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RESUMO

Com o advento de uma nova familia de técnicas de ionizagédo, a espectrometria de
massas (MS) ambiente foi introduzida como uma maneira simples de gerar ions na MS.
Entre elas, a técnica de ionizacdo por “paper spray” (PS) demonstrou-se versatil para
resolver inUmeros problemas. Neste trabalho, a técnica de PS-MS no modo de ionizagao
positiva (PS(+)-MS) foi aplicada em trés subareas da quimica forense: drogas de abuso e
documentoscopia e ervas fitoterapicas. Na primeira, a técnica PS-(+)-MS determinou o perfil
quimico de drogas sintéticas tais como selos contendo 25I-NBOMe (2-(4-iodo-2,5-
dimetoxifenil)-n-[(2-Metoxifenil) metil] etamina), extratos e folhas de canabindides naturais
(A®-THC) e canabindides sintéticos (JWH-073; 5F-AKB48; JWH-122; JWH-250; e JWH-210).
Em todos os casos, as moléculas foram facilmente detectadas na sua forma protonada
(IM+H]*) com resolucéo, m/Amse% = 67,000 e uma precisdo de massa menor que <2 ppm. O
desempenho da técnica PS(+)-MS foi comparado com o de outras fontes de ionizacao: leaf
Spray (LS-MS) e eletrospray (ESI-MS). Além disso, um método foi desenvolvido para
quantificar uma série de drogas ilicitas (de 1 a 110 ug L, com linearidade de R>> 0,99).
Em documentoscopia, a técnica PS(+)-MS foi capaz de obter com sucesso o perfil quimico
de diferentes canetas vendidas no comercio. A intensidade relativa (Rllz72) do corante azul
de metileno foi monitorada para discriminar os cruzamentos de tragos de canetas e, até a
data, os documentos questionados. O perfil quimico das notas brasileiras de segunda
geracdo de R$ 100,00 (reais) também foi explorado. A técnica PS(+)-MS foi capaz de
classificar as notas em auténtico ou falsificadas. Constatando que amostras falsas possuem
um perfil quimico similar as notas caseiras da impressora Deskjet®. Finalmente, aplicamos
PS(+)-MS para verificar a autenticidade de ervas usadas para perda de peso. Quinze
diferentes medicamentos a base destas ervas foram analisados por PS(+)-MS. Encontrando
diferentes tipos de compostos: sibutramina (m/z 280), cafeina (m/z 195), glicose (m/z 203
[M+Na], m/z 219 [M+K] e sacarose (m/z 381 [M+K]). Todas essas substancias nao estavam
listadas em seus rétulos. Em geral, a técnica PS(+)-MS mostrou ser uma excelente
ferramenta analitica em quimica forense. O segundo estudo abordado foi o controle de
qualidade de combustiveis com aplicacdo do micro-espectrdbmetro portatil na regido do
infravermelho préximo (MICRONIR). Neste trabalho, verificou-se a potencialidade do
MICRONIR no controle da qualidade do combustivel. Assim, modelos quimiométricos
(usando o PLS - regressao por minimos quadrados parciais) foram desenvolvidos para
guantificar biodiesel em Diesel (LD=0,5 wt%; LQ=1,8 wt%, e RMSEP=1.8 wt%); enxofre em
Diesel (LD=2,4 mg L?; LQ=8,0 mg L, e RMSEP=13,2 mg L%); gasolina, etanol e metanol
em gasolina tipo C (LDgas=0,55 Wt%; LQgas=1,84 wit%, e RMSEPy.s=0,81 wt%; LDe=0,75
wt%; LQgas=2,50 wt%, € RMSEP:»=3,81 wWt%; LDmet = 0,85 Wt%; LQmet = 2,84 wit%, e
RMSEPmet = 1,80 wt%); e agua, metanol e etanol em etanol combustivel hidratado (LDw2o =
0,04 wt%; LQn20=1,29 wt%, e RMSEPH20=1,05 Wt%; LDmer= 0,52 Wt%; LQmet = 1,73 Wt%, e
RMSEPmet =2,78Wt %; LDe=1,22 Wt%; LQe=4,07 Wt%, e RMSEPe= 4,41 wt%). O método
proposto apresentou alta preciséo e exatiddo em todos os casos, e o0s resultados mostraram
que a técnica MICRONIR teve excelente desempenho no controle da qualidade do
combustivel.

Palavras-chave: Paper Spray; Droga de abuso; Documentoscopia; PLS;
MICRONIR; Controle de qualidade; Combustiveis.



ABSTRACT

With the advent of a new family of ionization techniques, ambient mass spectrometry
(or ambient MS) was introduced as a simple way of generating ions in MS. Among them, the
paper spray ionization (PS-MS) technique has demonstrated to be versatile to solve
numerous problems in many areas of science. In this work, the PS-MS technique in the
positive ionization mode (PS(+)-MS) was applied in three subareas of forensic chemistry:
drugs of abuse, documentoscopy, and herbal medicines. In the first, the PS(+)MS technique
was applied to obtain the chemical profiles of illicit drugs such as drug stamps containing 25I-
NBOMe, extracts and leaves of natural cannabinoids (A°-tetrahydrocannabinol) and synthetic
cannabinoids (JWH-073; 5F-AKB48; JWH-122; JWH-250; e JWH-210). In all cases,
molecules were easily detected in their protonated form ([M + H]") with resolution of
m/Amsey,=67,000 and a mass precision <2 ppm. The performance of the PS(+)-MS technique
was compared with other sources of ionization: leaf spray (LS-MS) and electrospray (ESI-
MS). In addition, a method was developed to quantify a series of illicit drugs (from 1 to 110
ug L1, with linearity of R> 0.99). In documentoscopy, the PS(+)-MS technique was able to
successfully obtain the chemical profile of different pens commercially sold in stores. The
relative intensity (Rlls72) of the methylene blue dye was monitored to discriminate crossing
pen traces and, to date, questioned documents. The chemical profile of second-generation
Brazilian notes of R$ 100.00 (reais) was also explored. The PS(+)-MS technique was able to
classify notes into either authentic or counterfeit. Finding that fake samples have a chemical
profile similar to the homemade notes of the Deskjet® printer. Finally, PS-MS was applied to
verify the authenticity of herbs used for weight loss. Fifteen different herbal medicines were
analyzed by PS(+)-MS, substances such as: sibutramine (m/z 280), caffeine (m/z 195), and
glucose (m/z 203 [M + Na], m/z 219 [M + K] and sucrose (m/z 381 [M + K]) were found in
samples where they were not listed in the herbal medicine label. In general, the PS(+)-MS
technique proved to be an excellent analytical tool in chemistry forensic. A second study
developed wasquality control of fuel with the application of the portable micro-spectrometer
in the near infrared region (MICRONIR), which has proven to be an excellent analytical
technique in the quality control of several products. In this work, the potential of the
MICRONIR in the control of fuel quality was verified. Thus, chemometric models (PLS-Partial
Least Squares regression) were developed using near-infrared data acquired in the
MICRONIR to determine the amount of biodiesel in Diesel (LOD=0.5 wt%; LOQ=1.8 wt%,
RMSEP=1.8 wt%); sulfur in Diesel (LOD=2.4 mg L; LOQ=8.0 mg L, RMSEP=13.2 mg L%);
gasoline, ethanol and methanol in gasoline type C (LODgas=0.55 wt%; LOQgas=1.84 wit%,
RMSEP4as=0.81 Wt%; LOQgas=2.50 Wt%, RMSEPh=3.81 wt%, LODet = 0.85 Wt% LOQmeth =
2.84 wt%, RMSEPmh=1.80 wt% ; and water, methanol and ethanol in ethanol hydrated fuel
(LODH20=0.04 wt%; LQn20=1.29 wt%, RMSEPH20=1.05 wt%; , LOQmen=1.73 wit%,
RMSEPmen=2.78 wt%). The proposed method presented high precision and accuracy in all
cases, and the results showed that the MICRONIR technique had excellent performance in
the control of fuel quality.

Keywords: Paper Spray; PS-MS; Abuse drug; Documentoscopy; PLS; MICRONIR;
Quiality Control; Fuel.
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1. INTRODUCAO

A simplificacdo no pré-tratamento da amostra possui como beneficios a
reducdo do tempo gasto nessa etapa; diminuicdo da exposicao a reagentes toXicos;
menor perda de analito; menor geracdo de residuos. Porém, um método analitico de
analise direta para ser aplicado exige a criagdo de modelos quimiométricos
especificos para cada tipo de amostra, para evitar que o efeito matriz se torne
relevante a ponto de inviabilizar o método.

A busca por métodos de andlise qualitativa e quantitativa que reduza ou
elimine etapas de preparacdo das amostras; proporcione a reducédo dos custos das
analises; apresente resultados mais rapidos e com confiabilidade equiparada aos
métodos consolidados tem se tornado de grande relevancia para a sociedade pos-
moderna.

Nos ultimos anos houve um avanco expressivo na instrumentacao analitica, e
a espectrometria de massa (MS) tem acompanhado este progresso devido a
revolucdo nos mecanismos de ionizacdo, proporcionando a identificacdo de
substancias complexas e de alta massa molecular. O método paper spray (PS)
ionization tem sido utilizado para diferentes andlises diretas: sangue bovino, sangue
humano, urina, saliva, colénia de bactérias, colénia de fungos, microalgas,
monitoramento de reacfes, residuo de cocaina, diversos tipos de alimentos e
bebidas, canetas, pigmentos, entre outros abordados na revisdo de Klampfl e
Himmelsbach[1]. Os estudos mostram a identificagdo de indmeros tipos de
moléculas (LSD, DOC, NBOMe, peptidios, nucleotideos, hemoglobina, fosfolipidios,
lidocaina, verapamil, nicotina, subitinib, tiabendazol e outros) e até atomos, como é o
caso do trabalho de Cody e Dane [2] na identificacdo de 21 tipos de metais. Ja a
espectroscopia no infravermelho proximo, com um equipamento portatil
(MICRONIR), tem possibilitado o monitoramento de processos, caracterizacao e
identificacdo de adulterantes em farmacos, resultando no controle de qualidade de
produtos, reduzindo assim, o tempo e custo de analise em diferentes industrias[3-5].
Recentemente, o instrumento MICRONIR foi aplicado na area de quimica forense,
como: na classificacdo de diferentes espécies de drogas psicoativas [6]; na

classificacdo e quantificacdo de oOleo vegetal adulterado com banha de porco[7]; e
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na deteccdo de adulteracao de diferentes combustiveis [5,8,9]. Em geral, os modelos
quimiométricos possibilita a constru¢do de modelos para classificacdo, quantificacdo
e acompanhamento de processos.

Neste trabalho foi construido um dispositivo que viabiliza a utilizacdo de
diferentes fontes de ionizagdo ambiente em espectrometria de massas para a
utilizacado da fonte Paper Spray e Leaf Spray como métodos analiticos diretos em
trés diferentes grupos de amostras (Drogas de abuso, Documentoscopia e
Medicamentos fitoterapicos). De forma inovadora, foi utilizado o MICRONIR em
analises direta em diferentes amostras de combustiveis (gasolina, etanol e metanol;
etanol, metanol e 4gua; Diesel S10 e S500; biodiesel e Diesel). A potencialidade de
cada método foi devidamente verificada fazendo uso de ferramentas quimiométricas

nos casos mais adequados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (Mass Spectrometry - MS) € uma técnica
analitica que ioniza e separa moléculas ou atomos pela medida da relagéao
massal/carga (m/z) de seus ions. Destaca-se entre 0s equipamentos como uma
ferramenta analitica importante devido a sua sensibilidade, velocidade de andlise,
limite de deteccdo e diversidade de aplicacdo. Além disso, a espectrometria de
massas é capaz de determinar a composi¢ao elementar, estrutura molecular, analise
qualitativa e/ou quantitativa, e o padréo isotopico em amostras de alta complexidade.
[10]

Um espectrometro de massas € composto de quatro partes principais (Figura
2.1): um sistema de introducdo de amostra, que pode ser por insercdo direta ou
utilizando alguma técnica de separacéo; uma fonte de ioniza¢do, um analisador de
massas e um detector. Enquanto a fonte de ionizacdo converte moléculas em ions, o
analisador de massas resolve estes ions em funcdo da sua relagdo massa/carga

(m/z) e posteriormente sdo medidos pelo detector. [11]

Espectrometro de Massas

: Com ou sem vacuo | Alto vacuo
Sistema I
de — lonizacio I
Insergdo (Fontg:e) =% | Analisador | ™ | Detector
|

Figura 2.1. Representacdo esquematica de um Espectrometro de Massas. MODIFICADA[11].
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2.2 Fonte de lonizagéao

A espectrometria de massas € uma técnica que a geracdo de ions na fase
gasosa na fonte de ionizacdo, sdo detectados conforme sua razdo massa/carga
(m/z). As fontes de ionizac&o séo essenciais na espectrometria de massas, visto que
a técnica ndo analisa moléculas ou atomos neutros, e sim ions. InUmeros métodos
para geracdo de ions foram desenvolvidos ao longo da histéria da espectrometria de
massas com diferentes formas de ionizacdo [10]. Desse modo, ha métodos de
ionizacao aplicaveis a uma grande variedade de analitos, desde moléculas apolares
e volateis (como a electron ionization (El), ou a chemical ionization (Cl)) passando
por moléculas polares e de alta massa molar (como a ionization eletrospray (ESI), e
matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)), até técnicas de ionizagao
ambiente como a direct analysis in real time (DART), desorption electrospray (DESI)
e easy ambient sonic-spray ionization (EASI), que tornaram a introdu¢ao da amostra
em MS mais simples e pratica[12].

A fonte de ionizacdo deve possuir as seguintes caracteristicas: (1) elevada
eficiéncia de ionizacdo (requisito para sensibilidade de deteccdo elevada), (2) um
feixe de ions estavel, (3) um espalhamento de baixa energia no feixe de ions
secundarios, (4) corrente de ions de fundo minimo e (5) contaminacdo cruzada

minima entre amostras sucessivas.

2.3 Fonte de lonizacdo Ambiente

O primeiro componente de um espectrdmetro de massas é a fonte geradora
dos ions a serem analisados. Neste local ha diversas maneiras de ionizar as
substancias de interesse, sendo um grande desafio a obtencdo de um unico tipo de
fonte que ionize qualquer tipo de molécula. A simplicidade de operacao, rapidez na
obtencdo dos dados, baixo custo na analise e por ser realizada em condicdes de
ambientes sem a necessidade de vacuo sdo os principais motivadores de inimeras
pesquisas[12—15]. Estas fontes sao reconhecidas como ambientes e sua importancia

na espectrometria de massa pode ser entendida pelas pesquisas ja realizadas e de
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areas ainda ndo exploradas[1,14]. As fontes ambientes podem ser subdivididas em
quatro métodos basicos de ionizacao: (1) Spray, (2) Plasma, (3) Laser e (4) Inlet,
gue podem gerar uma variedade maior de fontes. Na Tabela 2.1 sdo apresentadas
algumas destas fontes. Monge et al.[12] até o ano de 2013 registou em sua pesquisa

mais de 40 tipos de fontes ambientes.

Tabela 2.1. Métodos de ionizagdo ambiente.

Método de lonizacao Fontes Ambientes Siglas
Desorption electrospray ionization[15] DESI
Easy ambient sonic-spray ionization EASI
Spray o
Paper Spray lonization[16] PS
Leaf Spray LS

Direct Analysis in Real Time

DART
Low Temperature Plasma
Plasma . . LTP
Desorption  Atmospheric  Pressure

Chemical lonization PAPC
Electrospray-assisted Laser
Desorption/lonization ELDI
Laser Laser Ablation Electrospray lonization LAESI
Matrix-Assisted Laser  Desorption MALDESI
Electrospray lonization
Inlet Matrix Assisted Inlet lonization MAII

Um marco importante no aparecimento das fontes ambientes foi o trabalho de
Fenn et al.[17] em 1989 com o desenvolvimento da ionizagcdo por eletrospray (ESI).
Esta técnica permitiu uma nova visdo da forma de ionizacdo na espectrometria de
massa ha analise de biomacromoléculas. Porém, existem amostras em que o efeito
matriz interfere significativamente, assim nado produz bons resultados no ESI, que
torna um grande desafio a analise direta de amostras complexas.

O primeiro trabalho a se destacar com uma fonte ambiente foi o de Cooks et
al. [15] em 2004, que desenvolveram uma fonte de ionizagdo ambiente especial
denominada de DESI (Desorption Electrospray lonization) com base na ESI. Neste

artigo, os autores apresentaram uma nova perspectiva para as analises qualitativas
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e quantitativas na espectrometria de massas. Esta fonte parte de uma andlise direta
da superficie de uma amostra sélida sem a extragcdo prévia das moléculas de
interesse ou qualquer outro pré-tratamento da amostra. Em seu trabalho é
mencionada a aplicacdo para diferentes tipos de analitos, desde aminoacidos
simples a moléculas mais complexas como: alcalbides, terpendides e esterdides,
peptideos e proteinas. Os autores[15] também ja previam sua aplicacdo para a area
de forenses e de seguranca publica, incluindo andlise de sangue seco a deteccéo de
explosivos.

Com a mesma filosofia de analise em abril de 2005, Cody et al.[18]
publicaram um estudo com uma fonte de ions denominada “analise direta em tempo
real” (DART) demonstrando a versatilidade desta fonte para a analise rapida na
superficie das amostras sem nenhum pré-tratamento. Os autores aplicaram o
método a superficies de centenas de produtos quimicos polares e apolares incluindo
farmacos, metabolitos, peptideos e oligossacarideos, compostos organicos sintéticos
e organometdlicos, drogas de abuso, explosivos e produtos quimicos toxicos
industriais, concreto, asfalto, pele humana, moeda, frutas, vegetais, especiarias,
bebidas, fluidos corporais, plasticos, folhas horticolas e outros tipos de amostras. Em
seu trabalho foi explorada também a identificacdo do gamma hidroxibutirato (GHB),
um depressivo conhecido como "droga de estupro” que é oferecido em bebidas
alcodlicas "as vitimas.

Entre os anos de 2005 a 2009 apds o aparecimento das fontes DESI e DART
mais de 20 outras fontes ambientes surgiram, sendo algumas delas derivacdes das
fontes ESI, APPI e APCI[14,16,19-22], até que surgisse em 2010 a fonte paper

spray ionization.
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2.4  Paper Spray lonization

Em 2010 He Wang et al.[16] sob a orientacdo do professor Cooks
desenvolveram uma novo método de ionizacdo ambiente em espectrometria de
massa, denominada “Paper Spray lonization” (PS). O método consiste na aplicagao
da amostra sobre um papel triangular, fixado a uma garra e umedecido com um
solvente apropriado. Logo apds, o papel é posicionado na entrada do espectrémetro
e para a formacédo do spray € aplicado uma tenséo entre 0-5 kV sem a utilizacdo de
gas (Figura 2.2). A geracédo de ions no PS e no ESI possuem o mesmo padrao de
formacao, em que uma solucdo é submetida a um spray eletrolitico e a uma presséo
atmosférica no formato similar ao cone de Taylor relatado por Fenn na fonte ESI[17].
A diferenca elevada do potencial faz com que as gotas formadas passem a possuir
um excesso de carga positiva (ou negativa), com a evaporac¢ao do solvente o volume

da gota vai se reduzindo a ponto de haver a molécula isolada e carregada[23].

