numero de amostras, os dados ndo foram separados em conjuntos de
modelagem e validag@o. O processamento dos dados foi realizado com o software RStudio (versado
1,1,383) e os respectivos pacotes necessarios para o conjunto de analises realizadas: devtools,
gefortify, ggplot2, cluster, ggdendro e graphics e pca3d. O script desenvolvido e utilizado para
processamento dos dados e geracdo dos graficos apresentados neste trabalho encontra-se no apéndice

C.

Vale ressaltar que, das 81 regides de integral definidas inicialmente, a regido referente ao
sinal da cocaina (5,58 ppm) foi utilizada apenas para normalizagdo dos sinais e, portanto, excluida da

analise nesta etapa.

3. Resultados
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3.1. Pré-processamento

A primeira etapa deste trabalho consistiu na selecao dos pardmetros para o pré-processamento
dos dados. A influéncia de centrar na média (fungo center, subtrair a média dos valores dos dados
para cada coluna/variavel) e/ou escalar (fungdo scale, dividir os valores dos dados pelo desvio
padrao de cada coluna/varidvel para que as varidveis apresentem variancia unitaria) os dados foram
verificados executando a PCA (funcdo prcomp) e monitorando o impacto desses parametros na

porcentagem da variancia explicada (fun¢ao summary), especialmente PC1 e PC2 (tabela 15).

Tabela 15, Pardmetros de pré-processamento dos dados e propor¢do da variancia explicada para as

quatro primeiras PCs.

PC1 PC2 PC3 PC4

Desvio-padrao 7,01 3,66 2,48 1,40

Condicao 1 Proporcdo da
65,11% | 17,73% | 8,19% | 2,61%
Center = True | variancia explicada

Scale = False Proporgao
65,11% | 82,84% | 91,02% | 93,64%
acumulada
Desvio-padrao 5,59 4,06 2,50 2,03
Condigao 2 Proporc¢ao da

39,01% | 20,57% | 7,78% | 5,14%
Center =True | variancia explicada

Scale = True Proporgao
39,01% | 59,58% | 67,37% | 72,51%
acumulada
Desvio-padrao 7,30 3,09 1,90 1,70
Condigao 3 Proporgao da

66,56% | 11,96% | 4,52% | 3,61%
Center = False | variancia explicada

Scale = True Proporg¢ao
66,56% | 78,52% | 83,04% | 86,65%
acumulada
Desvio-padrao 16,46 3,66 2,52 1,53
Condicao 4 Proporc¢ao da

90,65% | 4,48% | 2,13% | 0,78%
Center = False | variancia explicada

Scale = False Proporgao
90,65% | 95,13% | 97,26% | 98,04%
acumulada
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Na tabela 15 podemos observar que na condi¢do 2, onde os dados sdo centrados na média e
escalados, aproximadamente 60% da varidncia é explicada com as duas primeiras componentes
principais. Na condi¢do 3, onde os dados sdo apenas escalados, as duas primeiras PCs explicam
78,52% da variancia. Porém, na primeira condi¢do, onde os dados sdo apenas centrados na média, as
PCs 1 e 2 explicam quase 83% da variancia. Vale ressaltar que o alto valor de PC1 na condicdo 4 ¢
consequéncia de ndo centrar os dados na média, uma vez que a PCI estara explicando apenas a
variancia da média. A PC3 foi responsavel por explicar uma parcela inferior a 10% da variancia total
independente do parametro de pré-processamento escolhido. Com base nestes resultados e também
na analise do grafico de escores, os parametros da condi¢cdo 1 foram inicialmente escolhidos para

realizacdo das analises de PCA e HCA apresentados a seguir.

3.2. Analise dos escores da PCA

Uma vez escolhidos os parametros de pré-processamento, os graficos de escores foram
gerados (fungbes autoplot e ggplot) para visualizar o comportamento das amostras submetidas a
PCA. Serdo mostrados os resultados para as duas primeiras PCs, uma vez que a os graficos de PC1 x
PC3 e PC2 x PC3 demonstraram que essas componentes ndo foram capazes de separar as amostras

de maneira significativa.

Em um primeiro momento, o codigo das apreensdes foi utilizado para rotular os elementos no
grafico (figura 26). Essa rotulagdo serviu para verificar se objetos de uma mesma apreensio, a
principio com espectros e composicdo quimica semelhantes, apresentaram valores de escores
similares. Como observado na figura 25, amostras de uma mesma apreensao apresentaram, em geral,
valores de escores extremamente proximos, com excecao para as apreensoes 2770-16-MS (4 objetos
analisados de um total de 12 objetos apreendidos) e 1963-17-RJ (4 objetos analisados de um total de
16 apreendidos). Isto pode ser explicado pelo fato destas apreensdes apresentarem um elevado
numero de objetos apreendidos e, consequentemente, uma menor homogeneidade entre os objetos da
apreensdo quando comparados as demais apreensdes. Este fendmeno pode ser observado em outros
aspectos: em apreensdes de grande volume s3o observadas diferencas significativas inclusive na
adulteracdo das amostras, com alguns objetos apresentando diferenca tanto na presenga ou ausé€ncia

de determinados adulterantes quanto no teor destes.

