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RESUMO

A maconha é uma das drogas ilicitas mais utilizadas e traficadas no Brasil e
no mundo, sendo esse uso decorrente do consumo ilicito recreativo, amplamente
disseminado no pais. Entretanto devido a suas inUmeras propriedades quimicas, a
mesma apresenta alta prestabilidade, como por exemplo no emprego terapéutico,
funcdo essa que confere essa dualidade quando se fala atualmente sobre os
atributos da Cannabis sativa. Entretanto ndo se pode negar que a mesma esta
relacionada a inumeras disfung¢des bioldgicas, podendo ser associada a condi¢des
de vulnerabilidade, crimes e riscos a saude. As  substancias
delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), e acido tetrahidrocanabindico sdo as que mais
se destacam na area forense, sendo encontradas nas folhas e flores secas
(inflorescéncia) em maiores concentragbes. Encontrada comumente na forma
prensada em blocos, a maconha é utilizada por meio de vias respiratoria (fumada),
atuando como perturbadoras do sistema nervoso central. Portanto, essas
caracteristicas conferem carater de alvo para as substancias supracitadas, na
analise desse tipo de substancia ilicita, podendo gerar perfis de acordo com as
diferentes concentragbes encontradas em amostras apreendidas de Cannabis
sativa. As metodologias utilizadas em analises forenses sao diversas, utilizando
como base a quimica analitica quantitativa e qualitativa, por meio da implantacao de
técnicas instrumentais ja estabelecidas, que visam a otimizacéo de fatores analiticos
como, tempo, eficiéncia e dano na amostra. Dessa forma por meio do uso da
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), com médulo
ATR, é uma alternativa de facil manuseio e de pouco custo, permitindo otimizar as
pericias, deixando de lado técnicas que demandam mais tempo e material, como a
microscopia vegetal. A padronizagdo da metodologia buscou facilitar a analise

pericial das amostras, a fim de se obter o melhor resultado possivel.

Palavras chave: Cannabis sativa, maconha, infravermelho, metodologia



ABSTRACT

Marijuana is one of the most used and trafficked illicit drugs in Brazil and in
the world, and this use is due to recreational illicit consumption, widely spread in the
country. However, due to its innumerable chemical properties, it is highly useful, for
example, in its therapeutic use, a function that confers this duality when one speaks
today about the attributes of Cannabis sativa. However, it cannot be denied that it is
related to numerous biological dysfunctions, and can be associated with conditions
of vulnerability, crime, and health risks. The substances delta-9-tetrahydrocannabinol
(THC) and tetrahydrocannabinoic acid are the most prominent in the forensic area,
being found in the leaves and dried flowers (inflorescence) in highest concentrations.
Commonly found in the block-pressed form, marijuana is used through the
respiratory tract (smoked), acting as a disrupter of the central nervous system.
Therefore, these characteristics confer target character to the aforementioned
substances in the analysis of this type of illicit substance, and can generate profiles
according to the different concentrations found in seized samples of Cannabis sativa.
The methodologies used in forensic analysis are diverse, using quantitative and
qualitative analytical chemistry as a basis, through the implementation of established
instrumental techniques, which aim to optimize analytical factors such as time,
efficiency, and damage to the sample. Thus, through the use of Fourier transform
infrared spectroscopy (FT-IR), with ATR module, is an alternative of easy handling
and low cost, allowing to optimize the expertise, leaving aside techniques that
require more time and material, such as plant microscopy. The standardization of the
methodology sought to facilitate the expert analysis of the samples, in order to obtain

the best possible result.

Keywords: Cannabis sativa, marijuana, infrared, metodology
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1 INTRODUGAO

A Policia Cientifica do Parana, instituicdo de parceria na elaboracao desta
monografia, abriga a seg¢do de Criminalistica, responsavel pela “elucidagdo de
crimes quando houver vestigios, conforme estabelecido pelo Cddigo de Processo
Penal, através da Ciéncia Forense” (POLICIA CIENTIFICA, [s.d.])

A secdo de Criminalistica € composta por trés grandes departamentos:
Toxicologia Forense, Biologia Molecular Forense e Quimica Forense, conforme

ilustra o organograma simplificado da Policia Cientifica na FIGURA 1.

FIGURA 1. ORGANOGRAMA SIMPLIFICADO DA DIVISAO DE SETORES DA POLICIA CIENTIFICA

Policia Cientifica

/N

Instituto de Instituto médico roicologiaforense
Criminalistica legal Quimica forense

Biologia molecular forense

FONTE: Os autores (2021)



Destes setores, o de Quimica Forense é o que realiza a analise das provas
materiais para a justica, através do exame de substédncias como drogas licitas e
ilicitas, venenos, residuos de incéndio e de disparo de armas de fogo, explosivos e
combustiveis (ROMAO et al., 2011).

A analise de drogas de abuso, objeto de estudo deste trabalho, € uma area
que desperta o interesse das comunidades leiga e cientifica por conta do combate
ao narcotrafico, especialmente da droga que provém da planta Cannabis sativa L.,
popularmente conhecida como “maconha”, e do aumento expressivo de
dependentes quimicos, particularmente os menores de idade (ROMAO et al., 2011).

A Cannabis sativa L. € uma espécie de planta quimicamente complexa e sua
atividade psicoativa €& determinada principalmente pela concentracdo de um
composto quimico denominado A9-THC encontrado em maiores concentragdes nas
folhas e nas inflorescéncias femininas do vegetal (ELSOHLY et al., 2017). O numero
de compostos naturais, divididos em canabinoides e ndo canabinoides, encontrados
e isolados vem aumentando. Em 1980, a literatura citava 423 compostos, como
compostos nitrogenados, aminoacidos, proteinas, hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres, agucares, terpenos e vitaminas,
numero que expandiu para 490 em 2005 e 565 atualmente (HONORIO, 2006).

O A9-THCA é o acido precursor do A9-THC, e é encontrado em
concentragbes elevadas no organismo vegetal, sendo a sua descarboxilagao
resultado de secagem ou queima da planta.(GASTON, 2017). A farmacocinética é
uma das mais bem estudadas, e sua absorcdo € dependente da via de
administragcdo, sendo bem distribuido pelo corpo por ser altamente lipofilico,
ligando-se a proteinas, e podendo ser armazenado em tecido adiposo, sendo
liberado lentamente no sangue. No figado ocorre a hidroxilagdo pelas isoformas
CYP2C9, 2C19 e 3A4 em 11-OH-THC como exemplificado no esquema da FIGURA
2, este por sua vez pode se transformar em mais de 30 metabdlitos. A
glucuronidagao é responsavel pelo metabolismo de fase Il do A9-THC, onde 65% é
excretado pelas fezes e 25% na urina (GASTON, 2017).



FIGURA 2. ESQUEMA DE REPRESENTACAO DA DEGRADAGAOQ DE A9-THCA

CYP2C9, |
2C19e

A9-tetrahydrocannabidiol (THC)

HC 0 cH?

A9- tetrahydrocannabinolic acid (THCA

11-OH-THC

FONTE: Adaptado de Gaston et al (2017).

A analise quantitativa e qualitativa das amostras de Cannabis sativa L.
apreendidas de usuarios e traficantes permite a caracterizacdo do perfil
fitocanabinoide da planta, além de encontrar possiveis adulterantes e realizar um
rastreio de fornecedores e locais de plantio do entorpecente. Nesse sentido, o setor
de Quimica Forense exerce um fator decisivo nas analises criminalisticas, através
da identificagdo dos principais componentes de uma amostra de droga com o auxilio
dos recursos da quimica analitica (RAMOS et al., 2021).