Solvente

ions / analito

[ =

| .

Garra
Papel Thangular /
MS
| T,
I N
0-5 kv

Figura 2.2. llustracdo do esquema experimental do método Paper Spray lonization.

Wang et al.[16] investigaram seis tipos diferentes de papeis: 4 tipos de papéis
de filtro com diferentes diametros de poros, um papel cromatografico e um papel de
fibra de vidro, sendo este o uUnico diferente de celulose. O papel cromatografico

apresentou os melhores resultados, enquanto o de fibra de vidro apresentou a pior
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performance na geragdo dos perfis quimicos e na raz&o sinal ruido. Neste trabalho
0s autores analisaram a droga terapéutica imatinib (Gleevec) usada no tratamento
de leucemia mieldide crbnica, que por sua vez sO é eficaz em uma estreita faixa de
concentracfes. Os autores utilizaram sangue bovino seco, sendo adicionadas
diferentes concentracbes de imatinib para construcdo de uma curva analitica,
visando demonstrar a sensibilidade do método PS com a variagdo do analito em
uma mistura complexa.

No mesmo ano Liu et al.[24], inspirados pelos resultados obtido pelo grupo,
publicaram um estudo da relacéo do tempo de spray, a evaporacdo do solvente e do
volume de amostra aplicada durante o spray. Constatou-se que a analise realizada
logo apods a aplicacdo do analito é diferente da analise apds a secagem da amostra,
pois o analito move-se até a ponta do papel triangular por capilaridade enquanto a
amostra esta secando. Assim, foi desenvolvido neste estudo um método para
aumentar o tempo de andlise com a inibicdo da evaporacdo do solvente utilizado,
gue consistia na aplicacdo de um filme polimérico de PTFE (Politetrafluoretileno)
sobre o triangulo de papel enquanto se esperava o tempo de secagem antes de ser
posicionado em frente ao MS. Este estudo foi aplicado na identificacdo de heroina
em urina seca, em farmacos terapéuticos (foram identificados no modo positivo:
serina, 2-9 bradicinina, citocromo C, atrazina, roxitromicina e no modo negativo o
acido estedrico) e em manchas secas de sangue bovino e dos fungicidas imazalil e
tiabendazol na casca do limao, os quais apresentaram resultados promissores.

Ainda em 2010, Manicke et al.[25] desenvolveram o primeiro trabalho
quantitativo com PS, sendo utilizados os farmacos propranolol (PRN) e atenolol
(ATN) em amostras de sangue bovino seco, que apresentou potencial quantitativo
para o método PS em analises de moléculas pequenas com a utilizacdo de padréao
interno. No ano seguinte, Manicke et al.[26] publicaram outro trabalho de
quantificacdo pelo método PS. Foram investigados os limites de deteccdo para um
conjunto de 15 medicamentos terapéuticos quimicamente diferentes, sendo
detectadas com 1 ng mL* aproximadamente. As concentracdes dos fArmacos foram
mensuradas quantitativamente em varias ordens de grandeza, com precisdo e
desvio padréo dentro de 10%, sendo utilizado uma solucéo padréo interna do proprio
analito no papel antes da aplicagdo da amostra de sangue para garantir uma

referéncia Unica ao longo da curva analitica construida. Os dados analiticos obtidos
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de alta qualidade indicaram que a técnica é uma opc¢ao viavel no monitoramento de
medicamentos terapéuticos detectaveis nesta faixa de concentracdo proxima de 1
ng mL2.

Li et al.[27], com o interesse em variar as aplicacées do PS, usaram solventes
apolares, hexano e tolueno, em analitos, como: peptideos, nucleotideos, fosfolipidios
e derivados do colesterol e verificaram o perfil de formac¢do dos ions por PS. Os
resultados foram comparados com o método ESI. Concluindo que o PS independe
do solvente da solucdo contendo analito para que ocorra de forma eficaz a
ionizacdo; enquanto o ESI depende da mistura de solventes com diferentes
polaridades para ter respostas de ions mais polares.

Zhang et al.[28] verificaram em seus estudos a influéncia do solvente na
intensidade do sinal de drogas terapéuticas em amostras de sangue. Para isso, 0s
autores trabalharam com papel grade SG81 revestido com silica visando bloquear os
microporos do substrato celulésico, proporcionando uma melhor eluicdo dos analitos
na analise de farmacos com diferentes solventes (dgua, hexano, diclorometano,
metanol, etanol, isopropanol e butanol) e algumas misturas de solventes
(diclorometano/isopropanol 9:1 (V/V); metanol/agua 9:1(V/V)). Foi constatado pelos
autores que o papel grade SG81, utilizando amostras de sangue secas em DBS
(Dried Blood Spots), alcancou maior sensibilidade de andlise de 5 a 50 vezes para
analise dos farmacos verapamil, citalopram, amitriptilina, lidocaina e sunitinib quando
comparados aos papéis cromatograficos Grade 4 e cromatografico Grade 31ET. Foi
verificada a dependéncia da eficiéncia na ionizagdo com a polaridade e a volatilidade
do solvente na formacédo do spray; em alguns casos a mistura de solventes com
polaridades e volatilidades diferentes apresentou melhora no processo. A eficiéncia
da recuperacdo dos analitos, com o papel revestido por silica, foi significativamente
melhorada, gerando um limite de quantificacéo (LQ) para a analise dos farmacos de
0,1 ng mL™, usando um espectrémetro de massa triplo quadrupélo comercial. Ainda
neste manuscrito Zhang et al.[28] testaram 0 PS em um espectrometro de massa
portatil (Mini 11) alcancando resultados de LQs na faixa de 10-20 ng mL* para os
medicamentos testados, o que é suficiente para cobrir as necessidades de
acompanhamento terapéutico desses medicamentos. Em 2015 Ma et al. [29]
utilizaram o espectrémetro Mini 12 para a quantificacdo de canabindides sintéticos,

apresentado bons resultados para a finalidade de um equipamento portatil.
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Espy et al.[30] estudaram o mecanismo da ionizacdo do PS com imagens de
alta resolugéo possibilitando o dimensionamento das gotas formadas. Uma de suas
constatacdes é a confirmacéo da formacao do spray na forma de um cone de Taylor
(Figura 2.3 A), semelhantemente apresentado no ESI[17]. Foram observados pelos
pesquisadores dois estagios de ionizacdo em funcdo da dimensdo das goticulas
formadas durante o consumo de solvente (Figura 2.3 B). Estes diferentes estagios
de spray foram correlacionados aos padrbes de ionizacbes adquiridos, sendo o
primeiro com o fluxo de solvente mais elevado, formando multiplos sprays com baixa
corrente e de facil aquisicdo dos espectros. Diferentemente, o segundo estagio do
spray foi formado por um Unico cone com corrente mais elevada e de maior

dificuldade na aquisicdo dos sinais.
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Figura 2.3. (A) imagem da formacdo do cone de Taylor (B) estagios de ionizacéo
(MODIFICADA)[30].

Conforme os autores, os tamanhos das gotas foram correlacionados com
suas respectivas velocidades para o estagio 1 de ionizagdo (Figura 2.3 B). Os
resultados foram obtidos por um PDPA (Particle Doppler Phase Anemometer)
mostrando que, independentemente do tamanho, cada gota possuia uma mesma

distribuicdo de velocidade. Fendmeno atribuido a densidade de carga constante nas
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gotas, por estarem sendo aceleradas dentro de um mesmo campo, entre o papel e a
entrada do MS, que por sua vez € proporcional a tenséo aplicada[30].

Outra informacao adquirida a partir dos experimentos pelo grupo de Espy[30]
foi que a formacdo e a estabilidade do spray é influenciada pelas orientacdes das
fibras do papel na ponta do triangulo formado. Ainda neste estudo, foi apresentada a
distancia étima da ponta do papel em relagdo a entrada do MS como sendo entre 4-
5mm de distancia (Figura 2.4), pois acima desta distancia, os ions chegam em
menor quantidade no analisador e com tamanho de gota maior na entrada do

espectrOmetro de massas, havendo assim maiores perdas por evaporagao.
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Figura 2.4. Tamanho da gota formada em funcdo da distdncia da ponta do papel em relacéo

a entrada do espectrdmetro de massas [30]

Uma importante variavel na elucidacdo do processo de ionizacdo ocorrida no
PS é quanto a qualidade do papel utilizado. A formacédo estrutural do papel é
basicamente de celulose e hemicelulose, predominando em sua superficie grupos

hidroxilas com interacbes fortes a moderadas, exercendo a funcdo de separacao
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cromatografica dos diferentes compostos de acordo com sua polaridade. O PS pode
ser considerado como um processo que ocorre em trés passos sobre o substrato:
extracdo, transporte/separacdo e ionizacao dos analitos. Na etapa de extracdo, 0s
analitos de interesse e outros compostos quimicos da matriz sdo retirados da
amostra pelo solvente de eluicdo sobre o substrato, como um ponto de sangue seco
ou uma amostra de tecido biologico. As diferencas na eficiéncia de extracdo séo
dependentes das propriedades quimicas dos analitos em termos da interacdo com o
substrato e sua dissolucdo no solvente. As espécies quimicas sao discriminadas
pela migracdo do solvente ao longo do campo elétrico, e entdo transportadas em
direcdo a ponta do papel onde se forma o spray. A separacdo cromatogréafica que
ocorre no papel durante o transporte é devido as diferencas nas interacées amostra-
substrato. A separacdo pode potencializar a sensibilidade da anélise, mas também
pode causar a perda dos analitos. Este processo também pode ser altamente
afetado pelos meios de aplicacéo do solvente[31].

Ren et al.[31] investigaram os impactos realizados por diferentes substratos,
solventes e 0 método de eluicdo sobre a ionizacdo das amostras de sangue. Os
autores estudaram a ionizagcdo da hemoglobina a partir de amostras de sangue
fresco em papel silanizado e a partir de manchas de sangue seco em papel
revestido de silica. Estudando também o processo de separacdo na superficie do
substrato com a mistura dos pigmentos organicos violeta de metilo 2B e azul de
metileno. O modo de aplicacao do solvente de spray foi encontrado com significativo
impacto na separacdo. Os resultados deste estudo levaram a uma melhor
compreensao da eluicdo do analito, separagéo no papel, bem como os processos de
ionizacao do papel spray.

Su et al.[32] realizaram um tratamento do papel com agua, HNO3s ou NaClO a
fim de eliminar residuos quimicos provenientes da fabricacdo do papel, que possam
interferir na analise. O tratamento do papel com agua ndo demonstrou melhorias
significativas para diminuigdo da interferéncia. Com HNOs, apresentou uma melhora
significativa, mas com ruidos presentes. Porém, com NaClO, mostrou ser o melhor
tratamento, por ndo apresentar nenhum traco de interferentes[32]. A comparacao da
relacdo sinal-ruido de benzoilecgonina(Ben), oxicodona (Oxy) e buprenorfina (Bup)

antes e depois do tratamento com as solugbes aquosas de HNOs e NaClO
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apresentaram um aumento significativo devido a diminuicdo do ruido presente na
superficie do papel cromatografico 31ET sem tratamento.

Outros autores estudaram o PS com papel revestido de grafeno
mesoporoso[33]. Devido a boa condutividade elétrica deste material, houve a
diminuicdo da tensdo aplicada, sua alta area superficial especifica melhorou a
eficiéncia de separacdo e as propriedades eletrostaticas caracteristicas do grafeno
atribuiram melhora significativa na eluicdo. Este PS modificado foi usado com
sucesso para analise de anfetaminas em um pequeno volume de amostra (0,5 uL)
de saliva. Os resultados de LQ abaixo de 1 pg mL* para o PS revestido de grafeno
foram 10 vezes melhores quando comparados ao papel cromatogréfico, que podem
ser analisados imediatamente apos a aplicacdo rapida sem nenhum pré-tratamento
da amostra.

Um método utilizado por Carvalho et al.[34] é a implementacdo de uma
barreira de parafina impressa sobre o papel cromatografico de forma simples, rapida
e barata. Em seu trabalho foram avaliadas as condi¢des tipicas de operacdo com o
PS, tais como o volume de solvente aplicado na superficie do papel e o tipo de
substrato do papel. Quando comparado o PS com barreiras de parafina ao papel
convencionalmente usado e o papel com dois cantos arredondados, para amostras
de licores de um processo de etanol de segunda geracdo, aclUcares e seus
inibidores no bagaco de cana-de-acucar, o desempenho do PS com barreira de
parafina provou ser excelente, apresentando bons resultados para a quantificacéo
de glicose em licores de hidrélise com linearidade (R? = 0,99), limites de deteccédo
(2,77 mmol L) e quantificagdo (9,27 mmol L1).

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade, o tempo do spray, a estabilidade
do sinal, a diminuicdo da evaporacgao, dentre outros fatores, o trabalho de Yang et
al.[35] tem o foco na compreensé&o da ionizagao por PS, desenvolvendo um suporte
para posicionar o papel com o propésito de diminuir a evaporacdo, fixando a
aplicacdo da amostra e do solvente sobre o papel, aumentando o campo elétrico na
ponta do papel a frente do MS Inlet e, consequentemente, aumentando a
sensibilidade da técnica do PS. Outros parametros foram analisados, entre eles se
destacam: angulo da ponta do papel triangular; a voltagem aplicada ao papel,
intensidade de corrente iOnica total; posicionamento do papel em relacdo ao MS Inlet

e a tensdo aplicada. O numero de ions que entra no espectrdmetro de massas
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depende do diametro do cone de Taylor, que atinge sua condicdo ideal quando o
angulo da ponta do papel esta proxima de 60° (Figura 2.5). Ja a tenséo aplicada ao
papel, que pode variar de 0 a 5 kV[36,37], possui uma relacéo direta com o diametro
do cone de Taylor produzido, sendo um parametro relevante. A intensidade de

corrente ibnica total também é influenciada pelo éngulo do papel, atingindo seu
méaximo entre 30° e 90°.
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Figura 2.5. (a) Sprays sobre um substrato de papel retangular. (b) Substratos de papel com
diferentes &ngulos nas pontas: 30¢, 60°, 90°, 120 ou 150-. (c) imagens de Spray gravados para o
papel com os angulos nas pontas de 30°, 60°, 90° e 120-. (e) Intensidade do pico de cocaina ion m/z

182 e (f) corrente do Spray em funcéo da tensdo de pulverizacéo. [35]

Outro grupo de pesquisadores desenvolveram um suporte que possibilitava
colocar sobre o papel um fluxo constante de solvente por meio de uma bomba
acoplada a uma seringa, resultando em um aumento no tempo do spray[38]. Neste
estudo, foram selecionados os compostos modelo o-, m-, p-cloroanfetamina e o-, m-,
p-fluoroanfetamina em saliva humana para serem comparados pelos métodos de
ioniza¢des nas fontes AP-MALDI-MS (Atmospheric Pressure Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Mass Spectrometry), ELDI-MS (Electrospray-Assisted Laser
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Desorption lonization-Mass Spectrometry) e NAPS-MS (nib assisted paper spray-
mass spectrometry). Estes trés métodos foram comparados aos métodos CE
(Capillary Electrophoresis) com os detectores UV, LIF (Laser-Induced Fluorescence)
e MS (Mass Spectrometry) separadamente e LC-ESI-MS (Liquid Chromatography
Electrospray lonization-Mass Spectrometry). A fonte NAPS-MS apresentou o0s
menores valores de limite de deteccdo para todos os analitos, sendo amplamente
recomendada pelos autores para quantificacdo de drogas ilicitas e terapéuticas.
Com o mesmo propdésito Salentijn et al.[39] desenvolveram em uma impressora 3D
um cartucho de ionizacdo por PS com aplicacdo de solvente de forma rapida e um
fornecimento continuo de solvente durante a analise. O cartucho de material de
suporte para o PS foi aplicado a andlise de lidocaina como forma demonstrativa.
Espy et al.[40] desenvolveram um dispositivo para a realizagdo da ionizagao
por PS, possibilitando a aplicacdo da amostra e do solvente de forma precisa e
sistemética, garantindo, assim excelentes valores de repetitividade e
reprodutibilidade nas analises, sendo demonstrado que um arranjo experimental
mais adequado torna mais viavel trabalhos com quantificacdo. Em seu trabalho
foram quantificadas anfetamina, metanfetamina, 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA),
3,4-metilenodioxi-N-metilanfetamina (MDMA), 3,4-metilenodioxi-N-etilanfetamina
(MDEA), morfina e cocaina, e A°-tetrahidrocanabinol (THC). Os limites de detecc¢éo
para todas as drogas ficaram abaixo dos niveis fisiol6gicos e toxicoldgicos tipicos.
No trabalho de Liu et al. foi desenvolvido um método para a aplicacdo da
amostra e do solvente por um tubo capilar sob a acdo da gravidade e a atracao
eletrostatica (Figura 2.6). A partir deste método, com o controle dos volumes de
amostra e solvente por capilares diferentes e o tempo de aquisicdo, os autores
monitoraram a reacdo de condensacao amina-aldeido de butilamina em benzaldeido
e a distribuicAo de moléculas em frutos demonstrando um grande potencial na

aplicacao desta abordagem([41].
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MS

Figura 2.6. Método de aplicagdo da amostra e solvente desenvolvido por LIU et al. [41].

Pei et al[42] desenvolveram um método de ionizacdo para o
acompanhamento de intermediarios de reacfes quimicas organicas, denominado
“PATI” (Paper Assisted Thermal lonization), sendo possivel controlar a temperatura
ao longo da analise. As reacdes estudadas foram (1) Metilagdo de Eschweiler-Clarke
em alta temperatura e (2) dioxigenacdo de alceno a temperatura ambiente, sendo
demonstrado o potencial do método PS no acompanhamento de reacdes online com
controle de temperatura.

Baseados na PS Zhang et al.[43] desenvolveram um método de analise direta
do analito em sua matriz nativa, sem precisar transferi-lo para um substrato, no caso
o papel. Esse método é o Leaf Spray (LS), que ao invés de aplicar a alta voltagem
no papel triangular com amostras, aplica-se na folha da planta. Em seus estudos
foram testados uma série de solventes organicos com diferentes polaridades e
constantes dielétricas, como: metanol, diclorometano, hexano, acetonitrilo, acetona e
cloroférmio, produzindo espectros significativamente diferentes. Os procedimentos
adotados para o LS ndo se limitam a apenas materiais foliares, seus espectros sao
caracteristicos em cada parte da planta, incluindo raiz, caule, flor, fruta e semente.
Uma grande variedade de vegetais foram utilizados neste estudo, com uma extensa
variedade.

Os trabalhos publicados utilizam, em sua totalidade, equipamentos da Thermo

Scientific, havendo pouca pesquisa com espectrdmetros na Bruker Daltonics. Diante
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deste potencial a ser explorado na construgdo de um acessoério para 0
desenvolvimento de fontes ambientes para os equipamentos da Bruker e sua

aplicacao na area forense, este estudo teve como objetivo atender a essa demanda.