Com base nisso, o resultado foi considerado satisfatorio, uma vez que objetos de uma mesma
apreensdo apresentaram valores de escores proximos, indicando que o método é reprodutivel no que

diz respeito ao preparo de amostra, obtencdo e processamento dos espectros.
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Uma vez demonstrado que o método apresentou uma reprodutibilidade adequada, os
elementos foram rotulados de acordo com o Estado em que ocorreu a apreensdo (figura 27), com
intuito de verificar se amostras que estavam agrupadas pelo modelo PCA apresentavam correlagdo

também com o Estado em que foram apreendidas.

101
Estado
2 e A
o A
Q 54 ™~ ~ AM
‘|~_.' ] B MS
S + PR
o o RJ
[ 1] =
SP
0 - =
m il
] hi ==X |
5 o'y ,aE
ng @ A -
& m N
Iw
.5 [ ]
-1IO (3 10 20 30
PC1 (65.1%)

Figura 27. Gréfico de escores para a primeira e segunda PCs do modelo PCA com rotulos dos Estados da
apreensao.

A principio, alguns grupos parecem se destacar de uma regido central extremamente
congestionada. E possivel verificar que um grupo de amostras de diferentes apreensdes do Estado do
Mato Grosso do Sul se destacou dos demais por apresentarem valores negativos de PC1 (menor que -
5) e ligeiramente positivos da PC2 (entre 0 e 7). Neste grupo, verifica-se a presenga de uma amostra

do RJ (1963-17-RJ-9) muito proxima a amostras de duas apreensdes distintas, ambas do estado do

MS (223-16-MS e 2341-16-MS).

Ja um grupo de 5 amostras do Estado do Amazonas, acompanhadas de uma amostra de SP e

duas amostras do RJ, apresentaram valores elevados para a PC2 (>5) em relacdo as demais amostras.
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Neste conjunto, 2 amostras do RJ pertencentes a uma mesma apreensdo (2958-16-RJ) se encontram

extremamente proximas a amostra 1374-15-AM (1 apreensio).

Apesar de separar alguns conjuntos de amostras, a maior parte das amostras se concentrou em

uma regido central sem que fosse possivel visualizar uma separagdo pelo grafico de escores.
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Figura 28 Grafico de residuos com valores de Q-residual e distancia de Hotteling T? para as
amostras utilizadas no modelo PCA.

O grafico de residuos (Figura 28) apresenta o valor de Q-residual, que ¢é a raiz da distincia
Euclidiana Ortogonal da posi¢do original de um objeto ao espagco da PC. Esta distancia mostra o
qudo bem um objeto esta ajustado ao modelo PCA e permite detectar objetos que ndo sigam uma
tendéncia comum representada pelas PCs. Ja o valor da distancia de Hotteling T? mostra o quéo
distante estd a projecdo de um objeto até a PC, permitindo identificar objetos ou outliers em relagdo
aos valores de variaveis. Os valores foram calculados apenas com as 2 primeiras PCs do modelo, ja
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que foram as unicas PCs utilizadas para constru¢do dos graficos de escores. As amostras 3652-14-
SP-5, 1378-15-AM-1 e 1182-14-AM-1 apresentaram valores de Q residual e de T? acima do

intervalo de confianga.

3.3. Analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA)

A abordagem de HCA apresenta como principal vantagem o fato de ndo requerer um
conhecimento prévio acerca da existéncia de grupos no conjunto de amostras ou varidveis. A
distancia euclidiana foi calculada (fungdo disf), e o agrupamento foi realizando utilizando o método
de Ward (func@o hclust, com parametro ward,D2). Com estes valores foi gerado um dendrograma
(ggplot) para permitir uma melhor visualizacdo de agrupamentos ndo tdo evidentes nos graficos de

escores das PCs.
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Dendrogram: centered, euclidean distances, Ward method
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Figura 29. Dendrograma construido com base em distancias Euclidianas e método de
ligagdo Ward.
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Foi possivel observar um grande grupo (A) com presenga predominante de amostras do MS
relativamente longe dos demais grupos e um grupo (B) que apresentou 2 amostras distintas do
Estado do Amazonas bem proximas a 2 amostras de uma mesma apreensao realizada no RJ. O fato
destas amostras se apresentarem extremamente proximas ao mesmo tempo que guardam certa

distancia de outros grupos pode ser um indicativo de possivel correlagdo entre estas amostras.