Nos laboratérios de Quimica Forense, as amostras de Cannabis sativa L.
passam primeiramente por uma avaliacdo de triagem com métodos colorimétricos,
como o sal de azul B, ou reagao de Fast Blue B, em que o extrato de carater
fendlico da planta, seja ele etéro ou alcdolico, participa de uma reagdo com o sal de
Fast Blue B, como indicado na FIGURA 3 e da origem a um produto de cor
avermelhada soluvel em fase orgénica, indicando resultado positivo para maconha,

como esta ilustrado na FIGURA 4.



FIGURA 3. MECANISMO DE REAGAO PROPOSTO PARA O TESTE DE SAL DE AZUL B.
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FONTE: Santos et al (2016)

O mecanismo da reagao é proposto em 4 etapas, na primeira temos uma
reacao acido-base, onde o grupo fendlico do A9-THC ;e convertido em ion fenolato
através da reagao em meio basico produzindo uma molécula de agua (I). O anion
fenolato tem sua carga estabilizada por ressonancia, entdo os elétrons do anion
fenolato de A9-THC atacam o eletréfilo do grupo diazo da molécula de fast blue B
em um passo lento de reacdo, produzindo um intermediario aromatico, identificado
na FIGURA 3 como a reagao (ll), este por meio de ragdes de tautomerizagéo vai se

transformar nos compostos das reacoes (lll), (IV) e (V) (SANTOS et al., 2016)



FIGURA 4. RESULTADO DA REAGAO ENTRE COMPOSTO FENOLICO E SAL DE FAST

BLUE

FONTE: Os autores (2021)



Depois de passar pelo método de triagem, a amostra € dirigida aos métodos
da quimica analitica.

A quimica analitica € a area de conhecimento que estuda e avalia os
meétodos de analise quimica, mais conhecidos como métodos analiticos ou métodos
instrumentais de analise. Os métodos analiticos sdo constituidos por um conjunto de
técnicas que mostram quais sdo os compostos (por analise qualitativa) e em quais
quantidades eles sdo encontrados em determinadas substancias (por analise
quantitativa) (GONDIM et al., 2011). A verificacdo dos analitos, substancias que sao
quantificadas e qualificadas, se da por meio de propriedades fisicas da matéria,
como condutividade elétrica, absor¢cdo ou emissado de luz e fluorescéncia. Para
tanto, a escolha do método analitico mais adequado deve levar em consideracao a
sua eficiéncia, complexidade e tempo de andlise, além da avaliagao dos riscos de
dano ao material e a validacdo do método (GOES JUNIOR et al., 2019). Dos
recursos analiticos mais empregados atualmente nos laboratorios forenses, a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR - do inglés
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) e a cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas (CG-EM) sdo os que merecem destaque por sua
preciséo e sensibilidade (GIUDICE, 2017).

A FT-IR é baseada na dissociacdo da curva em seus comprimentos de onda
e respectivas intensidades (GIUDICE, 2017). A amostra é colocada entre o
interferdbmetro e o detector de tal modo que o interferograma gerado € a subtragao
entre o espectro da fonte e o da amostra, a partir da absor¢édo dos comprimentos de
onda (HARRIS, 2012, p. 501). Como todo método, o FT-IR também possui suas
especificidades, ja que é restrito a amostras que possuem pequenas variagdes de
energia entre seus estados de vibragao, podendo ser uma desvantagem em alguns
casos.

Ja a cromatografia gasosa € considerada um método bastante sensivel, por
ser capaz de fazer a determinacdao das substancias a partir de amostras muito
pequenas, e esta fundamentada na distribuicdo da amostra com base em fases
estacionaria e movel (MOTA,; DI VITTA, 2016). Contudo, a CG-EM exige a utilizagao
de reagentes e vidrarias, além do extenso intervalo de tempo necessario para fazer
a devida leitura das amostras e da alta demanda de exames feitos pela Policia

Cientifica no estudo de Cannabis sativa L., 0 que faz dessa estratégia um processo



bastante demorado e nao tao viavel, apesar de muito consolidado no mercado e nos
laboratérios (GIUDICE, 2017).

Vale lembrar que cada substancia a ser analisada tem um método especifico
com fluxo de gas, coluna e temperaturas de forno diferentes, e que para cada
analise diferente € necessario o ajuste destas variaveis antes, o que demanda um
tempo de estabilizacdo do equipamento.

Desta forma, para a aplicagdo de um método novo que permita uma maior
otimizagdo na rotina de trabalho e que permita obter resultados confiaveis, o
laboratério de Quimica Forense desenvolveu uma metodologia de analise por FT-IR
para Cannabis sativa L. O levantamento bibliografico de artigos cientificos que
comparam estas duas metodologias (FT-IR e CG-EM) no estudo de Cannabis sativa
L. é bastante escasso, fato que ressalta a importancia da avaliagdo dessas técnicas
e a otimizagdo dos estudos na area da Quimica Forense, dando a devida

importancia e relevancia deste trabalho de concluséo de curso.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Analisar a eficacia do método de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) quando comparado a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando amostras de Cannabis

sativa apreendidas no estado do Parana em 2021.

1.2.1 Objetivos especificos

Apresentar o método analitico de espectrometria por infravermelho com

transformada de Fourier (FT-IR);

Compreender o funcionamento da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, metodologia mais empregada atualmente na analise de

Cannabis sativa;

Estudar e avaliar os compostos canabinoides em amostras de Cannabis
sativa no método de espectrometria por infravermelho com transformada de Fourier

e na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

Comparar os resultados das analises e a eficacia do método de FT-IR em
relacao a CG-EM.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fitoquimica da Cannabis sativa L.

A maconha (Cannabis sativa Linnaeus) foi classificada pela primeira vez em
1753 por Carl Von Linné. Acredita-se que ela tenha sido introduzida no Brasil pelos
escravos africanos, devido a sua ampla utilizagdo na forma fumada em ritos do
candomblé (FARIAS, 2007).

A Cannabis sativa L. € uma espécie de planta da familia Cannabaceae,
dicotiled6nia, herbacea, com dimorfismo sexual e com aspecto arbustivo,
encontrada em diferentes locais do mundo, desde regides ao nivel do mar até locais
como o pico da cordilheira do Himalaia. Existem registros que indicam o cultivo de
Cannabis desde seis mil anos atras, o que dificulta a precisdo de sua origem
(ELSOHLY et al., 2017). As flores ou inflorescéncias produzem uma resina com alto
teor de A9-THC, responsavel por evitar a desidratacdo da planta. Suas
caracteristicas permitem que a planta seja cultivada tanto em ambientes fechados
(Indoor cultivation) quanto em ambientes externos (Outdoor cultivation),

manipulando condi¢des de fotoperiodo, floragdo e maturagao.

Dentre as substancias encontradas na Cannabis sativa L., os terpeno fenois
sdo 0s que merecem destaque, pois estes s&o os que geram os efeitos psiquicos,
sejam eles psicoativos, como o A9-THC e seu metabdlito 11-OH-A9-THC, ou
nao-psicoativos, como o canabidiol (RIBEIRO et al., 2005). Além desses, existe
ainda o acido tetrahidrocanabindlico (THCA), precursor do tetrahidrocanabinol

(THC), um dos principais componentes da planta.

