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RESUMO

A maconha é a droga ilicita mais consumida no mundo. Ela é derivada da planta
Cannabis sativa L. Neste trabalho, um total de 156 amostras de maconha apreendidas
no estado do Espirito Santo (ES) — Brasil foram estudadas e analisadas por RMN de
'H a fim de se identificar seus principais canabinoides. Primeiramente, para se otimizar
a identificacao por RMN, testes de extragao foram realizados com diferentes solventes
e 0 método com a combinacdo metanol + maceragao + cloroférmio deuterado para
analises de RMN foi escolhido. Por essa técnica observou-se grande similaridade
entre as amostras a partir dos espectros obtidos. Apds as analises de RMN de 'H, um
extrato bruto de todas as amostras foi submetido a CLAE com o objetivo de purificar
esses compostos para servirem como substancias de referéncia. Nove fragcdes foram
obtidas e entdo analisadas por RMN e CG-EM, sendo que cinco apresentaram
canabinoides confirmados pela ultima técnica. A®-THC (A°-tetraidrocanabinol), A®-
THCA (acido tetraidrocanabindlico), A8-THC  (A3-tetraidrocanabinol), 11-
hidroxicanabinol, CBV (canabivarina) e CBN (canabinol) foram encontrados e suas
estruturas quimicas confirmadas por CG-EM. O ultimo composto foi obtido com alta
pureza (=100%), podendo ser utilizado como material de referéncia, enquanto os
outros foram obtidos como misturas menos complexas. Outros canabinoides como
canabicromeno, canabiciclol e canabicumaronona foram também encontrados no
extrato bruto de maconha. As 156 amostras foram também analisadas por EM e notou-
se entre elas a mesma similaridade observada por RMN. A técnica quimiométrica
Analise de Componentes Principais (ACP) foi aplicada aos dados obtidos por RMN e
EM e o mesmo resultado foi verificado para ambas as técnicas: amostras naturalmente
agrupadas indicando que as mesmas sao similares. Esse fato pode sugerir a
possibilidade de que toda a maconha apreendida no ES possa ser proveniente de
uma mesma fonte, entrando no estado por um mesmo local e sendo entao distribuida
aos municipios. Para uma nova ACP aplicada aos dados de RMN, com selecédo de
variaveis para os espectros, foi observado um agrupamento entre as amostras ao
longo dos meses, diferenciando-se em dois grupos (julho/2014 a janeiro/2015 e
fevereiro/2015 a julho/2015), o que pode indicar a existéncia de amostras novas e
antigas. Além disso, utilizando-se trés fracbes obtidas apds a purificagdo do extrato
bruto de maconha por CLAE, para aplicagao de uma ACP supervisionada, foi possivel
confirmar novamente o quao similares as amostras apreendias sao, e também
observar que o perfil quimico delas apresentou uma maior similaridade com o espectro
de RMN de 'H da fracao isolada contendo a mistura de A8-THC + A°-THC + CBN.

Palavras-chave: Maconha. RMN de 'H. CG-EM. CLAE. EM. ACP.



ABSTRACT

Marijuana is the most consumed illicit drug in the world. It's derived from Cannabis
sativa L. plant. In this work, a total of 156 marijuana samples seized in the state of
Espirito Santo (ES) — Brazil were studied and analyzed by '"H NMR in order to identify
their major cannabinoids. Firstly, for the optimization of the identification by NMR,
extraction tests were realized with different solvents and the method with the
combination methanol + maceration + deuterated chloroform for NMR analyses was
chose. By this technique it was observed a big similarity between the samples from the
obtained spectra. After '"H NMR analyses, a crude extract of all samples was submitted
to HPLC with the purpose to purify these compounds to serve as reference substances.
Nine fractions were obtained and then analyzed by NMR and GC-MS, and five
presented cannabinoids confirmed by the latter technique. AS-THC (A°-
tetrahydrocannabinol), AS-THCA (A°-tetrahydrocannabinolic acid), A3-THC (Aé®-
tetrahydrocannabinol), 11-hydroxycannabinol, CBV (cannabivarin) and CBN
(cannabinol) were found and their chemical structures were confirmed by GC-MS. The
latter compound was obtained with high purity (=100%), being able to serve as
reference material, while the others were obtained as less complex mixtures. Other
cannabinoids as canabichromene, canabicyclol and cannabicoumaronone were also
found in the crude marijuana extract. The 156 samples were also analyzed by MS and
it was noticed between them the same similarity observed by NMR. The chemometric
technique Principal Component Analysis (PCA) was applied to the NMR and MS
obtained data and the same result was verified for both techniques: naturally grouped
samples indicating that they are similar. This fact may suggest the possibility that all
the marijuana seized in ES can come from a same source, entering the state through
a same location and then being distributed to the cities. For a new PCA applied to NMR
data, with variables selection for the spectra, it was observed that the samples were
grouped through the months, differentiating into two groups (July/2014 to
January/2015 and February/2015 to July/2015), what may indicate the existence of
new and old samples. In addition, using three fractions obtained after HPLC purification
of the crude marijuana extract, for the application of a supervisioned PCA, it was
possible to confirm again how similar the seized samples are, and also to observe that
their chemical profile presented a greater similarity with the "H NMR spectrum of the
isolated fraction containing the mixture of A-THC + A-THC + CBN.

Keywords: Marijuana. '"H NMR. GC-MS. HPLC. MS. PCA.
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1. INTRODUCAO

As Ciéncias Forenses reunem diversos conhecimentos técnicos e cientificos
para auxiliar na elucidacédo de crimes. Uma de suas areas, a Quimica Forense, é a
responsavel pela realizacdo de inumeras analises em varios tipos de amostras
(biolégicas ou nao), com o intuito de se investigar e caracterizar as substancias
presentes nas mesmas, e com isso, produzir provas materiais para a justica. Algumas
espeécies de amostras analisadas, incluem, por exemplo, explosivos, venenos,
residuos de disparos de armas de fogo, tintas, drogas licitas e ilicitas, etc.?

Na esfera das drogas ilicitas, area de estudo de grande interesse dos cientistas,
a identificacado das substancias quimicas que as caracterizam como tal é de extrema
importancia. Porém, a separacao e a purificacdo dessas substancias sdo também
etapas consideradas fundamentais para auxiliar nos estudos, incluindo a
caracterizagdo molecular e a elucidacdo das propriedades quimicas destes
compostos.1?

Com esse objetivo, muitas técnicas analiticas s&o largamente empregadas no
ambito forense, a citar, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia Gasosa (CG) e Espectrometria de Massas (EM), utilizadas
separadamente e também em conjunto. A primeira € uma técnica analitica de
separagao que permite a determinagdo de grande quantidade de substancias em
diferentes matrizes. A segunda é utilizada na separacao e identificacdo de compostos
organicos volateis. E a terceira, € de enorme utilidade por possuir alta capacidade de
identificar e quantificar uma vasta série de compostos, inclusive em misturas
complexas, sem a necessidade de preparo da amostra.?

Outra técnica analitica que tem sido empregada, mais recentemente, na analise
de substancias ilicitas é a Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
de imensa aplicagdo na elucidagdo estrutural (identificagcdo) de substancias
orgéanicas.3

Por fim, uma area que merece destaque €& a que utiliza estatistica no
processamento de dados quimicos obtidos por meio de experimentos, e também no
planejamento prévio destes, chamada Quimiometria. A mesma tem sido de enorme
valia em Quimica Forense, pelo fato de muitas vezes nao se ter grande quantidade
de amostra para ser analisada nesta vertente, sendo o planejamento prévio

importantissimo para se evitar perdas, como também sua aplicacdo no
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processamento de dados pode permitir, por exemplo, em estudos de drogas ilicitas,
correlacionar amostras de diferentes apreensdées, levando-se a identificagao de rotas
de trafico e até mesmo a origens geograficas de produgdo das mesmas. -2

Neste aspecto, o presente trabalho traz um estudo realizado com a droga ilicita
de maior consumo no mundo, a maconha, droga derivada de uma planta chamada
Cannabis sativa L., visando-se identificar e isolar as substancias pertencentes a uma
classe especifica de compostos, caracteristicos dessa planta e denominados
canabinoides, através da utilizagcdo de técnicas analiticas comumente usadas em
Quimica Forense, e também, visando-se utilizar a Quimiometria com o objetivo de se

observar o comportamento das amostras de maconha aqui estudadas.

1.1. Cannabis sativa L., Maconha e Canabinoides
A Cannabis sativa L. (Linnaeus) é uma erva pertencente a familia
Cannabaceae,”® que foi classificada botanicamente em 1753 por Carl Von Linné."° E
uma planta nativa da Asia Central e da Asia Ocidental que tem sido cultivada por mais
de 4500 anos com diferentes propésitos, sendo um deles o seu uso medicinal. Foi
utilizada como medicamento antes da era Crista na Asia, particularmente na india, e
aplicada no tratamento de varias doencgas desde 1500 a.C. Nesta vertente, sabe-se
que dentre todas as funcbes a ela atribuidas, pode atuar, por exemplo, como
analgésico, estimulador da atividade gastrica, sedativo, antiespasmadico, etc.”"!
Outro propésito para o cultivo da Cannabis sativa L. é o fato
desta planta ser utilizada como droga recreativa. A partir dela,
obtém-se preparagdes como a maconha, mundialmente
conhecida como marijuana, o haxixe e o 6leo de haxixe, que

contém compostos quimicos denominados canabinoides, aos Figura 1.

. - . . ] o Representacéo
quais sao atribuidas as propriedades psicotropicas que das folhas da

- . Cannabis sativa L.°
classificam esses derivados como entorpecentes.'?13

Entretanto, como um terceiro propdsito de cultivo, valem ressaltar as
variedades ndo droga da Cannabis sativa L., denominadas “cdnhamo”, que tém sido
por milhares de anos uma importante fonte de alimentos e fibras para a humanidade.
Estas fibras s&o utilizadas na fabricacdo de papel, roupas, calgados, velas, cordas,
etc. Outras areas onde o canhamo apresenta aplicagdes sdo bioconstrugao,

cosmeéticos, biocombustiveis, etc.”:8
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Droga, segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), “é toda a substancia
que introduzida no organismo vivo modifica uma ou mais das suas fungdes”.' De
acordo com a principal agao produzida no Sistema Nervoso Central (SNC), as drogas
sdo classificadas em trés grupos: depressoras, estimulantes e perturbadoras (ou
modificadoras) do SNC.1°

A maconha é classificada como perturbadora do

SNC," e pode-se dizer que é a droga bruta derivada da

planta Cannabis sativa L."?por tratar-se das flores e folhas MACONHA
secas desta planta. Ela é encontrada no mercado ilegal

inalterada, bruta, prensada em tabletes e € comumente C ﬁ NHAMO

fumada.’™' No Brasil, também se refere a planta -
Figura 2. Anagrama entre as

Cannabis sativa L. como maconha, palavra que em  palavras maconha e canhamo.®
portugués acredita-se ser um anagrama da palavra
canhamo (Figura 2).16

A maconha é uma droga considerada ilicita em praticamente todo o mundo3 e
a historia relacionada a sua proibicdo é longa. Acredita-se que os Estados Unidos
tenham exercido grande influéncia neste cenario mundial, pois apesar da Cannabis
ter sido utilizada durante muitos anos como medicamento e posteriormente como
droga, mesmo sendo mal vista por muitos, ela era liberada nas primeiras décadas do
século XX."” Houve uma grande campanha por parte dos EUA para enfatizar que o
uso da droga levava as pessoas a uma “raiva delirante” e os induzia a cometer crimes
violentos, 0 que convenceu nao s6 a opiniao publica e fez com que nesse pais, por
volta de 1937, o cultivo, a venda e o uso da Cannabis fossem proibidos, mas também
governos de outros paises a fazerem o mesmo. Além disso, muitos acreditam que
interesses econdmicos estavam por tras da campanha antimaconha nos Estados
Unidos, pois nos anos 20 varios produtos estavam sendo desenvolvidos a partir do
petroleo, os quais disputavam o mercado com o canhamo, logo, por ndo so se ter
proibido a droga, mas também a planta como um todo, extinguiu-se a grandiosa
industria de producao das fibras do cAnhamo, abrindo o mercado para o nailon, um
derivado do petroleo, e assim, beneficiando influentes empresarios americanos."”

No Brasil, desde a década de 20 ja se adotavam leis federais contra a maconha
(Lei n°4.296 de 06 de julho de 1921), porém, a repressao ao uso ganhou forga em
1930, ano a partir do qual a perseguigao policial aos usuarios se fez rigorosa e

permanente. A proibi¢cao total do plantio, cultura, colheita e exploracdo da maconha
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no pais se deu com o Decreto-Lei n° 891 do Governo Federal, em 25/11/1938, e sua
criminalizagao, prevendo pena de prisao por porte de qualquer quantidade, ocorreu
em 1976, com a Lei n° 6.368."¢ Atualmente, a lei sobre drogas vigente no pais, que

substitui as anteriores, € a Lei n°11.343 de 23 de agosto de 2006, que:

Institui o Sistema Nacional de Politicas Publicas sobre Drogas - Sisnad; prescreve
medidas para prevencgao do uso indevido, atengéo e reinsergéo social de usuarios e

dependentes de drogas; estabelece normas para repressdo a produgdo nao

autorizada e ao trafico ilicito de drogas; define crimes e da outras providéncias.'®

Apesar da proibicdo, a maconha é a droga mais cultivada, mais traficada e mais
consumida em todo o mundo. Segundo o Relatério Mundial de Drogas 2016 (World
Drug Report), do Escritorio das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC, United
Nations Office on Drugs and Crime), aproximadamente 183 milhdes de pessoas
utilizaram a droga em 2014."°

No Brasil, de acordo com a pesquisa do Il Levantamento Nacional de Alcool e
Drogas 2012 (Il LENAD), a propor¢ao de individuos que disse ja ter utilizado maconha
alguma vez na vida foi de 4,3% (597 mil pessoas) para adolescentes e 5,8% (7,8
milhdes) para adultos. Também foi realizada uma analise para o consumo dessa droga
nos doze meses do ano de 2012 e o resultado mostrou que 3,4% (478 mil) dos
adolescentes e 2,5% (3,3 milhdes) dos brasileiros adultos declararam ter utilizado
maconha no periodo avaliado.?°

No estado do Espirito Santo, mais especificamente na capital Vitoria, um estudo
no VI Levantamento Nacional sobre o Consumo de Drogas Psicotrépicas entre
Estudantes do Ensino Fundamental e Médio das Redes Publica e Privada de Ensino
nas 27 Capitais Brasileiras - 2010, mostrou que dos 829 estudantes participantes da
pesquisa, 23,6% declarou ter feito uso na vida de alguma droga (exceto alcool e
tabaco), 9,9% uso no ultimo ano e 5,6% uso no més, sendo a maioria adolescentes
de idade superior a 16 anos. Ja 8,6% dos alunos da rede publica e 13,0% da rede
particular relataram uso no ano (da pesquisa) de qualquer droga (exceto alcool e
tabaco), sendo as mais citadas a maconha, os inalantes, os ansioliticos, a cocaina e
os anfetaminicos.?’