Apesar da obten¢do de um dendrograma bem estruturado, ndo foi possivel verificar um
padrao bem definido na classificacdo das amostras no que diz respeito ao Estado onde foi realizada a
apreensdo. A utilizacdo de um conjunto de amostras de um periodo extenso (2013-2017) pode estar
introduzindo e/ou ressaltando sazonalidades temporais que dificultam a interpretacdo das
caracteristicas de determinada regido ou rota de trafico. Idealmente, imaginou-se que a utilizacdo de
um conjunto de amostras apreendidas em um intervalo de tempo mais curto poderia atenuar este
efeito, porém, ha certa dificuldade em se conseguir um nimero de amostras representativo com

caracteristicas adequadas.

3.4. Analise dos coeficientes das PCs

Para determinar quais varidveis estdo efetivamente contribuindo para os valores de escores e
separagdo das amostras, ¢ necessario analisar os coeficientes das PCs. A contribuicdo de cada
variavel para cada uma das componentes principais pode ser visualizada através de um grafico que

expresse os valores dos pesos calculados versus o centro da regido da integral (figura 30).
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Figura 30. Valores dos coeficientes calculados versus centro da integral (ppm) para as
quatro primeiras componentes principais (PCs) do conjunto de dados utilizando dados

centrados na média e autoescalados.

Os coeficientes para a primeira componente principal variaram de -0,01 a 0,73, As maiores
contribui¢cdes foram de 0,73; 0,42; 0,30; 0,26 e 0,19; correspondentes aos sinais centrados em 7,41
ppm; 2,90 ppm; 3,79 ppm; 3,71 ppm e 2,88 ppm, respectivamente. Para a segunda componente
principal (Figura 29, PC2), a variagdo dos coeficientes se deu de -0,28 a 0,47. As maiores
contribuigdes em termos absolutos foram 0,48; 0,35; -0,27; 0,24 ¢ 0,23; correspondentes aos sinais

em 2,11 ppm; 7,41 ppm; 3,79 ppm; 2,88 ppm; 7;38 ppm.

Os sinais singletos em 3,79 ppm ¢ 3,71 ppm foram identificados como os sinais da metila do
éster do grupo metilecgonina referentes as moléculas de trams-cinamoilcocaina e cis-
cinamoilcocaina, respectivamente. Os sinais das cinamoilcocainas utilizados para quantificagdo no
capitulo 1 deste trabalho por se apresentarem em uma regido menos congestionada do espectro, ndo
apresentaram valores significativos de coeficiente nas PCs. A sele¢do dos sinais de metila do éster
em detrimento dos sinais da dupla ligagdo do grupo do acido cindmico nas cinamoilcocainas pode ser
explicado pelo fato deles apresentarem uma area 3 vezes maior (3 protons da metila contra 1 proton
presente no sinal da dupla ligagdo), apresentando assim uma variacdo mais significativa e favorecida

ao trabalhar com dados que ndo foram autoescalados. Vale ressaltar que estes sinais também servem

58



como indicativo do grau de degradagdo das amostras, dada a auséncia da metila nas

cinamoilecgoninas.

O sinal em 2,90 ppm foi atribuido a metila da amina na molécula de cis-cinamoilcocaina.
Além de figurar entre os maiores coeficientes para a PC1, este sinal apresentou o maior coeficiente
na PC3. O sinal em 2,88 ppm foi atribuido a metila da amina para a molécula de benzoilecgonina e
apresentou-se nos espectros cerca de 10 vezes inferior aos sinais dessas metilas nas

cinamoilcocainas.

Os sinais na regido dos aromaticos, em 7,41 ppm e 7,38 ppm apresentam aspecto de
multipleto ¢ ndo foram identificados, porém, ¢é possivel afirmar que ndo pertencem as
cinamoilcocainas ou a benzoilecgonina. Eles ndo estdo presentes na maioria das amostras e, portanto,
podem ndo pertencer a algum alcaloide minoritario, mas serem provenientes de alguma
contaminagdo durante o processo de extragdo/refino ou da presenca de algum adulterante em

baixissima concentragao.

O sinal em 2,11 ppm apresenta-se como um simpleto presente em diferentes intensidades em
varias amostras. Consultando uma lista de impurezas comumente encontradas®’ em espectros de
RMN de 'H, verificou-se que ¢ possivel que este sinal pertenca a molécula de acetato de etila,
provavelmente remanescente do processo de extracdo/refino. Essa possibilidade encontra suporte no
fato das amostras que possuem este sinal também apresentarem um tripleto na regido entre 1,22-
1,27ppm (J ~ 7 Hz), que, apesar de incluindo no céalculo da PCA, apresentou valores negligenciaveis
de coeficientes para as 4 PCs. Nao foi possivel confirmar a presenca do quarteto caracteristico dessa
molécula em 4,14 ppm devido a presenca de sinal bastante intenso da molécula de cocaina nesta

regido.