Quimicamente, a Cannabis sativa L. tem uma estrutura bastante complexa,
pois possui um grande numero de metabdlitos secundarios. Nesse sentido, as
analises quimicas quantitativas e qualitativas podem ser utilizadas para determinar o
perfil fitocanabinoide da planta e auxiliar a esclarecer substancias préprias das
adulterantes (ELSOHLY et al., 2017).
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2.2 Classe dos terpeno fendis

Os terpenos podem ser classificados como alcenos naturais, pois se tratam
de compostos hidrocarbonetos com duplas ligagbes carbono-carbono. Eles sao
utilizados em diversas fungdes do metabolismo, desde moléculas muito pequenas
até hormonios e pigmentos celulares (BORGES; AMORIM, 2020).

Os terpeno fendis sao sintetizados a partir de metabdlitos primarios, através
das rotas do acido mevaldnico (MVA) e do metileritritol fosfato (MEP), conforme
ilustram as FIGURA 5 e 6. Na rota do MVA, o acido é formado a partir de trés
moléculas de Acetil-CoA; entdo, depois de um processo de pirofosforilagéo,
descarboxilagao e desidratacéo, é formado o composto base para a construgcao dos
terpenos, o isopentenil difosfato (IPP). Ja na rota do MEP, ha a jungdo de dois
atomos de carbono provenientes do piruvato com a molécula de
gliceraldeido-3-fosfato, formando o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato como composto
intermediario, que sera responsavel pela sintese dos terpenos (BORGES; AMORIM,
2020).

FIGURA 5. FLUXOGRAMA SIMPLIFICADO DA ROTA DE BIOSSINTESE DOS TERPENOS
(ISOPRENO)
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+
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FONTE: Os autores (2021)
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FIGURA 6. FLUXOGRAMA DETALHADO DA ROTA DE BIOSSINTESE DOS TERPENOS
ISOPRENOS
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2.2.1 Terpeno fendis de interesse da Cannabis sativa L. no FT-IR: A9-THC

O A9-THC, cuja estrutura quimica esta representada na FIGURA 7, é
considerado o principal componente da maconha responsavel pelas propriedades
psicoativas mais conhecidas. Sua concentracdo na planta é diretamente
proporcional a poténcia do seu efeito no sistema nervoso central (SNC). No entanto,
sua concentracao na planta varia de 0,5% a 40% e depende de diversos fatores de
cultivo, como clima, regime de chuvas, fertilidade do solo, temperatura etc
(HONORIO et al, 2006).

FIGURA 7. ESTRUTURA QUIMICA DO A9-THC ( A9-TETRAHIDROCANNABINOL)

ATHC

FONTE: Hondrio et al (2006)

Por conter substancias que atuam no Sistema Nervoso Central, a maconha
tem um grande potencial para o bem e para o mal. Ela € composta de diversos tipos
de canabinoides - os mais conhecidos s&o o Tetrahidrocanabinol (THC) e o
Canabidiol (CBD). O THC se destaca para o mal: & responsavel pelos efeitos
psicoativos e neurotdxicos. Ja o CBD funciona para o bem: possui diversas
possibilidades terapéuticas e até efeitos protetores contra os danos do préprio THC,

incluindo efeitos antipsicéticos

Ja existe permissao de uso baseado em decisdes judiciais, mas como tornar
a planta comercial? Isso € possivel através da alteragdo da concentragdo do THC

por hemi sintese alterando seu efeito psicoativo. De acordo com Borille (2016),
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existem trés quimiotipos para a planta, conforme a propor¢gdo da concentragao de
THC e CBD. Ela é considerada tipo droga, quando a concentracdo de THC é
predominante esta no intervalo entre 2 - 8%. Ja o tipo intermediario se trata da
planta que possul concentragdes equivalentes de THC e CBD, e o tipo fibra é a
planta que possui menor concentragao de THC (algo em torno de 0,3%) e o CBD

passa a ser predominante, com concentra¢des aproximadas de 10%.
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2.2.2 Terpeno fendis de interesse da Cannabis sativa L. no FT-IR: THCA

A planta Cannabis sativa L. passa por diferentes reagdes e gera variados
metabdlitos secundarios, como os canabinoides terpenofendlicos (CARVALHO et
al., 2020). Dentro dessa categoria, 0 composto majoritario é o acido

tetrahidrocanabindlico (THCA), representado quimicamente na FIGURA 8.

FIGURA 8. ESTRUTURA QUIMICA DO THCA (ACIDO TETRA-HIDROCANABINOLICO)

FONTE: SWGDRUG ([s.d])

O THCA é uma matéria-prima importante no desenvolvimento dos extratos
medicinais da Cannabis. Ao passar pelos processos de aquecimento, o THCA sofre
descarboxilagéo e retoma sua forma neutra, o THC (CARVALHO et al, 2020).
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2.2.3 Terpeno fendis de interesse da Cannabis sativa L. no FT-IR: 11-OH-A9-THC

A biotransformagdo do THC é bastante complexa e gera em torno de 20
metabdlitos, dos quais o 11-OH-A9-THC, composto mais psicoativo, € um dos mais
importantes, ilustrado na sua estrutura quimica na FIGURA 9 (TURNER, 1990).

FIGURA 9. ESTRUTURA QUIMICA DO 11-OH-A9-THC

FONTE: PubChem ([s.d])

Este metabdlito secundario possui propriedades e efeitos muito semelhantes
aos efeitos do THC, diferindo de forma que compostos como o A9-THC tem
afinidade significativa com as lipoproteinas no plasma, ja o 11-OH-A9-THC teria
uma afinidade com a albumina plasmatica (SCHOU, 1977). Essa diferenca estaria
relacionada a biodisponibilidade de um composto e facilidade para atravessar mais
rapidamente a barreira hematoencefalica (GONCALVES; SCHLICHTING, 2014).



16

2.3 A espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FT-IR)

Os métodos analiticos na Quimica Forense sdo responsaveis por utilizar
técnicas matematicas e estatisticas capazes de converter dados complexos
cromatograficos em informagcées matematicas para que a interpretacdo do dado

ocorra de forma mais intuitiva e simplificada (WANG; LIM, 2012).

Embora existam métodos bem estabelecidos nos laboratérios de analise de
Quimica Forense, como a cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massas, muitas vezes essas técnicas sao demoradas, especificamente no método
de analise de Cannabis sativa L. utilizado pela Policia Cientifica do Parana, e
exigem instrumentos e estudos mais finos e caros. Por outro lado, a espectroscopia
por infravermelho com transformada de Fourier € uma técnica bastante simples,
rapida e mais barata, capaz de fornecer uma espécie de impressao digital da
amostra (WANG; LIM, 2012).

O infravermelho é considerado um tipo de energia eletromagnética cujas
ondas se encontram na faixa entre 14290 e 200 cm™ (BARBOSA, 2007, p. 13). A
natureza das ondas eletromagnéticas € de comportamento dual: ela tem
caracteristicas ondulatérias e corpusculares simultaneamente. Dentro da teoria
corpuscular, Planck, Bohr e Einstein apontaram em seus trabalhos que a radiagao
eletromagnética € formada por pacotes de energia, denominados fétons. Esses
fétons incidem sobre a molécula e causam variagdo em sua energia (BARBOSA,
2007, p. 15).

E importante salientar que quando ocorre uma radiacdo de onda
eletromagnética em uma amostra organica, esta n&do absorvera todos os
comprimentos de onda. A absorgao ocorre somente quando as moléculas fazem a
transicdo de um estado de menor energia para outro de maior energia (BARBOSA,
2007, p. 17).