Embora apresente propriedades psicotropicas, como ja dito anteriormente, a
Cannabis sativa L. (ou maconha) também apresenta efeitos medicinais. Ha anos tem-
se discutido bastante sobre o seu promissor potencial terapéutico,'>?? o que fez com

que alguns paises, como por exemplo Holanda, Canada, Estados Unidos (alguns
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estados) e Uruguai, criassem leis que permitissem o uso medicinal da mesma.?3-2°
Aqui, salienta-se que em 2013 o Uruguai se tornou o primeiro pais no mundo a
legalizar e regulamentar o comércio da maconha, o que consequentemente torna o
seu uso recreativo uma atividade legal,?® como ja acontecia na Holanda e agora tem
acontecido em alguns estados dos EUA e ira acontecer no Canada em 2017.%7:28

A planta Cannabis sativa L. possui uma quimica muito complexa. Os autores
ElSohly e Slade (2005)'? relatam ser 489 o numero de compostos naturais
identificados na planta, pertencentes a diversas classes, tais como mono e
sesquiterpenos, acucares, esteroides, flavonoides, hidrocarbonetos, compostos
nitrogenados, etc. Destes, aproximadamente 90 sdo da classe dos constituintes
terpeno-fendlicos chamados canabinoides,’” que sdo divididos em dez grupos
principais e outro grupo denominado “tipos variados”, a saber: tipos Canabigerol
(CBG), Canabicromeno (CBC), Canabidiol (CBD), A°-trans-tetraidrocanabinol (A°-
THC), A8-trans-tetraidrocanabinol (A8-THC), Canabiciclol (CBL), Canabielsoin (CBE),
Canabinol (CBN), Canabinodiol (CBND), Canabitriol (CBT) e dentro dos “tipos
variados”, encontram-se, por exemplo, os compostos canabifurano (CBF),
canabicumaronona (CBCON), 10-oxo-A%a(1%)_tetraidrocanabinol (OTHC), etc.'?

A Figura 3 a seguir mostra as estruturas quimicas base das 10 classes
principais existentes e também dos trés compostos citados acima pertencentes a
classe chamada “tipos variados”, e o Quadro 1 logo abaixo detalha os possiveis

radicais presentes nessas estruturas.

Quadro 1. Possiveis radicais das estruturas base das 10 classes de canabinoides.?

Posigoes
R1 R2 Rs R4 Rs
CHs, C2Hs,
CBN H ou CH3 H ou COOH CsHz7, C4Hgou
CsH11
CBE H ou COOH H ou COOH C3H7 ou CsH11
CBT H ou OH H H, OH ou OEt CsH7z ou CsH11
CsHzou
CBND CsH11
73 (CH2)2CH=C(CH3)2 | (CH2)2CH=C(CH?3)2
.g_ CBG Hou COOH | CsH7 ou CsH1 H ou CH3 ou CHs ou CHs
- CBC H ou COOH | CsH7 ou CsHaq
CHs, CsHz,
CBD H ou COOH CaHo 0u CsHr1 H ou CH3
CBL Hou COOH | CsH7 ou CsH14
A8-trans-
THC H ou COOH
9. -
AStrans- | 4o cooH |G G, H ou COOH

THC CaHg ou CsH14
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OR;
O
0 R,

Tipo 28-trans-THC Tipo CBN
Rs OH OH
R R
R
R;0 R, 3 o] R,
Tipo CBG Tipo CBC
tl—lo\/‘\&
. Tipo CBL
Tipo CBD Tipo CBND
R Canabicumaronona (CBCON-C5) ’&\/\/\
Tipo CBE 2 (Tipos variados) HO

Canabifurano (CBF-Cs)

o
OH (Tipos variados)

OTHC
(Tipos variados)

Figura 3. Estruturas quimicas base dos dez grupos principais em que os canabinoides sao divididos e
estruturas de alguns compostos presentes na classe de “tipos variados”.'?

Observa-se que, no geral, as estruturas da Figura 3 ndo variam muito umas
das outras. As principais diferengas ocorrem: 1) nas cadeias laterais, as quais podem
ser de 1 até 5 carbonos; 2) na substituicdo de um acido carboxilico; 3) na substituicao
de um grupo hidroxila ou metoxila; 4) na presenga de um grupo carbonila; e 5) na
quantidade de ciclos presentes, que podem variar de 1 a 4 ciclos. %22

Dentre todos os canabinoides destaca-se o A%-tetraidrocanabinol (A°-THC-Cs
ou somente THC, com R1 e R3 = H e R2 = CsH11), considerado o constituinte de maior
atividade psicotropica,’ logo, o principal responsavel pelos efeitos mentais desejados
pelos usuarios de maconha,? e, portanto, de grande importancia forense,’® que



27

também ja provou possuir atividade farmacolégica®® e desta forma também apresentar
importancia de uso clinico. Além dele, outros canabinoides, como por exemplo o acido
tetraidrocanabindlico (THCA), canabinol (CBN), canabidiol (CBD) e canabigerol (CBG)
também ja mostraram possuir importantes efeitos terapéuticos.3°

Os constituintes ativos sdo considerados os principais canabinoides ou por
apresentam importancia forense e/ou de uso clinico. Choi et al. (2004a)??, em seu
trabalho, extrairam e isolaram das flores da planta Cannabis sativa L. e analisaram
por Ressonédncia Magnética Nuclear os que consideram como principais
canabinoides: A%-THC, THCA, CBG, CBN, CBD, A8-tetraidrocanabinol (A%-THC) e
4cido canabidiolico (CBDA).22E importante citar que sdo nas flores que se concentram
as maiores quantidades de A%-THC (10 a 12%)."

Nesse estudo, a purificacdo para a obtencdo dos compostos citados foi feita
através de uma particao inicial do extrato gerado com dois solventes de polaridades
opostas e de cromatografia em coluna utilizando-se primeiramente resina HP-20
(adsorvente polimérico utilizado em cromatografia em fase reversa) como fase
estacionaria, e durante o processo de purificagédo, utilizando-se também silica gel e
Sephadex LH-20, todos com eluentes constituidos por diferentes solventes em
diversas proporcoes. Para o isolamento de um desses compostos, também foi
empregada cromatografia de particdo centrifuga.??

A Figura 4 a seguir apresenta as estruturas quimicas dos principais
canabinoides anteriormente mencionados em conjunto com outros também
considerados como tal, e algumas de suas a¢6es farmacolégicas.'3?? Aqui, destacam-
se algumas aplicacdes mais especificas dos canabinoides para propositos medicinais:
sdo utilizados no tratamento de cdlicas menstruais, convulsdes, amigdalas
inflamadas, enxaquecas e dores de cabeca, glaucoma, asma, esclerose mdltipla, no
alivio da dor cronica (analgésicos) e também como antieméticos e estimulantes de

apetite para pacientes com cancer ou AIDS (Figura 4).12:152231,32
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Anti-inflamatario Antibacteriano

COCH

Analgésico Antibiético
Antiemético
Ee]
£2-tetraidrocanabinol (A°-THC) Acido tetraidrocanabindlico (THCA)
PM =314 Da PM = 358 Da
C21H300; C22H300,4

Anti-inflamatério

Anticonvulsivo ! ?
OH Inibidor do crescimento

Anti-inflamatdrio

Antipsicético COOH de células cancerigenas
Ansiolitico
Antiespasmddico HO HO
Analgésico
Canabidiol (CBD) Acido canabididlico (CBDA)
PM =314 Da PM =358 Da
C21H300; CooH3004
OH
AntifGngico . oH Anti-inflamatério
Anti-inflamatdrio Analgésico
Antibidtico Retardadordo
Analgésico HO crescimento bacteriano
Canabigerol (CBG) Acido canabigerélico (CBGA)
PM =316 Da PM =360 Da
Cy1H3,0; C25H3204
Sedativo
Anti-inflamatério
Antibiético Anticonvulsivo

Anticonvulsivo

) :
Canabinol (CBN) Canabivarina (CBV)
PM =310 Da PM =282 Da
C71H9509 C19H2202
Analgésico OH Antifungico
Anti-inflamatdrio
=7 Antibistico
Analgésico
: 0
£8-tetraidrocanabinol (A8-THC) Canabicromeno (CBC)
PM =314 Da PM =314 Da
Ca1H3007 Ca1H300;

Figura 4. Estruturas quimicas dos principais canabinoides e suas propriedades farmacoldgicas.1322.33.34

Observa-se na Figura 4 a existéncia de isdbmeros. Por exemplo, A°>~-THC, CBD,
A8-THC e CBC séo isébmeros, assim como THCA e CBDA. Este fato mostra que a
purificacdo destes compostos nao se trata de uma tarefa facil, principalmente por
estarem contidos em uma matriz bastante complexa que é a Cannabis sativa L.

Dos compostos citados acima, o canabidiol - CBD (Figura 4) representa um dos
componentes bioativos da Cannabis sativa L. com o maior potencial para uso
terapéutico. Ele é considerado nao psicotropico e apresenta um perfil de muito baixa

toxicidade, sendo bem tolerado em humanos.3°
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No Brasil, o CBD fazia parte da lista de substancias proscritas até janeiro de
2015, quando a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) decidiu por passa-

lo a lista de substancias controladas. Segundo a agéncia:

A discussao sobre sua reclassificagao iniciou-se em 2014 a partir identificagao de
pacientes com sindromes que levam a espasmos e epilepsia e que encontram no
CBD a melhor resposta terapéutica para seus tratamentos, sendo a
decisao fundamentada nas indicacdes técnicas de que o canabidiol, isoladamente,
nao esta associado a evidéncias de dependéncia, ao mesmo tempo em que diversos
estudos cientificos recentes tém apontado para possibilidade de uso terapéutico do

CBD, logo, ndo havendo motivos para que permanecesse proibido.36

E possivel observar, também na Figura 4, a presenca dos respectivos acidos
de alguns dos canabinoides. O acido canabigerdlico (CBGA) & o precursor
biossintético do acido tetraidrocanabindlico (THCA), sendo este ultimo formado
através da reacdo de oxidociclizagcdo do primeiro pela enzima THCA-sintase, e
também dos acidos canabididlico (CBDA) e canabicroménico (CBCA).'337 Estes sdo
psicotropicamente inativos e instaveis. Sob a influéncia de luz e temperatura se
descarboxilam rapidamente gerando seus homologos neutros (Figura 5).15:38

Como exemplo, o THCA gera o THC por descarboxilacdo ndo enzimatica
durante armazenamento e consumo, como quando se fuma a planta (maconha). Este

ultimo, na verdade, é encontrado em nivel baixo na planta fresca.!?

OH O
— ivif)w

Acido canabigerdlico (CBGA) Canabigerol (CBG)

|

OH O
\[ N OH
HO 0
Acido tetraidrocanabinélico (THCA) Acido canabididlico (CBDA) Acido canabicroménico (CBCA)
‘ OH
\[ o e
HO 0
AY_tetraidrocanabinol (A%-THC) Canabidiol (CBD) Canabicromeno (CBC)

Figura 5. Biossintese dos acidos THCA, CBDA e CBCA a partir do CBGA e descarboxilagdo dos
mesmos a seus homologos neutros. '3
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Como destacado anteriormente, as estruturas quimicas dos canabinoides sao
parecidas, todavia, as quantidades relativas desses compostos presentes em
variedades da Cannabis sativa L. variam, dependendo das condigbes ambientais
utilizadas no cultivo da planta, como por exemplo, segundo Passagli (2013)'°,
fertilidade e pH do solo, clima, temperatura, época da colheita, suprimento de
nutrientes, agua, luminosidade, etc.19-38

Os teores de canabinoides também podem se alterar com o tempo. No
armazenamento de amostras de produtos de Cannabis, o A°-THC se oxida a
canabinol (CBN) e com isso, diminui gradualmente seu teor na planta (Figura 6).
Outros fatores para a degradagao séao a exposicao ao ar, a luz e a umidade. O CBN é
um produto de degradagdo do A°-THC, ndo ocorrendo naturalmente na Cannabis
fresca ou na maconha cuidadosamente seca. O canabinoide canabivarina (CBV)

(Figura 4) é outro exemplo, igualmente ndo encontrado na planta fresca.'3:38

/A\°-THC CBN

Figura 6. Oxidagdo do A%-THC a CBN."3

De acordo com o teor de A%-THC que apresenta, a Cannabis sativa L. pode ser
classificada de duas maneiras: tipo droga ou tipo fibra. Além do teor total de THC,
outra forma de determinar o tipo € pela seguinte equagéo, que correlaciona a razéo
dos canabinoides THC, CBN e CBD:

¥ [THC] + [CBN] (Eq. 1)
[CBD]

Onde: [THC] refere-se a area do THC no cromatograma gasoso (CG-DIC). Se X for

maior que 1, considera-se a planta como sendo tipo droga e se X for menor que 1,
como tipo fibra.10-13

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas ao longo dos anos com a planta
Cannabis sativa L. (maconha), e, diversas técnicas analiticas sao utilizadas no
isolamento, na deteccéo, na identificacdo e na quantificagao dos produtos presentes
na mesma, como por exemplo: testes baseados em reagdes de cor, como teste com
Fast Blue B salt e teste de Duquenois-Levine; Radioimunoensaio (RIE) para deteccéo

em amostras biolégicas (sangue e urina); Espectrometria de Mobilidade I6nica (EMI);
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Cromatografia em Camada Delgada (CCD); Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE); Cromatografia Gasosa (CG); Espectrometria de Massas (EM);
Espectroscopia no Infravermelho (IV); e Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).'3:38.39 Técnicas hifenadas sdo também utilizadas, como por exemplo,
a associagao das cromatografias Gasosa e Liquida de Alta Eficiéncia com a
Espectrometria de Massas (CG-EM e CLAE-EM, respectivamente), dentre outras.