De modo geral, dentre os sinais identificados, os sinais das cinamoilcocainas ¢ da
benzoilecgonina foram predominantes em termos de contribuicdo para as PCs utilizadas. A
contribuicdo destes alcaloides em detrimento de sinais de outros alcaloides se deve ao fato destes
estarem em concentracdo que sdo varias ordens de grandeza maiores do que a trimetoxicocaina
(0,01% a 0,5%) e a tropacocaina (0,01% a 0,25%), por exemplo. Uma das tentativas de contornar
este comportamento ao construir o modelo PCA consistiu em autoescalar os dados na etapa de pré-
processamento (apéndice D). Esta abordagem permite, em tese, atribuir um mesmo “peso” aos
sinais/variaveis ligados a alcaloides minoritdrios e at¢é mesmo a sinais de possiveis solventes

residuais presentes nas amostras. No entanto, seria necessario um conhecimento prévio acerca dos
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sinais a serem utilizados, a fim de se evitar sinais repetidos de uma mesma molécula ou a introducao

de sinais nao identificados.

A identificacdo dos sinais de alcaloides minoritarios ndo é uma tarefa trivial. A similaridade
estrutural destes alcaloides aliada ao baixissimo teor em que sdo encontrados constituem a principal
barreira para a utilizagdo de experimentos bidimensionais ou até mesmo de difusdo. A melhor
alternativa consistiria em experimentos de fortificacdo (spiking) destes alcaloides, na tentativa de
encontrar sinais seletivos destas moléculas no espectro de 'H que possam ser utilizados. Vale
ressaltar que, para realizar experimentos de fortificagdo, seria necessario dispor de uma quantidade
razoavel de materiais de referéncia que contenham estes alcaloides em suas formas isoladas, um fator
limitante consideravel levando em conta a dificuldade em se obter este tipo de material. Uma
alternativa possivel envolve o desenvolvimento de uma estratégia de isolamento e caracterizacio
destes alcaloides a partir de material de alta pureza apreendidos, tanto por RMN quanto por outras
técnicas, permitindo a continuidade e aprimoramento deste trabalho e também gerando materiais de
referéncia disponiveis para utilizacdo em conjunto com outras técnicas, como CG-DIC, CG-EM,

CLAE-UVIS, etc.
4. Conclusoes

O modelo de analise de componentes principais foi aplicado a 77 amostras apreendidas entre
os anos de 2013-2017, mostrando certa limitacdo em agrupar conjuntos de amostras, porém
apontando algumas possiveis correlagdes entre amostras de apreensdes distintas. Estas amostras
podem ser investigadas por outras técnicas, envolvendo tanto a analise de alcaloides minoritarios
quanto o perfil de solventes residuais, a fim de verificar se estas correlagcdes sdo realmente

significativas.

A andlise dos coeficientes das PCs demonstrou a necessidade de identificar mais sinais
presentes nos espectros, o que pode possibilitar a selegdo de sinais que representem moléculas de

interesse antes da construgdo dos modelos de analise multivariada.

Apesar da técnica de RMN apresentar limites de detec¢do relativamente elevados, este fator
ndo parece ser um impeditivo para aplicacdo do método proposto aos sinais de alcaloides
minoritarios e solventes residuais. Experimentos de fortificagdo (spiking) com alcaloides
minoritarios, como a trimetoxicocaina e a tropacocaina, seriam uma excelente maneira de identificar
os sinais destas moléculas de interesse, permitindo verificar se ha sinais seletivos nos espectros de

RMN de 'H, tanto para desenvolvimento de técnicas de quantificagdo destes alcaloides quanto para
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analises quimiométricas de classificacdo/agrupamento de conjuntos de amostras. Esta mesma
abordagem pode ser aplicada aos solventes residuais, na tentativa de obter uma técnica mais versatil
que a cromatografia gasosa, e capaz de obter informagdes a respeito de duas classes bastante distintas
de moléculas com uma s6 andlise envolvendo um processo de preparo de amostra extremamente

simplificado.
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Apéndice A - Espectros de >C, DEPT135, HSQOC, HMBC e COSY para amostra de

cloridrato de cocaina

14 [rel]

Figura Al. Espectro de RMN de *C para amostra controle de cloridrato de cocaina em solugdo de

D>O/TSP.

| T T T T | T T T T |
5 10 [rel]

| T T T T
-5 0

Figura A2. Espectro de RMN DEPT135 para amostra controle de cloridrato de cocaina em solugdo

de D>O/TSP.
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Figura A3. Espectro de 'H-'3C HSQC para amostra controle de cloridrato de cocaina em solugio de

D>O/TSP.
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Figura A4. Espectro de RMN 'H-'3C HMBC para amostra controle de cloridrato de cocaina em

solucdo de D,O/TSP.
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Figura AS5. Espectro de RMN 'H-'"H COSY para amostra controle de cloridrato de cocaina
solugdo de D>O/TSP.