A energia eletromagnética na regido do infravermelho possui maior
comprimento de onda e menor energia, o que faz com que sua interagdo com
moléculas organicas nao provoque desintegracdo do composto, mas uma alteragao
na sua conformacgao vibracional e rotacional, ao contrario da radiagdo na regidao do

ultravioleta, que é capaz de desintegrar amostras organicas pois possui menor
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comprimento de onda e maior energia (BARBOSA, 2007, p. 17). Sendo assim, o
espectro na regido de 4000 a 400 cm™ é a regido mais importante na caracterizagao
de compostos organicos e apresenta bandas de absorgao ao invés de linhas porque
cada mudancga de nivel vibracional esta relacionada a mudancas rotacionais da
molécula, embora a interpretacdo dos espectros ndo dependa de todas as bandas

possiveis, mas sim, das mais caracteristicas (BARBOSA, 2007, p. 17).

A ideia geral de um espectro do infravermelho esta ilustrada na FIGURA 10.
O espectro é um grafico representado por bandas no qual o eixo das abscissas
indica a posicdo de maxima absorbancia e o eixo das ordenadas, a porcentagem de
transmiténcia. A regido hachurada em vermelho indica a banda A; a area delimitada

em verde corresponde a banda B do espectro.

paragrafo explicando as bandas

FIGURA 10.ESPECTRO DE A9-THC POR INFRAVERMELHO
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Para que a vibragdo causada pela radiacdo da onda eletromagnética resulte
em absorcao, € preciso que tal vibracdo modifique 0 momento dipolo da molécula
analisada, seja nas modificagbes de estiramento de suas ligagdes ou de variagao
em seus angulos, especialmente quando se trata de compostos que contenham
grupamento -OH em suas estruturas, as absorgbes ocorrem mais comumente
através do estiramento e de deformagdo angular da ligacdo O-H (BARBOSA, 2007,
p. 23).

As vibracdes de estiramento costumam resultar em bandas de absor¢do mais
intensas que as obtidas pelas deformacgdes angulares. Nesse sentido, é possivel
afirmar que determinados grupos funcionais, como carbonila e hidroxila apresentam
bandas de absorgdo mais intensas devido a, principalmente, formagéo de grupos
funcionais com atomos com grande diferenga de eletronegatividade (BARBOSA,
2007, p. 23).

Para que o espectro através do infravermelho com a transformada de Fourier
seja obtida, a amostra € colocada entre o interferobmetro e o detector. Entdo, a
amostra absorvera alguns comprimentos de onda e, consequentemente, diminuira a
intensidade deles (BARBOSA, 2007, p. 27). Esses dados brutos passam por um
procedimento matematico chamado de Transformada de Fourier, em que ha a
transformacdo desses interferogramas em espectros no dominio da frequéncia,
condicdo com a qual os profissionais e laboratérios estdo acostumados (BARBOSA,
2007, p. 28). Assim, a subtragdao desses dois espectros fornece como resultado o

espectro de absor¢cdo da amostra, como o visto na FIGURA 8.

Os espectros no infravermelho sdo obtidos a partir de amostras nos estados
sélido, liquido e gasoso. E importante destacar que a qualidade da analise e do
espectro depende fundamentalmente do preparo da amostra para a producédo de

resultados de boa qualidade.

Segundo Ferreira, (2016), o método de analise do FT-IR é capaz de verificar
a vibragcdo conforme a variagdo de energia da molécula sem que ocorra dano ao
material, fato extremamente positivo dentro das pericias forenses, nas quais a
preservacao do material € de extrema importancia. Por fim, o espectro gerado é

comparado com os espectros ja inseridos na biblioteca do equipamento e, a partir
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disso, o equipamento é capaz de fornecer uma analise da composi¢cdo quimica do

composto e a quantidade parcial de substancias.

Como ja fora comentado, um espectro do infravermelho apresentara diversas

bandas e sua interpretagao pode ser feita, de modo geral, de duas grandes formas.

O primeiro caso ocorre quando o analista imagina e sabe de qual composto
se trata e deseja apenas confirmar a identidade dessa amostra. Para isso, o
profissional observa algumas bandas caracteristicas do espectro de determinado
grupo funcional e a auséncia de outras. Entdo, a analise é feita através da
comparagao do espectro obtido com o da biblioteca da literatura ou do préprio
equipamento, tanto das posi¢cdes das bandas quanto das suas intensidades
relativas (BARBOSA, 2007, p. 47).

A segunda situacdo € quando se trata de um composto totalmente
desconhecido. Nesse caso, é necessaria uma fina interpretacdo das bandas a fim
de obter o maior numero de informagdes possivel. A espectroscopia auxilia na
obtengdo de informagdes sobre determinados grupos funcionais, mas outros
métodos analiticos sdo necessarios para elucidar de que composto se trata
(BARBOSA, 2007, p. 47).

Para fins de analise, o espectro de infravermelho é dividido em 3 regides:
regido 1, situada entre 4000 e 1300 cm™, regido 2, localizada entre 1300 a 900 cm™,
e regido 3, entre 900 e 500 cm™ (BARBOSA, 2007, p. 48).

A regidao 1 é denominada regidao dos grupos funcionais. Nessa regiao
geralmente ndo ha muitas bandas de absorgao, que se referem principalmente aos
estiramentos de ligagdo dos principais grupos funcionais, como OH, NH e de
carbonila (BARBOSA, 2007, p. 48). Por outro lado, a regido 3 comumente apresenta
bandas fortes nos casos de compostos aromaticos e alquenos. Ja a regiao 2, capaz
de detectar estiramentos especificos, como de alcoois, fendis, éteres e ésteres, &
chamada de impressao digital da amostra, pois é ela que sera utilizada para
determinar de fato a identidade do composto, ja que nessa faixa de absorgédo até
mesmo isdmeros apresentarao diferencas na faixa de ondas (BARBOSA, 2007, p.
49).
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2.4 A metodologia de FT-IR aplicada as analises de Cannabis sativa L.

Em relacdo a analise quimica e forense de Cannabis sativa através do
método de FT-IR, existem poucos artigos na literatura que abordam
simultaneamente os estudos quali e quantitativos de canabinoides, como os que
mencionam a utilizagdo desse recurso metodologico para discriminar o tipo de droga
e de fibra da Cannabis sativa dentro de um espectro de folhas (HEINRICH;
WILSON, 2006), assim como os que estudam a composicdo dos diferentes
canabinoides em amostras de Cannabis sativa e apontam o método de
infravermelho como uma alternativa mais simples, desenvolvida e precisa que a
analise tradicional feita pela CG-EM (CALLADO et al., 2018).

Heinrich e Wilson (2006) mostram que quando a Cannabis € analisada por
FT-IR, a qualidade da analise € bastante elevada, visto que, segundo os autores,
esse método € o ideal para a correta identificagdo e qualidade do material vegetal.
Ademais, o estudo por FT-IR demonstrou que o modelo de anadlise através dessa
metodologia é bastante robusto e preciso, principalmente para distinguir entre as

formas com THC “alto” e “baixo”.
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2.5 A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

O principio cromatografico desta técnica se baseia na separagdo de
determinados componentes em uma amostra por meio de uma distribuicdo dela em
duas fases, estacionaria e movel. Esse processo ocorre em uma coluna, que ira
compor a fase estacionaria, de forma que os compostos com maior “afinidade” pela
fase ficardo proporcionalmente mais retidos, aparecendo posteriormente nos
cromatogramas, enquanto os menos retidos sdo empurrados pela fase mével, neste
caso um gas inerte, aparecendo antes no cromatograma. A escolha de uma fase
estacionaria, com compatibilidade consideravel pelo analito, faz com que o
determinante da ordem de eluigéo, seja o ponto de ebuli¢do do eluente, componente
da fase movel. O processo de eluicdo em cromatografia gasosa, consiste no arraste
da amostra pela fase mével, sendo esta um gas inerte quimicamente, que de acordo
com Giudice (2017) tem sua vazao controlada por um regulador de pressdao no

cilindro e um outro regulador de pressao no cromatégrafo.