O isolamento de substancias quimicas presentes em drogas ilicitas, como é o
caso dos canabinoides na maconha, € uma area importante no ambito forense.
Focando-se nos compostos mencionados, seu isolamento se constitui em uma dificil
tarefa devido a complexidade ja relatada da matriz em questado, e também devido a
presenca de isdbmeros entre os constituintes dessa classe. Além disso, € importante
ressaltar que a busca por padrdes de referéncia de canabinoides €& crucial,
especialmente em paises como o Brasil, onde plantio, cultivo e colheita da planta
Cannabis sativa L. sdo proibidos. Muitos trabalhos cientificos utilizam a planta em
suas pesquisas,’92230-32 ¢ njo é comum se ver o uso de amostras de maconha
apreendida para o isolamento de canabinoides, inclusive pelo fato de, geralmente,
essas amostras apresentarem um estado de degradagdo avangado dos seus
constituintes. Neste trabalho, algumas das técnicas analiticas citadas foram utilizadas
na identificacdo e no isolamento de canabinoides. A seguir, € encontrada uma breve

explanagao sobre as mesmas.

1.2. Técnicas Analiticas
1.2.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Por ser uma espectroscopia, a RMN estuda a interacdo da matéria com a
radiacao eletromagnética, onde ha absor¢do ou emissao de energia segundo a
condicao de frequéncia de Bohr: |[AE|=hv, sendo AE a diferenga de energia entre os
estados final e inicial da matéria em estudo, h a constante de Planck e v a frequéncia
da radiagéo.?

Na técnica em questdo, amostras quando expostas a um campo magnético
externo absorvem seletivamente ondas de radio, sdo excitadas e, ao retornarem ao
estado inicial, emitem energia no intervalo das radiofrequéncias (r.f.). A determinagéo
precisa dos valores destas r.f. especificas emitidas e do modo com que a amostra
regressa ao estado inicial (relaxagéo) fornece informagdes sobre a estrutura molecular

da amostra e sobre a dindmica interna e global das moléculas que a compdem.?
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Para serem consideradas “ativas” em RMN, as moléculas devem possuir
ndcleos magnéticos, que séo determinados por uma propriedade fisica inerente a eles
denominada spin nuclear, como se 0S mesmos possuissem um movimento de rotacao
em torno de um dos seus eixos. Este Ultimo est4 associado ao numero quantico de
spin nuclear (I) do nucleo, que pode assumir valor maior ou igual a zero, inteiro ou
multiplo de ¥2. O mesmo é dado pela diferenca entre protons e néutrons no ndcleo, e
somente exibem propriedades magnéticas (spin nuclear) os ndcleos que apresentam
| diferente de zero, que sdo os de massa atdmica ou nimero atbmico impares, ou
ambos, como por exemplo, hidrogénio-1 (1H), carbono-13 (13C), fltor-19 (*3F), fosforo-
31 (%p)_3,4o,41

A propriedade do spin nuclear é fundamental para o fenébmeno de ressonancia
magnética nuclear. Os nucleos que o possuem, também possuem momento angular
P, e carga, e o0 movimento desta carga da origem a um momento magnético
associado, Y, de acordo com a equacao:*°

p=ypP (Eq. 2)
Onde y é a razdo giromagnética, que € constante para cada nuclideo e indica o quéao
fortemente magnético é o mesmo.

Os momentos angular e magnético apresentam magnitude e direcdo. Na
auséncia de campo magnético, os momentos magnéticos de um nucleo se espalham
aleatoriamente, sem orientacdo preferida, entretanto, quando se aplica um campo
magnético externo e estatico, convencionado Bo, seus momentos magnéticos
alinham-se em relagcdo ao mesmo, paralela ou antiparalelamente, como pode ser visto

na Figura 7 para um nucleo de spin Y.

- y:
x /—-. b L C—T"_’ |
| ‘_-'_—TD\\ .‘tl ‘i_;h:; :
< Q.
(@) (b) Bo

Figura 7. Alinhamento dos momentos magnéticos de um nucleo de spin %2 (a) na auséncia e (b) na
presenga de um campo magnético aplicado.*':42
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O numero de estados de spin nucleares possiveis para um nucleo apos a
aplicacéo de Bo é de 2I+1, portanto, para um nucleo de spin %, como é o caso do
hidrogénio (*H), existem 2 estados possiveis, denotados +¥ e -%2 e denominados,
respectivamente, de a e 3. No estado a, de menor energia, 0 momento magnético do
ndcleo orienta-se paralelamente ao campo e no estado (3, de maior energia,
antiparalelamente. Vale lembrar, que na auséncia de campo, estes estados séo
degenerados e que Bo é convencionalmente aplicado ao longo do eixo z do plano
cartesiano (Figura 8).4°

(Antiparalelo ao campo)

§

a X
(Paralelo ao campao)

T—0IMmMm=m

Auséncia de campo  Presenca de campo Alinhamentos

Figura 8. Estados de spin de um nucleo de spin 72 na auséncia e na presenga de um campo magnético
aplicado.#041

O efeito do campo no momento magnético pode ser
descrito em termos de mecénica classica, onde o campo Bo

impBe um torque sobre o momento, que por consequéncia

adquire um movimento circular em torno do primeiro, se

movendo em um cone e mantendo um angulo constante com

Bo. Esse movimento é chamado de precessdo, ou mais

Figura 9. Movimento de

especificamente, de precesséo de Larmor, como observado na precessao do niicleo. 49

Figura 9 ao lado.*04?

A frequéncia deste movimento de precessdo, wo, € dada pela seguinte
equacéo: wy = —yB, (rad.s™?) (Eq. 3)
Onde y é a razdo giromagnética e Bo 0 campo magnético.

Para spins nucleares, wo recebe o nome de frequéncia de Larmor, e como pode
ser visto acima, ela é proporcional ao campo magnético.*? Se ao invés de expressada
na unidade de rad.s* (frequéncia angular) for expressada em Hz (ciclos por segundo),

forma mais familiar, a Equacéo 3 deve ser dividida por 21T e se torna:

(Hz) (Eq. 4)

V= =Y By
2T
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Em um campo magnético aplicado, todos os nucleos apresentam momentos
magnéticos alinhados com o campo ou opostos a ele, e, o fenbmeno de ressonancia
magnética nuclear ocorre quando o ndcleo alinhado com Bo muda o seu estado de
spin ao absorver um quantum de energia, sendo esta Ultima aplicada na forma de
radiacdo eletromagnética, como mostrado na Figura 10 para um nucleo de spin Y.
Para a condicdo de ressonancia ser satisfeita, a frequéncia desta radiacdo, que é
emitida pelo espectrometro, deve ser igual a frequéncia de Larmor do nucleo, e a
energia envolvida neste processo, que é gquantizada (ou seja, a energia absorvida
deve ser igual a diferenca de energia entre os dois estados envolvidos) e segue a

condicéo de frequéncia de Bohr,3 é dada por:4041

AE = hy = B0 (Eq. 5)
2T

Onde h é a constante de Planck.

Bo

Figura 10. Processo de absorgdo de RMN para um nucleo de spin %2.4!

Desta forma, a frequéncia ressonante de um spin é simplesmente sua
frequéncia de Larmor. Normalmente, a frequéncia de operacdo do espectrobmetro é
referida em termos de frequéncias ressonantes de hidrogénio (*H), por exemplo,
guando se diz utilizar um espectrémetro 400 MHz, que na verdade opera igualmente

para o nucleo de carbono-13 (3C), s6 que a 100 MHz para este Ultimo, visto que a
raz&o giromagnética do H é em torno de quatro vezes maior que a do C (YH/),C ~ 4).40

Considerando um conjunto de nudcleos similares de spin %2 em um campo
magnético estatico aplicado, e sabendo-se que 0s mesmos encontram-se em seus
dois estados de spin permitidos a e 3, no equilibrio, havera um pequeno excesso de
nacleos no primeiro (spins orientados a favor do campo, paralelos a Bo), de energia

ligeiramente menor que o segundo, como definido pela distribuicdo de Boltzmann:
Na _ ag/ipr (Eq. 6)
Ng

Onde Naq;p representa o nimero de nucleos em cada uma dos estados de spin, Ks a

constante de Boltzmann e T a temperatura.
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Embora muito pequeno, este ligeiro excesso de nucleos no estado a permite a
deteccédo de absorcdo de energia quando a condicdo de Bohr é realizada.® O mesmo
€ pequeno devido ao fato da diferenca de energia entre os estados de spin ser
pequena, o que torna a RMN uma técnica ndo muito sensivel quando comparada a
outras técnicas analiticas como as Espectroscopias no Infravermelho (IV) e
Ultravioleta-Visivel (UV-VIS), aonde as diferencas de energia dos estados
fundamental e excitado sdo maiores.340

Como os spins nucleares (0 pequeno excesso de populacdo no estado alfa)
nao apresentam orientacdo preferida, estando apenas aleatoriamente distribuidos
sobre o cone de precesséo, e estdo paralelos a Bo e consequentemente ao eixo z,
eles geram uma magnetizacao resultante Mo nesta mesma direcéo, conforme a Figura

11 a seguir.4°

Bo

Figura 11. Os spins no estado alfa (pequeno excesso), no equilibrio, se encontram paralelos a Bo e séo
representados por um vetor de magnetizagao resultante Mo.4°

Para explicar o comportamento desta magnetizacdo resultante, é necessario
relembrar o seguinte: para que ocorram transi¢des de spin entre niveis de energia, ou
seja, para que o fendbmeno de ressonancia magnética nuclear aconteca, € necessaria
a aplicacdo de energia na forma de radiacéo eletromagnética, ou melhor, de pulsos
de radiofrequéncia (r.f.)3, e a frequéncia desta onda eletromagnética incidente deve
ser igual a frequéncia de Larmor do nudcleo, para que este entre em ressonancia com
a primeira.4!

Entdo, na verdade o que ocorre é a aplicacdo de um campo magnético
oscilatorio dependente do tempo chamado Bi, disposto no plano transversal, ou seja,
perpendicular ao campo estatico Bo, com frequéncia v oscilando na frequéncia de
Larmor do spin. Este campo é provido pela componente magnética da radiofrequéncia
aplicada, a qual é transmitida através de uma bobina localizada ao redor da amostra.*®

O pulso de radiofrequéncia, nada mais €, do que ligar esta radiacdo r.f. de
amplitude definida por um periodo de tempo t, e apés este, desliga-la.*°
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Portanto, voltando a Mo (Figura 11): sabe-se que esta magnetizacao resultante
se alinha a Bo pois a distribuicdo dos momentos magnéticos no cone de precessao
em torno deste Ultimo € aleatdria, todavia, quando se aplica um campo B1 oscilatorio,
ocorre uma alteracao nesta distribuicdo, o que faz com que Mo sofra um deslocamento
de um pequeno angulo 8 do eixo z, 0 que causa 0 aparecimento de uma magnetizacéo
no plano xy, com componentes Mx e My (Figura 12), que induz uma corrente elétrica
numa bobina receptora gerando um sinal elétrico quando a condi¢cdo de ressonancia
é atingida (quando ocorre absorcéo de radiacdo eletromagnética), o qual € captado

em uma bobina.3

Se o pulso (8) = 90°

LT o~

X 1

Figura 12. Quando um pulso de radiofrequéncia é aplicado, este faz com que Mo se desloque de um
angulo 6 do eixo z em diregdo ao plano x-y.40

Como essa radiacdo eletromagnética se trata de aplicacdo de pulso de
radiofrequéncia, apos interrompé-lo, 0s momentos magnéticos excitados tendem a
retornar a sua posicao de equilibrio, ou seja, o eixo z, num fenbmeno denominado
relaxacdo, emitindo a energia previamente absorvida. Como numa mesma molécula
existem muitos nucleos distintos, muitas frequéncias de radiacdo eletromagnética
diferentes sdo emitidas simultaneamente. Essa emissdo é chamada de sinal de
decaimento da inducédo livre (DIL), mais comumente conhecida como FID (Free
Induction Decay), e sua intensidade decai com o tempo (Figura 13), a medida que 0s
nacleos perdem sua excitacdo. Ao FID gerado na relaxacdo, obtido no dominio do
tempo, aplica-se uma transforma de Fourier que, por conseguinte, o transforma no
espectro de RMN, obtido no dominio da frequéncia, como apresentado na Figura 13

a sequir.*!
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Espectro de RMN de 'H