2.5 Espectroscopia no infravermelho préoximo.

A espetroscopia na regido do infravermelho (MIR) se baseia no fato de que as
ligacBes quimicas possuem frequéncias de vibracbes especificas que correspondem
a niveis de energia vibracionais bem definidos caracterizando as ligacdes e,
consequentemente, possibilitando a identificacdo de grupos funcionais presentes
nas moléculas.[44] Em muitos casos, sao realizadas andlises quantitativas por meio
desta técnica, considerando-se que a resposta do sinal obtido pelo espectro de IR
esta diretamente associada a concentragdo do analito na amostra (Lei de
Beer).[44,45]

A regido do infravermelho proximo (NIR) emprega a energia nos
comprimentos de onda entre 800 e 2500 nm e fornece informacdes espectrais
denominadas de bandas de combinacéo e sobretons. Os sobretons sdo bandas com
valores de frequéncias correspondentes a multiplos inteiros daqueles das vibracdes
normais e as bandas de combinacdo sdo combinac¢des lineares das frequéncias
normais ou mdultiplos inteiros destas. Apresentando-se na regido do infravermelho
préximo com uma intensidade mais baixa.

Com a variacao da amplitude de vibracdo da ligacdo entre &tomos provocada
pela radiacdo incidida sobre uma molécula, como efeito, ocorre a variagdo do nivel
vibracional da molécula (Av). Essa variacao é prevista por um modelo quantico que
descreve a energia proveniente da movimentacao de atomos que compartilham uma
ligagdo quimica e é objeto de estudo da espectroscopia vibracional.[46,47] As
transicdes vibracionais proibidas sdo consideradas como sobretons por possuirem
transi¢des vibracionais com Av > 1, sendo transi¢des identificadas na regido do NIR.
As transi¢coes ocorrem em regides especificas do NIR, de acordo com os atomos
envolvidos na ligacdo, podendo se repetir ao longo do intervalo espectral do NIR,
Com sensibilidade a pequenas mudancas no momento de dipolo de vibracdes

moleculares axiais (C-H, O-H, N-H e S-H) conforme apresentado na Figura 2.7. [46]
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Figura 2.7. Regibes do espectro infravermelho onde ocorrem transicbes de ligacbes

especificas.[46]

Micro espectrometro portéatil na regido do infravermelho préximo (MICRONIR)

Com os avancos tecnoldgicos, novas metodologias analiticas tém surgido
simplificando as analises[48-50]. O uso de instrumentos portateis tem alcancado
grande destaque no mercado, pois possibilita ao analista o monitoramento e
determinacdes de parametros fisicos e quimicos no local de coleta, as vantagens
podem ser enumeradas: a) rapido tempo de andlise; b) baixos custos de aquisicéo e
operacéo; c) baixo consumo de energia; d) baixo ou nenhum uso de reagentes; €)
pouco ou nenhum tratamento da amostra; f) alta seguranca do analista; g) facil
operacdo e h) fontes de erros de transportes das amostras sdo eliminadas. As
agéncias governamentais tém aprovado a utilizacdo destes equipamentos portateis
devido ao aumento da qualidade dos métodos desenvolvidos[51]. Os algoritmos de
selecdo de variaveis e os novos instrumentos fabricados tém conseguido diminuir os
aspectos negativos em relacdo a confiabilidade dos dados[52]. Inicialmente estes
métodos podem ser utilizados na triagem das amostras, no laboratério ou mesmo
nos pontos de captacédo, e posteriormente, poderdo ser aplicadas anélises de rotina

para os grupos selecionados.
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Figura 2.8. Equipamento MICRONIR acoplado a um tablet com o acessorio para analise de

sélidos em um vial de vidro.

Novos avancos em analises quimicas garantem confiabilidade e rapidez
analitica, através de equipamentos mais compactos, sensiveis e ndo destrutivos,
como por exemplo, o MICRONIR (Figura 2.8). O MICRONIR, assim como outros
espectrdmetros, possui a capacidade de caracterizar e quantificar diversos analitos
simultaneamente. No entanto, possui como diferencial a portabilidade, que resulta
na maior acessibilidade as amostras de interesse e a possibilidade de obter
resultados instantdneos com pouco ou nenhum preparo de amostra. A
miniaturizacdo oferecida com o MICRONIR é estimulada pela necessidade do
equipamento ser usado no local desejado, como analises de uso pontual em
aplicacdes de normalizacbes, seguranca interna, seguranca alimentar, controles de
processos on-line, deteccdo de falsificacdo de produtos, dentre outros. A
portabilidade se torna promissora nas analises laboratoriais, e este equipamento
pode ser conduzido em campo acoplado a um laptop, tablet, ou mesmo um
smartphone.[48,49]

Os primeiros instrumentos analiticos portateis apareceram nas Uultimas
décadas, principalmente entre o periodo de 2000 a 2016 [53]. Com 0s avangos
tecnoldgicos, eles diminuem o tempo e o custo da analise [53-55]. A miniaturizagao
do NIR, por exemplo, € baseada em duas lampadas de tungsténio (g = 4 mm)

associadas a um Linear Variable Filter (LVF), no qual é usado como elemento
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dispersivo, alimentado pela porta USB do computador. O LVF pode ser comparado a
um interferometro de Fabry-Perot de varredura [56]. Desta forma, a fonte de luz, o
sistema de coleta de espectro 6ptico (matriz de diodos) e a eletrbnica estdo
totalmente integrados em um dispositivo de tamanho de uma macga. Assim, a
miniaturizacdo da técnica supera as abordagens tradicionais, especialmente na
andlise de combustivel.

Os instrumentos NIR portateis associados a softwares com modelos
estatisticos avancados tém apresentado potencialidades semelhantes aos NIRs néo
portateis [3,5,52,57]. Recentemente alguns trabalhos tém sido descritos na literatura
utilizando NIR portatil: Paiva et al. [5] usaram um NIR portatil para quantificar 6leos
vegetais em misturas de biodiesel/Diesel através do modelo PLS. Neste trabalho
foram construidos e comparados alguns tipos de modelos de calibracédo
multivariados, sdo eles: PLS, PLS-JK e MLR-SPA. Os resultados apontam para
MLR-SPA como a melhor estratégia de modelagem. Lutz et al. [9] utilizaram NIR
portatil para quantificacdo de etanol em gasolina produziu um modelo preciso,
reprodutivel e econémico, estabelecendo um nivel de qualidade equivalente ao
relatado com um espectrébmetro ndo portétil. Rojas et al. [58] quantificaram teor de
gordura, humidade e proteina com erro padrao de valores de precisdo de 0,72%,
0,73% e 0,66% respectivamente. Os dados foram transferidos para compor o banco
de dados para posteriores analises. Em 2016, Zumba e Rodgers [59] verificaram a
capacidade do equipamento em quantificar os componentes responsaveis pela
qualidade das fibras de algodao. Correia et al. usaram a técnica de MICRONIR para
monitoramento do controle da qualidade de cafés através de identificacdo e
quantificacdo de adulteracbes de cafés arabica com café conilon (em diferentes
niveis de torrefaces); milho; cascas e paus, aliada ao PLS e PCA.[48].

Em geral, o uso dessas técnicas é feito combinando o conjunto de dados com
0os meétodos multivariados, como modelos supervisionados, como a analise
discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) [60], sem supervisdo, como
a analise discriminante linear (LDA),analise de componentes principais (PCA) e
analise de agrupamento hierarquico (HCA) [60—62] e quantitativas, como 0s minimos
quadrados parciais (PLS) [61,63—65]. A espectroscopia NIR tem sido usada para
monitorar varias aplicagbes no controle da qualidade do combustivel, tais como:

quantificacdo de agua e metanol em combustiveis de etanol e gasolina [66,67,63];
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quantificacdo de biodiesel e teor total de enxofre no gaséleo [68,64,69] e
determinacdo de propriedades fisico-quimicas como viscosidade, teor de enxofre,
densidade, entre outros, para varios combustiveis [70-72]. Além do NIR, a
espectroscopia MIR também foi aplicada principalmente na quantificacdo de
biodiesel em Diesel [62,65,73]; na determinacdo do numero de octanas [74]; e na
predicdo da densidade de combustiveis [75].

2.6 Quimiometria

A quimiometria € uma é&rea da quimica que faz uso de ferramentas
estatisticas e matematicas para resolver sistemas quimicos. Com 0 avancgo
tecnolégico a quimiometria passou a ser objeto de estudo e pesquisa nos
laboratérios de quimica, devido ao desenvolvimento e utilizacdo de ferramentas

matematicas e estatisticas para extrair mais informacédo dos dados gerados.[76]

Pré-processamento de dados

Algoritmo Savitzky-Golay

O pré-processamento de dados baseia-se na adequacdo das informacdes
adquiridas para posterior aplicacdo de técnicas quimiométricas. Este ajuste consiste
na manipulacdo matematica para remover ou reduzir variagdes que sao irrelevantes
e poderiam prejudicar a analise. Efeitos como interferéncias, espalhamento,
interacdo molecular sdo possiveis fontes de variacbes indesejadas[77].
Considerando, obviamente, a natureza quimica dos dados, qualquer técnica de pré-
processamento pode ser empregada antes de submeter os dados a técnicas
guimiomeétricas, entre as mais comuns esta a aplicacdo da primeira derivada que
equivale a remocdo dos termos constantes (offsets) a todos os comprimentos de
onda, ajustando assim o deslocamento da linha de base.

A aplicacao da derivada pelo método Savitzky-Golay tem o objetivo de corrigir
a linha de base espectral e melhorar a resolu¢cdo. No entanto, o célculo da derivada

aumenta o ruido do espectro, por isso é importante suavizar o espectro. Corrigindo a
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linha de base espectral e suavizando o espectro, a normalizacdo pode ser utilizada
para deixar os dados na mesma escala.[78]

Calibragdo multivariada

O uso dos métodos espectroscopicos em andlise quantitativa geralmente esta
associado ao uso de ferramentas quimiométricas. Modelos de calibracdo por PLS
(Partial Least-Square Regression - regressao por minimos quadrados parciais) sao
0s mais utilizados. [79] O desenvolvimento do método de calibracdo consiste em
duas etapas: calibracdo e validacéo. A etapa de construcédo do modelo de calibracéo
comeca com a selecdo de dois conjuntos de amostras (calibragdo e validacao). A
selecéo pode ser realizada com algoritmos especificos, como por exemplo Kennard-
Stone. Para a validacdo dos dados pode ser utilizado um conjunto especifico de
amostras previamente selecionadas ou utilizar-se de algoritmos para validacdo

cruzada, como sera utilizado, neste trabalho, o Repeated Double Cross Validation.
Partial Least Squares (PLS)

O método dos minimos quadrados parciais ou regressao por PLS é o método
de regresséo mais utilizado para a construcado de modelos de calibragdo multivariada
a partir dos dados sem tratamento prévio. A PLS é um método para construcao de
modelos de predicao utilizado quando se tem um grande namero de variaveis [79].
Os célculos utilizam uma matriz de varidveis dependentes X e o vetor y contendo a
propriedade de interesse. Para se obter uma relacdo entre eles, ambos sao

decompostos simultaneamente em uma soma de “n” variaveis latentes (VL), sendo:

X=TPT+E Equacéo 2.1

y=Uq"+f Equacéo 2.2

Onde T e U séo os scores; P e q os loadings (pesos) e E e f os residuos da matriz X
e do vetor y respectivamente. A matriz de scores T € estimada pela combinacéo

linear de X com coeficientes ponderados por W (pesos):



42

T=XW Equacéo 2.3

Uma importante informacdo adquirida a partir dos coeficientes ponderados
(W) é a importancia da Variavel na Projecao (Variable Importance in the Projection -
VIP). O VIP é frequentemente utilizado com o propdésito de selecionar varidveis que
mais influenciam na construgdo do modelo PLS, otimizando assim o numero de
variaveis latentes[80,81].

A partir de W, os coeficientes de regressdo do modelo PLS podem ser

estimados por:

bps=W(PTW)1qT Equac&o 2.4

O modelo linear PLS pode ser representado por:
y=Xprs Equacao 2.4

Onde valores da propriedade de interesse para amostras futuras podem ser
estimados pelo modelo utilizando a combinacéo linear do vetor x; amostral pelos

coeficientes do modelo. Na constru¢cao do modelo de regressao PLS é necessario
otimizar o numero de variaveis latentes[79,82-84].

Algoritmo de Kennard-Stone

Este método é utilizado na divisdo das amostras em dois conjuntos, amostras
de calibragcdo e validacdo, de forma que as amostras de validagdo sejam bem
representadas pelas amostras de calibracdo[85]. No algoritmo de Kennard-Stone é
selecionada uma primeira amostra que apresenta a maior distancia em relacéo a
média das amostras[86]. A segunda amostra a ser selecionada sera a que
apresentar maior distancia em relagdo a primeira amostra selecionada. A proxima

amostra a ser selecionada apresentara maior distancia em relacdo a ultima amostra
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selecionada, e assim sucessivamente até atingir o namero de amostras
desejadas[86]. Normalmente, esse algoritmo € aplicado para realizar a sele¢do das
amostras que irdo compor o conjunto de calibracdo, uma vez que deste procede a
selecdo das amostras de maior variabilidade, ou seja, as amostras mais “externas”

do conjunto total.

Algoritmo Repeated Double Cross Validation

A repeated double Cross Validation (rdCV)[87] € um algoritmo utilizado para
otimizar a complexidade dos modelos de regressdo e para uma estimativa realista
dos erros de predicdo quando o modelo é aplicado a novos casos pertencentes a
populacao de dados utilizados. Esta estratégia se adequa bem a conjuntos de dados
pequenos e é um método complementar a outros métodos de inicializacdo. Os
métodos aplicados para repeticdo divide os dados em conjuntos de teste e conjuntos
de calibracdo, bem como para a estimativa do numero 6timo de componentes no
PLS. Depois de terminar o loop externo, para cada objeto, um conjunto de teste
previsto Y valor esta disponivel. O loop interno funciona com um conjunto de
calibragcdo como definido no circuito externo. O loop interno novamente consiste em
uma Cross Validation (CV) para encontrar as melhores condi¢des para o modelo. No
rdCV, uma dupla CV é repetida muitas vezes (normalmente 100 vezes) em um loop
de repeticdo adicional com diferentes divisbes aleatdrias em conjuntos de teste e

conjuntos de calibragbes[88].
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3. CONSTRUCAO DE UMA FONTE HOMEMADE DE PS-MS

3.1 Introducéo

A espectrometria de massa (MS) € uma técnica quimica analitica que
possibilita a qualificacdo e quantificacdo de substancias quimicas presentes em uma
amostra, medindo a relagdo massa-carga (m/z) e abundancia de ions na fase
gasosa. Existem varias etapas necessarias para realizar a analise MS em amostras
complexas. Em algumas utilizacdes da MS, estas etapas incluem extracdo, pré-
concentracdo e ionizacdo da amostra. Essas etapas podem fazer com que as
analises no MS sejam demorados, caros e complexos.

A introducédo de técnicas com fontes de ionizacado que operam a Atmospheric
Pressure lonization (API) aumentou o numero de compostos analisados no MS.
Nesta técnica, as moléculas de analito sdo primeiro ionizadas a pressao atmosférica,
onde os ions produzidos sdo entdo separados espacialmente e electrostaticamente
das moléculas neutras.

A ionizacédo por electrospray é particularmente util para analisar biomoléculas
tais como proteinas, oligonucledétidos, péptidos, entre outras inUmeras aplicacbes. A
técnica também pode ser (til para analisar moléculas polares menores tais como
benzodiazepinas e conjugados sulfatados. Outros compostos que podem ser
eficazmente analisados incluem sais ionizantes e corantes organicos.

Algumas moléculas com massa molecular elevada podem adquirir mais de
uma carga. O carregamento multiplo proporciona a vantagem de permitir a andlise
de moléculas acima de 150 000 Da, mesmo que a faixa de massas (ou mais
precisamente a faixa de massa/carga) para um instrumento MS seja cerca de m/z
3000. Ao adquirirem muitas cargas, um processo matematico chamado
deconvolucao pode ser usado para determinar a massa molecular real do analito.

Novas técnicas de ionizacdo na espectrometria de massas ambientes (ou
ambiente MS) [17] foram introduzidas como uma forma simples na geracao de ions.
Estas fontes de ionizacdo tém surgido como alternativas simplificadas e eficientes
para a deteccdo e quantificacdo de analitos diretamente das amostras sem pre-
tratamento, ou quando colocadas em superficies auxiliares. As Fontes precursoras e

protagonistas desta revolugdo na espectrometria de massa foram a DESI e DART.
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Outras inumeras técnicas foram construidas com a mesma finalidade (DAPPI,
ASAP, DAPCI, PADI, LTP, LAESI, PSI, LS, EASI entre outras) [12]. Porém, para que
estas fontes fossem descobertas e utilizadas houve um avanco instrumental e
criativo por parte dos pesquisadores para que as fontes ambientes se tornassem
uma realidade na espectrometria de massas. Todas as fontes ambientes possuem

um arranjo intrumental desenvolvido por cada grupo de pesquisadores.

3.2 Objetivo

Construir um dispositivo capaz de realizar diferentes tipos de ionizagdo
ambiente como: paper spray, leaf spray, swab touch spray e micro-eletrospray na

analises de espectrometria de massas.

3.3 Construcéo do dispositivo de PS-MS

Para a construcdo destas fontes ha a necessidade de condicionar o sistema
elétrico e de seguranca do equipamento para este fim. De forma geral, este tipo de
automatizacao é feito pelos pesquisadores e ndo pelas empresas que fabricam os
equipamentos. As fontes ambientes sdo comuns nos equipamentos da Thermo
Scientific, por serem mais faceis de condicionar estes acessorios para a realizacdo
do experimento. J& 0s equipamentos de massas de toda linha da empresa Bruker,
possuem condicdes fisicas e eletrbnicas mais dificeis para implementacao deste tipo
de fonte. A construcdo deste acessorio foi realizada na oficina mecéanica do Centro
de Ciéncias Exatas da Universidade Federal do Espirito Santo (CCE-UFES). Na
Figura 3.1 sdo apresentadas todas as etapas realizadas na montagem do acessorio
para fonte ambiente no equipamento da Bruker, sendo possivel trabalhar com as
seguintes fontes ambientes Paper Spray, Leaf Spray, Micro-Eletrospray, Swab

Touch Spray e outra fonte ainda em estudo.
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Fonte de Eletrospray
(Bruker)

Mesa redimensionada

Plataforma de Sustentagdo

Microscopio i :
Quebrado : . — Fonte
Redimensionamento . de
damesa (X,Ye2) Garra com fio Paper Spray —

Fonte de Eletrospray
redimensionada

Figura 3.1.Fluxograma de montagem

3.4 Descricao do dispositivo

O acessoério é formado basicamente por uma plataforma de trabalho, uma
estrutura de ajuste, uma estrutura de estabilizacdo do spray, dois espacadores, um
pino, uma dobradica, uma mesa, base fixadora, trés diferentes tipos de haste, como
apresentado na Figura 3.2.