O gas utilizado para o arraste comumente é hélio, no entanto pode ocorrer
variagdo dependendo de fatores como disponibilidade, pureza e o detector utilizado
(MENDHAM 2021, p 160). O fornecedor do gas ¢é ligado ao sistema por meio da
conexao com injetor e detector, que possuem funcbes de regulacdo da entrada,
como volume e velocidade, consequentemente regulam a vazao para controlar e
medir o fluxo de gas. Dessa forma, previne-se para que ndo ocorra um alargamento
de sinal devido a entrada descontrolada de amostra. O sistema de injecao pode ser
diverso, variando de acordo com as caracteristicas da amostra, mas geralmente
envolvem a introdugdo de amostras liquidas com uma microseringa. A injecdo com
divisdo de fluxo (split) € a mais usada e pode ser visualizada na FIGURA 11, nela a
agulha da microseringa atravessa o septo de borracha de silicone auto-selante,
injetando de 0,1 a 1,0 uyL de amostra em um injetor aquecido, este ultimo possui
uma superficie interna recoberta com vidro, onde ocorre a vaporizagdo da amostra e
mistura com o gas de arrasto (MENDHAM 2021, p 161). Existem duas formas de
injecdo, Split - na qual somente uma parte da amostra, sendo a proporgéo de 1 a
10%, vaporizada e depois transferida para a coluna, ja na Splitless, temos a
utilizacdo para substadncias menos concentradas (HARRIS, 2012, p. 618). Na
Splitless ocorre uma injegdo com volume maior (0,5 e 5uL) em velocidade menor,

condigbes que permitem a condensagao do solvente nos primeiros milimetros da
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coluna e a concentragdo das moléculas da amostra, dessa forma essa forma de
injecdo é mais usada em amostras com pequenas concentragdes da molécula de

interesse.

FIGURA 11.INJETOR COM DIVISOR PARA CROMATOGRAFIA COM FASE GASOSA EM COLUNA
CAPILAR
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De acordo com Holler (2009) tem-se dois tipos de colunas cromatograficas, a
recheada e capilar. As mais utilizadas atualmente, segundo eles, sdo as capilares,
que podem ser divididas em capilar com parede recoberta e capilar com suporte
recoberto, pois possuem diferengcas na capacidade de amostra. Atualmente as mais
usadas sao as colunas capilares com parede recoberta a base de silica, mais
resistentes, flexiveis e com pouca interagdo com os componentes da amostra. A
coluna tem suas paredes recobertas por uma fase estacionaria, este comumente é

um liquido viscoso, com ponto de ebulicao elevado, inerte e estavel.

Existem fatores de controle importantes e que contribuem de forma
significativa para a escolha da coluna desejada. O tamanho da coluna, tem relagéo
positiva com a resolugédo, quanto maior o trajeto percorrido pela molécula, melhor

sera a resolucao da coluna, porém, vale lembrar que o tempo de eluicdo aumenta,
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assim como o custo, ndo sendo vantajoso nos casos onde a substancia analisada
nao é complexa (MENDHAM 2021, p 164). Outro fator que tem que ser levado em
consideragao € a temperatura da coluna, que vai interferir diretamente na resolucao
de analise do equipamento, assim €& criada uma escala de aumento de temperatura
que ocorre gradualmente. Conforme a andlise das amostras, essa escala tem o
intuito de alterar a afinidade de uma substancia pela fase mével, permitindo a saida
dos compostos ligados a fase estacionaria para sairem no cromatograma, sem que
ocorra prejuizo na resolugdo dos sinais dos compostos mais volateis (HARRIS,
2012, p. 614).

Posterior ao processo de passagem pela coluna, os componentes da amostra
chegam até os detectores, para entdo serem registrados. O papel do detector, que
tem sua posicao localizada ao final da coluna, é registrar e medir as quantidades de
moléculas que foram separadas na coluna e levadas pelo fluxo de gas (ref livro1).
Existem diversos detectores que podem ser utilizados, sendo que cada um possui
caracteristicas cabiveis para determinadas analises. Assim temos o Detector por
ionizagdo em chama (FID), condutividade térmica (DCT), captura de elétrons (ECD)
e massas (EM). (SKOOG, 2015. p 884)

No FID temos o efluente da coluna sendo direcionado para uma chama de ar
e hidrogénio, que vai causar a ionizagdo dos compostos. Dessa forma os ions
resultantes dessa reagdo, vao gerar uma corrente elétrica, que € detectada pelo
eletrodo sobre a chama. A analise se mostra bastante eficaz, com alta sensibilidade
para uma gama alta de compostos. Entretanto ocorre a destruicdo da amostra pos
pirélise. (SKOOG, 2015. p 885)

Em detectores de condutividade térmica, um filamento de metal é aquecido
eletricamente e sua condutividade é dependente do gas que o envolve. Quando o
efluente passa por esse filamento, aquele faz baixar a condutividade no filamento,
resultando em aumento da temperatura, que é medido no detector. Dessa forma,
como os gases utilizados (hélio e hidrogénio) possuem condutividade muito maior
que a de compostos organicos, pequenas quantidades sao o suficiente para que
ocorra a detecgdo. Entretanto, essa deteccdo € considerada relativamente baixa,
enquanto que uma vantagem é a preservagao da amostra, sendo o oposto direto do
FID. (SKOOG, 2015. p 885)
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Os detectores por captura de elétrons, sdo especificos para compostos
organicos halogenados, nos quais uma fonte de particulas radioativas do tipo beta,
emite elétrons que vao ionizar o gas de arraste, gerando uma corrente de fundo que
fica fixa entre um par de eletrodos, de forma constante, até que ocorra a
interferéncia dessa corrente por conta de espécies eletronegativas, por meio da
captura de elétrons. (SKOOG, 2015. p 887)
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2.6 EspectrOmetro de massas.

Ao final da coluna podemos ter um espectrdmetro de massas, que € um
equipamento capaz de analisar e separar substancias por meio da ionizagao da
amostra e separagao dos ions resultantes desse processo, por meio de um campo
elétrico, de forma que se tem uma relagao massa/carga (m/z). A forma de acoplar
a espectrometria ao cromatografo gasoso, é muito utilizada, principalmente por ndo

sobrecarregar o sistema de vacuo. (SKOOG, 2015. p 887)

Sobre as formas de ionizagdo da amostra, podemos citar a ionizagdo por
impacto de elétrons, que sdo emitidos por um filamento aquecido de tungstenio e
acelerados por um potencial imposto entre o filamento e um anodo como
esquematizado na FIGURA 12. As moléculas do analito absorvem essa energia, sao
direcionados para o analisador e ionizam, formando o ion molecular. Essa interagao
pode ser capaz de, muitas das vezes, fragmentar a molécula. Assim o espectro de

massa pode ser nulo ou de sinal baixo (HARRIS, 2012, p. 541).

FIGURA 12. ESPECTROMETRO DE MASSAS QUADRUPOLO.
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FONTE: Skoog (2015), p 802.