Apéndice B — Dados brutos para amostras de cocaina analisadas

Tabela B1. Média, desvio-padrdo e coeficiente de variagdo para determinacdes de cocaina por

RMNq (PULCON) e CG-DIC.

Cocaina
AMOSTRA RMNq CG-DIC

méd dpad Cv méd dpad Cv
COC146_15-AM 91,08 0,67 0,74 91,66 1,09 1,19
COC215_15-AM 91,75 0,51 0,55 93,36 0,25 0,27
COC308 15-AM 93,03 0,53 0,56 94,94 0,54 0,57
COC490 15-AM 92,55 0,75 0,81 94,88 0,66 0,70
COCO005_14-AM 93,83 0,19 0,20 96,59 0,63 0,65
COC442 14-AM 92,15 1,08 1,17 94,15 0,46 0,49
COC812_14-AM 92,82 0,56 0,60 95,61 1,02 1,06
COC1460 13-PR 93,08 0,60 0,65 94,68 0,08 0,08
COC1910_14-PR 92,26 0,53 0,57 94,55 0,44 0,47
COC2861 13-PR 92,66 0,80 0,86 95,42 0,58 0,61
COC3738_11-PR 92,31 0,61 0,66 93,40 0,18 0,20
COC036_13-AC 91,14 1,50 1,65 92,91 0,19 0,20

COC152 _14-SR-MS 66,74 1,37 2,05 69,90 2,77 3,97
COC685_11-SR-MS 83,22 0,90 1,08 84,30 0,73 0,86

COC693_13-AC 87,21 0,79 0,91 89,49 0,17 0,19
COC107_12-AC 65,03 0,08 0,13 65,46 0,59 0,90
COC1214 13-PR 76,81 1,11 1,44 80,88 0,31 0,39
COCl1254_14-AM 76,11 0,52 0,68 78,79 0,04 0,05
COC223_12-AC 70,87 2,13 3,01 73,32 0,38 0,52
COC567_13-AC 59,21 0,20 0,34 57,36 1,01 1,76
COC1459_13-PR 75,98 1,67 2,20 78,21 0,19 0,24

COC1889 12-SR-MS 73,83 0,25 0,33 75,93 0,16 0,21
COC259_11-CRA-MS 73,69 1,08 1,47 80,64 0,95 1,18
COC442_14-AM 68,17 4,19 6,15 71,30 0,66 0,93
COC223_15-AM 74,06 0,67 0,90 77,53 0,65 0,84
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COC299 15-AM

‘ 68,78 | 0,80 ‘ 1,17 | 72,22 ‘ 0,16 | 0,22 ‘
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Tabela B2. Média, desvio-padrio e coeficiente de variagdo para determinacdes de cis-

cinamoilcocaina por RMNq (PULCON) e CG-DIC.

Cis-cinamoilcocaina

AMOSTRA RMNq GC-DIC
méd dpad Cv méd | dpad Ccv
COC146_15-AM 1,42 0,01 0,94 1,49 0,01 0,89
COC215_15-AM 0,91 0,00 0,25 1,00 0,00 0,19
COC308_15-AM 1,03 0,00 0,48 1,11 0,01 0,73
COC490_15-AM 1,05 0,01 0,94 1,15 0,01 0,69
COCO005_14-AM 1,37 0,00 0,17 1,46 0,02 1,14
COC442 14-AM 1,68 0,02 1,48 1,76 0,01 0,54
COC812_14-AM 1,28 0,01 0,61 1,39 0,02 1,12
COC1460 13-PR 1,27 0,01 0,54 1,37 0,00 0,36
COC1910_14-PR 1,79 0,00 0,20 1,84 0,01 0,67
COC2861 13-PR 1,15 0,01 1,10 1,29 0,00 0,19
COC3738 11-PR 1,12 0,01 0,80 1,19 0,01 0,62
COC036_13-AC 2,52 0,05 1,84 | 2,57 0,01 0,35
COC152 14-SR-MS 1,54 0,04 2,68 1,63 0,08 4,76
COC685 11-SR-MS 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
COC693 13-AC 0,92 0,01 0,72 1,05 0,01 1,22
COC107_12-AC 0,76 0,01 1,86 | 0,78 0,04 4,55
COC1214 13-PR 5,47 0,10 1,86 | 5,93 0,05 0,90
COC1254 14-AM 4,22 0,04 0,93 | 4,75 0,08 1,75
COC223 12-AC 0,87 0,04 4,30 | 0,83 0,00 0,37
COC567 13-AC 0,60 0,03 5,71 0,47 0,02 4,44
COC1459 13-PR 4,92 0,08 1,61 5,07 0,02 0,34
COC1889 12-SR-MS 2,61 0,03 0,97 | 2,30 0,05 2,32
COC259 11-CRA-MS 4,98 0,03 0,59 | 5,28 0,05 0,97
COC442 14-AM 2,62 0,14 5,49 | 2,44 0,03 1,30
COC223 15-AM 3,99 0,03 0,64 | 442 0,21 4,76
COC299 15-AM 5,82 0,05 0,90 | 6,27 0,04 0,62
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Tabela B3. Média, desvio-padrdo e coeficiente de variacdo para determinagdes de trans-

cinamoilcocaina por RMNq (PULCON) e CG-DIC.