Transformada de
Fourrier

B —

Tempo e
Frequéncia

Figura 13. Sinal de decaimento de indugéo livre (DIL, ou mais comumente FID) de 'H de uma amostra,
obtido no dominio do tempo, que apds aplicagédo da transformada de Fourier aparece como um espectro
usual de RMN obtido no dominio da frequéncia.404

Existem dois tipos de relaxacdo: a longitudinal, T1, e a transversal, T2. A
relaxacao longitudinal T1 é a recuperacéo total da magnetizacdo dos spins nucleares
excitados (pelo campo oscilatério B1) ao longo do eixo z, conforme Figura 14.
Corresponde ao reestabelecimento do equilibrio das populacdes, em consequéncia
da transferéncia de energia dos spins para a vizinhanga (meio ou rede) na forma de
calor. Consequentemente, T1 é também chamada de relaxacéo spin-rede. Entretanto,
as energias envolvidas sdo tdo pequenas que nao se detecta mudancas de
temperatura na amostra.34°

z

K A A

Figura 14. Relaxacéo longitudinal. Representagao da recuperagao da magnetizagdo de um vetor,
diminuindo a componente transversal (x-y) e reestabelecendo a componente longitudinal (z).4°

A relaxacgao transversal T2 € a perda da magnetizacdo no plano xy, que nao
necessariamente exige transferéncia de energia (como acontece em T1). Corresponde
a uma perda de coeréncia de fase entre 0s momentos magnéticos individuais no cone
de precessdo.® A melhor forma de explica-la é considerando a situacdo imediatamente
apos a aplicacdo de um pulso, por exemplo de 90° no eixo x, onde a magnetizacéo
transversal esta em ressonancia.*°

Como a magnetizagado resultante Mo resulta da soma de muitos momentos
magneéticos individuais dos ndcleos que estdo em coeréncia de fase apos a aplicacao

do pulso, em uma amostra com spins semelhantes, seria de se esperar que estes
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permanecessem estaticos apos a aplicagéo de Bi, ou seja, perfeitamente alinhados
ao longo do eixo y, ver Figura 15.

Entretanto, isso s6 aconteceria se 0 campo magnético experimentado por cada
spin na amostra fosse exatamente o mesmo. Como nédo o é, e na verdade alguns
spins experienciam um campo local ligeiramente maior que outros, isso faz com que
os primeiros tenham uma frequéncia maior e se espalhem a frente, enquanto outros
irdo experienciar um campo ligeiramente menor e comecar a ficar para tras (Figura
15), o que resulta em uma defasagem dos momentos magnéticos individuais, ou seja,
perda de coeréncia de fase, que leva a diminuicdo da magnetizacdo resultante no

plano transversal. T2 também é chamada de relaxacédo spin-spin.4°
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Figura 15. Relaxacdo transversal. Diferengas de campo local dentro da amostra fazem os spins
precessarem com frequéncias ligeiramente diferentes, resultando em magnetizagdo transversal nula.*0

O campo magnético experimentado por diferentes nlicleos numa amostra, e até
mesmo nudcleos semelhantes, mas em situacBes diferentes na molécula, ndo é
exatamente o mesmo devido a contribui¢do dos elétrons para 0 campo magnético total
“sentido” pelo nucleo magnético.® Mais especificamente, em um campo aplicado (Bo),
os elétrons circulam, gerando um campo magnético secundario, induzido (Binduzido), de

direcdo oposta ao campo magnético aplicado, num efeito denominado blindagem

diamagnética ou anisotropia (Figura 16).4*
Quanto maior for a densidade eletrénica ao redor
do nucleo, maior 0 Binduzido que se opde a Bo, e desta /\\

forma, o primeiro, que blinda o ndcleo, diminuiu o Bo que m

este experimenta, fazendo com gue o ndcleo precesse

em uma frequéncia mais baixa e consequentemente L
absorva radiagdo r.f. nesta frequéncia.* Ou seja, B Bo
. o Figura 16. Blindagem
dependendo do ambiente quimico em que se encontram, diamagnética de um nucleo
. . , causada pela circulagéo dos
ou melhor, do ambiente eletr6nico em torno dos nucleos, elétrons 41

estes absorvem e emitem energias r.f. distintas.34!
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Um bom exemplo a ser dado é o dos grupos de nucleos semelhantes, CHs, CH2
e CH em uma molécula. Por terem em torno deles um ambiente eletronico diferente,
cada um destes grupos experienciam um campo magnético total ligeiramente
diferente e absorvem radiacdes r.f. de frequéncias ligeiramente diferentes.?

Como o0s ambientes quimicos em que 0s nucleos se encontram Sao
ligeiramente diferentes, também o séo as suas frequéncias de ressonancia. Logo, por
serem bem préximas, e por ser dificil medir frequéncias com tanta precisdo, o que se
faz é adicionar um composto de referéncia na amostra e medir as frequéncias de cada
préton em relacdo aos protons desta substancia. O tetrametilsilano (TMS), de férmula
molecular (CH3)4Si, € o0 mais comumente utilizado e foi escolhido como referéncia
pelos seguintes motivos: apresenta grupos metila com alta blindagem, sendo estes
mais blindados do que a maioria dos protons organicos; é inerte, volatil e sollvel na
maioria dos solventes organicos; além de ser simétrico, e por esta razdo, apresentar
um Unico sinal de absorcao, intenso e fino no espectro de RMN. 4143

Como o que se mede é a diferenca de frequéncia, a ressonancia dos prétons
do composto que esta sendo medido é informada em termos de deslocamento (em
Hz) em relacdo aos protons do TMS. Visto que este deslocamento depende da
intensidade do campo magnético aplicado e para evitar confusdo quando se realizam
medidas em diferentes campos, define-se um novo parametro independente da
intensidade destes, o deslocamento quimico (d), dado pela seguinte equagéo:**

deslocamento em Hz

= Eq.7
frequéncia do espectrometro em MHz (Ba.7)

Observa-se que o deslocamento quimico é expressado em ppm (partes por
milh&o), na frequéncia de operacao do espectrometro. Com a relacdo da Equacéo 7,
os valores de & de um proton serdo sempre os mesmos, independentemente do
campo em que se realizou a medi¢do. Nesta escala utilizada, convenciona-se 0,00
ppm a ressonancia dos prétons do TMS, e a informacgéo que & traz é o quanto a
ressonancia de um préton é deslocada em relagéo a este composto de referéncia.*!

O fendmeno do deslocamento quimico faz da Espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear uma poderosa técnica na identificacdo e elucidacao estrutural de
substancias,® sendo amplamente aplicada com este propdsito. Um exemplo desta
aplicacao no tema do presente estudo encontra-se no trabalho previamente citado, de
Choi et al. (2004a)??, onde os pesquisadores isolaram das flores da planta Cannabis
sativa L. e analisaram por RMN de 'H e de 3C alguns canabinoides.
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1.2.2. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo de compostos
presentes em misturas. Envolve a distribuicdo dos mesmos entre duas fases, uma
movel (FM) e outra estacionaria (FE). As duas fases podem ser de diferentes
naturezas, e € possivel combina-las de diversas maneiras, o que gera diferentes tipos
de métodos cromatograficos, como por exemplo, as cromatografias liquido-sdlido,
liquido-liquido, gas-sdlido e gas-liquido, as duas ultimas englobando a Cromatografia
Gasosa (CG).4445

A cromatografia gas-liquido, mais comumente empregada, utiliza como fase
estacionaria um liquido pouco volatil, que € espalhado ou imobilizado a um suporte
sélido ou as paredes de colunas capilares. Ja a fase mével, denominada gas de
arraste, consiste em um gas quimicamente inerte, sendo utilizados, em geral, hélio
(He), argdnio (Ar), nitrogénio (N2) ou hidrogénio (Hz2). Nesta técnica, o principio da
separacao envolve a particdo das substancias entre a fase liquida (FE) e a fase
gasosa (FM).44-46

O instrumento que realiza a separa¢do cromatografica gas-liquido é chamado
cromatografo a gas e € tipicamente constituido pelos seguintes componentes basicos:
sistema de gas de arraste; sistema de injecdo da amostra; coluna cromatografica;
sistema de detecc¢éo; e sistema de registro e tratamento de dados (Figura 17).4446
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Figura 17. Esquema de um cromatografo a gas.4446
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A amostra € injetada no cromatografo e imediatamente vaporizada numa
camara de injecdo aquecida. Ela é entdo introduzida em um fluxo de gas (gas de
arraste), sendo eluida e levada por ele para uma coluna contida em um forno
termostatizado. Os componentes da amostra, a medida que esta passa através da
coluna, sdo particionados e separados. Ao deixarem a coluna, 0s mesmos chegam ao
detector, que gera um sinal para um sistema de registro e tratamento dos dados.*46

Existem dois tipos de colunas utilizadas em CG: capilares (ou tubulares
abertas) e recheadas. As primeiras sdo preparadas com capilares de silica fundida

com fase estacionaria espalhada ou imobilizada na parede interna do capilar e as



41

tltimas sé@o construidas de aco inoxidavel, vidro, silica fundida, Teflon ou cobre
(raramente) e recheadas com fase estacionaria solida (neste caso se tornando
cromatografia gas-solido) ou liquida (dispersa em um suporte solido). Atualmente, as
colunas capilares sdo largamente empregadas nas analises cromatograficas por
serem mais eficientes e mais rapidas. Vale ressaltar que durante a andlise a coluna
pode ter sua temperatura mantida constante ou esta pode ser variada (aumentada)
linearmente ou em etapas (programacao de temperatura).**46

Na presente técnica, portanto, sdo analisadas substancias volateis e
termodinamicamente estaveis. Primeiro para que passem através da coluna na forma
de vapor e segundo, para que ndo se decomponham nas condi¢cdes da separacao,
uma vez que a coluna € mantida sob temperaturas elevadas, podendo-se chegar até
o limite maximo pratico de 400°C.44

Quanto aos sistemas de deteccéao, diversos detectores tém sido empregados
em CG. Os quatro mais utilizados sdo os detectores de ionizagdo em chama (DIC),
de condutividade térmica (DCT), de captura de elétrons (DCE) e o espectrobmetro de
massas, sendo este Ultimo utilizado no presente trabalho e considerado um dos
detectores mais poderosos para a CG.4®

A combinacdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas €
conhecida como CG-EM e permite a identificacdo de quase todos os compostos
presentes em uma amostra. Consiste em um cromatégrafo (com coluna capilar), uma
interface que liga os dois sistemas, uma camara (fonte) de ionizagéo, um analisador
de massas mantido sob vacuo e um sistema de detecgédo acoplado a um sistema de

registro de dados, como pode ser visto na Figura 18. 4446
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Figura 18. Esquema de um equipamento CG-EM.#*

Ao sairem da coluna, os compostos sdo direcionados através de uma interface
para a camara de ionizacdo, onde sdo formados os ions que entdo deixam este
compartimento e entram no analisador de massas, onde sdo separados de acordo

com sua razdo massal/carga (m/z) através da imposicdo de um campo elétrico ou
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magneético externo. Apés separados, 0s ions sao detectados e um espectro de massas
€ produzido pelo sistema de dados. Este ultimo é representado pela intensidade do
sinal gerado por cada ion versus sua razao m/z e, para a identificacdo dos compostos
presentes na amostra analisada, pode ser comparado a espectros de massas de
padrées ou encontrados em bibliotecas (banco de dados) armazenadas no
computador.44-46

E importante citar que o sistema de dados, a partir dos dados obtidos, também
fornece cromatogramas convencionais que podem ser utilizados para quantificagédo.*4

Em CG-EM, as fontes de ionizagao empregadas sado a ionizagao por impacto
de elétrons (IE) e a ionizagao quimica (IQ), os analisadores mais comuns s&o 0s tipo
quadrupolo e os de armadilha de ions (conhecidos como ion trap) e um detector

comumente utilizado é o multiplicador de elétrons.*446

1.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, ou do inglés, HPLC: High
Performance Liquid Chromatography) € um tipo de cromatografia liquida que, como
fase estacionaria (FE), utiliza colunas empacotadas (recheadas) com materiais
especialmente preparados, e como fase movel (FM), utiliza solventes liquidos eluidos
sob altas pressodes. Esta técnica se destaca pois consegue separar misturas com
grande numero de compostos, variados ou até mesmo similares, em diversas
amostras, com alta resolucéo, eficiéncia e detectabilidade.**46

Existem diferentes tipos de CLAE, sendo estes definidos pelo mecanismo de
separacao ou pelo tipo de fase estacionaria utilizada. Existem a cromatografia liquido-
liquido, na qual a separagao é baseada no mecanismo de parti¢cao (tipo de CLAE mais
utilizado), a cromatografia liquido-sélido (adsorgédo), a cromatografia de ions (troca
idnica) e também as cromatografias por exclusao, por afinidade e quiral.4®

Na cromatografia por particdo, empregada no presente trabalho, o material
utilizado como fase estacionaria que recheia a coluna é também um liquido, imiscivel
com o liguido da fase mével. Na verdade, a coluna € empacotada com um suporte
(normalmente particulas de silica ou alumina), e a fase estacionaria liquida é entédo
ligada quimicamente ou fisicamente a superficie dele. Na ultima tem-se a chamada
cromatografia liquido-liquido e na primeira, cromatografia liquida com fase ligada, que

atualmente predomina por sua maior estabilidade.*>46



43

Quando a fase ligada (fase estacionaria) € constituida de grupos polares como
por exemplo amino (-NH2), nitrilo (-CN) ou diol (-CH2(OH)2), tem-se a chamada
cromatografia em fase normal. Quando os grupos séo de natureza apolar, como octil
(-CsH17), octadecil (-CisHs7), fenil (-CeHs), metil (-CHs), etc., tem-se a cromatografia
em fase reversa, que € mais comumente empregada em CLAE, e inclusive foi usada
no trabalho.446 Nesta técnica, atualmente, as fases ligadas contendo grupos octil e
octadecil sdo as mais largamente utilizadas. E comum referir-se as colunas como
sendo tipos C8 e C18, respectivamente.*>46