A Figura 3.3 apresenta de forma simplificada, os elementos basicos que
compdem 0s acessorios para ionizagdo ambiente na espectrometria de massas em
3D com uma mesa XYZ (item 9) em perspectiva com a garra para fonte Paper Spray

lonization (item 11) fixada por um suporte (item 10).
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Figura 3.2 Dispositivo detalhado

A Figura 3.2 apresentam diferentes garras (itens 12 a 14) para diferentes
tipos de fontes ambientes. Este acessoério é descrito como um dispositivo de
ionizacdo que permite a analise através das técnicas de ionizacdo por paper spray
(item 11), leaf spray (item 14), swab touch spray (item 12) e micro-eletrospray (item
13). Em todas as possiveis configuracdes, o dispositivo de ionizacdo s6 permite a
dessorcdo e ionizacdo de ions de amostra sob pressao atmosférica. A amostra
aplicada, ou contida no tecido vegetal ou no swab touch é ionizada da mesma forma
que o electrospray, quando uma alta tensdo é aplicada na garra em relacdo a
entrada do espectrémetro (Figura 2.2). Os ions séo introduzidos num espectrémetro
de massa devido ao alto campo formado e sdo conduzidos para dentro do
equipamento onde sao analisados.

O dispositivo possui uma estrutura para se ajustar a entrada do espectrometro
e uma estrutura responsavel pela estabilizacdo do spray Figura 3.2 item (2) e (3)
respectivamente. A estrutura (1), (5) e (8) Figura 3.2 compdem uma plataforma de
trabalho. O item (3), na Figura 3.2, € responsavel pela estabilizacdo do spray gerado
devida a diferengca de potencial aplicado criando um campo magnético mais
uniforme.

O item (4), na Figura 3.2, sdo espacadores para isolamento elétrico do item

(3) produzido com diversos materiais para isolamento elétrico. O item (6) € um pino
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responsavel pela liberacdo do espectrdmetro para realizacdo das analises, sendo
um componente de seguranca do equipamento. O item (7) € uma dobradi¢ca para o
posicionamento do acessorio para ionizagdo ambiente na espectrometria de massas.
Item (9) € uma mesa com movimentagao nos eixos X, Y e Z construida a partir de
um microscopio inutilizavel, sendo totalmente redimensionado para se adequar ao
dispositivo. O item (10) se trata de uma base fixadora das hastes para diferentes
tipos de fontes de ionizacdes.

A fonte ambiente de Paper Spray € a mais aplicada atualmente, logo os

detalhes deste acessorio sdo melhoras demonstrados na Figura 3.3 A.

Mesa Movel
(XYe2)

Figura 3.3. Acessorio para fonte ambiente PS, LS no equipamento FT-ICR da Brucker a)

desenho em 3D b) fotografia.
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4. PS-MS: APLICACAO NA ANALISE DE DROGAS DE ABUSO.

4.1 Introducéao

Com o advento de uma nova familia de técnicas de ionizagdo, a
espectrometria de massas ambientes (ou ambiente MS)[89,90] foi introduzida como
uma forma simples de gerar ions.

Em 2010, Wang et al.[16] sob a orientagdo do prof. Cooks desenvolveram a
fonte de “Paper Spray lonization” (PS). A técnica de PS-MS, derivada da eletrospray
(ESI), consiste na aplicacdo do analito sobre a superficie de um papel triangular,
fixado a uma garra e umedecido com um solvente prético. O sistema é posicionado
na entrada do espectrdmetro a uma distancia de 3-5 mm. Um potencial de 3 a 5 kV é
aplicado, e o spray é produzido sem a necessidade de aplicagdo do gas de
dessolvatacdo. Espectros de massas com excelente exatiddo e resolugcdo vém
sendo reportados[91,92], possibilitando assim, analises qualitativas e quantitativas
de misturas complexas[l]. Além disso, a fonte de PS-MS pode ser acoplada a
espectrometros de massas portateis, o que vem permitindo aplica¢cdes no ramo das
ciéncias forenses [93]. A potencialidade do PS-MS em diferentes matrizes foi testada
em amostras de sangue bovino e humano[16,24], urina, saliva, microalgas, bactérias
e fungos[13,94,95], peptideos, nucleotideos e fosfolipidios[27], pesticidas[96],
monitoramento de cultura de células[97], alimentos e bebidas[98], corantes[21],
etc.[1][2].

Em Quimica forense, varios trabalhos tém sido desenvolvidos usando a
técnica de PS-MS. [19,21,29,36,99-101] Em 2014, Espy et al. [40] realizaram a
guantificacdo de oito drogas de abuso (3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), 3,4-
metilenodioxi-N-metilanfetamina (MDMA), 3,4-metilenodioxi-N-ethylamphetamine
(MDEA), morfina, cocaina, e A°-tetra-hidrocanabinol (THC) no sangue usando PS na
extracdo, spray e andlise no MS com tempo inferior a 2 min com a preparagédo de
uma unica amostra de sangue. Em 2015, Ma et al.[29] identificaram cinco tipos de
canabindides sintéticos (JWH-018, JWH-081, AM-2201, RCS-4 e XLR-11), com
vestigios de pd a granel em superficies ou substancias no sangue e na urina,
atingindo limites de deteccédo (LD) de 2 ng mL™ para a deteccdo de pos vestigiais e

10 ng mL?, para a andlise de amostras de sangue e urina.[29] No mesmo ano,
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Ferreira et al. [102] desenvolveram uma analise forense rapida e eficaz de tintas em
documentos usando PS-MS. Eles demonstraram que canetas de marcas diferentes
(um total de doze) fornecem perfis quimicos diferentes e caracteristicos. Também
aplicaram com sucesso 0 método para a analise de documentos arquivados e
caracterizacdo das linhas de tinta sobrepostas feitas em documentos com
falsificacdo simulada. Em 2016, Carvalho et al.[92] usaram o proprio selo de droga
sintética como substrato para analise de 2,5-dimetoxi-4-cloroanfetamina (DOC), 2,5-
dimetoxi-4-bromoanfetamina (DOB), 25C-NBOMe, 25B-NBOMe, e 25I-NBOMe.
Mecanismos de fragmentacédo foram propostos a partir de experiéncias de Collison
Induced Dissociation, sugerindo a presenca de isdbmeros ha composi¢cao quimica das
classes de NBOMe. Os resultados mostraram uma boa concordancia com o ESI(+).
Na continuidade deste trabalho, o PS-MS foi aplicado ao monitoramento de drogas
terapéuticas como o Tacrolimus (FK506, Prograf®), um inibidor da calcineurina, que
€ amplamente prescrito como uma droga imunossupressora em receptores de
transplante de 6rgaos sélidos.[103] Recentemente, Cooks et al. [100] desenvolveram
uma nova fonte ambiente, Swab Touch Spray para espectrometria de massa, uma
andlise direta de drogas ilicitas (quatorze drogas ilicitas) de fluido oral, obtendo
limites de quantificacdo e deteccdo aceitaveis pelas sociedades forenses e
toxicologicas internacionais. Mostrando ndo haver limites para o desenvolvimento de
outras fontes.

Uma outra técnica que surge da variacdo do PS-MS, introduzida
recentemente, é o Leaf Spray (LS-MS). A diferenca entre PS e LS é que, este Ultimo
usa a prépria amostra (um tecido vegetal) para a geracdo de ions na fase gasosa.
Os ions podem ser gerados, sem a adicdo de solvente no tecido da planta[104]. No
entanto, os espectros de massa com melhor relacdo sinal/ruido pode ser obtido

qguando o solvente protico é adicionado[34,105].
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4.2 Objetivos

Analisar drogas de abuso (25I-NBOMe, canabinoides sintéticos, cocaina e
A°-THC) por PS(+)-MS.

Aplicar a técnica de Leaf Spray (LS) na identificagdo de A%-THC diretamente
sobre a superficie das folhas de Cannabis Sativa L.

Desenvolver um meétodo analitico para quantificar oito drogas ilicitas (MDA,
MDMA, MDEA, m-CPP, MA, cocaina, LSD, e DOB).

Constru¢cdo de um modelo quantitativo para analise de cocaina no papel

cromatografico revelado pelo reagente de Dragendorff e acoplamento ao PS.

4.3 Metodologia

4.3.1 Materiais e Reagentes

Uma solucdo padréao de cocaina (apreendida com teor de 99%, fornecida pela
PC-ES) foi usada para preparar solucdes de estoque de 20, 30 e 40 mg mL™L. Quatro
selos de NBOMe, folhas da planta Cannabis sativa L. foram fornecidos pela Policia
Civil do Estado do Espirito Santo (PC-ES). Quatro extratos de canabindides
sintéticos foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Criminalistica (INC) do
Departamento da Policia Federal de Brasilia. A cromatografia em papel office foi
empregada para andlise de cocaina. Foram utilizados para a constru¢éo das curvas
de calibracdo de dez niveis de concentracdes, variando de 1 a 100 ug mL™, oito
solucdes padrdes (1 mg mL') de MDA, MDMA, MDEA, m-CPP, MA, cocaina, LSD, e
DOB (Cerilliant Corporation, Tx, USA).

Os solventes utilizados para analise de PS, ESI, LS e cromatografia em papel
foram: metanol grau HPLC (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil), hidroxido de aménio,
acido formico, subnitrato de bismuto, cloroférmio, acido acético glacial, éter etilico

grau HPLC e iodeto de potassio (Sigma Aldrich).
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4.3.2 Preparo das amostras

Selos de 25I-NBOMe

As analises de selos foram exploradas pelas técnicas de ESI(+) e PS(+). Para
as andlises de ESI(+), aproximadamente 1 mg do selo contendo 25-INBOMe foi
submetido a um processo de extracdo com 1 mL de metanol. Foram realizadas duas
diluicdes sucessivas, de 100 pL da solucdo do extrato em 10 mL metanol e,
posteriormente, 100 puL dessa solucao resultante em 1 mL de metanol e acidificado
com 0,4 %v/v de acido metanoico, onde este foi submetido a anélise de ESI(+). Para
a analise de PS(+), o proprio selo foi usado como substrato de analise. Os

resultados foram adquiridos e comparados.

Folhas de Cannabis Sativa L.

As folhas de Cannabis sativa L. foram analisadas por PS(+) e LS(+). Para as
andlises de PS(+), 2 mg da amostra foi dissolvida em 1 mL de acetonitrila (ACN), e
posteriormente, 20 pL foram aplicados em um papel em forma de tridngulo. Apés a
secagem, o papel foi umedecido com ACN contendo 0,1 % v/v de acido metanoico e
submetido as andlises de PS(+)-MS. Para as analises de LS(+), a prépria folha foi

usada como substrato e a elui¢éo foi feita com ACN.

Cocaina

Um teste colorimétrico barato e rapido para a identificacdo alcaloides é feito
com o reagente Dragendorff. [106] No entanto, ele fornece resultados falso-positivos
para alguns dos aditivos de cocaina, como lidocaina e levamisol. Com isso, a
seletividade do ensaio colorimétrico utilizando o reagente de Dragendorff foi
melhorada a partir de PS(+). Em primeiro lugar, cromatografia em papel foi realizada
utilizando papel office como fase estacionaria e a mistura CHzOH: NH4OH (99,5/0,5)
como eluente. A sensibilidade foi testada em fungc&o da concentracédo de cocaina, a
curva analitica foi construida no intervalo de 1 a 40 mg.mL! e registrado o LD. O

Fator de retencdo (Rf) foi calculado a partir da divisdo entre a distancia que a



53

amostra percorreu (DA) e a distancia que o solvente percorreu (DS), conforme a
equacao 4.1. Depois, o papel foi seco e revelado com o reagente Dragendorff. As
manchas foram entdo cortadas em triangulos de papel 7(base)x12(altura) mm e
fixado em uma “garra de jacaré” a uma distancia de 3-5 mm a partir da entrada do

MS. O metanol foi gotejado sobre a PS-MS para promover a ionizagao dos analitos.

__ Distancia percorrida pelo Analito (DA)

Equacao 4.1

f ™ Distancia percorrida pelo solvente (DS)

Ambiente MS (PS(+) e LS(+)-MS) e ESI(+)-MS)

Para a andlise por PS(+), foram aplicadas as amostras sobre a superficie de
um papel triangular (Whatman Grade 1, GE Healthcare, EUA) com uma base de 7
mm e uma altura de 12 mm. O papel triangular foi fixado a uma “garra de jacare”
aterrado por um fio, e posicionado a entrada do MS a uma distancia de
aproximadamente 5 mm. Posteriormente, 10-50 pL de metanol ou ACN do solvente
acidificado com 0,1% v/v de acido metanoico foi aplicado na superficie do papel e
aplicado com uma tenséo elevada (3,8 kV), para gerar os espectros de massa no
PS(+).

Na andlise por LS(+), as folhas de Cannabis sativa L. foram cortadas em
triangulos (base e altura de 1 cm) e fixadas por uma “garra de jacaré” a uma
distancia aproximada de 5mm a partir da entrada de espectrometro de massa.
Aproximadamente 10-50 yuL de metanol (grau de pureza HPLC, JTBaker), aplicado
diretamente sobre a folha e posteriormente uma tensdo de 3 kV para geracao dos
sinais no LS(+).

As condicdes da fonte de ESI(+) foram as seguintes: uma pressdo de gas
nebulizador de 1,5 bar, uma voltagem capilar de 3,8 kV, e uma temperatura capilar
de transferéncia de 250 °C. Os experimentos com PS(+), LS(+) e ESI(+) foram
realizados utilizando a espectrometria de massas por Transformada de Fourier de
ressonancia ciclotron de ions (FT-ICR MS, modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics
Bremen, Alemanha)[92]. Acumulacdo de ions foi 0,060 s e os espectros de massa
foram adquiridos com 16 scans de sinais transitérios no dominio do tempo em 512 k-
points. Com capacidade de resolu¢cdo, m/Amso% = 67 000 (onde Amsow% € a integral do

pico m/z 304) e uma precisdo menor que 2 ppm em massa nas atribuicdes das
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formulas moleculares inequivocas para 0s ions moleculares isoladamente
carregados. As estruturas propostas para cada formula foram atribuidas utilizando o
banco de dados ChemSpider (www.chemspider.com). O grau de insaturacdo para
cada molécula pode ser deduzida diretamente a partir do seu valor de DBE de
acordo com a equacéo 4.2. Por fim, todos os espectros de massa foram calibrados
externamente utilizando o NaTFA (m/z 200-1200).

DBE = c-h/2 + n/2 + 1 Equagdo 4.2

onde C, H, e n sdo os numeros de carbono, hidrogénio e atomos de

nitrogénio, respectivamente, na férmula molecular.[107]

Para a construcdo de curvas de calibracdo de MDA, MDMA, MDEA, mCPP,
MA, cocaina, LSD e DOB foram preparados dez niveis de concentracées (1, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80 e 100 ug L1). Foram realizadas em triplicatas, as curvas de
calibracdo foram construidas a partir das seguintes razées de transicdo: MDA = m/z
180—163, MDMA = m/z 193—163, MDEA = m/z 208163, m-CPP = m/z 197—154,
MA = m/z 150—119, cocaina = m/z 304—182, LSD = m/z 324—223 e DOB = m/z
274—257, energia de colisdo: 30 V. A energia de colisdo variou de 23 para 32 V. O

LD e o LQ foram calculados usando as equacdes 4.3 e 4.4, respectivamente.

LD =3 *sB/m Equacéo 4.3
LQ = 10 *sB/m Equacéao 4.4

Onde sB é o desvio padrdo do branco e m é o coeficiente angular da curva

analitica.
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4.4 Resultados e discusséo

4.4.1 Drogas de Abuso

25|-NBOMe

Uma das recorrentes drogas ilicitas apreendidas no Brasil, nos ultimos dois
anos, € o 25I-NBOMe ou 2-(4-iodo-2,5-dimetoxifenil)-n-[(2-metoxifenil) metil]
etamina, estrutura representada dentro da Figura 4.1. O 25|-NBOMe é uma droga
psicodélica descoberta em 2003 pelo quimico Ralf Heim da Universidade de Berlim,
sendo classificada como droga ilicita pela Unido Europeia em 25 de setembro de
2014, por ndo possuir propdésito médico ou legitimo. No Brasil, ela foi proscrita pela
Anvisa (Lista F2) na portaria 344/98 em 18 de fevereiro de 2014. Além do 25I-
NBOMe, as substancias 25C-NBOMe e 25B-NBOMe também foram proscritas no
mesmo periodo. Todas essas substancias tém como principal objetivo imitar os
efeitos psiquicos de drogas ilicitas, como por exemplo, o LSD e o MDMA.[108]

A Figura 4.1a-h mostra os espectros de PS(+) (4.1 a-d) e ESI(+) (4.1 e-h) de
quatro selos contendo o ingrediente ativo 251-NBOMe (M = CisH22INO3 € Mw =
427,0639 Da). Analisando os resultados obtidos pela técnica de PS(+) (4.1 a-d), uma
Otima relacdo sinal/ruido e, consequentemente, uma melhor sensibilidade é
observada para a identificacdo do composto 25I-NBOMe em relacdo a técnica de
ESI(+), Figura 4.1e-h. O 25I-NBOMe ¢é facilmente detectado como molécula
protonada ([M+H]*) e dimero ([2M+H]*) de m/z 428,0726 e 855,1420,
respectivamente, diretamente da superficie do selo, sem necessidade de qualquer
etapa de extracdo ou separacdo. Um erro de massa de até 2,8 ppm e DBE = 8.
Analisando os dados de ESI(+) (Figura 4.1e-h), além do 25I-NBOMe, varios outros
sinais sdo detectados principalmente na regido de m/z 200-700. Essa menor
sensibilidade da técnica de ESI(+) pode ser devido a um processo de supressao
ibnica, provocada pelo efeito de matriz (impurezas extraidas na superficie do selo)

ou por um processo de diluicdo da amostra (50 mg mL™* de selo).
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Figura 4.1. Espectros de PS(+) -MS (a-d) e ESI-MS (e-h) para quatro amostras de selos
contendo 25I-NBOMe.[50]

Canabindides Sintéticos

Além dos NBOMes, os canabindides sintéticos (SCs) também representam o
mais recente advento das designer drugs, tornaram-se conhecido popularmente por
mitigar os efeitos do A®-THC. Os SCs sdo dissolvidos em solventes organicos e
pulverizados com uma mistura de ervas secas[109]. Aqui, PS(+), Figura 4.2a-d, foi
utilizado para explorar a composi¢cdo quimica de quatro amostras de extratos
metabdlicos a base de plantas, um total de cinco SCs foram identificados (naftalen-
1-il-(1-butylindol-3-il) metanona (JWH-073); N-(adamantan-1-il) -1- (4-fluorobutil) -1H-
indazole-3-carboxamida (5F-AKB48); 4-metil-1-naftil-1-pentylindol-3-il-metanona
(JWH-122); 2- (2-metoxifenil) -1- (1-pentylindol-3-il) etanona (JWH-250); e 4-
ethylnaphthalen-1-il-(1-pentylindol-3-i) metanona (JWH-210), o PS(+) identificou

SCs como [M + H]* e [2M + H]* cétions com valores m/z que variam de 300 a 800,
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com intensidade relativa de (RI)> 2% e erros de massa inferior a 2 ppm, Figura
4.2a-d .