Trans-cinamoilcocaina
AMOSTRA RMNq GC-DIC

méd dpad | CV | méd | dpad CvV

COCl146_15-AM 2,16 0,02 | 0,95 | 2,18 | 0,02 1,11
COC215_15-AM 2,23 0,01 | 0,65 | 2,26 | 0,01 0,35
COC308_15-AM 1,43 0,01 | 0,80 | 1,52 | 0,01 0,47
COC490_15-AM 1,50 0,01 | 0,79 | 1,62 | 0,01 0,41
COCO005_14-AM 1,01 0,01 1,09 | 1,14 | 0,00 0,12
COC442 14-AM 1,28 0,01 1,04 | 1,38 | 0,00 0,27
COC812_14-AM 1,49 0,01 | 0,54 | 1,60 | 0,01 0,83
COC1460 13-PR 1,04 0,01 | 0,76 | 1,09 | 0,00 0,44
COC1910_14-PR 0,93 0,01 1,09 | 1,04 | 0,00 0,31
COC2861 13-PR 1,13 0,01 1,13 | 1,10 | 0,01 0,84
COC3738 11-PR 1,11 0,01 | 0,68 | 1,20 | 0,00 0,36
COCO036 _13-AC 1,16 0,02 | 1,68 | 1,28 | 0,01 0,45
COC152_14-SR-MS 0,65 0,02 | 2,73 | 0,79 | 0,03 3,74
COC685_11-SR-MS 0,70 0,01 1,06 | 0,80 | 0,00 0,48
COC693 13-AC 1,99 0,02 | 0,94 | 2,04 | 0,03 1,26
COC107_12-AC 0,33 0,01 | 3,27 | 0,35 | 0,01 1,83
COC1214 13-PR 4,31 0,12 | 2,86 | 5,06 | 0,08 1,62
COCl1254 14-AM 4,30 0,01 | 0,12 | 4,89 | 0,05 0,98
COC223 12-AC 0,52 0,01 1,40 | 0,48 | 0,00 0,31
COC567 13-AC 0,36 0,02 | 6,65 | 0,25 | 0,01 3,78
COC1459 13-PR 3,42 0,06 | 1,65 | 3,64 | 0,62 16,92
COC1889 12-SR-MS 3,89 0,02 | 0,59 | 3,78 | 0,05 1,25
COC259_11-CRA-MS 3,67 0,00 | 0,11 | 4,07 | 0,05 1,20
COC442 14-AM 1,89 0,11 596 | 2,04 | 0,03 1,35
COC223 15-AM 4,03 0,04 | 093 | 4,49 | 0,21 4,78
COC299_15-AM 3,99 0,09 | 2,23 | 4,64 | 0,02 0,48
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Apéndice C — Script em R utilizado para processamento dos dados

# Criar o df clean: importar do sheet relcoc e excluir sinal cocaina (5.58ppm), TSP (Oppm) e tags:
relcoc <- transpR_csv[-c(1, 2, 3, 4, 5, 6, 63)]

# Importar do sheet coef e excluir linhas da cocaina (5.58ppm), TSP (Oppm):

coef <- transpR_csv[-c(1,58),]

# Criar os vetores:

vetoramostra <- transpR_csv[1]

vetorapreens <- transpR_csv[2]

vetorestado <- transpR_csv[3]

vetorano <- transpR_csv[4]

# Library:

library(devtools); library(ggfortify); library(ggplot2); library(cluster);library(ggdendro);
library(graphics); library(gridExtra); library(pca3d)

# PCA das 4 primeiras PCs:
pca.relcoc <- prcomp(relcoc, center=T, scale=F, rank=4)
# Proporcao da variancia explicada:

summary(pca.relcoc)

# PCA e grafico de residuos com mdatools
pcamdatools <- pca(relcoc2, 2, scale = F)
mdaplot(pcamdatools$calres$scores, type ='p', show.labels = T, show.lines = c(0, 0))

residuals <- plotResiduals(pcamdatools, ncomp = NULL, main = NULL, xlab="T2", ylab =
"Squared residual distance (Q)", show.labels = T, show.legend = T, show.limits = T, cgroup =