Na cromatografia em fase reversa utiliza-se fases moveis relativamente
polares. Normalmente, uma mistura de agua e solventes organicos como metanol,
acetonitrila ou tetraidrofurano, sendo esses os trés de maior uso devido a dificuldade
de se terem solventes organicos misciveis em agua. E importante ressaltar que os
solventes devem ser de altissima pureza (grau cromatografico) e antes de serem
usados devem ser desgaseificados. Ainda nesta vertente, em CLAE existem dois
modos de elui¢do: isocratico e por gradiente. O primeiro consiste em manter constate
a composicao da fase mével durante toda a separagdo cromatografica, ou seja, um
unico solvente ou mistura de solventes numa mesma porcentagem € utilizado. Ja no
segundo, a composicdo da fase movel varia durante a separacdo, logo, as
porcentagens dos solventes utilizados sdo modificadas no decorrer da analise.?44-46

A Figura 19 a seguir exibe a instrumentagao basica de um equipamento tipico
de CLAE. O mesmo é constituido pelos seguintes componentes: reservatoério de fase
movel, bomba de alta presséao, sistema de injecao, coluna cromatografica, detector e

sistema de aquisi¢do de dados.**
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Figura 19. Esquema de um equipamento de CLAE tipico.*
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Primeiramente, antes da amostra ser injetada, a fase mével, numa vazao
controlada, é bombeada sob alta presséo através da coluna. Ao se obter uma linha de
base estavel, injeta-se entdo a amostra (previamente diluida na fase movel ou em um
solvente mais fraco que ela e filtrada), que € arrastada pela FM ao longo da coluna,
ocorrendo a separagado dos compostos, que ao sairem dela sao detectados. Sinais
sao gerados e enviados para um sistema de registro e tratamento de dados,
produzindo um cromatograma, que é representado pela resposta do detector em
funcéo do tempo de retencdo. Neste, aparecerem bandas, uma para cada composto
presente na amostra analisada e, a concentracéao de cada um deles é proporcional a
altura ou a area da banda.**

Os reservatérios de fase mével sdo geralmente de vidro, as bombas de alta
pressao tém a funcido de enviar a fase moével para a coluna num fluxo constante e
reprodutivel e as injegdes podem ser realizadas com valvulas manuais ou por sistema
de injecao automatica.>**

As colunas sdo geralmente tubos de ago inoxidavel fechados e podem ser
classificadas como analiticas, semi-preparativas e preparativas, de acordo com seu
diametro interno. No geral, as analiticas tém diametro interno de 2 a 5 mm,
comprimento de 5 a 30 cm, e tamanho de particula de fase estacionaria de 3 a 5 um.
As semi-preparativas possuem diametro interno de 8 mm e comprimento de 10 cm. E
as preparativas podem ter didametro interno de 20 mm e 30 cm de comprimento.2444°
Vale lembrar que os equipamentos mais modernos possuem forno para o controle
isotérmico da temperatura da coluna.?

Por fim, existem diversos tipos de detectores, que devem ser escolhidos de
acordo com a natureza da amostra que se deseja analisar: por indice de refragao, por
condutividade elétrica, por fluorescéncia, por espalhamento de luz, eletroquimico,
espectrometro de massas e por absorbancia no ultravioleta e no visivel.4446

Dentro desta ultima classe, de grande uso em CLAE, existem trés tipos de
detectores: fotométrico de comprimento de onda fixo, espectrofotométrico de
comprimento de onda variavel e espectrofotométrico por arranjo de diodos (DAD), que
foi o utilizado no trabalho. E possivel detectar varios comprimentos de onda
simultaneamente com este detector. A Figura 20 mostra o esquema do seu

funcionamento.**
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Figura 20. Funcionamento do detector por arranjo de diodos (DAD).*4

Tem-se uma fonte continua de radiagcao (geralmente lampada de deutério) e
toda a luz passa pela cela do detector (cubeta de fluxo continuo por onde passa a fase
movel que sai da coluna). Ao chegar na grade de difragdo holografica, a radiagéo &
entdo dispersada nos comprimentos de onda resultantes que compdem a grade e
focalizada sobre um arranjo (uma fila) de fotodiodos (de 256 a 1024), fazendo com
que todo o espectro possa ser armazenado utilizando-se um computador (sistema de

dados).244

1.2.3.1. Cromatografia por Exclusédo (ou Cromatografia em Gel)

Também foi utilizada neste trabalho uma outra forma de cromatografia, a
Cromatografia por Exclusdo, que tem como principio a separagdo de moléculas
presentes numa amostra baseada em seus tamanhos.*44°

Nesta técnica, utiliza-se como fase estacionaria um material polimérico
reticulado e poroso, denominado gel, constituido de macromoléculas que apresentam
ligagdes cruzadas e também afinidade pelo solvente a ser utilizado como fase moével,
porém, que sao insoluveis neste. Na verdade, essas particulas sao inchadas com a
FM, e a fase estacionaria torna-se entao o liquido contido nos poros do gel. Logo, as
moléculas penetram ou nao no gel no decorrer de sua passagem pela coluna (o que
estd baseado em efeitos estéricos) e sua distribuicio nas duas fases e
consequentemente seus movimentos e velocidades na coluna dependem do carater
desse gel. Moléculas pequenas penetram mais facilmente no gel, ficando mais tempo
retidas, enquanto moléculas grandes passam mais rapido pela coluna, desta forma,
ocorrendo a separagdo.**4°

Um material muito comum utilizado como fase estacionaria neste tipo de

cromatografia € chamado Sephadex. Consiste em um gel de dextrana (polissacarideo
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com unidades de glicose obtido por fermentacdo de sacarose) muito estavel
quimicamente. De fato, ele € um carboidrato polimérico reticulado, e o grau de
reticulagdo é que determina o tamanho dos “orificios” (poros) na matriz polimérica.
Como em sua estrutura sdo encontrados grupos hidroxila, estes podem adsorver
agua, o que faz este material inchar, e, a medida que ele expande, sdo criados os
orificios na matriz.4445

Uma atencao especial deve ser dada ao Sephadex LH-20, que possui alguns
dos grupos hidroxila alquilados, e desta forma apresenta um carater “organico”,
podendo entdo ser utilizado em separacdes que utilizam solventes n&do aquosos, ou
melhor, podendo ser utilizado com diversos solventes organicos, como alcool,

acetona, diclorometano, etc.444°

1.2.4. Espectrometria de Massas por Ressonancia Ciclotrénica de fons com
Transformada de Fourier utilizando-se Paper Spray como Fonte de lonizacéo
Ambiente (PS-FT-ICR MS)

A Espectrometria de Massas (EM, ou do inglés Mass Spectrometry, MS) € uma
técnica analitica baseada em dois métodos: ionizagdo dos compostos a serem
estudados e separagao dos ions formados. Nesta técnica, os compostos de interesse
sdo ionizados e os ions formados sdo separados com base nas suas razdes
massa/carga (m/z).*® Destaca-se aqui, que na EM, apenas espécies idonicas s&o
analisadas, e, para forma-las, necessita-se de instrumentacdo adequada.*’

Os espectrémetros de massas séo divididos em cinco compartimentos, como
pode ser visto na Figura 21 a seguir. O primeiro compreende a unidade de entrada da
amostra, que a leva do ambiente laboratorial para o equipamento; este ultimo leva a
amostra até a fonte de ionizagdo (ou fonte de ions), onde suas moléculas séo
transformadas em ions em fase gasosa, que sao, entdo, acelerados por um campo
eletromagnético; o terceiro compartimento, o analisador de massas, € responsavel por
separar os ions da amostra de acordo com suas razdes massa/carga (m/z); este é
entado seguido pelo detector, que conta os ions; e por fim, o sinal gerado é registrado
e processado pelo sistema de dados, normalmente um computador, fornecendo um
espectro de massas, que representa a abundancia relativa dos sinais dos ions em
fungdo de sua razdo m/z.*! E importante ressaltar que os espectrdmetros operam em
pressdes mais baixas, para que os ions formados nao colidam com outras moléculas

neutras ndo ionizadas.*!44
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Figura 21. Esquema geral de um espectrometro de massas com seus cinco compartimentos.*’

Destas etapas pelas quais a amostra passa ao ser analisada, destacam-se as
diversas fontes de ionizagdo e os diversos analisadores de massas (considerados o
coragdo dos espectrdmetros de massas) existentes, os quais determinam a
aplicabilidade da técnica de EM.4347

No presente trabalho, utilizou-se paper spray (PS) como fonte de ionizagéo
ambiente e analisador de massas por Ressonancia Ciclotronica de fons com
Transformada de Fourier (FT-ICR).

Primeiramente, a fonte de ionizagdo ambiente € uma forma de ionizagcado que
envolve amostragem e ionizac&o diretas das amostras em seus estados naturais, sem
a necessidade de pré-tratamento das mesmas antes de serem analisadas por
espectrometria de massas. Os experimentos sao realizados em condi¢cao atmosférica
e sao caracterizados por apresentar alta velocidade de analise, simplicidade, alta
eficiéncia, alta especificidade quimica e baixo custo. Além disso, as ionizacdes
ambientes sdo aplicadas a amostras solidas, liquidas e gasosas.4849

Inserido neste tipo de ionizagdo encontra-se o método de ionizacdo paper
spray, que consiste na aplicacido de alta tensdo a um substrato de papel com solvente
adequado aplicado, de formato triangular contendo a amostra bruta (Figura 22).%°
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Figura 22. Desenho esquematico do método de ionizagéo paper spray.4®
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Mais especificamente, aplica-se a amostra ao meio da superficie de um
substrato de papel triangular que € segurado por um grampo de metal conectado a
uma fonte de alimentacio de alta tensdo. O papel € posicionado em frente a entrada
do espectrémetro de massas, e a ele adiciona-se solvente (que deve dissolver os
compostos de amostra). Aciona-se, entdo, a alta tensao (de corrente continua, cuja
magnitude pode ser alterada de acordo com o solvente utilizado) ao papel, fazendo
com que os compostos da amostra presentes no solvente sejam transferidos para a
ponta deste. Quando este solvente chega a ponta do papel, devido ao forte campo
elétrico aplicado a este, ocorre a formagao de goticulas carregadas (spray), que séo
emitidas do papel, e os ions formados s&do entdo rapidamente detectados pela EM.48:51

Algumas condi¢bes e parametros normalmente utilizados no método de
ionizagao paper spray sao os seguintes: para amostras liquidas, usa-se de 0,4 a 20
ML de amostra e para amostras solidas, de 1 a 10 mg; do solvente que € adicionado
para formar o spray sao necessarios de 10 a 30 pL; e a alta tensao que é aplicada ao
papel apresenta magnitude de 3 a 5 kV."'

No analisador de massas por Ressonancia Ciclotrénica de fons com
Transformada de Fourier (FT-ICR), considerado como de extraordinario valor analitico
pelo fato de apresentar ultra alto poder de resolugéo e exatiddo de massas,®? os ions
sao mantidos em uma ceélula com um potencial elétrico de aprisionamento, a qual
encontra-se dentro de um forte campo magnético (no centro de um magneto
supercondutor).*3

Dentro da célula (ou cela de ICR), cada ion de massa m e carga q executa um
movimento circular em um plano perpendicular a dire¢gdo do campo magnético
espacialmente uniforme B (Figura 23), denominado movimento ciclotrénico, com uma

frequéncia ciclotronica, wc, que é proporcional a sua razdo massa/carga e dada pela

seguinte equag&o.43-%3 we = % (Eq. 8)

Figura 23. Movimento ciclotrénico do ion. ions positivos e negativos se movimentam em sentidos
opostos.53
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Pelo fato dos movimentos cilotrénicos dos ions aprisionados na cela de ICR
terem que ser espacialmente coerentes (sincronizados) para serem detectaveis,> um
pulso de radiofrequéncia com valor igual ao da frequéncia ciclotronica é entao aplicado
a célula, fazendo com que todas as frequéncias ciclotrénicas entrem em ressonancia
simultaneamente e, por consequéncia, permitindo que os movimentos dos ions sejam
detectados, gerando um interferograma (conceitualmente similar ao FID em RMN),
espectro obtido no dominio do tempo, que ao ser submetido a transformada de Fourier
passa a ter como dominio a frequéncia, e apés uma simples manipulacdo matematica,
resulta entdo, num espectro de massas (m/z) convencional 347

Resumindo, o analisador de massas FT-ICR tem seus experimentos baseados
em uma sequéncia de eventos: 1) criagcao de ions, ou a inje¢cao destes, em um campo
magnético B, e aprisionamento deles por um potencial eletrostatico; 2) excitagao por
radiofrequéncia (r.f.) de seus movimentos ciclotrénicos (coerentes); 3) deteccao e
registro de seus sinais de carga de imagem; e 4) aplicagao da transformada de Fourier
nos sinais transitorios observados, seguido da redu¢do dos dados gerados para se
obter o espectro de massas convencional.5?

Nos espectrébmetros com analisadores FT-ICR todos os ions de um uUnico
evento de ionizagdo podem ser aprisionados e analisados, em razao disso, o método
torna-se muito sensivel. Além do mais, o fato destes equipamentos apresentarem
adaptabilidade a uma ampla gama de fontes de ionizagdo, incluindo as fontes

externas, faz com que sejam bastante atrativos e largamente utilizados.*35?