Os filtros de massa de quadrupolo possuem caracteristicas benéficas como o

tamanho, menor e mais robusto que outros, e o valor, bem mais atrativo. Como visto
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na FIGURA 12, o esquema é composto por 4 cilindros de metal paralelos, disposto
em pares, em que sdo aplicados um combinagéo de voltagens (MENDHAM 2021, p
410). Os cilindros de lados opostos sdo ligados a fontes elétricas positivas e
negativas, fazendo com que a trajetoria dos ions seja erratica em relagao ao centro
do quadrupolo. Os ions mais leves sofrem deflexdes e acabam por colidir com os
cilindros metalicos, enquanto que os mais pesados sofrem deflexdes menores, e
com o auxilio dos potenciais tendem a passar ilesos, funcionando como um filtro de

massas

Outra forma seria a de ionizagdo quimica, na qual a camara de ionizagao é
preenchida com determinado gas. Este € convertido por meio de interagées com
elétrons acelerados e como resultado temos radicais reativos, que diferente da
ionizagdo de elétrons, ndo fragmentam tanto as moléculas da amostra. Outra
facilidade esta no uso de quadrupolos de transmissao, que funcionam como um filtro
de interagdo, no qual essas quatro hastes metalicas irdo sofrer um potencial elétrico
de forma constante e um potencial de radiofrequéncia oscilante.Os ions entao
defletem quando em direcdo ao detector, e a variagdo dos potenciais elétricos
permite que ions com massas diferentes, cheguem ao detector (HOLLER et al,
2009, p. 301).

Para a deteccao temos que os tipos mais utilizados nos espectrometros de
massas, sao as multiplicadoras de elétrons, aqui, podemos citar o dispositivo de
dinodo discreto, onde o processo de funcionamento ocorre de maneira que um feixe
de ions atinge uma superficie de Cobre/Berilio, provocando a ejecédo de elétrons,
estes sdo acelerados por um potencial alto atingindo uma segunda placa, que no
caso é o dinodo, provocando a emissdao de um numero maci¢co de elétrons
secundarios (MENDHAM 2021, p 413). O processo descrito no paragrafo anterior €
o referente a separagdo por analisadores magnéticos, nos casos de filtros de
quadrupolo, o feixe de ions deve passar por um dinodo de conversao, com potencial
de até 20kV.

Os dados gerados saem do equipamento em forma de espectro de massa
normalizado, onde ha um pico base, com intensidade correspondente, e € com
relagdo a esse pico que os demais serdo comparados. Entretanto sdo necessarios

cuidados para que nao ocorra interferéncia nas leituras, como por exemplo a
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calibracado dos eixos das massas. Outro importante fator € a medicao da intensidade
do pico base, se esta nao estiver de acordo, todas as analises serao
comprometidas.(MENDHAM 2021, p 414)
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2.7 A metodologia de CG-EM aplicada as analises de Cannabis sativa L.

De acordo com a literatura mais recente, sabe-se que 0s compostos
canabinoides possuem efeitos biolégicos de grande importancia e interesse como
descrito por Tzadok et al. (2016), que cita como o uso de medicamentos baseados
nesse composto podem ser alternativas promissoras nos tratamentos de epilepsia,
principalmente nos casos onde o paciente desenvolve resisténcia aos
medicamentos comuns.. Os processos cientificos de analise de Cannabis estao a
cada dia se tornando mais abrangentes, para que ocorra o controle de substancias
exogenas, bactérias e presenca de metais,(GIUDICE, 2017) em paises onde ha
legalizacdo, mas, para que também pesquisas de produtos exdgenos sejam
realizadas, tanto para aplicacdo em saude, como para 0 uso no controle e
identificacdo da droga em paises onde nao se tem legalizagdo. Estes compostos
podem ser analisados por meio de diferentes métodos analiticos como
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), detector por
ionizagdo em chama, cromatografia liquida associada acoplada ao massas (CL-EM)
entre outros. Estudos indicam que a sensibilidade do CL-MS & menor quando
comparada ao CG-EM (GIUDICE, 2017). Contudo, o uso da cromatografia gasosa,
ainda pode ser revisto, pois devido a alta temperatura do injetor e detector, ocorre
um processo de descarboxilagdo de acidos canabindides, levando a um prejuizo
das andlises. Contudo existem técnicas laboratoriais que podem auxiliar na reducgao
desses erros, por exemplo um estudo de Cardenia et al., (2018), propés um modelo
de padronizacdo de analise, onde a amostra era previamente derivatizada, por
meétodo de sililacdo. Apds derivatizagcdo a amostra foi analisada em fast CG-EM, que
demonstrou inumeras vantagens ao processo como redugédo do tempo de analise,
sem que ocorresse prejuizos a sensibilidade, resolugdo, repetibilidade e
reprodutibilidade. A derivatizag&o ja tem sido utilizada nas analises de Cannabis em
situacdes adversas, o que traz como consequéncia o aumento do tempo de analise,
devido a preparacao prévia do material. Em uma situagao de rotina, onde se tem
uma demanda consideravel de amostras, e uma pluralidade nos tipos de amostras,
levando ao aumento da competitividade pelo uso do equipamento, esse fator pode

ser fatal no atraso de analises.
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Até o ano de elaboracédo dessa pesquisa, essa teria sido a primeira vez que
um grupo realizou a determinacdo de canabindides com auxilio de CG-EM,
relacionando diferentes reagentes de derivatizagdo. Entretanto, em 2011, pesquisas
foram realizadas na Universidade Federal do Amazonas por Leal (2012), com
intuito de determinar produtos da “maconha”, de amostras apreendidas no estado
do Amazonas. Neste trabalho, foi possivel encontrar um cromatograma tipico, de
amostras que continha THC, CBN e CBD, com os tempos de retencao fixados em
11,432; 12,608; 12,880 minutos respectivamente, como visto na FIGURA 13,
(LEAL, 2012).

FIGURA 13. CROMATOGRAMA TiPICO DE AMOSTRAS DE Cannabis s.
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2.8 Comparacéao entre as analises experimentais de CG-EM e FT-IR

Do ponto de vista instrumental, os problemas e as principais dificuldades sao
as diferengcas nas taxas de fluxo, pressao e sensibilidade entre os dois métodos, o
que permite escolhas tdo contraditorias ou semelhantes em diferentes aspectos e
critérios de escolha (LACROIX, 1989).

A baixa taxa de fluxo das colunas capilares da cromatografia gasosa surge
como um ponto negativo do método citado e favorece o recurso menos destrutivo ao

material, empregado na analise feita por infravermelho (LACROIX, 1989).

Segundo Lacroix (1989), é possivel utilizar dos conhecimentos de forma
simultdnea entre a CG-EM e o FT-IR através da elaboragcdo de softwares de

correlagao cruzada capazes de extrair as melhores analises de cada metodologia.

E importante ressaltar também que uma diferenca relevante entre os dois
meétodos € o tamanho das bibliotecas de espectros, haja visto que a biblioteca da
CG-EM ¢, aproximadamente, dez vezes maior que a da FT-IR, o que faz com que
alguns autores acreditem que o infravermelho pode funcionar como uma espécie de
filtro de espectro de grupamento funcional, além da sua capacidade resolutiva para
casos de isomeria (LACROIX, 1989).
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2.9 Analise da eficacia do método de FT-IR em relagao a CG-EM

Para as analises de canabinoides, algumas ressalvas podem ser feitas a
respeito de ambas as técnicas e suas peculiaridades. Ambas as técnicas possuem
limitagdes, no infravermelho a aplicacdo é limitada a moléculas que possuem
pequenas diferencas de energia entre os estados vibracionais, e que no momento
em que absorvem radiacdo, sofrem variacdo do tipo dipolo, durante o movimento
rotacional ou vibracional (HOLLER et al., 2009, p. 445).