Estes compostos sdo frequentemente encontrados em produtos a base de
plantas, devido a simplicidade de sua rota sintética.[109] Os canabinoides JHW-073
(m/z 328 e [C23H21NO+H]*), JWH-122 (m/z 356 e [C2sH2sNO+H]*) e JWH-210 (m/z
370 e [C26H27NO+H]*) pertencem a classe dos naphthoylindoles (estruturas na
Figura 4.2). Todas as moléculas tém DBE=14. Este valor € devido a presenca dos
grupos cetona (DBE=1), nafteno (DBE=7), e indole (DBE=6). Por outro lado, o JWH-
250 (m/z 336, [C22H2sNO2+H]* e DBE=11) pertence a classe dos
phenylacetylindoles, enquanto que o0 composto 5F-AKB48 (m/z 384 e
[C23H30FN3o+H]*) pertence aos grupos carboxamidas indazole, com a presenca de
dois atomos de nitrogénio no ciclopenteno e DBE=11, inseridos na Figura 4.2.[109]
Além disso, um perfil quimico semelhante foi obtido entre as duas fontes de
ionizacao (PS(+),Figura 4.2a-d , e ESI (+), a Figura 4.2e-h), provando que a técnica
PS(+) ndo causa qualquer efeito de matriz devido o substrato ser de papel.
Semelhantemente a NBOMes[92], os SCs sao facilmente identificados no modo de
ionizagdo positivo, explicado por serem espécies nitrogenadas e excelentes bases
de Lewis (contendo baixos valores de pKp).[109]
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Figura 4.2. Espectros de ESI(+) -MS (a-d) e PS(+) -MS (e-h) para quatro amostras de
canabindides sintéticos contendo os ingredientes ativos JWH-073, 5F-AKB48, JWH-122, JWH-250 e

JWH-210 detectados como céations [M+H] * e [2M+H] * onde M corresponde a férmula molecular. [50]

Cocaina

O ensaio colorimétrico que utiliza o reagente de Dragendorff é barato e rapido
para a identificacdo de alcaloides[108]. Neste estudo, a sensibilidade e a
seletividade deste foi melhorada para PS(+)-MS, Figura 4.3a.

A cromatografia em papel para a cocaina mostra fator de retencdo de
0,82+0,02 e LD de 3,26 mg mL™?, Figura 4.3a. A cocaina é detectada como manchas
amarelas na forma de [C17H21NO4+H] *, cations a m/z 304,1547 em solucbes de 5 a
40 mg mL?, Figura 4.3b. A alta precisdo de massa é evidenciada com erros de
massa muito baixos (erro=1,32 ppm para uma massa teérica de m/z de 304,1543). A
capacidade do método PS(+)-MS na quantificacdo de cocaina € demonstrado na

Figura 4.3c pela constru¢cdo de uma curva analitica, na qual, obteve-se uma boa
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linearidade (R?> 0,98) e baixos valores de LD (<1 mg mL™?) sdo encontrados. Assim,
este método pode ser utilizado para identificar e quantificar a cocaina diretamente
sobre a superficie do papel utilizando o reagente de Dragendorff com papel
office.[110]

(a) Papel Chromatografico
[C47H24NO, + H]* Cocaine (mg.mL") 2 Office ~ CH,OH:NH.OH (99.5:0.5% vv) |
M,, = 304.1543 ¥
Y e "‘\ '«\ : l‘ \ A ‘I
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. e Lo L Lee -
HN—7 o ey
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Figura 4.3. (a) Cromatograma para solu¢@es de cocaina (1 a 40 mg mLt) em CH3OH:NH4OH
(99,5: 0,5 %v/v) revelado com Dragendorf; (b) espectros de PS(+) MS a partir dos spots revelados e
(c) curva de quantificagéo para cocaina (detectada como ion [C17H21NOs+H] * de m/z 304,1547).[110]

AS-THC

A deteccdo de canabindides é normalmente realizada em laboratorios
forenses brasileiros utilizando o teste colorimétrico contendo o BB azul rapido ou sal
B azul rapido. Este teste baseia-se no aparecimento de uma cor especifica,
normalmente rosa [111]. Em 2015, Roméo et al. [112] avaliaram a capacidade do
teste colorimétrico para a deteccdo de canabindides em dez amostras tipicas de
maconha e as partes da planta Cannabis sativa L. (Flor, caule, folhas e sementes).

Eles observaram resultados positivos na maioria dos casos (maconha, haxixe, flor, e
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tronco). No entanto, resultados negativos ocorreram para as folhas e amostras de
sementes. Aqui, ambos extrato de folha e a folha de Cannabis sativa L. a 10 mg mL™*
foram analisadas pelas técnicas de LS(+) e PS(+), respectivamente, Figura 6a-b. Um
sinal claro e intenso é observado para ions [C21H3102 + H] * a m/z 315,2321, DBE de
de 7 e erros de massa iguais a -0,80 ppm, quando a fonte LS(+) é utilizada, Figura
4.4a. Este sinal corresponde a molécula A%-THC ou um dos seus isdmeros (A°-
6aS,10aR-cis-tetrahydrocannabinol((-)-cis-A°-THC), A8-trans-(6aR,10aR) -
tetrahydrocannabinol (A8-trans-THC), (#)-1aS,3aR, 8bR,8cR-cannabicyclol (CBL-Cs),
cannabichromene (CBC-Cs), e cannabidiol (CBD-Cs)). O sinal a m/z 315,2321
também é facilmente detectado para PS(+)-MS, Figura 4.4b. Quando se compara a
eficiéncia de ionizacéo entre os métodos LS(+) e PS(+) -MS, Figura 4.4a-b, a razéo
mais baixa de sinal/ruido devido efeito de matriz superior é observado para PS(+)-
MS, onde outros ions a m/z 425, 458, 532, e 753 sdo também detectados. Neste

caso, LS(+) € mais promissor para a deteccao de canabindides diretamente sobre a

(a) LS(+)-MS o : (b) PS(+)-MS
315.2321 | 4252882
M+ HJ* O |
Erro = 0.80 ppm g cyy
woe 753.4946
M= CyH30, I
M,, = 314.2240 |
|
Leaf Spray | =
MS inlet I MS inlet
| 458.364 Solvente
Solvente | ( ¢
M+ Hr | | S, i
|
Leaf ~ | Triangular N
’ I M+ H 532.4587 Paper {
| Erro = 0.80 ppm
| 315.2321
391.2849 | 28217127 l l \ 603.4547
lj ' — PR e I Al nh
1
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superficie da folha ndo necessitando de qualquer pré-tratamento da amostra.
Figura 4.4. Espectros de LS(+)-MS e PS(+)-MS obtidos diretamente da folha e do extrato da

planta Cannabis sativa L. Em ambos os casos, o A9-THC é detectado como molécula protonada, ion
[M+H]* de m/z 315,2321. [50]
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O PS(+)-MS também foi aplicado na quantificacdo de oito drogas ilicitas (MA,
MDMA, MDA, MDEA, DOB, mCPP, LSD e cocaina na faixa de 1 a 110 ug L. A PS-

MS mostrou uma proeminente capacidade de triagem de um grande tipo de novas

drogas psicoativas[12]. O método PS-MS demonstrou um desempenho quantitativo

adequado para muitos compostos de interesse criminal em amostras complexas.

Neste caso, as curvas de calibracdo de todos os oito farmacos séo avaliadas e séo

mostradas na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Curvas de calibracao de drogas ilicitas usando PS(+)-MS. [50]

Os dados experimentais indicam que as razdes de intensidade de ions do

adulto predominante das transicbes MS/MS mais abundantes foram lineares no

intervalo de 1 a 110 ug L1, apresentando bons valores de LD e LQ como exibido na

Tabela 4.1. Uma boa linearidade aqui alcancada € proeminente porque foram

obtidos sem o0 uso de padrao interno isotopicamente marcado.
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Tabela 4.1. Valores da equacao de calibracdo, R?, LD, e LQ para oito drogas ilicitas. [50]

Padrdes Equacéo Transigdes R? LQ? LD?
MS/MS

MDA y =0,5776x + 5,5913 180 — 163 0,9955 1,21 0,36
MDMA y =0,5419x — 1,5905 194 — 163 0,9923 1,64 0,49
MDEA y = 0,2408x + 1,1447 208 — 163 0,9917 3,22 0,96
mCPP y = 0,0584x — 0,2940 197 — 154 0,9950 2,24 0,67
MA y = 0,1446x — 0,6292 150 — 119 0,9934 2,26 0,68
Cocaina y =0,1095x + 0,0716 304 — 182 0,9903 3,34 1,00
LSD y =0,2117x — 0,1880 324 — 223 0,9959 0,58 0,17
DOB y =0,3212x + 0,9844 274 — 257 0,9935 1,96 0,59

a=concentracdo em ug L?

45 Concluséo

A técnica PS-MS comprova o potencial como uma ferramenta poderosa para
elucidacdo de inumeros casos em quimica forense. Este trabalho confirma a
diversidade de aplicacbes na area da ciéncia forense. A razdo sinal/ruido e a
sensibilidade na identificacdo de 251-NBOMe por PS(+)-MS, sem pré-tratamento da
amostra, foi significativamente melhor em comparacéo com a técnica de ESI(+)-MS,
que por sua vez possui um efeito de matriz mais evidente na ionizacdo. Na
identificacdo das quatro amostras de extratos de canabindides sintéticos analisados
pelas duas técnicas de ionizacdo (PS(+)-MS e ESI(+)-MS), o mesmo perfil de
quimico foi confirmado, provando que nao ha efeito da matriz na técnica de PS(+)-
MS. Em ambos os casos (NBOMe’s e SCs) de identificagdo sao favorecidas no
modo positivo de ionizagdo. Para analisar extratos de folhas da planta Cannabis
sativa L., a técnica de LS(+)-MS se mostrou promissora, e devem ser exploradas em
trabalhos futuros com o objetivo de identificar o perfil quimico de canabindides em

funcéo do envelhecimento da espécie e sua condicdo de armazenamento.
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5. PS-MS: APLICACAO EM DOCUMENTOSCOPIA.

5.1 Introducéo

As falsificagBes de cédulas afeta a economia de varios paises. Em 2014, o
Banco Central Brasileiro langou um aplicativo de celular que auxilia na identificagéo
de notas falsas, porém, ele ndo verifica sozinho a autenticidade das notas, apenas
fornece os elementos para que a pessoa fizesse a verificacdo, a partir da
comparacdo de imagens[113]. A inspecdo visual pode levar a falsos negativos,
portanto, analises confiaveis e precisas sdo essenciais. Diversas técnicas analiticas
vém sendo estudadas com este objetivo [114—-116] como por exemplo, analises por
imagens espectrais de Raman para deteccdo de explosivos em notas [117]; a
espectrometria de massas com fonte de ionizagdo ambiente[118,119]. Em alguns
casos séo utilizados corantes anti-roubos, denominados ATDs, que sao ativados
durante o roubo e criam uma nuvem de particulas de corante ou liquido de imerséo,
gue destina-se a provocar manchas nas notas roubadas e em roupas, sapatos e
outros objetos pertencentes aos ladrdes. No entanto, com 0s avancos tecnolégicos,
os ladrdes realizam procedimentos de branqueamento das notas manchadas, e
técnicas analiticas, acessiveis a populacdo, que consigam identificar tais corantes
sao necessarias[120].

Os primeiros estudos utilizando a espectrometria de massas direcionadas
para a andlise de tintas em documentos surgiram no periodo de 2005-
2006.[121,122] As fontes Laser Desorption lonization Mass Spectrometry (LDI-MS) e
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry (MALDI-MS)[111]
foram utilizados para estudar o envelhecimento dos corantes violeta de metila (MV,
m/z 372) e violeta de etila (EV, m/z 456), usados em canetas esferograficas de
coloracdo azul. Envelhecimentos acelerados (temperatura, luz, e umidade) e
naturais (t = 365 dias) foram estudados.[123] Apesar do seu pioneirismo na
documentoscopia, o0 uso da técnica de MALDI/LDI apresenta algumas
desvantagens: a) destruicio do documento; b) uso de matrizes organicas: a
otimizacdo e a reprodutibilidade das condicbes de ionizagdo nem sempre sdo um
processo simples; ¢) uso de solventes: caso seja necessario extrair o corante do

papel, os estudos de contraprova de documentos questionados ndo poderiam ser
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realizados; d) laser: dependendo de sua poténcia, pode haver degradacdo do
analito.

A partir de 2006, varias fontes de ionizacdo ambiente foram empregadas na
area de documentoscopia, sédo elas: DESI,[102] EASI,[124-127] PS-MS,[21] plasma
assisted laser desorption ionization mass spectrometry (PALDI-MS),[128] e
electrospray laser desorption ionization mass spectrometry (ELDI-MS)[129-131]. Os
principais problemas abordados foram: analise de tintas (perfil quimico,
envelhecimento, cruzando linhas de tinta azul, e a falsificacdo de escrita), a
classificacdo das notas (falsificados e auténticos), [118,124,129,130] e documentos
de veiculo,[19,40,105,108].

As técnicas forenses utilizadas para inspecionar a superficie das notas
precisam ser nao destrutiveis, rapidas, simples e baratas. Nesta area, a preservagao
da prova material nas andlises periciais é fundamental para manter a integridade da
amostra e construcdo de laudos. Portanto, o desenvolvimento de metodologias
analiticas com pouco ou nenhum preparo de amostra (ndo-destrutivos), de baixo
custo de manutencéo, de facil operacdo [132,133] e que possibilite as andlises in

situ sdo essenciais.
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5.2 Objetivos

Aplicar a técnica PS(+)-MS a seis tipos diferentes de canetas esferograficas
azuis a fim de se obter o perfil quimico.

Estudo de cruzamento de tragos para investigar a sobreposicao de linhas de
uma mesma caneta.

Analisar documentos a autenticidade de notas de R$ 100,00 com a tecnica
PS classificando classificacdo das notas

Realizar um estudo de caso de documentos questinados de 1996.

5.3 Metodologia

5.3.1 Materiais e Reagentes

Notas de R$ 100,00 (reais) auténticas, falsas apreendidas e falsificadas
(homemade) foram estudadas por PS, sendo 3 de cada tipo. As notas falsas
apreendidas foram obtidas pela PC-ES. Além disso, notas de R$ 100,00 foram
produzidas pela impressao (Jato de tinta e LaserJet) em papel office tipo branco; que
foi chamado como notas homemade. O solvente utilizado para analise de PS foi o

metanol grau HPLC (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil).

5.3.2 Preparo das amostras

Documentoscopia (Analise de papel moeda e cruzamento de tracos)

O perfil quimico de seis canetas esferograficas (Bic®, Compacto®, Faber
Castel®, Molin®, Pentel®, Tech®) e cédulas de R$ 100,00 auténticas, falsas e
homemade (Deskjet® e Laserjet®) foram obtidos pela técnica de PS(+). Para cada
analise, um pequeno papel no formato triangular (5(base)x10(altura)) mm foi
posicionado sobre a area investigada (rubricas ou traco produzido por canetas
esferograficas) e colocado sobre o papel 10 yL de metanol para que ocorra o

processo de extracdo na superficie investigada.
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Para estudar os cruzamentos tracos, uma caneta (Compacto®) foi usado para
produzir dois tracos com uma diferenca de tempo de 7 dias. As analises de PS(+)
foram realizadas ap6s um periodo total de 14 dias. Posteriormente, foram analisados
trés pontos: trace 1, traco 2 e sobre a intercepcdo das linhas. Para extrair os
corantes, um papel triangular umidificado com metanol foi colocado sobre cada
traco. Apés 5 minutos de secagem, o papel triangular foi colocado em frente da
entrada do analisador (FT-ICR MS)(Figura 2.2) e 20 mL de metanol foram usados
para produzir o spray. O procedimento foi repetido para o segundo traco e para a
sua intercepgao.

Os experimentos com PS(+) foram realizados utilizando a espectrometria de
massas por Transformada de Fourier de ressonancia ciclotron de ions (FT-ICR MS,
modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics Bremen, Alemanha)[92]. Acumulacéo de ions
foi 0,060 s e os espectros de massa foram adquiridos com 16 scans de sinais
transitérios no dominio do tempo em 512 k-points. Com capacidade de resolucéo,
m/Amsos = 67 000 (onde Amsoy € a integral do pico m/z 304) e uma precisdo <2 ppm
em massa nas atribuicdes das féormulas moleculares inequivocas para os ions
moleculares isoladamente carregados, com tensdo de 3,8Kv.

No estudo de caso o espectrometro de massas utilizado foi da marca Thermo
LCQ Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) [21]operado no modo positivo de
ionizacao, localizado na Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. As
condi¢cbes instrumentais foram: voltagem = 4,5 kV; voltagem do tube lens = 65V,
faixa de aquisicéo de ions: m/z 100 — 1000.
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Documentoscopia (Estudo de caso)

O perfil quimico organico de canetas esferograficas e impressora dos
documentos abaixo, Figura 5.1, foi analisado usando PS(+) de seis rubricas

presentes nas folhas de numeracéo 1 e 3 e as assinaturas presentes na ultima folha
do contrato.
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Figura 5.1. Folhas 1, 3 e 6 analisadas pela técnica de PS(+)-MS.

Cada rubrica/assinatura foi analisada isoladamente ou separadamente por

meio de um processo de extracdo como mencionado anteriormente.
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5.4 Resultados e discusséo
5.4.1 Documentoscopia
Perfis de canetas

A Figura 5.3 mostra espectros obtidos por PS(+)-MS de seis tipos diferentes
de canetas esferograficas azuis (canetas 1 - 6). Basicamente séo identificados trés
tipos de corantes: 1,3-dimetil-1,3-ditolylguanidine (m/z 268), MV (ou violeta basico 3)
para m/z 372, e azul basico 26 (m/z 470); as suas estruturas sdo mostradas na
Figura 5.2. Os ions em m/z 372 e 470 foram detectados como cétions (espécies M2*
e Ms*), enquanto que o ion a m/z 268 foi detectado na sua forma protonada ([M1 + H]
). Entre eles, o corante MV é principalmente aplicado como "relégio quimico". [126]
Em 2010, Lalli et ai. [126] mostrou os perfis de degradacéo do violeta de base 3 (m/z
372) e azul bésico 26 (m/z 470) corantes da tinta na escrita sobre a superficie do
papel exposta a luz durante 72 h. Uma série de decaimento na ordem de m/z 14,
tipico da degradacédo de corantes (m/z 372, 358, 344, 330, 316, 302 e 288 para o
violeta basico 3 e m/z 470, 456, 442, 428, 414 para azul basico 26), devido a

substituicdo de grupos metilo por hidrogénio.