1.3. Quimiometria e a Analise de Componentes Principais (ACP)

Quimiometria pode ser definida como a area da Quimica que utiliza métodos
matematicos, estatisticos e computacionais para: planejar ou selecionar condi¢fes
otimizadas de medidas e experimentos e prover o maximo de informag&do quimica a
partir da analise de dados obtidos.>4>’

A analise de dados € uma parte essencial em todo experimento, sendo
univariada, quando somente uma variavel é medida sistematicamente para varias
amostras, ou multivariada, quando se pode medir muitas variaveis simultaneamente
ao se estudar uma amostra qualquer.5”°® Esta Gltima, por considerar a correlagéo
entre muitas variaveis, permite a extracdo de uma quantidade de informacdo muito

maior do que a primeira, e por isto, € amplamente empregada na Quimiometria, que
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€ uma ferramenta de tratamento destes dados.%®

Como a Quimiometira trabalha com conjuntos de dados, de maneira geral,
pode-se dizer que, de um certo nimero de objetos descritos por um determinado
namero de varidveis é formado um conjunto de dados. Sao considerados objetos
quimicos, por exemplo, espectros ou cromatogramas, compostos, amostras
analiticas, etc.; e variaveis, as caracteristicas ou propriedades desses objetos, as
quais normalmente estédo relacionadas a sua composi¢cdo, como concentracées dos
elementos mais importantes, alturas de picos em perfis cromatogréficos, etc.%°

Na analise multivariada, o conjunto de dados é organizado em uma matriz X (n
x m), de variaveis independentes, onde as linhas representam as amostras e as

colunas as variaveis (Figura 24).54.56.60

Xll >(12 le

X21 X22 X2m
X=

an XnZ Xnm

Figura 24. Representacdo da matriz X (n x m), de variaveis independentes. Linhas = amostras e
colunas = variaveis.%

Entretanto, vale lembrar que é fundamental que os dados experimentais sejam
pré-processados, pois se estes ndo apresentarem uma distribuicdo adequada para a
analise multivariada, podem dificultar a extracdo de informacdes Uteis e também a sua
propria interpretacdo. As técnicas de pré-processamento tém por objetivo eliminar as
informacgdes irrelevantes do ponto de vista quimico, com isso, tornando a matriz de
dados mais adequada para a analise. Alguns exemplos s&o a normalizagdo dos dados
(por exemplo, espectros), a centralizagdo dos dados na média, a derivagdo (onde
deslocamento e inclinagcéo de linha de base sao corrigidos) e a suavizagao utilizando
o algoritmo de Savitzky-Golay, dentre outras.5*56

A Quimiometria apresenta diversas subareas, dentre estas, destacam-se trés:
planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimento de padrdes (métodos
de andlise exploratoria de dados e classificacdo de amostras) e calibracéo
multivariada.>*%° Nas duas primeiras areas os métodos quimiométricos séo aplicados
com propdsitos qualitativos, enquanto na Gltima com propdsitos quantitativos.5°

De maneira resumida, na area de planejamento de experimentos, o que se faz

em um determinado processo €, além de encontrar as variaveis que mais o afetam,
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também verificar a interagao entre estas variaveis. No reconhecimento de padrdes,
busca-se obter agrupamentos de amostras que sao semelhantes entre si,
consequentemente, identificando-se tendéncias nos dados estudados, os quais s&o
provenientes de uma enorme quantidade de informag¢des (por exemplo, medidas
quimicas ou espectrais) sobre estes objetos. Por fim, na calibracdo multivariada, tenta-
se criar um modelo que relacione algumas medidas (quimicas ou espectrais)
realizadas em amostras com uma propriedade definida (concentragdo, por
exemplo).>

Voltando ao Reconhecimento de Padrées (RP), como ja mencionado, nesta
area a analise exploratoria € utilizada com o objetivo de visualizar a estrutura do
conjunto de dados estudado, e, assim, tentar detectar padrbes de agregacao no
mesmo (similaridades entre amostras), desta forma, permitindo o estabelecimento de
relacBes entre objetos e variaveis, a descoberta de objetos anémalos (outliers) ou o
agrupamento de objetos. Os métodos de analise exploratéria, que, por meio de
graficos a duas ou trés dimensdes, permitem a interpretagdo multivariada de conjuntos
de dados complexos, sao classificados em supervisionados (quando necessitam de
informacdo prévia sobre as amostras para a formacdo das classes) ou nao
supervisionados (quando nao necessitam de informacéao inicial sobre as amostras,
buscando apenas identificar agrupamentos naturais entre elas). Um método nao
supervisionado largamente empregado na area de RP é o chamado Andlise de
Componentes Principais, ACP (do inglés, Principal Component Analysis, PCA).545°

Na verdade, a ACP é a base para diversos métodos dentro desta ultima area,
e também na classificagdo e na calibracdo multivariada. O mesmo comecou a ser
utilizado como meétodo de classificacdo em Quimica nos anos 70, e hoje, é
considerado um dos métodos mais importantes em Quimiometria.545961

Seu principal objetivo é reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados,
porém, mantendo o maximo da informacéo.>*%° Isto é conseguido através da criagéo
de um novo sistema de eixos, denominados componentes principais (CP), onde o
conjunto de dados é entdo representado. Desta forma, consegue-se, em poucas
dimensdes, visualizar a natureza multivariada deles.%

Antes de se aplicar a ACP, tem-se um espaco n-dimensional (n sendo o numero
de variaveis) no qual as amostras sao consideradas pontos. Apos a aplicagao deste
método, chega-se a espagos de dimensdes reduzidas definidos pelas CPs (bi ou

tridimensionais) e agora as amostras passam a ser pontos localizados nestes.%
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Matematicamente, na ACP, a matriz X € decomposta de acordo com a seguinte
equacao: X=TPT+E (Eq. 9)
Onde as duas matrizes T e P sdo denominadas, respectivamente, escores (T) e pesos
ou loadings (P), e E é uma matriz de erros.>* Esta mesma relagéo pode ser ilustrada
na Figura 25 a seguir, onde plotando-se a matriz T tem-se uma figura dos “padrdes de
objetos” dominantes da matriz X, e, analogamente, plotando-se a matriz PT, tem-se os

“padrdes de variaveis” complementares.52

P,

Xixm = Ty + Exm

Figura 25. Representagao grafica da decomposi¢cao da matriz X realizada pela ACP em duas matrizes
T de escores e P de pesos (loadings) e outra matriz E de erros.5862

Como ao se aplicar a ACP tem-se um novo sistema de eixos formados pelas
componentes principais, os escores representam as coordenadas das amostras neste
sistema (sao as proje¢cdes das amostras na direcdo da CP), Figura 26(a), e, visto que
as CPs sao originadas pela combinacéo linear das variaveis originais, chamam-se de
pesos (loadings) os coeficientes dessa combinag&o.54%8

Os loadings, por serem os cossenos dos angulos entre as variaveis originais e
as componentes principais (Figura 26(b)), representam o quanto cada variavel original
contribui para uma determinada CP. A primeira componente principal, CP1, é a
combinacao linear de maxima variancia (informacao). Ela € tragada no sentido da
maior variagao no conjunto de dados. As demais componentes, sucessivas a primeira,
CP2, CP3, etc., ortogonais entre si, ttm por objetivo descrever a maior porcentagem
da variagao nao explicada pela CP anterior. Ja os escores representam as relagdes

de similaridade entre as amostras. 5459

(@) (b)

Figura 26. Representacdo de uma componente principal (CP) para duas variaveis. (a) os escores sao
as projegbes das amostras na dire¢do da CP, e (b) os loadings sdo os cossenos do vetor diregdo.58.60
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Ao observar o grafico dos escores, nota-se que algumas variaveis contribuem
mais para os agrupamentos do que outras. Esta constatacao é realizada através da
avaliagdo dos loadings. E, analisando-os juntamente com o grafico de escores, é
possivel identificar quais variaveis sdo responsaveis pelas diferencas observadas
entre as amostras.>

O que determina o numero de componentes principais que serédo utilizadas na
ACP é a porcentagem de variancia explicada. Entdo, seleciona-se um numero de
componentes que irdo capturar a maior porcentagem da variagdo presente no
conjunto de dados originais.>

Normalmente, estas informacdes relevantes se concentram nas duas ou trés
primeiras CPs, pelo fato destas serem calculadas em ordem decrescente de
importancia. Assim, essas componentes sao selecionadas e analisadas a fim de se
encontrar padrdes. Quando se fala em padrdes, fala-se em similaridade, e o que
define esta Ultima entre, por exemplo, dois objetos (ou duas variaveis) representados
por dois pontos no novo espaco dimensional reduzido, € a distancia entre eles. Logo,
guanto menor essa distancia, maior a similaridade entre os mesmos.>°

Na literatura existem muitos trabalhos sobre Cannabis sativa L. envolvendo a
associagao de técnicas espectroscopicas com a ACP. Um deles é o estudo de Choi et
al. (2004b), onde os autores utilizaram a RMN de '"H em conjunto com a ACP para a
analise metabolémica de 12 cultivares desta planta. Segundo os pesquisadores, 0
método criado permitiu uma eficiente diferenciagdo, sem quaisquer etapas de
purificagédo, mostrando ser RMN de 'H e ACP juntas uma ferramenta promissora para
a autenticacéo e o controle de qualidade de cultivares de Cannabis sativa L.3?
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi identificar os canabinoides presentes em amostras
de maconha apreendidas no estado do Espirito Santo através de técnicas analiticas
como Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e isola-los através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

2.2. Objetivos especificos

e Otimizar a identificacdo por RMN avaliando diferentes métodos de extracéo
com diferentes solventes.

e Interpretar e identificar os canabinoides a partir de RMN de 'H e CG-EM.

e Gerar materiais de referéncia a partir da separagao por CLAE.

e Utilizar a Espectrometria de Massas (EM) na corroboragdo dos resultados
obtidos pelas técnicas anteriores.

e Utilizar RMN e EM aliadas a técnicas quimiométricas com o intuito de verificar
a possibilidade de as amostras de maconha seguirem algum padrao de acordo

com as regides de apreensdo, sazonalidade, degradacéo, etc.



3. METODOLOGIA

3.1. Coleta das amostras
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As amostras de maconha utilizadas no estudo foram cedidas pela Policia Civil

do Estado do Espirito Santo (PC-ES) através do Acordo de Cooperagéao Técnica n°

23068.011398/2012-72 que a mesma possui com a Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) e sédo provenientes de apreensdes.

O Estado do Espirito Santo é dividido em quatro macrorregides de
planejamento: Norte, Central, Metropolitana e Sul (Figura 27).%3
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Foram coletadas 3 amostras para cada uma das quatro macrorregiées por més,
entre o periodo de julho/15 a julho/14, totalizando 156 amostras. Estas foram
nomeadas de acordo com sua macrorregido, més e ano de apreensdo, assim,
N2_01_15 significa amostra 2 da macrorregiao Norte apreendida em janeiro de 2015.

A coleta foi realizada de forma a aproveitar a diversidade das cidades do estado

com apreensdes de maconha. O Quadro 2 abaixo traz as informacdes a respeito das

amostras.

Quadro 2. Amostras coletadas e suas especificagoes.

Més/Ano Amostra | Macrorregiao Municipio
N1 07 15 Boa Esperanga
N2 07 15 Norte Sao Mateus
N3 07 15 Nova Venécia
C1 07 15 Aracruz
C2 07 15 Central Linhares
C3 07 15 Aracruz
Julhof2015  "\3=07 15 Vila Velha
M2_07_15 | Metropolitana Cariacica
M3 07 15 Serra
S1 07 15 Sao José do Calgado
S2 07 15 Sul Anchieta
S3_07_15 Cachoeiro de Itapemirim
N1 06 15 Barra de Sao Francisco
N2 06 15 Norte Montanha
N3 06 15 Sao Mateus
C1 06 15 Sao Gabriel da Palha
C2 06 15 Central Aracruz
C3 06 15 Colatina
Junhol2015 " =06 15 Vitoria
M2 06 15 | Metropolitana Serra
M3 06 15 Cariacica
S1._06_15 Cachoeiro de Itapemirim
S2_06_15 Sul Guacui
S3_06_15 Itapemirim
N1 05 15 Sao Mateus
N2 05 15 Norte Ecoporanga
N3 05 15 Sao Mateus
C1 05 15 Colatina
C2 05 15 Central Aracruz
. C3 05 15 Linhares
Maiol2015 11705 15 Viana
M2 05 15 | Metropolitana Serra
M3 05 15 Guarapari
S1 05 15 Alegre
S2 05 15 Sul Mugqui
S3 05 15 Rio Novo do Sul
N1 04 15 Barra de Sao Francisco
Abril/2015 N2 04 15 Norte Barra de Sao Francisco
N3 04 15 Nova Venécia