Na cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas, existe de
fato uma maior sensibilidade quando comparado ao FT-IR; em contrapartida, a
elevada temperatura no momento da volatilizagdo da amostra pode levar,
principalmente, a descarboxilagdo de alguns acidos canabindides, o que implicaria

diretamente na analise, podendo mascarar esses compostos.
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3 METODOLOGIA
3.1 Triagem do material e amostragem

Todo material utilizado nas analises que prescreveram o presente trabalho,
foi fornecido através da instituigdo da Policia Cientifica do Estado do Parana, que
conferiu suporte legal de autorizagdo dos subprodutos, para o uso cientifico na

pesquisa, visando contribuir com o crescimento do conhecimento da area.

O material escolhido era proveniente de apreensdes em flagrante realizadas
por agentes de seguranca publica, dentro do estado do Parana. As amostras foram
inicialmente separadas pelo agente responsavel pela abordagem, em quantidade
suficiente para possibilidade de analise. Esse material a partir do primeiro momento
em que se é coletado faz parte de um processo denominado cadeia de custddia,
que, de acordo com o Artigo 158A do Decreto Lei n° 3.689 de 03 de Outubro de
1941 ¢é

Considera-se cadeia de custddia o conjunto de todos os procedimentos utilizados para manter e
documentar a histéria cronoldgica do vestigio coletado em locais ou em vitimas de crimes, para
rastrear sua posse e manuseio a partir de seu reconhecimento até o descarte. (Incluido pela Lei n°
13.964, de 2019) (Vigéncia)

Dessa forma, a importancia desse processo consistiu em manter a
inviolabilidade das provas. As amostras chegaram até a central de custédia do
institutos de criminalistica do Parang, vindas de diferentes cidades do estado, com
lacre em seus respectivos recipientes e acompanhadas de um oficio. Logo apds,
ocorreu uma distribuicdo desses encargos para os peritos competentes, que
romperam o lacre, e descreveram a amostra, com relagao ao seu aspecto, cor, tipo
de recipiente e anotagcdo da numeragao contida no lacre. As amostras passaram
pelas andlise iniciais, onde foi aferido a massa, e realizado o teste colorimétrico,
este ultimo utilizando o reagente Sal de azul B. Nesse momento iniciou-se o
procedimento de amostragem, que consistiu na escolha da data da apreensao,

selecionando apenas os oficios do ano de 2021.
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3.2 Coleta de dados e analise em FT-IR

O processo que se deu a seguir foi constituido em seis etapas de
padronizagao, realizadas no laboratério previamente juntamente com um grupo de
pesquisa laboral parceiro. Onde as etapas foram as padronizagdes de massa de
amostra, solvente, volume do solvente, tempo de extragdo, manuseio da amostra no
amostrador e temperatura. Esse processo foi elaborado devido a escassez desse
tipo de andlise na literatura. A primeira etapa foi estabelecer uma Unica forma de
analise e manuseio do amostrador, assim foi padronizado que a adigdo da amostra
seria por tubo capilar em um angulo de 90° sob o cristal do infravermelho, em
apenas um toque como pode ser visualizado na imagem da FIGURA 14. Uma
mesma amostra foi separada em triplicata para cada um dos 4 amostradores
totalizando 12 leituras, das leituras foram feitos a média e desvio padrdo do High
Quality dos resultados de THCA e A9-THC, pois esses apareceram em todas as

analises.

FIGURA 14. ESQUEMA DEMONSTRATIVO DE ANALISE EM EQUIPAMENTO DE
INFRAVERMELHO.

FONTE: Os autores (2021)
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Para a massa foram separados 150, 300, 450 e 600 mg, que foram
submetidas a andlise com solvente hexano (1000uL), por ser o utilizado naquele
periodo para extracdo em amostras vegetais. Cada massa foi feita em triplicata

sendo realizado o calculo da média e desvio padrdao de cada uma.

Outro ponto importante definido foi o 6timo volume do solvente, assim como
o solvente escolhido. Para o volume novamente foi utilizado Hexano, em
quantidades de 300, 400, 500, 600 e 700 pyL. No caso da escolha do solvente,
fizemos os testes de padronizacgao ja com o volume de 600 pL definido como o com
melhor custo beneficio, utilizando hexano, metanol, éter de petrdleo e
diclorometano. Apds a definicdo do solvente que teve os melhores resultados de
extracdo, padronizamos o fator tempo de extracao, os testes foram feitos nos
tempos 0, 2, 6 e 24h.

As amostras foram entdo separadas em microtubo de 2 mL, sendo a massa
total de 300 mg em cada. Para aferir, primeiro posicionamos o microtubo sob a
balanca e zeramos, apés, iamos depositando a amostra no interior do microtubo e
aferindo até chegar em 300 mg, tendo uma margem de erro de 0,005 para mais ou
menos. Durante todo o periodo de coleta do numero total de amostras foi de 217,

que se deu apds coleta por aproximadamente 1 més.

O procedimento seguinte foi a extragao dos terpenos fendis de interesse, que
caracterizam a planta, como A9-THC e seu metabdlito 11-OH-A9-THC, acido
tetrahidrocanabindlico (THCA), precursor do THC. Para tal foi utilizado o solvente
Hexano, em volume o6timo de 600 pL, que demonstrou em padronizagdes
preliminares, maior ganho econdmico e ambiental. Com o auxilio de micropipeta de
1000uL, o solvente foi adicionado e posteriormente, agitado por 20 segundos em
Vortex Kasvi Basic. Os microtubos foram entdo submetidos a centrifugagao a 16000
rpm na Centrifuga Spinlab por 5 minutos. O tempo de extragdo foi fixado em Oh,
assim ndo foi necessario o armazenamento das amostras em temperatura

refrigerada, como foram feitos nos testes de extragao.
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Foram entdo analisadas conforme padronizagcado descrita e representada na
FIGURA 14, e os valores de High Quality anotados para posterior analise estatistica

em paralelo com as analises do CG-EM.
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3.3 Coleta de dados e analise por CG-EM

A anadlise por CG-EM ocorreu do seguinte modo: apds as leituras por
infravermelho, os microtubos foram centrifugados novamente, seguindo os mesmos
parametros de centrifugacdao, 16000 rpm por 5 minutos, com o0 uso de uma
micropipeta, desse sobrenadante separamos em um vial de 1,5 mL, o volume de
50uL do conteudo do microtubo, juntamente com 950uL de solvente hexano. A
rotina do laboratério também previa uma padronizacao de 1000uL sendo apenas de

solvente, para que possa ser utilizado na corrida como um branco.

Os vials foram entdo levados para o equipamento e colocados nas bandejas,
sendo o primeiro poco preenchido pelo branco, seguido das amostras. Apds a
colocagao das amostras, fazemos a delimitagdo para o programa conseguir realizar
a leitura corretamente por meio de uma lista, como exemplificado na FIGURA 15, a
linha de inicio contém o enderegamento da pasta que serdo salvos os
cromatogramas ao final das leituras. A lista é estruturada em duas linhas de leitura
por amostra, sendo a primeira para o branco e a segunda para a amostra, que
compdem a primeira coluna. A segunda coluna compreende a bandeja que o vial se
encontra, a terceira coluna o numero do pogo e a quarta coluna descreve o nome da
amostra com a REP. Na montagem da lista é escolhido o método de leitura usado
pelo equipamento, assim como a solugdo de lavagem que sera usada, aqui no caso
o hexano, ja que as amostras foram diluidas no mesmo. O método contém as
definicbes de temperatura, pressdao entre outras caracteristicas fisico quimicas
ideais para o tipo de amostra, no caso, o selecionado foi o “OBJETOS", que é
utilizado para analises mais gerais, estando atrelado a solugdo de lavagem de

hexano, que é o solvente indicado para objetos e vegetais.
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FIGURA 15. ILUSTRAGAO DA TABELA DE MONTAGEM DAS LISTAS NA CG-EM
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3.4 Andlise estatistica