NULL)



tiff(filename="C:/Users/Luiz Eduardo/Desktop/R/residuals.tiff", width=15, height=20, units="cm",
res=150)

plotResiduals(pcamdatools, ncomp = NULL, main = NULL, xlab="T2", ylab = "Squared residual
distance (Q)", show.labels = T, show.legend = T, show.limits = T, cgroup = NULL)

dev.off()

# plot dos coeficientes das PCs
#PCl

pcl <- gplot(coef$'V [ppm]’, pca.relcoc$rotation[,1], xlim=c(8.5,0.5), ylim=c(-0.8,0.8),
geom=c("point","line"), xlab="Deslocamento quimico (ppm)", ylab="PC1") + geom_point(size=1) +

theme bw()
ggsave("CoefPCI.tiff", plot = pcl, dpi = 200, width = 10, height = 8, units ="cm"
#PC2

pc2 <- gplot(coef$'V [ppm]’, pca.relcoc$rotation[,2], xlim=c(8.5,0.5), ylim=c(-0.8,0.8),
geom=c("point","line"), xlab="Deslocamento quimico (ppm)", ylab="PC2") + geom_point(size=1) +

theme bw()
ggsave("CoefPC2.tiff", plot = pc2, dpi = 200, width = 10, height = 8, units ="cm")
#PC3

pc3 <- gplot(coef$'V [ppm]’, pca.relcoc$rotation[,3], xlim=c(8.5,0.5), ylim=c(-0.8,0.8),
geom=c("point","line"), xlab="Deslocamento quimico (ppm)", ylab="PC3") + geom_point(size=1) +

theme bw()
ggsave("CoefPC3.tiff", plot = pc3, dpi = 200, width = 10, height = 8, units ="cm"

#PC4
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pc4 <- gplot(coef$'V [ppm]’, pca.relcoc$rotation[,4], xlim=c(8.5,0.5), ylim=c(-0.8,0.8),
geom=c("point","line"), xlab="Deslocamento quimico (ppm)", ylab="PC4") + geom_point(size=1) +

theme bw()
ggsave("CoefPC4.tiff", plot = pc4, dpi = 200, width = 10, height = 8, units ="cm")
# Combinados:
pcgrid <- grid.arrange(pcl,pc2,pc3,pc4, nrow = 2)
ggsave("coefpcgrid.tiff”, plot = pcgrid, dpi = 200, width = 30, height = 17, units ="cm"
# Tabela coeficientes:
write.csv(pca.relcocS$rotation, file = "coefpca.csv")
#PCA 3D
gr <- vetorestado$Estado
pca3dd(pca.relcoc, group=gr, show.centroids=F, show.ellipses = F)
# Plot preliminar:
autoplot(prcomp(relcoc, center=T, scale=F, rank.=4), shape=3)
# Plot com tags dos vetores Estado
## ggplot
estadogg <- cbind(pca.relcoc$x, vetorestado[,1])
ggplot(estadogg, aes(PC1, PC2)) +
geom_point(aes(colour = Estado, shape = Estado), size = 1.5, stroke=0.9) + theme bw/()
## autoplot
biplotestados <- autoplot(prcomp(relcoc, center=T, scale=F, rank.=4),
data=vetorestado, shape="Estado’, colour="Estado', size=2, scale=0) + theme bw/()

ggsave("biplotestadosTF1.tiff", plot = biplotestados, dpi = 200, width = 23.5, height = 17, units

:"Cm"
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# proporc¢do: width=23.5 height=17

# Plot com tags dos vetores Ano

vetorano2 <- vetorano

vetorano2$ Ano <- as.character(vetorano2$Ano)

biplotano <- autoplot(prcomp(relcoc, center=T, scale=F, rank.=4), data=vetorano2, shape="Ano",

colour="Ano', size=2) + theme bw()
ggsave("biplotano.tiff", plot = biplotano, dpi = 200, width = 18, height = 22, units ="cm"
### Plot com tags dos vetores apreensio ###
vetorapreens2 <- vetorapreens
# shape
apreensshape <- rep(0:6, 7)[1:38]
# colour
apreenscol <- rep(rainbow(6), 7)[1:38]
# Plot autoplot

biplotapreens <- autoplot(prcomp(relcoc, center=T, scale=F, rank=4), data=vetorapreens, shape =

"Apreens", colour = "Apreens", size = 3, label=F) +
scale colour manual(name = "Apreensao", values = apreenscol) +
scale shape manual(name = "Apreensao", values = apreensshape) +
theme bw/()
ggsave("biplotapreens.tiff”, plot = biplotapreens, dpi = 200, width = 18, height = 22, units ="cm")
# Plot ggplot
apreensgg <- cbind(pca.relcoc$x, vetorapreens2[,1])

biplotapreens <- ggplot(apreensgg, aes(PC1, PC2)) +
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geom_point(aes(colour = Apreens, shape = Apreens), size = 1.5, stroke=0.9) +
scale _colour manual(name = "Apreensao", values = apreenscol) +
scale shape manual(name = "Apreensao", values = apreensshape) + theme bw()

ggsave("biplotapreensTF2.tiff", plot = biplotapreens, dpi = 200, width = 30, height = 13, units