Més/Ano Amostra | Macrorregidao Municipio
C1 04 15 Aracruz
C2 04 15 Central Colatina
C3 04 15 Linhares
M1_04_15 Vitéria
Abril/2015 M2 04 15 | Metropolitana Afonso Claudio
M3 04_15 Vila Velha
S1 .04 15 Guagui
S2 04 15 Sul Mimoso do Sul
S3 04 15 Cachoeiro de ltapemirim
N1 03 15 Barra de Sao Francisco
N2 03 15 Norte Pinheiros
N3 03 15 Agua Doce do Norte
C1 .03 15 Marilandia
C2 03 15 Central Linhares
C3 03 15 Aracruz
Margo/2015 M1 03 15 Guarapari
M2 03 15 | Metropolitana Santa Teresa
M3 03_15 Vitéria
S1.03 15 Ibatiba
S2 03 15 Sul Piuma
S3 03 15 Castelo
N1 02 15 Sao Mateus
N2 02 15 Norte Nova Venécia
N3 02 15 Sao Mateus
C1 .02 15 Sao Gabriel da Palha
C2 02 15 Central Linhares
. C3 02 15 Colatina
Fevereiro/2015 M1 02 15 Vitoria
M2_02_15 | Metropolitana Vila Velha
M3 02 15 Cariacica
S1 .02 15 Guagui
S2 02 15 Sul Piima
S3 02 15 Bom Jesus do Norte
N1 01 15 Montanha
N2 01 15 Norte Séo Mateus
N3 01 15 Conceigéo da Barra
C1.01 15 Colatina
C2 01 15 Central Baixo Guandu
. C3 01_15 Colatina
Janeiro/2015 =517 45 Vitéria
M2_01_15 | Metropolitana Serra
M3 01 15 Cariacica
S1 .01 15 Bom Jesus do Norte
S2 01 15 Sul Jerbnimo Monteiro
S3_01_15 Itapemirim
N1 12 14 Barra de Sé&o Francisco
N2 12 14 Norte Barra de Sé&o Francisco
N3 12 14 Montanha
C1.12 14 Linhares
Dezembro/2014 ~~>=15"14 Central Ibiracu
C3 12_14 Baixo Guandu
M1 12 14 Metropolitana Venda Nova do Imigrante
M2_12_14 Vitéria

o7



Més/Ano Amostra | Macrorregidao Municipio
M3 12 14 | Metropolitana Domingos Martins
S1.12 14 Jerénimo Monteiro
Dezembro/2014 ~o5=15714 sul Guacui
S3 12 14 Itapemirim
N1 11 14 Nova Venécia
N2 11 14 Norte Mantendpolis
N3 11 14 Mantendpolis
C1 11 14 Baixo Guandu
C2 11 14 Central Colatina
C3 11 14 Linhares
Novembro/2014 M1 11 14 Serra
M2 11 14 | Metropolitana Vila Velha
M3 11 14 Cariacica
S1 11 14 Itapemirim
S2 11 14 Sul Cachoeiro de ltapemirim
S3 11 14 Anchieta
N1 10 14 Nova Venécia
N2 10 14 Norte Barra de Sao Francisco
N3 10 14 Sao Mateus
C1 10 14 Sooretama
C2 10 14 Central Aracruz
C3_10 14 Linhares
Outubro/2014 - ~y=16714 Marechal Floriano
M2 10 14 | Metropolitana Guarapari
M3 10_14 Vila Velha
S1 .10 14 Marataizes
S2 10 14 Sul Anchieta
S3 10 14 Muniz Freire
N1 09 14 Barra de S&o Francisco
N2 09 14 Norte Nova Venécia
N3 09 14 Sao Mateus
C1.09 14 Aracruz
C2 09 14 Central Linhares
C3 09 14 Colatina
Setembro/2014 M1 09 14 Guarapari
M2_09 14 | Metropolitana Vila Velha
M3 09 14 Cariacica
S1.09 14 Alegre
S2 09 14 Sul Marataizes
S3 09 14 Anchieta
N1 08 14 Séo Mateus
N2 08 14 Norte Séo Mateus
N3 08 14 Pinheiros
C1 .08 14 Vila Valério
C2 08 _14 Central Aracruz
C3 08 _14 Colatina
Agosto/2014 =08 14 Serra
M2 08 14 | Metropolitana Vila Velha
M3 _08_14 Cariacica
S1 .08 14 Cachoeiro de ltapemirim
S2_08 14 Sul Marataizes
S3_08 14 luna

58
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Més/Ano Amostra | Macrorregidao Municipio
N1 07 14 Sao Mateus
N2 07 14 Norte Ecoporanga
N3 07 14 Pinheiros
C1 .07 14 Colatina
C2 07 14 Central Aracruz
C3 07_14 Jodo Neiva
Julhol2014 =074 Vila Velha
M2 07 14 | Metropolitana | Venda Nova do Imigrante
M3 07 14 Cariacica
S1 .07 14 Cachoeiro de ltapemirim
S2 07 _14 Sul Piuma
S3 07 14 Mimoso do Sul

3.2. Definicdao do método de extracao

A fim de se extrair a maior quantidade de canabinoides possivel, realizou-se
testes com diferentes solventes,'322 utilizando-se uma das amostras coletadas,
M1_10_14, que foi escolhida por apresentar maior massa. Para cada um dos 20 testes
realizados, utilizou-se aproximadamente 150 mg de amostra e 1 mL dos respectivos
solventes. Maceragao (em ambiente refrigerado) e ultrassom foram utilizados como
meétodos comparativos, sendo os tempos de extracdo, respectivamente, de
aproximadamente 72 horas e de 180 segundos. Apos estes tempos, os solventes
foram evaporados (exceto os deuterados) e os extratos analisados por RMN de 'H em
cloroférmio deuterado. A Tabela 1 a seguir apresenta as condi¢des de tais testes. Para
a definicdo do método a ser utilizado, as extragdes foram avaliadas através dos
espectros de RMN de 'H, onde procurou-se verificar a melhor relagéo sinal-ruido,
relacionada com maior quantidade de material extraido, bem como analisando-se

também os sinais de interesse presentes nesses espectros.



Tabela 1. CondicOes dos testes de extracdo realizados.
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Método | Massa amostra (mg) Solvente Vsoivente | Extragdo | Tempo | RMN
; 122; Metanol deuterado %ﬁ?:;ig?no ~1 ;gg CDs0OD
3 150,1 Cloroférmio Maceragédo | =72h
4 152,5 deuterado Ultrassom 180s
5 150,2 Metanol Maceragdo | =72h
6 149,8 Ultrassom 180s
7 150,4 Etanol Maceragdo | =72h
8 150,1 Ultrassom 180s
9 150,6 Cloroférmio Maceracdo | = 72h
10 151,9 1mL Ultrassom 180s
1" 151,2 Hexano Maceragédo | =72h CDCls
12 150,6 Ultrassom 180s
13 149,7 Acetona Maceracdo | = 72h
14 150,6 Ultrassom 180s
15 151,6 Eter de petréleo Maceracdo | = 72h
16 149,9 Ultrassom 180s
17 150,7 Acetonitrila Maceracdo | = 72h
18 151,0 Ultrassom 180s
19 151,0 Metanol:Cloroférmio Maceracdo | = 72h
20 150,6 1:1 Ultrassom 180s

3.3. Purificagao por CLAE

Os extratos das 156 amostras de maconha, apds realizadas as analises de

RMN de 'H, foram misturados em um baldo e o solvente evaporado em evaporador

rotativo, gerando-se um novo extrato bruto.

O extrato bruto (1,1702 g) foi fracionado por Cromatografia por Exclusdo em

uma coluna de vidro contendo Sephadex LH-20 e utilizando-se metanol como

solvente, dando origem a 40 fragdes, as quais apds anadlise de placas de

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando-se como eluente a mistura

hexano:acetato de etila 8:2 e UV (A = 254 nm) como revelador, foram agrupadas em

seis fragdes finais, denominadas segundo a Figura 28 abaixo.
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Extrato bruto de maconha

Sephadex LH-20

Fracdes 1-5 ‘ | Fracdes 6-11 | ‘ Fracdes 12-18 | ‘ Fracdes 19-24 ‘ ‘ Fracdes 25-31 ‘ | Fracdes 32-40

CLAE

‘ Frac&o 1 | ‘ Fragdo 2 ‘ ‘ Fracéo 3 ‘ ‘ Fragdo 4 | ‘ Fragdo 5 | | Fragéo 6 ‘ ‘ Fracdo 7 ‘ ‘ Fracdo 8 | ‘ Fragdo 9

CLAE-DAD

CLAE-DAD

[ Subfragio2.1 | | Subfraggo22 | | Subfracio23 | | Subfragio2.4 | | Subfracao2.5

‘ Subfracéo 6.1 ‘ ‘ Subfrac&o 6.2 | | Subfracdo 6.3 ‘ ‘ Subfrac&o 6.4 | ‘ Subfracéo 8.5 ‘ | Subfra¢éo 6.6 ‘ ‘ Subfracéo 8.7

Figura 28. Fluxograma geral da purificagdo do extrato bruto de maconha.

Destas seis fragcbes, a “Fracbes 19-24” foi escolhida, através de testes
preliminares e analise por CCD, para ser submetida a separagao por CLAE e gerou
nove novas fragdes. Por sua vez, duas destas fragdes foram novamente submetidas
a CLAE para serem repurificadas. A Fragao 2 gerou cinco subfracdes e a Fracao 6
gerou sete subfragdes, conforme pode ser visto na Figura 28 acima.

Nos subitens a seguir serdo encontradas as condigbes detalhadas das analises

de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

3.3.1. Purificacéo da fragao denominada “Frac0es 19-24”

A separacao da fragdo denominada “Fragdes 19-24” (154,1 mq) foi realizada a
partir da adaptagdo da metodologia desenvolvida por Peschel e Politi (2015)%4 e para
tal, utilizou-se um cromatégrafo preparativo Agilent Technologies 1260 Infinity, de
bomba binaria modelo G1361A-1260 prep pump, detector UV 1260 MWD VL, G1365D
e coletor automatico de fracbes 1260 FC-PS, modelo G1364B. Para o preparo da
amostra, aos 154,1 mg dela adicionou-se 4,40 mL de acetonitrila e filtrou-se para outro
frasco com filtro de seringa. Como condi¢des de analise: coluna preparativa Agilent
ZORBAX SB-C18 Prep HT, tamanho de particula de 7 um, didmetro interno de 21,2
mm x 250 mm de comprimento; solventes A - 4gua:acetonitrila (65:35, TFA 0,1%) e B
- acetonitrila; modo gradiente (solvente A: 0 min. 70%, 30 min. 35%, 43 min. 5%, 48
min. 53,85%); fluxo de 14 mL/min até 43 min. e apds 48 min. de 9,1 mL/min; tempo

de corrida 55 minutos; comprimento de onda registrado 254 nm; volume de injecao
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200 pL; namero de injecdes 15. Ao final, foram obtidas nove fragdes (coletadas
manualmente), denominadas 1 a 9, conforme mostrado no fluxograma da Figura 28.
Todas elas foram analisadas por RMN de 'H. A Fracdo 5 também foi analisada por
outros experimentos de RMN: '3C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC (Anexo 2).

3.3.2. Purificagéo da Fracéao 2

ApOs testes para otimizar a separagéo da Fragdo 2 num cromatégrafo analitico
Agilent Technologies 1260 Infinity utilizando-se como base o método presente no
manual do UNODC"3, chegou-se ao que foi utilizado, com as seguintes condigbes de
analise: coluna analitica Phenomenex Luna 5u C8(2) 100A, 5 um, 4,6 x 250 mm;
solventes A - dgua e C - acetonitrila; fluxo 1 mL/min; tempo da corrida 120 minutos;
modo isocratico (solvente A: de 0 a 100 min. 40%, e de 101 a 120 min. 0%);
comprimento de onda registrado 220 nm; volume de injecdo 10 uL; e numero de
injecdes 3. No preparo da amostra, adicionou-se 30 uL de acetonitrila a 1,2 mg da
Fracdo 2. Ao final das separagdes, cinco subfragées foram coletadas (Figura 28),

porém, apenas a Subfracéo 2.1 foi analisada por RMN de 'H.

3.3.3. Purificagéo da Fracao 6

Apos testes tentando-se otimizar a separacdo da Fracdo 6, com diferentes
condi¢cdes e colunas C18 num cromatégrafo analitico Agilent Technologies 1260
Infinity, chegou-se a um método aparentemente satisfatorio, baseado em um método
encontrado na literatura,®® onde foram separadas sete subfragdes (Figura 28). As
condi¢gdes da analise foram as seguintes: coluna analitica Thermo Scientific Accucore
C18, 2,6 um, 4,6 x 150 mm; solventes A - solucdo de acido acético 0,1% e C -
acetonitrila; fluxo 0,4 mL/min; tempo da corrida 120 minutos; modo isocratico (solvente
A: de 0 a 100 min. 40%, e de 101 a 110 min. 0%); comprimento de onda registrado
220 nm; volume de injecao 15 pL; e numero de injecdes 3. As sete subfragdes

separadas foram analisadas por RMN de 'H.
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3.4. Anadlises de RMN e seus parametros

As analises de RMN foram realizadas em um espectrometro Varian 400 MHz
(modelo VNMRS 400), operando com um campo magnético de 9,4 Tesla e sonda de
deteccao direta de 5 mm BroadBand "H/'F/X. Todos os espectros foram tratados no
software MestReNova® e os obtidos em CDCIs foram calibrados pelo sinal do solvente
em 7,24 ppm.56

Para todos os métodos de extracdo realizados (ver item 3.2), os parametros
das andlises de RMN de 'H foram os seguintes: 32 scans, tempo de relaxagdo maior
que 5.T1 e pulso de 90°. Apds a selecao do método, este foi aplicado a todas as 156
amostras apreendidas de maconha e os extratos obtidos de cada uma delas também
foram analisados com os mesmos parametros anteriores. Os espectros obtidos
podem ser vistos no Anexo 1.

No subitem 3.3.1, da purificacdo da fragdo denominada “Fracbes 19-24”, as
nove fragdes obtidas foram analisadas com os parametros: 1024 scans, tempo de
relaxagao de 1,166 segundos e pulso de 45°. Dentre elas, a Fragao 5 foi submetida a
outros experimentos de RMN e com os seguintes parametros: '3C (5000 scans, 1 s,
45°), DEPT (2048 scans; 2 s; Multiplicidade XH: XH/XH3 para cima & XH2 para baixo;
carbonos quaternarios suprimidos), COSY (64 scans por t1 incrementos e 128 t1
incrementos), HSQC (64 scans/128 incrementos) e HMBC (64 scans/128
incrementos). Os espectros obtidos encontram-se no Anexo 2.