Q\Q

R=H, Diphenylguanidine (211 Da)

R=CH,, 1,3-Dimethyl-1,3- Basic Violet 3 (372 Da) Basic Blue 26 (470 Da)
diml_vlguanidinc(267 Da)

Figura 5.2. Principais corantes utilizados em canetas esferograficas de coloracdo azul

registrados na literatura.[21]
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A datacdo de documentos utilizando como marcador os ions de m/z 372 e
470 é feita a partir do monitoramento de suas intensidades relativas (Rll;,, €
RIl,;()[126], equacdes 5.1 e 5.2, respectivamente:

Rll37,

I372/ (I372 + I35 + l344) Equacédo 5.1

Rlly70 = 470/ (1470 + lase) Equacédo 5.2

A partir do perfil quimico observado na Figura 5.3, as canetas podem ser
agrupadas em trés grupos distintos: i) Caneta 1: contendo os ions de m/z 268 e 372;
ii) Canetas 2-5: contendo os ions em m/z 372 e 470 e valores similares de RIl;;,
(0,53-0,58) e RIl,;, (0,86-0,94); e iii) Caneta 6: contendo apenas o ion de m/z 372.
Adicionalmente, diferentes valores de RIl;;, foram observados para as canetas da
marca caneta 1 (RIl;;, = 0,95) e caneta 6 (RIl;;, = 0,81) em relacdo as canetas

pertencentes ao grupo ii.

R R

DR

l
PR
1

R=CHj,; 1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina V;\zletacBaHsu:':) 3 i AI\:UI Bcés'i;:o;ﬁ
MCHN 1 25H30N3 2 = Ca3H3N;
M, = 268 1812 Da o W,=3722434Da ©/ M, = 470.2591Da
__________________________________________________ 1702605
[M, + H]* 3722440 .I- 572 244 M,
M,* 3582285 | M,*
Rl =S | Ru;,=053
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sselo2ss 43502366 (3)Canetal | 279.1595 | 456.2448
3729409 4702605 | 3582286 ) 22442
3582286
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Ril;;,=0.58 i | Ru;,=0.53 4032338  470.2606
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2?91595 l A ) l l 1 L I
3722443 | 372.2440
358.2286 470.2605 |
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Rll470=0.89 Ril.,,=0.81 3582285 (
372=0. f) Caneta 6
2719.1 ;395 | 456‘7244513 (c) Caneta 3 | 279.1595 403.2336
250 300 350 400 450 500 550 | 2000 250" 300 350 400 450 500 550
m/z m/z

Figura 5.3. Espectros de PS(+) -MS de seis diferentes marcas de canetas azuis. [50]

Cruzamento de tragos
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As modificacdes fraudulentas de informac¢des nos documentos podem ser
feitas pela superposicdo de linhas de tinta.[126] Para verificar a capacidade de PS
na identificacdo da sequéncia de canetas de tinta azul no cruzamentos de tracos,
uma linha foi escrita com uma caneta azul que contém principalmente Violeta Basico
3 (m/z 372) e azul basico 26 (m/z 470). A primeira linha (traco 1, Figura 5.4a) foi
entdo sobreposta por uma segunda linha de tinta (traco 2, Figura 5.4b) escrito com
a mesma caneta (caneta 2), apés o periodo de 7 dias. Ambas as linhas resultantes
de tinta azul (tracos 1 e 2, Figuras 5.4a-b), bem como a linha de tinta azul de
interseccao (Figura 5.4c) foram entdo analisadas por PS depois de um periodo total
de 14 dias. A partir dos valores Rlls72, no ponto de interseccdo das linhas
apresentadas como sendo RIl;;, = 0,60, semelhantemente ao traco 2 (Rll;;, =
0,59). Portanto, o traco 2 se sobrepde ao traco 1 como era esperado, sendo
demonstrado que o PS é capaz de detectar modificacGes fraudulentas no periodo de

tempo curto.

M1‘ M10
372.2445 (6) TI’BCO q 3722444 (b) Traco 2
Rll3;, = 0.68 ] Rll3;; = 0.59
358.228
Caneta 2 sobre Caneta 2 '
4 § A
o0 0 » @) 3011417
M,* N - M,*
470.2610 Caneta 2 5
sanelad & 4702607
(a) p (b)
=2
/( ) X 579.2953
279.1598 579.2959 // c N 4?5. 159 L 691 4214
l | l AN l AL ’ ) A ! 'll e i
200 300 400 500 600 700 800 900 200 300 400 500 600 700 800 900
m/z m/z
M,* 3722445
M,* (c) Intersecgdo entre as linhas
470.2609 Rll3;, = 0.60

3584288

b il . 02

200 300 400 500 600 700 800 900
m/z

Figura 5.4. Andlise de PS(+) -MS de cruzamento de tracos produzidos por canetas de
mesma marca (trago 2 sobre traco 1 usando uma caneta 2). Note que o trago 2 foi produzido em um
periodo de tempo de 7 dias ap0s o traco 1. MODIFICADA [50]
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Estudo de caso

A Figura 5.5a-e apresenta os espectros de PS de um documento questionado
possuindo cinco rubricas distintas. As questbes a serem respondidas sdo: i) a
assinatura | é contemporanea com o documento (1996)? e ii) se as canetas
utilizadas possuem perfis quimicos distintos ou similares?

Para a questdo 1, percebe-se que as rubricas | e Il apresentam o mesmo
perfil quimico (presencga dos sinais de m/z 372, 358, 344 e 470, Figuras 5.5a-b, e
valores idénticos de Rlls72, Rlls72 = 0,48). Portanto, elas mostram perfis quimicos
similares e distinguiveis das demais (Figura 5.5c-e), sendo, portanto, as assinaturas
| e Il contemporéaneas entre si. Para a questdo 2, note que as demais rubricas (Il
(5.5¢), IV (5.5d) e V (5.5e)) mostram estas diferencas, totalizando o uso de 4
canetas. O valor de RIlls72 = 0,75 para a rubrica lll, Figura 5.5c, é diferente das
assinaturas | e Il. Para a rubrica 1V, Figura 5.5d, nenhum corante foi visualizado
enquanto que para a assinatura V, Figura 5.5e, dois corantes estdo presentes,

apresentando Rlls72 e Rlzes de 0,76 e 0,17, respectivamente.
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Figura 5.5. Estudo de caso: espectros de PS(+)-MS de cinco rubricas analisadas em um
documento questionado. Note que das cinco assinaturas, as assinaturas | e Il foram realizadas

usando a mesma caneta, enquanto que as outras utilizaram canetas diferentes. [50]

A Figura 5.6a-f mostra os espectros de PS(+) das seis rubricas analisadas na
folna 3 (terceira folha) do documento (Figura 5.1). Similar as consideracdes
observadas para a folha 1, novamente temos que o perfil quimico referente as
rubricas | e 1l sdo semelhantes, e das rubricas Ill, IV, V e VI distinguiveis entre si. Em
geral, percebe-se que ndo houve variacdo da composicdo quimica das canetas
usadas entre as folhas de numeracéo 1 e 3.

Em relagdo a datacéo de tinta, os valores de Rlls72 observados para as rubricas
I, I, Il e V foram de 0,42, 0,48, 0,65 e 0,76, respectivamente. Em geral, menores
valores de Rllz72 foram observados para as rubricas | e Ill, quando comparado com a
folhna 1. Isso € um indicativo de imprecisdo do método de + 0,06 ou de uma

degradac&do mais acelerada desses corantes na folha 3.
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Figura 5.6. Espectros de PSI(+)-MS de seis rubricas analisadas na folha 3 (terceira folha) do

documento.

A Figura 5.7 mostra os espectros de PS de cinco assinaturas, Luiz, Teobaldo,
Paulo, Gildazio e LF (perito Sr. Hamilto) que correspondem as rubricas 2, 6, 1, 3 e 5,
respectivamente. O espectro de PS mostra um similar perfil quimico entre as
rubricas (folhas 1 e 3, Figuras 5.4 e 5.5, respectivamente) com as assinaturas,
Figura 5.6, com excecdo da assinatura do Sr. Teobaldo, Figura 5.6b. Essa
assinatura em questao mostra-se similar ao observado com o do perfil quimico do
Sr. LF, Figura 5.6e.

Em relagdo aos valores de Rlls72 (0,50 e 0,42) para as assinaturas de Paulo e
Luiz, rubricas | e Il, foram préximos aos observados entre as folhas 1 (Rlls72 = 0,48 e
0,48) e 3 (Rlls72 = 0,42 e 0,48). Em geral a variacdo dos valores observados para o
Srs. Luiz e Paulo foram da ordem de * 0,06 e = 0,08, sendo semelhantes e
indicando a contemporaneidade entre si. Para o corante com Rlls70 da assinatura

correspondente ao Sr. Paulo uma variacdo de * 0,05 foi observada.
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Figura 5.7. Espectros de PSI(+)-MS das assinaturas da ultima folha do documento.

Com base no trabalho publicado em 2015 por Ferreira et al.[21] os valores de
Rlls72 usando a técnica de PS para o ano de 2015 de diferentes padrées de caneta
esferografica de coloracdo azul sdo mostradas na Tabela 5.1. Todos os valores sé&o
superiores, quando comparados aos encontrados para as rubricas e assinaturas do
Sr Paulo. Um célculo foi realizado para estimar a variacao dos resultados em funcéo

do tempo. Uma variacdo maxima entre as assinaturas e rubricas podem existir em

um intervalo de aproximadamente 7 anos.
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Tabela 5.1. Comparacéo dos valores de Rlls72 com a literatura e a variagdo esperada desses
valores por ano. A variacdo observada para os valores de Rllz72 para a assinatura do Sr. Paulo foi de
0,08

Variagdo Variacgao de

de Rlla72* + 0,08
Canetas Rlla72 estimada corresponde

por ano a

Caneta H (2015) ! 0,65 0,010 8 anos

Caneta F (2015) 1! 0,75 0,015 6 anos

Caneta J (2015) ! 0,68 0,011 8 anos
Caneta Sr. Paulo (1996) 0,47 (valor - -

médio)
Valor médio - 7,3 anos

*Variacdo do Rlls72 por ano = (Rlls72caneta (2015) — Rlls7zPaulo)/tempo (19 anos)

Perfis de cédulas

A técnica de PS(+)-MS pode também ser usada para classificar notas
auténticas e falsas de cédulas de R$ 100,00. A Figura 5.8a mostra que a cédula
auténtica tem um perfil quimico caracteristico, identificando a presenca do
plastificante bis(2-etilexil)ftalato como marcador natural (ion [2M + Na]* de m/z 803
onde M= C24H3804).[124,125,127] Ja os ions detectados para as cédulas de R$
100,00 falsificadas, Figura 5.8d-e, mostram perfis contendo uma ampla série
oligomérica (mais evidente nas Figura 5.8e) os ions de m/z 300-900 com a
distribuicdo maxima centrado em m/z 513. Outros ions correspondem a alcoois
etoxilados (ions de repeticdo separadas por 44 m/z)[127]. Por outro lado, os perfis
quimicos das cédulas fabricadas pelas impressoras Deskjet® e Laserjet® foram
distintas entre si. A Figura 5.8b mostram distribuicbes oligoméricas muito mais
abundantes (m/z 400-1000) em relacdo as Figura 5.8d-e de ions decorrentes
principalmente de alcoois propoxilados separados por 44 unidades de m/z enquanto
que para impressdo na LaserJet®, trés ions intensos sdo detectados (m/z 194, 391 e
584).



76

803.5530
(a) Cédula Auténtica

200 400 600 800 1000

m/z
IIIIII---II-I....----II-II-II-II-II-II-II-I....------IIIIIIIIIIIII----II-...."""'-ll-ll-ll-l
Intervalo 44 Da (b) Homemade Cédula - 579.2961 (d) Cédula Apreendida 1
Deskjet
61044422 00347122 ! % 100
3011417 o5 Spas I = |

645.4226
689.4492

200 400 600 800 1000 200 300 400 500 600 700 800 900
m/z M/Z (e) cédula Apreendida 2
. 913.3422 557 3600
391.2852 (c) Homemade Cédula - 469 3155 . 2
Laserjet 501.3959 {5 Q@i@
(=100 TR
495.8bo 645.4226{ =2 I
L—_—:.i 38106p3
S— 301.1417
194 1177 ) 584;3986 vl LI
200 400 600 800 1000 200 300 400 500 600 700 800 900
m/z m/z

Figura 5.8. Espectro de PS(+) -MS de cédulas de (a) R$ 100 auténticas, (d-e) falsas e (b-c)

homemade a partir das impressoras Deskjet® e Laserjet® [50]

5.5 Concluséao

A técnica PS foi capaz de gerar os perfis quimicos das 6 diferentes tipos de
canetas, sendo possivel calcular as razoes de intensidade de ions m/z 372 e 470. A
partir das diferenciacdes constatadas o estudo de cruzamento de tracos foi capaz de
identificar que o traco 2 se sobrepbe ao traco 1, por possuir Rll;;, de 0,60 no
cruzamento, sendo este valor muito semelhante ao traco 2 que é de 0,59.

No estudo de caso foram identificados que o perfil quimico das canetas nas
assinaturas | e Il sdo idénticos, baseado em valores de RIllz72 e distinguiveis das
demais. O perfil quimico das assinaturas Ill e V sao distinguiveis de todas. Ja o perfil
guimico das assinaturas IV e VI sao bastante inorganicos, irreprodutiveis e ndo séao

questionaveis. A variagcdo do perfil quimico da caneta entre as rubricas e a
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assinatura do Sr. Teobaldo € um indicativo de que o individuo utilizou duas canetas
para a marcacdo do documento. Em uma analise pontual das rubricas | e Il e
assinaturas respectivas de Paulo e Luiz, € possivel que a assinatura do Paulo
(rubrica 1) seja contemporanea com a assinatura do Luiz (rubrica II), em ambos
casos uma variacdo Rlls72 proxima foi observada.

A técnica PS é viavel na classificacdo de notas de reais auténticas e
falsificadas; e na relacdo do uso de impressoras LaserJet® e DeskJet®; visto que a
falsificacdo tem se modernizado, o PS se apresenta com potencial consideravel na

elucidacdo destes e outros casos.
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6. PS-MS: APLICACAO EM PLANTAS FITOTERAPICAS.

6.1 Introducéo

A utilizacdo dos medicamentos fitoterapicos é uma realidade para
aproximadamente 80% da populagdo mundial segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS)[134], fato mais evidenciado em paises em desenvolvimento, onde
ocorrem uma precarizacdo dos atendimentos basicos a populacdo mais carente.
Este tipo de medicacdo se adequa as necessidades de varios municipios no
atendimento primario a saude. Os fatores essenciais nesta expansao da utilizacdo
destes medicamentos da-se por: (1) os efeitos adversos dos farmacos sintéticos (2)
preferéncia por tratamentos “naturais” (3) crescente validacdo cientificla das
propriedades farmacolégicas de espécies vegetais (4) desenvolvimento de novos
métodos analiticos para o controle de qualidade (5) desenvolvimento de novas
formas de preparacdes e (6) administracao dos produtos e relativo baixo custo[135].

As técnicas recomendadas pela OMS abrangem a determina¢édo de inUmeros
parametros da planta e de tudo que possa vir apresentar o produto final para
comercializagdo. Porém, nenhuma das técnicas recomendadas apresentam uma
metodologia direta de andalise para a composicdo quimica destes materiais.

O tratamento fitoterapico como um suplemento dietético, para finalidade
meédica, sdo extraidos somente das plantas.[109] As ervas destinadas a perda de
peso sdo vendidas livremente no mercado brasileiro, mas representam Sérios riscos
para os consumidores quando os fabricantes adicionam adulterantes sintéticos (por
exemplo, anoréxicos e benzodiazepinicos). Os casos de adulteracdo aumentaram ao
longo dos anos devido a falta de legislacédo e supervisdo efetivas sobre o manuseio
e comercializagdo desses medicamentos no Brasil. Portanto, é importante
desenvolver de forma eficaz um método analitico capaz de identificar drogas

sintéticas na formulacéo de ervas.
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6.2 Objetivos

Avaliar a composicdo de 15 diferentes ervas medicinais para a perda de peso,

afim de se verificar sua composicdo com a fonte ambiente Paper Spray.

6.3 Metodologia

Para analise de PS(+) de medicamentos fitoterapicos, quinze ervas diferentes
foram maceradas e extraidas com metanol (grau HPLC - Vetec Quimica Fina Ltda,
Brasil) durante 30 min num banho de sonicador. Papéis triangulares (Whatman
Grade 1, GE Healthcare, EUA) 1 cm de cada lado foram utilizados na andlise de
todas as amostras. Adicionou-se ao papel um volume de 15 ul de cada extrato e
deixou-se secar a temperatura ambiente. O papel foi entdo umedecido com 15 ul de
metanol dopado com &cido férmico a 0,1% v/v (Sigma Aldrich). Os espectros de
massa foram obtidos num espectrdmetro QExactive de alta resolucdo (Thermo
Scientific, Bremen, Alemanha). Os parametros utilizados na analise foram: resolucéo
70.000; Tensao do spray de 3,5 kV; Média de 3 micro-scans para cada espectro;
Temperatura capilar 275 °C; S-lens RF Nivel de 50.

6.4 Resultados e discusséo

Neste estudo, introduzimos uma nova aplicacdo para PS-MS como uma
metodologia de impressdo digital quimica no monitoramento da qualidade e
autenticidade dos produtos fitoterapicos vendidos no mercado brasileiro, Figura 6.1.
Os espectros de massa PS(+)-MS forneceram um perfil quimico detalhado da
impresséo digital das amostras fitoterapicas. A sacarose e glicose foram detectadas
em todas as amostras analisadas como adultos de sodio e potassio, [M + K]* de m/z
381 e [M + Na]* de m/z 203, respectivamente, Figura 6.1c-d.

A cafeina (m/z 195), Figura 6.1b, foi encontrada como adulterante em uma
amostra, uma vez que nenhum dos ingredientes tinha anteriormente este composto.
Polifendis e acidos graxos estavam presentes na maioria das amostras bem como
mono, di-etri-acilglicerdis. A PS(+)-MS detectou sibutramina em uma das amostras

analisadas, Figura 6.1a. A sibutramina € uma droga anoréxica sintética com massa
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de M=Ci7H26NCI| e seu uso, em alguns paises como o Brasil, é proibido. A
sibutramina é detectada como ion [M + H]* a m/z 280,1827. A atribuicdo estrutural
de sibutramina foi confirmada por MS/MS PS(+), mostrando perdas de -CoHi9N (-131
Da), -CsHsNCI (-141 Da) e -C7HesCl (-155 Da). Esses achados ilustram as habilidades
de PS-MS como uma ferramenta importante para examinar a qualidade e a
autenticidade de amostras de ervas medicinais. Simplicidade e baixo custo torna o
PS-MS uma escolha muito interessante para realizacdo de analise de impresséo

digital de qualidade e autenticidade.
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Figura 6.1. PS(+)-MS de quatro medicamentos de emagrecimento de ervas adulterados. [50]

6.5 Conclusao

PS-MS é uma técnica eficiente para monitorar a qualidade e autenticidade de
produtos de ervas medicinais comumente vendidos no mercado brasileiro. Trés de
quinze amostras tinham alguns compostos que nao estavam listados no rotulo
embalado, tais como cafeina, glicose e sacarose. Uma das amostras foi adulterada
com sibutramina, fortemente controlada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria. Estes resultados demonstram a importancia do controle de qualidade da
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composicdo de medicamentos fitoterapicos para emagrecimento, uma vez que
podem causar varios problemas para os consumidores destes medicamentos
contendo compostos néo especificados na embalagem, especialmente o0s

adulterantes.
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7. MICRONIR APLICADO NO CONTROLE DE QUALIDADE DE
COMBUSTIVEIS

7.1 Introducéo

O Brasil possui um programa de controle e monitoramento de combustiveis
para garantir a qualidade em suas etapas de producdo e comercializacao,
organizado pela Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP). Mensalmente, 15 mil amostras de combustivel sdo coletadas aleatoriamente
em todo o pais e o numero de analises por ano pode exceder 1,5 milh&o,
dependendo do tipo de combustivel estudado [139]. A ANP define os procedimentos
para os testes de qualidade e as normas para a comercializacdo destes
combustiveis com base em métodos reconhecidos[139,140]. No entanto, apenas 0s
testes preliminares séo rotineiramente exigidos em postos de gasolina, sendo
restritas as caracteristicas fisicas como aparéncia, cor e massa especifica. Essas
analises ajudam na identificacdo de adulteracdo, entretanto, elas ndo indicam a
qualidade quimica do produto. Além disso, esses testes sdo conhecidos por serem
facilmente burlados.