="cm"

# propor¢do: width=40 height=13

### Dendrograma ###

# Compute distances and hierarchical clustering:
relcoc2 <- relcoc #copy df

labs = paste(vetoramostra$Amostra) #new labels
rownames(relcoc2) <- labs #set new row names
distclust <- dist(scale(relcoc2, center=T, scale=F), method="euclidean")
hc <- hclust(distclust, method = "ward.D2")
dendr <- dendro_data(hc, type="rectangle")

# Plot (vertical)

plot(he, hang=-1, cex=0.7, lwd=1.5, labels = vetoramostra§ Amostra, main="Dendrograma", sub=

xlab="", ylab="")
# ggplot2 (horizontal)
#converter cluster p/ object para usar com ggplot:
dendr <- dendro_data(hc, type="rectangle")
# Exemplo:

#labels (now rownames) are supplied in geom_text() and label=label

ggplot() +

nn
b
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geom_segment(data=segment(dendr), aes(x=x, y=y, xend=xend, yend=yend)) +
geom_text(data=label(dendr), aes(x=x, y=y, label=label, hjust=0), size=2.5) +
coord flip() + scale_y reverse(expand=c(0.2, 0)) +
theme(axis.line.y=element_blank(),
axis.ticks.y=element blank(),
axis.text.y=element_blank(),
axis.title.y=element_blank(),
panel.background=element_rect(fill="white"),
panel.grid=element_blank())
# DENDROGRAMA FINAL#
DendrCentEucWard <- ggplot() +
geom_segment(data=segment(dendr), aes(x=x, y=y, xend=xend, yend=yend)) +
geom_text(data=label(dendr), aes(x=x, y=y, label=label, hjust=-0.05), size=2.2) +
coord flip() + scale_y reverse(expand=c(0.12, 0)) +

labs(title="Dendrogram: centered, Manhattan distances, Ward method", x="", y="Variance

Weighted Distance") +
theme(axis.line.y=element_blank(),
axis.ticks.y=element_blank(),
axis.text.y=element_blank(),
axis.title.y=element_blank(),
panel.background=element_rect(fill="white"),
panel.grid=element blank(),

title=element_text(size=10, face="bold'),



plot.title=element_text(hjust=0.5))

ggsave("DendrCentEucWard.tiff", plot = DendrCentEucWard, dpi = 200, width = 17, height = 30,

units ="cm"

#### Rascunhos/Testes ####

## Teste dendrograma com mahalanobis

Sx <- cov(relcoc2)

mahalanobis(relcoc2, center=T, Sx, inverted=T, tol=1e-22)
hc <- hclust(distclust, method = "ward.D2")

row_dist = mahalanobis(relcoc2, center =FALSE, cov = cov(relcoc2), tol=1e-22)
hc = hclust(row_dist)

Heamtap(..., cluster rows = row_hclust)

## Cluster

clust <- kmeans(pca.relcoc$x, 7)

autoplot(kmeans(pca.relcoc$x, 7), data = pca.relcoc$x, label=F, label.size=3, frame=T,

frame.type="norm")

## Plot dos coeficientes das PCs com loop.

lapply(1:4, function(x) {

gplot(coef$'V [ppm]’, pca.relcoc$rotation[,x], xlim=c(9,0), ylim=c(-1,1), geom=c("point","line"),

main=paste0("Coef. PC",x, " vs deslocamento quimico do sinal (ppm)"),
xlab="Desloc quim. (ppm)", ylab=pasteO("PC", x)) + theme bw() })

coef <- cbind(coef, pca.relcoc$rotation) # ndo precisa ja que puxei direto da list do PCA...

## Teste da pca com benecg e cinamoilcocainas: 3,79(col. 49) + 3,71(col. 41)+ 2,88(col.36)

relcoc3 <- relcoc[c(36,49,41)]
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pcarelcoc3 <-prcomp(relcoc3, center=T, scale=F, rank=4)

autoplot(pcarelcoc3)
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PC2 (20.57%)

Apéndice D — Grafico de escores, pesos das PCs e dendrograma para dados centrados na

meédia e autoescalados
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Figura D1. Gréfico de escores para a primeira e segunda PCs do modelo PCA com rotulos dos

Estados da apreensao.
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Figura D2. Valores dos coeficientes calculados versus centro da integral (ppm) para as quatro

primeiras componentes principais (PCs) do conjunto de dados utilizando dados centrados na média e

autoescalados.
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Dendrogram: centered, Manhattan distances, Ward method
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Figura D3. Dendrograma utilizando dados centrados na média e autoescalados, Distancias:

Manhattan, Método de ligagdo: Ward.
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