As comparagdes entre os resultados obtidos pelo FT-IR e CG-EM para
verificacao de diferenca significativa e para fins de pesquisa de validagao do método
de FT-IR foram feitas por meio de calculo de média e desvio padrao para todas as
analises, bem como a comparagao entre valores minimo e maximo dos resultados
parciais de A9-THC dos dois métodos. As analises estatisticas foram feitas com o

software Easycalculation.
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4 RESULTADOS E CONSIDERAGOES FINAIS

Foi realizada uma padronizagdo do método de amostragem, através de
adicdo do extrato vegetal por meio de tubo capilar. Os resultados obtidos para a
quantidade de massa indicaram que um aumento da mesma mostra resultados
melhores, todavia o ganho obtido néo é significativo apés 300 mg. No que tange ao
volume 6timo utilizado, notou-se que volumes abaixo de 500uL resultaram em
espectros piores, talvez pela concentracdo elevada de interferentes, os quais
mascaram o espectro dos alvos de interesse. Dentre os maiores volumes, optou-se
pelo de 600uL, apesar de nao haver diferenga significativa entre eles ha um ganho
econdmico e ambiental na escolha. Dentre os solventes utilizados o hexano foi o
que apresentou os melhores resultados, seguido por éter de petréleo, indicando que
solventes mais apolares sdo mais efetivos na extragdo de canabindides. O tempo de
extragdo apresenta influéncia na medida, em geral o tempo de extracédo de 2h foi o
que apresentou os melhores espectros, havendo perda de qualidade para tempos
maiores, apesar disso a medida imediata da amostra foi tida como a mais indicada,
pela praticidade obtida na rotina, ja que as diferengas para esse tempo e o melhor

sao marginais

Inicialmente determinou-se os valores de A9-THC das amostras obtidos no
FT-IR e na CG-EM, cujos resultados médios no FT-IR variaram de resultado nulo em
83 das 217 amostras, e entre 113 a 872 nas demais. Na CG-EM os resultados de
A9-THC variaram de 854 a 963, indicando heterogeneidade entre as leituras e
analises do FT-IR em relagdo a CG-EM, conforme ilustram a TABELA 1 e o
GRAFICO 1.

TABELA 1. VALORES MINIMO, MAXIMO, MEDIA E DESVIO PADRAO DOS RESULTADOS
OBTIDOS PELOS METODOS INSTRUMENTAIS DE ANALISE EM ABSORBANCIA (A.U)

METODO MINIMO MAXIMO MEDIA DESVIO
PADRAO
FT-IR 113 872 316,86 296,6
CG-EM 854 963 945,15 14,7

FONTE: Os autores (2021)
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GRAFICO 1. GRAFICO DO TIPO BOX PLOT DE TODOS OS VALORES DE HIGH QUALITY
DE A9-THC, THCA-AE 11-OH-A9-THC
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FONTE: Os autores (2021)

Com base nos resultados obtidos, é possivel perceber que os dados gerados
pelo CG-EM estdo bastante uniformes, com pequeno desvio padrao. Isso funciona
como uma espeécie de controle positivo para canabinoide, ja que resultados assim
eram esperados, pois a CG-EM é um método de analise ha muito consolidado no

mercado e nos laboratorios.

Como podemos verificar na FIGURA 16, de uma das analises realizadas em
laboratério, as bandas caracteristicas se mostraram evidentes, se fizermos uma
comparagao com o grafico de referéncia da SWGDRUG linkado na FIGURA 10,
anteriormente apresentada, mesmo em uma simples sobreposi¢cdo, € possivel
identificar bandas caracteristicas de A9-THC. No retdngulo de numero 1 temos o
valor de 2.928,68, no retangulo 2 temos os valores de 1.623,89 e 1.578,11, no
retdngulo 3 temos 1.425,20; no 4 temos 1.183,61 e no 5 temos a referéncia de
1.036,94; respectivamente marcados da esquerda para a direita em ordem

decrescente.
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FIGURA 16. RESULTADO DE UMA ANALISE EM FT-IR
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FONTE: Os autores (2021)

Dos trés compostos destacados neste trabalho, a comparagao apresentada
na TABELA 1 se deu a partir do composto encontrado de fato na planta, o A9-THC,
pois este fora evidenciado de forma majoritaria na CG-EM, o que permite fazer uma
comparagao direta entre o valor obtido na CG-EM com o grau de qualidade da
amostra. Em outras palavras, uma amostra com alto teor de A9-THC na CG-EM,
indica que ha menor degradacao devido a auséncia de metabdlitos secundarios. O
THCA foi pouco encontrado na CG-EM por conta da elevagcido da temperatura
necessaria para a metodologia de analise, pois em altas temperaturas, o THCA é
convertido em A9-THC.

Foi possivel observar no resultado emitido pelo FT-IR, a apresentacao dos
valores de 11-OH-A9-THC, metabdlito secundario de canabinoide e indicio de
degradacgédo endogena. Esse resultado pode corroborar para um possivel erro de
leitura do equipamento, visto que os seus resultados sdo emitidos de acordo com o

match que o equipamento faz do espectro obtido com os pré-estabelecidos na
biblioteca.
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Além disso, das 217 amostras, nenhuma apontou resultado negativo para
A9-THC, THCA e 11-OH-A9-THC simultaneamente no FT-IR, como ilustra a

FIGURA 17; logo, este instrumento de analise foi bastante sensivel na percepcéao de

terpeno fendis presentes na planta e seus metabdlitos secundarios.

FIGURA 17. PARTE DOS RESULTADOS OBTIDOS NO FT-IR E NA CG-EM. NENHUMA
AMOSTRA TOTALMENTE NEGATIVA NO FT-IR

INFRAVERMELHO CG-MS (Match delta-9-THC sw INFRAVERMELHO
REE Delta-9-THC THCA-A 11-0H-DELTA-9THC drug lib) REH Delta-9-THC THCA-A 11-OH-DELTA-9THC

34514721 719 - 673 953 36598/21 407 585 47
33277121 424 561 292 953 38217721 - 515 -
3577621 233 627 - 951 10738721 - 525 -
34502/21 427 550 471 951 10974/21 520 589 284
3573821 191 623 - 954 12033/21 - 697 -
23777121 769 468 788 958 33464/21 77 684 822
3325821 464 674 380 956 12040721 469 580 464
34404721 242 653 - 954 12177721 461 565 487
28996/21 491 528 516 958 9840/21 - 875 -
34517121 242 777 - 956 11461/21 - 556 -
7914121 564 - 405 957 11804721 514 558 304
13938721 388 462 - 9585 1145821 - 484 -
14871721 847 493 853 952 10501721 668

1537121 735 - 695 954 11449/21 - 766 -
3259921 872 575 741 957 11866/21 656 - 761
3517321 469 568 268 956 12216/21 476 674
23609721 455 542 301 948 29421721 434 678
18828121 253 593 - 957 24381721 357 745

FONTE: Os autores (2021)

Outro ponto que deve ser levado em consideracdo e que é relevante para

este estudo é que, apesar de os valores de A9-THC do FT-IR serem baixos em

relacdo aos apresentados na CG-EM, ambos trouxeram o mesmo resultado, ou

seja, em nenhum caso a metodologia de FT-IR indicou que uma amostra se tratava

de um canabinoide e que a CG-EM, nosso método de referéncia, ndao tenha

confirmado.

Sendo assim, os dados apresentados atestam a validade e a eficacia do

método de FT-IR na analise de Cannabis sativa L, porque através dele é possivel

fazer a separacao dos compostos da planta e suas respectivas analises.
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