Diesel ou petrodiesel é o combustivel mais consumido no Brasil e est4 sendo
gradualmente substituido pelo biodiesel, que por sua vez é fonte de energia
renovavel [141]. O biodiesel tem propriedades fisicas similares ao Diesel de petréleo
[142—-144], como sua aparéncia e densidade. No entanto, é composto de ésteres de
alquila de 6leos vegetais ou gorduras animais, diferenciando-o do petrodiesel. Esta
caracteristica quimica intrinseca permite a sua quantificacdo por métodos
espectroscopicos [5,68,145-147].

Em contraste com 0s mercados europeu e norte-americano, a reducao do teor
de enxofre no Diesel é uma nova medida verde adotada no mercado brasileiro para
reduzir as emissdes de gases nocivos. A primeira medida introduzida foi a reducgao
do teor de enxofre para um maximo de 500 mg L (combustivel chamado S500)
para ser usado em estradas do pais. A0 mesmo tempo, o teor de enxofre foi entdo
reduzido para um maximo de 10 mg L (Diesel denominado Diesel S10) [141], que
possui 0 maior custo de tratamento para a remocao de enxofre, resultando em um

maior valor de mercado. Esta regra é valida nas areas metropolitanas. Portanto, o
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Diesel S10 pode ser adulterado e resultando em produtos fora das especifica¢gdes do
mercado.

No Brasil, a gasolina comercial (gasolina do tipo C) € vendida como uma
mistura binaria contendo 27% v/v de etanol anidro combustivel (EAC). Geralmente &
adulterado pela adicdo de metanol, ou etanol, ou mesmo pela adicdo de outros
produtos de hidrocarbonetos, como solventes petroquimicos e Diesel [66,67,148].
Em contraste, o combustivel de etanol hidratado (EHF) é geralmente adulterado com
metanol e agua devido a sua afinidade quimica e fisica, como densidade e
miscibilidade[149].

Varias técnicas analiticas foram usadas para detectar adulteragcdo em
amostras de combustivel. A cromatografia a gas € a principal técnica analitica
aplicada devido as caracteristicas da amostra, como volatilidade e complexidade da
matriz [67]. No entanto, outras técnicas analiticas também foram exploradas,
mostrando a mesma precisdo, como a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) [144], infravermelho préximo (NIR) [66,61,146,149], infravermelho
médio (MIR) [62,74,75] e espectroscopias Raman [23, 24]. Soares et al.[63]
revisaram outras técnicas analiticas que contribuiram para controlar a qualidade do
combustivel para gasolina, como a injecao de fluxo com detec¢cédo de espectrometria
de emissdo atdbmica de chama (F-AES), injecdo de fluxo com deteccdo de
espectroscopia infravermelha (FI-FT-IR) e o método de titulacédo Karl Fischer.

A adulteracdo de combustivel pode ocorrer a partir da adicdo de um produto
mais barato a mistura ou a adicdo de um componente ndo permitido. O controle da
qualidade do combustivel tornou-se importante em muitos paises como descrito por
Kalligeros e Stournas[150], causando danos ao motor dos veiculos, bem como o
impacto ambiental e econdmico da comercializacdo de combustiveis de baixa
qualidade ou adulterados [148,151,152].
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7.2  Objetivos

Desenvolver metodologias analiticas utilizando a técnica MICRONIR portatil
para a quantificacdo dos componentes de quatro tipos diferentes de combustiveis:
(1) Biodiesel em Diesel, (2) Enxofre total em S-10 e S-500, (3) Teores de gasolina,
metanol e etanol em uma mistura ternaria, (4) Teores de etanol, metanol e 4gua em

uma mistura ternaria de hydrated ethyl alcohol fuel (HEAF).

7.3 Metodologia

7.3.1 Preparacao da Mistura

Para cada componente adicionado, 0s experimentos foram previamente
projetados para cobrir uma ampla gama de concentragdes. Todas as amostras foram
preparadas usando uma balanc¢a analitica (Shimadzu AUW220) e armazenadas em
um vidro ambar selado a 4°C. Depois, os espectros MICRONIR foram adquiridos em
triplicata com ensaios randomizados.

Um total de 133 misturas com conteddo de biodiesel variando de 0 a 100 %
m/m foram preparadas, ver Tabela Al. As amostras de biodiesel foram compostas
por amostras de Oleos de soja, azeitona, girassol, algoddo, milho e 6leos residuais
da fritura de alimentos.

Na determinagéo do teor de enxofre no Diesel, foram utilizadas as misturas de
Diesel S10 e S500 compradas no mercado local. Foram preparadas 16 misturas com
contendo enxofre de 10 a 500 mg L, como mostrado na Tabela A2.

As misturas de gasolina foram preparadas usando etanol anidro (Vetec,
Brasil) e metanol de grau HPLC (Merck, Brasil). As misturas continham 0,0-75,0 %
m/m de gasolina, 25,0-75,0% m/m de etanol e 0,0-50,0% m/m de metanol (Tabela
A3).

No controle EHF, foram produzidas misturas ternarias, compostas por etanol
anidro (Vetec, Brasil), metanol de grau HPLC (Merck, Brasil) e agua deionizada.
Estas misturas continham 0,0-100,0% m/m de etanol, 0,0-50,0% m/m de agua e 0,0-

50,0 %m/m de metanol (Tabela A4). Todos os combustiveis foram analisados em
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uma ampla faixa de teores, visando uma implementacéo desta técnica como controle

da qualidade de combustiveis em situagdes reais do mercado.

7.3.2 MICRONIR

A andlise MICRONIR foi realizada utilizando um modelo miniatura MICRONIR
TM modelo Pro 1700 fornecido pela Viavi Solutions Inc. (anteriormente JDSU
Corporation, Santa Rosa, CA). Os dados foram obtidos a partir do software 2.1 da
Viavi Solutions Inc. Os espectros MICRONIR foram adquiridos na faixa 908-1676
nm, com 400 varreduras, um tempo de integracdo de 14,1 ms, aquisicao de 125
pontos por varredura, com uma distancia de 6,20 nm entre as fontes de radiacdo, o
gue resultou em um tempo de medicéo total de aproximadamente 6s por amostra.

O instrumento € composto por uma fonte de radiacdo, sendo duas lampadas
de tungsténio (g = 4 mm) associadas ao LVF usado como elemento dispersivo. O
LFV é um pequeno filme de banda dielétrica que fornece ao equipamento uma
relacdo sinal-ruido muito alta para medi¢c6es NIR. Esse fato compensa parcialmente
as intensidades mais baixas das bandas de absorcdo NIR [57,153]. Este sistema
permite o desenvolvimento de instrumentos menores e uma aquisi¢do de sinal mais
rapida. O revestimento do filtro no LVF é intencionalmente posicionado em uma
direcdo, e por causa da espessura variavel do filme, o comprimento de onda
transmitido através do filtro varia linearmente ao longo da direcdo do revestimento
[56].

Apbés o aquecimento e a estabilizacdo do sistema (entre 35-40°C), foram
tomadas cinco leituras para cada amostra e foram feitas duas medicbes de
referéncia para ajustar os espectros MICRONIR das amostras as condi¢cdes do
instrumento. No primeiro modo de aquisicdo (por transmitancia), a referéncia foi
obtida com as lampadas de tungsténio desligadas e sem contato com a superficie,
ou seja, 0% de transmitancia. No segundo modo, uma fonte de luz externa foi usada
diretamente no detector de diodo (128 pixels, InGaAs nao arrefecidos); Este valor é
armazenado como 100% de transmitancia. Os espectros MICRONIR foram obtidos
com uma temperatura ambiente de 25 + 2 °C com o0 acessorio para liquidos (Figura
7.1)
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Figura 7.1. Acessorio para liquidos.[154]

7.3.3 Anélise quimiométrica

Todos os espectros MICRONIR foram inicialmente pré-processados usando a
primeira derivada pelo algoritmo Savitzky-Golay [155] com polinbmio de segunda
ordem e uma janela de 7 pontos. Posteriormente, foram construidos modelos de
calibracdo multivariada para quantificar a) biodiesel em Diesel; b) enxofre total no
Diesel; ¢) gasolina, etanol e metanol em misturas de gasolina; e d) etanol, metanol e
agua em misturas de EHF. O método de calibracdo multivariada utilizado foi PLS.
Todos os calculos foram realizados usando o software Mathworks Matlab 7.0
(R2013a) com PLSToolBox plugin (Eigenvector Research, Inc.) [64,79,84,156—158].

Na construcéo de biodiesel no modelo de quantificacdo de Diesel, o conjunto
de dados foi dividido em duas partes: a) 89 amostras para a constru¢cdo do modelo
de calibracdo e b) 44 amostras para validacao interna do modelo. Os conjuntos de
calibracdo e teste foram divididos usando o algoritmo Kennard-Stone [159]. O
numero de VL ideal para a constru¢cdo do modelo foi otimizado pelo procedimento de
validacdo cruzada de 5 curvas venezianas. Isso foi escolhido para reduzir a raiz
quadrada média do erro de validacdo cruzada (RMSECV) como uma fungdo do
namero de variaveis latentes, proporcionando assim um valor VL o6timo para o
modelo PLS. A precisdo do modelo PLS foi determinada pelo RMSEP e pelo
coeficiente de determinacéo (R?) [160].

Os modelos PLS construidos para determinacdo do teor de enxofre em

Diesel, gasolina / etanol / metanol na gasolina tipo C e etanol / agua / metanol em
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HEAF foram elaborados usando o algoritmo rdCV [87,88]. Este procedimento é
recomendado sempre que o0 numero de amostras disponiveis para a construcao do
modelo é limitado, como no caso dessas trés aplicacdes.

A presenca de erros sistematicos e de tendéncias foram investigados de
acordo com ASTM E1655 [161] e o método relatado por Filgueiras et al. [162],
respectivamente. Apés a construgado dos modelos PLS, foram determinadas algumas
figuras de mérito, como R? (coeficiente de determinacéo), LD (limite de deteccdo) e

LQ (limite de quantificacédo) [162]. Os valores LD e LQ sao definidos como:

LD = 3,36, by Equacéo 7.1

LQ = 106,by, Equacao 7.2

Onde 6§, corresponde a uma estimativa do nivel de ruido no conjunto de
dados; e b, para o coeficiente de regressdo para a variavel k™ com base em um

modelo de regressao [88].

7.4 Resultados e discussdes

A Figura 7.2 mostra os espectros MICRONIR dos combustiveis obtidos antes
(Figura 7.2a-d) e apés a aplicagdo da primeira derivada (Figura 7.2e-h), onde uma
variacdo mais alta entre as amostras foi observada quando o pré-tratamento é
realizado (Figura 7.2e-h).

A presenca das bandas na regido de 1100-1200 nm corresponde ao segundo
sobreton do grupo funcional C-H, que foi evidenciado em todas as amostras (Figura
7.2e-h). Esta banda é mais abundante para amostras de misturas de Diesel (Figura
7.2e-f) seguido de misturas de gasolina (Figura 7.2g) e etanol (Figura 7.2h). O
Diesel e a gasolina sdo compostos de hidrocarbonetos de cadeias longas (HC) (Cs-
Ci6 e Cs-C12, respectivamente) [47], portanto a maior intensidade das bandas entre
1100-1200 nm € atribuida a presenca de uma maior quantidade de ligacbes CH em
seus grupos de hidrocarbonetos. Outras bandas vibratérias semelhantes encontram—
se nas regides de 1300-1400 e 900-1000 nm, que se referem as combinac¢des do

grupo CH e ao 3° sobretons dos grupos CH, CHz e CHs, respectivamente [63].
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Observe que um maior numero de sinais foi verificado principalmente nas regifes
1300-1680 nm para as misturas ternarias de gasolina / etanol / metanol e etanol /
agua / metano (Figura 7.2g-h). Nesta regido se distingue este grupo de misturas das
amostras de Diesel e biodiesel, podendo assim ser considerada como uma regiao de
impressédo quimica. E atribuido & presenca do 2° sobreton a presenca do grupo OH
[63,149], que esta presente em alguns adulterantes (agua e metanol) e no EHF. Os
espectros MICRONIR das misturas de biodiesel/Diesel tém poucas faixas
acentuadas nesta regido, provavelmente por causa do maior carater alifatico dos
acidos graxos presentes nos 6leos vegetais [163]. A banda C-O caracteristica dos
grupos éster (do biodiesel) esta normalmente localizada na regido 2200-2300 nm;
No entanto, ndo foi usado na interpretacdo dos dados, uma vez que 0S espectros
foram adquiridos apenas na faixa 908-1676 nm.

Para a Figura 7.2c-d, original (Figura 7.2c) e primeira derivada (Figura 7.2d)
dos espectros MICRONIR das misturas Diesel S10 e S500, contendo diferentes
conteudos de enxofre, € dificil observar qualquer alteracéo visual no perfil espectral.
No entanto, a presenca de benzotiofenos no petrodiesel pode ser explicada por uma
variagdo sutil no perfil espectral com maximos de absor¢éo na regido de 1100-1300
nm, Figura 7.2c. Essas bandas séo originadas de combinacdes de sobretons de
alongamento C-H do anel em 1550-1350 nm e vibracdo =C-H fora do plano a 800-

690nm na faixa espectral MIR.
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Figura 7.2. Original (a, c, e, g) e primeira derivada (b, d, f, h) de MICRONIR espectros das
misturas de biodiesel/Diesel; misturas Diesel S500/S10; Combinacdo de gasolina/etanol/metanol

ternério; e das misturas ternéarias etanol/dgua/metanol, respectivamente.[49]

7.4.1 Quantificagcao de biodiesel em misturas de biodiesel/Diesel

Os graficos previstos para os teores de biodiesel no Diesel sdo mostrados na
Figura 7.3a. O modelo PLS foi construido com cinco variaveis latentes contendo 89
amostras de calibracao [64]. Foi observada uma excelente relacdo entre a referéncia
e os valores previstos com R? de 0,998, ver Tabela 7.1. Os intervalos de confianca
indicam a precisao das medidas e sdo mostrados na Figura Al. Os valores de LD e
LQ foram de 0,5% m/m e 1,8% m/m, respectivamente. Os testes de permutacéo [67]
e nao parametricos [164] avaliados (Figura 7.3b) indicam n&do haver evidéncias de
tendenciais. O teor minimo de biodiesel que pode ser adicionado ao Diesel para o
comércio no Brasil &€ atualmente de 8%m/m [141]. Os valores de detecgédo e
quantificacdo encontrados neste trabalho estdo abaixo deste limite, tornando o
meétodo eficiente para a deteccdo e quantificacdo de biodiesel em amostras de

Diesel.
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O modelo PLS utilizado neste trabalho abrange uma ampla faixa de
concentracdo de biodiesel (de 0 a 100% m/m), respondendo satisfatoriamente
mesmo em concentracdes mais baixas. Paiva et al. [165] obtiveram valores similares
de LD, com 0,31% m/m para biodiesel e 0,40% m/m para 0leos vegetais em Diesel
através de NIR portateis; Entretanto, foi utilizada uma faixa de concentracdo estreita
para a constru¢cao do modelo PLS (de 0 a 15% m/m).

Os valores de RMSECV e RMSEP foram préximos (1,8% m/m e 1,6% m/m,
respectivamente). Fernandes et al. [166] analisaram 100 misturas com teor de
biodiesel entre 5 e 50% (v/v) em Diesel, onde encontraram RMSECV e RMSEPs de
1,39% m/m e 1,01% m/m, 1,27% m/m e 0,66% m/m, respectivamente, para dois
conjuntos de dados obtidos por Vis-NIR e Espectrofotdmetros NIR. Corgozinho et al.
[152] obtiveram valores de RMSEP variando de 1,6 a 2,6% m/m para as misturas de
Oleos vegetais em Diesel sem pré-tratamento das amostras utilizando um fluorimetro
de bancada. Ao comparar as variancias (teste F baseado na distribuicdo de Fisher-
Snedecor) dos valores de RMSEP (1,6% m/m) com o Uultimo trabalho citado,
observa-se que ndo ha diferenca significativa, com 5% de significancia, entre os
conjuntos de dados, onde Fmedido <Ftabelado. ESSes dados demonstram que a
portabilidade nao afetou significativamente a precisdo da técnica MICRONIR
associada as ferramentas quimiométricas. Monteiro et al. [144] e Portela et al. [164]
estimaram o teor de biodiesel em Diesel usando um instrumento de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 1H combinado com PLS e obteve RMSEPs de 0,5 e
0,19% m/m, respectivamente. Alguns outros pesquisadores também encontraram
baixos valores de RMSEP e RMSECV; no entanto, eles usaram um equipamento

mais sofisticado e caro como RMN [167,168].
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Figura 7.3. Teor de biodiesel nas misturas de biodiesel / Diesel e seu (a) valor previsto a

partir do modelo PLS construido com 5 variaveis latentes, bem como seu (b) modelo de residuos. [49]

Tabela 7.1. Resultados do modelo de calibracdo para quantificacdo de biodiesel em misturas
de biodiesel / Diesel. [49]

Conteudo Biodiesel em blendas biodiesel/Diesel
(0 a 100 %m/m)

Parametros Valores

RMSECV 1,6 %m/m

RMSEP 1.8 %om/m
R? 0,998

LD 0,5 %m/m

LQ 1,8 %m/m

O modelo PLS construido apresentou excelentes resultados para os valores
de mérito e, portanto, pode ser aplicado ao controle de qualidade do combustivel,

conforme indicado pelos resultados apresentados na Tabela 7.1. Estes resultados
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estdo de acordo com os valores da legislacdo brasileira para a adicdo maxima de 8
% m/m de biodiesel, de diferentes origens, em amostras comerciais de Diesel [141].

7.4.2 Quantificacdo Diesel S500/Diesel S10

O teor de enxofre é reconhecido mundialmente como um indicador da origem
e qualidade do Oleo Diesel, onde valores mais baixos indicam uma boa qualidade do
produto final. A ANP reduziu gradualmente o teor de enxofre no Oleo Diesel
comercializado no Brasil e, atualmente, sédo utilizados dois tipos de Diesel, Diesel
S10 e S500. A Figura 7.4a mostra a relagéo entre o teor de enxofre nas amostras de
Diesel e seus valores previstos pelo modelo PLS utilizando o método de validacéo
cruzada multipla repetida e o intervalo de confiabilidade da amostra. O teor de
enxofre previsto nas amostras de Diesel mostra uma boa correlagdo com valores de
referéncia, tendo R? de 99,2% (Figura 7.4 e Tabela 7.2). Duas amostras com
contelido de enxofre em torno de 220 mg L apresentaram erro de predicdo superior
a 30 mg L? (ou inferior a -30 mg L?). O residuo de predicdo (Figura 7.4b) néo
apresenta erros sistematicos ou de tendéncia, conforme provado pelos testes de
permutacédo [162] e ndo paramétricos [164].
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Figura 7.4. Relagéo entre o teor de enxofre em amostras de Diesel e seus valores previstos
pelo modelo PLS usando o método de validacdo cruzada repetida. A linha diagonal representa a
funcdo y = x. [49]
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Foi possivel, por meio do modelo PLS (ASTM International, 2012) [56], obter
valores estimados de LD e LQ igual a 2,4 e 8,0 mg L™, respectivamente (Tabela
7.2). O valor de RMSEP foi de 13,2 mg L, o que nédo é ideal, uma vez que a
amostra de Diesel S10, por exemplo, tem um teor de enxofre de 10 mg L. Esse
comportamento provavelmente € atribuido ao efeito da matriz, bem como ao amplo
campo de concentracdo utilizado para a construcdo do modelo PLS. Soares et al.
[169] encontrou maiores valores de RMSEP (0,038-0,16% m/m) usando analise
FTIR; todavia, esses valores referem-se a modelos PLS construidos a partir de

regides selecionadas de espectros.

Tabela 7.2. Resultados do modelo de calibracdo para quantificacdo de biodiesel em misturas
de biodiesel / Diesel e enxofre total em misturas de Diesel usando regresséo PLS. [49]

Conteudo de Enxofre em blendas de Diesel
(10 a 500 ppm)

Parametros Valores
RMSEP 13,2 ppm
Rzpredigéo 0,992
Bias -0,3 ppm
LD 2,4 ppm
LQ 8,0 ppm

A Figura 7.5a-b exibe o teste t para os erros sistematicos, aplicados aos
residuos do modelo PLS. O teste de homogeneidade das variancas (Figura 7.5a)
para os desvios de homogeneidade mostra um p-valor de 0,136, o que é adequado
para a metodologia desenvolvida. Os residuos do modelo também foram avaliados
pelo teste aleatorio ndo paramétrico (Figura 7.5b). O valor p do teste foi de 16,3%, 0

gue néo foi significativo em 5% do nivel de significancia.
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Figura 7.5. (a) Teste de permutacdo aplicado na avaliacdo de tendéncia do modelo PLS (b)
residual do modelo PLS. [49]

7.4.3 Quantificacdo de gasolina/metanol/etanol

No Brasil, a gasolina comercial é vendida como uma mistura binaria contendo
27% v/v de etanol; portanto, a gasolina geralmente é adulterada pela adicdo de
metanol, aumento do teor de etanol ou adicdo de solventes [66,148].

A relacéo dos valores de referéncia versus preditos para os trés componentes
avaliados na mistura ternaria de gasolina do tipo C é representada na Figura 7.6. E
importante observar o intervalo de confianca (Figura 7.6a-c) e a linearidade entre o
previsto e valores de referéncia, com valores 6timos de R? em todos os casos
(Tabela 7.3). Na Figura Al é apresentado a mesma relacdo de valores com as

barras de desvios com intervalo de confiangca de 95%.
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Figura 7.6. Relacdo entre referéncia e valores previstos para a gasolina (a), etanol (b) e

metanol (c) conteldo em gasolina de tipo C usando o modelo PLS. [49]

A Tabela 7.3 mostra os valores RMSEP, R?, Bias, LD e LQ para gasolina,
etanol e metanol obtidos a partir das amostras de mistura ternaria. O modelo para a
quantificacdo da gasolina apresentou melhor precisdo do que para os alcoois
(Tabela 7.3) com RMSEP de 0,81% m/m e R? de 0,998. Ao contrario da gasolina, o
etanol e o metanol tém estruturas similares, o que pode explicar os valores
semelhantes das figuras de mérito do modelo PLS.

Pereira et al. [148] determinaram a adulteracdo de gasolina usando solventes
(nafta pesada, querosene, nafta leve e thinner) através de FTIR e quimiometria, e
seu método satisfatoriamente disponivel para a classificacdo de amostras comerciais
de gasolina entre adulterados e ndo adulterados com 96% de precisao. Al-Ghouti et
al. [170] encontram RMSEPs de 1,2-29% m/m para amostras de gasolina
adulterada com chumbo usando FTIR. Além disso, Zhang et al. [54] detectou o metil
tertbutil éter (MTBE) e benzeno, dois adulterantes comuns a gasolina através da
espectroscopia Raman portétil e encontrou valores de erro de predicdo de 15,7% e
8,9%, respectivamente. Assim, os valores de RMSEP (0,81 a 3,81% m/m), relatados

neste trabalho, estdo de acordo com a literatura ja apresentada.
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Tabela 7.3. Resultados do modelo de calibracdo para quantificacdo de gasolina, etanol e
metanol em gasolina de tipo C usando regressao PLS. Portanto, os valores de RMSEP (0,81 a 3,81%

m/m), relatados no trabalho, sdo de acordo com literatura. [49]

Amostras RMSEP R? Bias LD LQ
(%m/m) (%m/m) (Y%om/m) (%m/m)

Gasolina (0.0-75.0 m/m%) 0,81 0,998 0,04 0,55 1,84

Etanol (25.0-75.0 m/m%) 3,81 0,945 0,93 0,75 2,50

Metanol (0.0-50.0 m/m%) 1,80 0,983 0,07 0,85 2,84

Lutz et al.[9] apresentaram valores de LD e LQ (0,68 e 2,04% m/m) que
podem ser correlacionados aos obtidos neste trabalho, mostrando um melhor valor
de RMSEP (0,21% m/m) para quantificagdo de etanol na gasolina (variando de 0 a
10% m/m). No entanto, € importante ressaltar que o autor calibrou o contetdo de
etanol usando uma mistura binaria, enquanto que no presente documento, utilizou-
se uma mistura ternaria com uma ampla faixa de concentracédo (etanol - 25 a 75%
m/m e metanol - 0 a 50% m/m) na constru¢do do modelo PLS. A ANP determina as
especificacdes para a comercializacdo de gasolina automotiva, por meio da norma
ANP no. 309, 27.12.2001 - DOU 28.12.2001[139], indicando que a quantidade de
alcool anidro presente na gasolina deve ser 26% + 1%, até 2015. Posteriormente,
esse valor se tornou 27%. O LD e LQ dos modelos construidos foram inferiores aos
valores estipulados pela legislacdo brasileira, demonstrando a excelente
performance do modelo. Além disso, a precisdo do método proposto (LDs = 0.55-
0.85% m/m, Tabela 7.3) esta abaixo do limite de 1% v/v recomendado pela ANP
para a adicdo de EHF na gasolina.

7.4.4 Quantificacdo de etanol/agua/metanol

Os adulterantes mais comuns em EHC sdo metanol e agua, devido a sua
afinidade quimica e fisica [149]. A Figura 7.7 mostra os teores previstos de etanol,
agua e metanol (%m/m) contra os valores de referéncia na mistura ternaria e a
Figura 7.7a-c mostra a estimacéo da populacdo da amostra através do intervalo de
confiabilidade. Na Figura A2 em anexo, € apresentado a mesma relacdo de valores

com as barras de desvios com intervalo de confianca de 95%.
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Figura 7.7. Relacé@o entre a referéncia e os valores previstos para o teor de etanol (a), 4gua
(b) e metanol (c) no combustivel EHC usando o modelo PLS. [49]

As semelhancas das propriedades fisicas e quimicas do etanol e do metanol
tornam dificil a diferenciagdo nas misturas realizadas. No entanto, foi possivel obter
um meéetodo com excelentes valores de LD e LQ. Carneiro et al. [149] encontraram
LDs de 0,50 e 0,10% m/m dos teores de metanol e agua, respectivamente, em
etanol usando FT-NIR combinado com PLS. Neste trabalho, foi possivel obter LD de
0,04% m/m para agua em EHC, indicando o excelente desempenho de MICRONIR
na deteccdo deste adulterante na mistura ternaria (Tabela 7.4). Além disso, 0s
valores de RMSEP de 4,41, 1,05 e 2,78% m/m séo relatados para etanol, agua e
metanol, respectivamente. E importante ressaltar que, apos a remogdo de uma
amostra anbmala do conjunto de dados original, ver Tabela 7.4, os valores de
RMSEP foram reduzidos para etanol (2,68% m/m) e metanol (0,73 % m/m).

O valor R?, bem como o valor do Bias, foi melhor para a determinacéo do teor
de agua na mistura ternaria [61]. A determinacdo do teor de agua no etanol é um
dos parametros mais importantes na determinacdo da qualidade do EHF. Uma
proporcao inadequada de agua provoca problemas no carro [149]. A técnica mostrou
uma boa sensibilidade para os trés componentes, com valores de LD de 1,22, 0,04 e

0,52% m/m de etanol, agua e metanol, respectivamente.
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Tabela 7.4 Resultados do modelo de calibracdo para quantificacao de etanol, agua e metanol
no combustivel EHC usando regressdo PLS. Os valores entre parénteses representam o RMSEP

calculado depois de excluir uma amostra. [49]

RMSEP Bias LD LQ
Amostra R?
(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m)
Etanol (0.0-100.0 %m/m) 4,41 (2,68) 0,976 -0,81 1,22 4,07
Agua (0.0-50.0 %m/m) 1,05 0,995 -0,02 0,04 1,29
Metanol (0.0-50.0 %m/m) 2,78 (0,73) 0,968 0,71 0,52 1,73

A Figura 7.8 mostra o grafico de importancia variavel para a projecao (VIP)
em relacdo ao comprimento de onda (nm) de cada modelo PLS construido para
relacionar o comprimento de onda com o contetdo do ingrediente individual [171]. O
VIP é usado para descrever como as variaveis contribuem para o conjunto de dados
em funcdo da regressao PLS [83,172]. Na Figura 7.8, a linha tracejada indica o valor
limite de VIP, ou seja, quando VIP = 1. Para o valor VIP> 1, o modelo indica as
variaveis importantes para a sua construcdo. Deve-se notar que as variaveis
importantes (ou seja, que tém VIP> 1) para as amostras de misturas binérias, como
as misturas de biodiesel/Diesel e Diesel (Figura 7.8a-b), estdo localizadas na regiao
de 1000-1200 nm (HCs de cadeia grande). Por outro lado, para as misturas ternarias
(metanol/etanol/gasolina e agua / metanol / etanol), Figura 7.8c-h, as variaveis
predominantes (com VIP> 1) estdo localizadas na regido de 1300-1600 nm (grupo
OH).
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7.5 Conclusdes

A espectroscopia no infravermelho portatii (MICRONIR), juntamente com
ferramentas quimiométricas, fornece uma excelente metodologia analitica para
acompanhamento da qualidade de combustiveis, podendo identificar a adulteracéo
em Diesel, gasolina de tipo C e combustivel hidratado com etanol. Aqui, sua
capacidade de quantificar os contetidos (% m/m e mg L) de biodiesel em Diesel;
enxofre em Diesel; etanol e metanol na gasolina; e o etanol, a agua e o metanol no
EHC foram evidenciados . Além disso, uma melhor precisdo foi relatada quando
comparada aos valores descritos na literatura, em que, a maioria dos meétodos
relatados, utilizavam espectrdmetros de bancada. Portanto, a portabilidade do
MICRONIR nao afeta sua preciséo, e esse método € uma técnica analitica confiavel,

rapida e ndo destrutiva para o controle da qualidade do combustivel.
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10. ANEXOS

Tabela A.1. Valores experimentais das composi¢des Diesel/biodiesel.

117

Amostras Mpiesel () Mbiodiesel (Q) (m/m)%
1 9,8053 0,0000 0,000
2 9,7595 0,0000 0,000
3 9,6692 0,0000 0,000
4 9,4855 0,0190 0,200
5 9,1360 0,0000 0,000
6 9,6975 0,0218 0,224
7 9,7122 0,0426 0,437
8 90,2281 0,0481 0,519
9 9,6179 0,0606 0,626
10 9,5067 0,0679 0,709
11 9,6391 0,0594 0,612
12 9,6366 0,0866 0,891
13 9,6080 0,0943 0,972
14 9,5613 0,0895 0,927
15 9,3519 0,0181 0,193
16 8,7885 0,0170 0,193
17 9,5724 0,0975 1,008
18 9,5575 0,1467 1,512
19 9,3890 0,1468 1,539
20 9,5500 0,1469 1,515
21 90,2284 0,1079 1,156
22 9,4704 0,1696 1,759
23 9,3974 0,1910 1,992
24 9,2993 0,1795 1,894
25 9,6202 0,2593 2,625
26 9,5409 0,1373 1,419
27 9,3066 0,6650 6,669
28 9,3934 0,3149 3,244
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

11,0418
9,4317
9,1967
10,6962
9,4983
10,0679
9,4137
9,3310
9,1235
9,6147
9,1990
9,0760
9,0981
9,0484
9,2030
9,0934
9,0970
9,0937
8,8824
8,5632
8,7181
8,2478
8,1989
8,8053
8,7792
8,6957
8,4830
8,1817
8,1785
8,1010
17,7760
7,7840

0,2947
0,1274
0,1803
0,3277
0,1176
0,3403
0,1150
0,1347
0,4630
0,1018
0,5273
0,5423
0,6434
0,6415
0,6283
0,7679
0,7159
0,7133
0,7831
0,8402
0,7802
0,8589
0,9606
0,9978
1,0314
0,9565
1,3673
1,5575
1,5664
1,6417
2,0415
1,8901

2,600
1,333
1,923
2,973
1,223
3,270
1,207
1,423
4,830
1,048
5,421
5,638
6,605
6,620
6,391
7,787
7,295
7,273
8,102
8,935
8,214
9,432
10,487
10,178
10,513
9,910
13,881
15,992
16,074
16,851
20,794
19,538
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62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

17,7154
7,5948
7,5014
4,8529
7,1915
6,9628
6,9323
17,2409
6,6173
6,6045
6,7476
6,3213
6,1060
6,0788
6,0583
5,7035
6,4161
5,7063
5,4337
5,6706
5,1699
5,5063
5,1282
4,9150
4,8379
4,8368
4,6879
4,6109
4,2296
3,6037
3,5677
3,7317

1,8988
2,2798
2,2035
2,5693
9,7296
2,7184
2,7418
2,3026
3,1061
3,1255
3,1647
3,4299
3,4656
3,7687
3,7877
4,0516
4,5814
4,3470
4,2730
4,3610
4,6991
4,4527
4,6760
4,9060
4,8754
4,9127
5,1397
5,3089
5,3868
5,8770
6,3266
6,1228

19,750
23,088
22,705
34,616
57,500
28,079
28,342
24,127
31,945
32,122
31,927
35,174
36,207
38,271
38,469
41,533
41,659
43,240
44,021
43,473
47,615
44,710
47,694
49,954
50,193
50,389
52,299
53,518
56,017
61,989
63,942
62,132
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94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

3,4949
3,4920
3,4822
3,2595
3,1954
2,9307
2,9337
2,6218
2,5680
2,3295
2,3348
2,0043
1,9382
1,8333
2,0179
1,5109
1,6509
1,5428
1,2675
0,9315
0,9363
0,8503
0,9301
0,8051
0,0737
0,7510
0,6546
0,6736
0,5837
0,5724
0,4327
0,1684

6,5778
6,4533
6,6244
6,7682
6,6306
17,2214
7,1144
7,1385
7,2992
7,6232
17,8768
8,1208
7,9013
8,2264
8,1785
8,5552
8,1680
8,5102
8,7612
8,9896
9,1619
9,1633
9,1675
9,4092
9,2127
9,3167
9,4518
9,3883
9,5197
9,5101
9,5235
9,6131

65,303
64,888
65,545
67,495
67,480
71,132
70,803
73,138
73,974
76,594
77,136
80,205
80,302
81,776
80,210
84,990
83,187
84,653
87,361
90,611
90,728
91,509
90,789
92,118
99,206
92,541
93,523
93,305
94,223
94,323
95,654
98,278
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126
127
128
129
130
131
132
133

0,4695
0,2514
0,1463
0,9847
0,0000
0,1012
0,0000
0,0000

9,6350
9,8189
9,9147
0,0000
9,8825
10,0087
10,1109
10,1219

95,354
97,504
98,546
0,000
100,000
98,999
100,000
100,000
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Tabela A.2 Valores experimentais das composicdes Diesel S10 e S500.

Amostras m s-10 (Q) m s-s00 (Q) % S-10/S-500
1 11,0380 0 100,00
2 10,4466 0,5690 94,83
3 9,4499 1,7018 84,74
4 8,8231 2,2100 79,97
5 8,2335 2,6983 75,32
6 7,1339 3,9250 64,51
7 6,6505 4,5392 59,43
8 6,0237 5,5696 51,96
9 5,5420 3,8909 58,75
10 4,3516 6,7069 39,35
11 3,8667 7,8023 33,14
12 3,3427 7,8169 29,95
13 2,7691 8,4135 24,76
14 2,1665 8,7235 19,89
15 1,1039 10,1313 9,83

[EEN
»

0 11,1455 -
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Tabela A.3. Valores experimentais das composi¢cdes de gasolina, etanol e metanol.

Amostras Gasolina Etanol (%) Metanol
(%) (%)

1 73,00 27,00 0,00
2 67,67 32,33 0,00
3 62,56 32,37 5,06
4 57,86 32,39 9,75
5 52,97 36,90 10,13
6 43,40 41,58 15,02
7 34,31 41,96 23,73
8 23,86 46,62 29,52
9 18,42 49,17 32,42
10 11,66 63,15 25,20
11 22,37 67,50 10,13
12 33,34 61,21 5,45
13 42,87 52,00 5,12
14 52,74 27,00 20,26
15 62,83 27,00 10,17
16 0,00 74,44 52,56
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Tabela A.4. Valores experimentais das composicdes etanol, dgua e metanol.

Amostras Etanol (%) Agua (%) Metanol
(%)

1 100,0 0,00 0,00
2 93,33 6,67 0,00
3 90,07 4,96 4,97
4 84,95 5,23 9,82
5 80,27 9,97 9,76
6 69,13 16,24 14,63
7 59,50 15,62 24,87
8 49,68 20,51 29,80
9 39,96 30,25 29,79
10 40,26 34,82 24,92
11 50,12 39,68 10,20
12 59,89 35,26 4,85
13 70,18 24,99 4,83
14 80,10 0,00 19,90
15 89,96 0,00 10,04

[EEN
»

0,00 50,07 49,93
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