A Subfragao 2.1 obtida da purificacdo da Fracao 2 (subitem 3.3.2) foi analisada
com o0s seguintes parametros: 32 scans, tempo de relaxacdo de 1,166 segundos e
pulso de 45°. E por fim, os parametros utilizados nas analises de RMN de 'H das sete
subfragdes separadas da Fracdo 6 no subitem 3.3.3 foram: 2048 scans, tempo de

relaxacao de 1,166 segundos e pulso de 45°.



64

3.5. Identificagao por CG-EM

As fragdes obtidas apos separacéo do extrato bruto por Sephadex LH-20, bem
como as fragcdes obtidas apds a purificacdo da “Fracdes 19-24” por CLAE e também
alguns padroes de referéncia de canabinoides (CBN, CBD, A°-THC, CBG e CBC -
Cerilliant® Analytical Reference Standards, Texas, USA) foram analisados por CG-EM.

O método utilizado foi o mesmo para todas as amostras e suas condi¢gdes sido
as que seguem: coluna DB5-MS com 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno e revestida com uma camada de 0,25 ym de espessura composta por 5%
difenil — 95% dimetilpolisiloxano; Hélio como gas de arraste num fluxo constante de 1
mL/min; injetor com divisor/sem divisor (Split/splitless) a 280 °C; razao de divisdo de
fluxo (Split ratio) de 10:1; volume de injecao de 1 pL; temperatura inicial do forno de
80°C, permanecendo na mesma por 2 minutos, e apds, com uma rampa de
aquecimento de 10°C/min, chegando-se a temperatura final de 290°C e mantendo-se
nela por 5 minutos; tempo total de analise de 28 minutos; temperatura do detector de
massas (MS) de 290°C; e aquisicédo de ions no modo full scan com faixa de massa de
50 a 400 m/z.

As amostras foram preparadas na concentragao de 2 mg/mL em diclorometano
P.A. e as analises realizadas em um cromatografo Agilent Technologies com sistema
de CG modelo 7890B e detector de massas modelo 5977A.

Os padrdes sao preparados na concentragdo de 1 mg do composto / 1 mL de
metanol. Para preparar suas solugdes a serem injetadas no CG, partiu-se de 7 uL de
cada solucdo de padrao, deixou-se evaporar o metanol e adicionou-se 80 uL de

diclorometano grau HPLC nos respectivos frascos.
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3.6. Novas extragoes das 156 amostras para serem analisadas por
Espectrometria de Massas e parametros utilizados nas analises

Procedeu-se da mesma forma que anteriormente havia-se procedido por RMN.
Pesou-se aproximadamente 20 mg de cada uma das 156 amostras de maconha,
adicionou-se 1 mL de metanol comercial (CH3OH) e deixou-se em maceragado em
ambiente refrigerado por aproximadamente 72 horas, fechando e cobrindo os frascos
com papel aluminio para evitar o contato com a luz. Apds este periodo, filtrou-se os
extratos para outros frascos, evaporou-se o solvente e deixou-os no dessecador até
a realizagao das analises por Espectrometria de Massas. Antes de serem analisadas,
as amostras foram preparadas de modo que a cada amostra foi adicionado certo
volume de acetonitrila para se obter concentracao final de 10 mg/mL.

As analises foram entéo realizadas num equipamento Brucker modelo 9.4 T
Solarix com fonte paper spray no modo negativo de ions (PS(-)). Os papéis aos quais
as amostras foram adicionadas foram previamente cortados em formato triangular
com 1,2 x 7 mm de tamanho e ap6s, fixados por um grampo metalico (‘jacaré”) a 5-7
mm da entrada do espectrémetro de massas. Aproximadamente 10 uL de acetonitrila
e uma alta tenséo de 3,8 Kv fornecida pelo espectrémetro de massas foram aplicadas
ao papel para gerar os espectros de massas. Na transmissao de ions, o tempo de
acumulacao de ions no hexapolo (ion accumulation time) e o TOF (time of light) foram
de 0,065 s e 0,8 ms, respectivamente. Os espectros de massas (PS(-)FT-ICR) foram
adquiridos a partir da acumulacéo de 32 scans com um dominio do tempo de 512 k.
A faixa dindmica de aquisicdo de ions na cela de ICR foi de m/z 154-1300. Outros
parametros da fonte PS foram: skimmer = 30 V e collision voltage = 1,0 V. A calibracao

do equipamento foi realizada com uma solucéo padréo de NaTFA.
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3.7. Quimiometria

Todos os calculos foram executados no software Matlab® 7.8.0.
3.7.1. RMN

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos a partir dos arquivos originais
utilizando-se o software MestReNova® para exportar arquivos ASCII. Antes que se
realizasse a analise exploratoria, estes foram submetidos a 4 procedimentos
comumente reportados na literatura para pré-processamento de espectros de RMN:
(1) Alinhamento dos sinais usando-se o software icoshift configurado com faixas de
deslocamento quimico personalizados.”-%8 (2) Ajuste da linha de base empregando-
se o software airPLS%® e (3) Aplicagédo da primeira derivada e (4) Centralizagdo dos
dados na média.

Em seguida, aplicou-se a ACP primeiramente a faixa completa de
deslocamento quimico (6), de 0 a 14 ppm utilizando-se todas as 156 amostras
apreendidas de maconha. Essas foram estabelecidas em 13 classes, que
correspondem aos meses de apreensao, da seguinte maneira: julho/14 = 7%,
agosto/14 = 8, e assim sucessivamente, chegando-se a junho/15 = 6 e julho/15 = 7.

Apos, aplicou-se novamente a ACP com selegao de variaveis de 6 6,0 a 8,5 ppm.

3.7.1.1. ACP supervisionada

Os espectros de RMN de 'H das fragdes 5, 6 e 7, obtidas apds purificacdo da
“Fragcbes 19-24” por CLAE, foram inseridos no modelo em que as 156 amostras de
maconha estavam contidas a fim de se realizar uma ACP supervisionada e verificar a

similaridade das amostras estudadas com aquelas separadas.

3.7.2. EM

Os espectros de massas foram obtidos a partir dos arquivos originais utilizando-
se o software DataAnalysis® para exportar arquivos ASCIl. Como em EM ndo ha
deslocamento (como observado para RMN), também ndo ha necessidade de pré-
processamento dos espectros como, por exemplo, o uso de icoshift e airPLS. Aqui
somente foi realizada a centralizagdo dos dados na média. E em seguida, para a
aplicagao da ACP, utilizou-se o espectro de massas completo, considerando-se os

sinais com intensidade relativa acima de 1%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Definigao do método de extracao

Com o intuito de se chegar a um método de extracao satisfatorio, que extraisse
a maior quantidade possivel de canabinoides presentes em cada uma das 156
amostras de maconha apreendidas, e também que incluisse uma boa relagcéo de custo
beneficio entre simplicidade nas técnicas laboratoriais utilizadas e materiais de baixo
custo, realizou-se testes de extracdo com diferentes solventes (ver item 3.2).

Uma vez que os canabinoides sao facilmente soluveis na maioria dos solventes
organicos, como por exemplo, metanol, éter de petréleo, hexano, cloroférmio,
acetonitrila, etc.,’® buscou-se avaliar a eficacia dos solventes utilizados através dos
rendimentos das extragdes e também dos sinais de interesse desses compostos nos
espectros de RMN de 'H obtidos.

As condigdes e os rendimentos das extragdes encontram-se na Tabela 2 a

seguir e os espectros de RMN de 'H obtidos para cada um deles estdo na Figura 29.

Tabela 2. Condi¢des e rendimentos dos testes de extragio realizados.

Massa Massa Rend
Método | amostra Solvente Vsolvente | Extragdo | Tempo | extrato (%) )

1 1( r5“092 M 3 72h (mal

, aceragdo | = - -
2 150, | Metanol deuterado Uttrassom |~ 7805 - B
3 150,1 Cloroférmio Maceracédo | =72h - -
4 152,5 deuterado Ultrassom 180s - -
5 150,2 Metanol Maceragédo | = 72h 19,2 12,8
6 149,8 Ultrassom 180s 10,6 7,1
7 150,4 Etanol Maceragédo | = 72h 16,1 10,7
8 150,1 Ultrassom 180s 11,3 7,5
9 150,6 Cloroférmio Maceragédo | = 72h 21,4 14,2
10 151,9 1 mL Ultrassom 180s 16,9 1.1
11 151,2 Hexano Maceragédo | = 72h 9,6 6,3
12 150,6 Ultrassom 180s 47 3,1
13 149,7 Acetona Maceragédo | = 72h 19,2 12,8
14 150,6 Ultrassom 180s 14,3 9,5
15 151,6 Eter de petréleo Maceragédo | =72h 5,2 3,4
16 149,9 Ultrassom 180s 3,7 2,5
17 150,7 Acetonitrila Maceragédo | =72h 14,9 9,9
18 151,0 Ultrassom 180s 10,1 6,7
19 151,0 Metanol:Cloroférmio Maceracéo | =72h 20,1 13,3
20 150,6 1:1 Ultrassom 180s 15,3 10,2

Examinando a Tabela 2, observa-se que os métodos de extracdo por
maceracao sao mais eficazes do que os por ultrassom, visto que os primeiros sao
realizados em um tempo extremamente maior do que os ultimos. Além disso, pode-se

destacar os solventes metanol, cloroférmio, acetona e a mistura de solventes
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metanol:cloroférmio 1:1 como os de melhor eficacia, por apresentarem os maiores
rendimentos, de respectivamente, 12,8%, 14,2%, 12,8% e 13,3%. Logo, estes
solventes foram os que extrairam uma maior quantidade de material.

Avaliando-se a relagéo sinal-ruido nos espectros de RMN de 'H (Figura 29),
exceto para os solventes deuterados (CD3OD e CDCIs), que apresentaram relagéo
sinal-ruido baixa e, portanto, seu uso foi descartado, todas as extragdes testadas
mostraram espectros similares. No entanto, apesar de similares, € possivel notar que
os solventes metanol, etanol e acetona apresentaram relagdes sinal-ruido
ligeiramente maiores do que os outros.

Como a maconha é uma mistura muito complexa com muitos compostos
distintos, e o foco do trabalho sdo os canabinoides, procurou-se avaliar nos testes de
extragdo os métodos que os extrairiam mais. Isso foi conseguido observando-se a
regido do espectro de RMN de 'H que os caracterizam, que é a regido de seus
hidrogénios aromaticos e olefinicos, os quais apresentam deslocamentos quimicos
entre 6,00 e 8,20 ppm, e, quando se trata dos canabinoides acidos, entre 11,00 e
13,00 ppm. Focando-se, entdo, nos sinais de interesse dos principais canabinoides,
na primeira regido os métodos de extracido apresentaram sinais semelhantes, nao
sendo possivel realizar distingdes entre os mesmos, porém, na regidao dos acidos &
possivel ver alguns sinais discretos, com uma relagéo sinal-ruido ligeiramente maior
nos seguintes solventes: metanol, etanol e acetonitrila.

Portanto, levando-se em consideracao as razdes anteriormente expostas e
combinando-as as limitagdes do laboratorio, o teste de extragdo que utilizou metanol
como solvente extrator e maceragao (Método 5 do item 3.2), pode ser considerado
eficaz e foi entdo escolhido para o estudo.

A literatura'® diz que solventes ndo polares como hexano e éter de petroleo
geram um extrato relativamente limpo e extraem somente canabinoides neutros
(livres) quantitativamente, enquanto os outros solventes e suas combinagbes geram
extragcdes quantitativas dos acidos canabinoides também.'® No entanto, como pode
ser observado nos espectros da Figura 29 abaixo, todos os solventes (exceto os
deuterados) renderam espectros semelhantes com sinais bem discretos de baixa
relagcéo sinal-ruido na regido de sinais caracteristicos dos acidos, entre 11,00 ppm e
13,00 ppm, inclusive os obtidos em éter de petrdleo e hexano, mesmo que com
relagao sinal-ruido ainda inferior aos espectros de metanol, etanol e acetonitrila, como

mostrado nas regides destacadas na Figura 29 a seguir.
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Figura 29. Espectros de RMN de 'H dos testes de extragéo realizados com diferentes solventes.
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O Método 5 (extracdo em CHsOH e RMN em CDCIs) havia sido realizado
anteriormente com uma amostra de maconha aleatoéria e gerado o seguinte espectro

de RMN de 'H, presente na Figura 30 abaixo.

CH30H + Maceragdo geladeira 72h + RMN CDCI3
r110

OH
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H do Método 5 - Maceragao por =72h em CH3sOH e andlise em CDCla.

Nele é possivel observar que o metanol € realmente um solvente extrator
eficaz, visto que o espectro apresentou uma boa relagéo sinal-ruido, com os sinais de
interesse dos canabinoides bem evidentes, como destacado acima. Em relagdo ao
solvente utilizado na analise de RMN de 'H, o cloroférmio deuterado, este foi escolhido
por dissolver praticamente todas as moléculas organicas e também por estarem em
CDCIs a maioria dos espectros de canabinoides encontrados na literatura (para

posteriores comparagdes).
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4.2. Aplicagao do método de extragao selecionado

Definiu-se que o método de extragao a ser utilizado seria o Método 5 (ver item
4.1) e entdo aplicou-o as amostras de maconha apreendidas no periodo de julho/2015
a julho/2014 (ver Quadro 2) para se chegar aos extratos brutos das mesmas.

As massas de extrato bruto e os respectivos rendimentos de extragao obtidos
para cada amostra encontram-se na Tabela 3 a seguir. Os extratos foram analisados
por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e os espectros obtidos em cloroférmio

deuterado (CDCIs). Estes encontram-se no Anexo 1.

Tabela 3. Amostras analisadas por RMN, suas massas pesadas e rendimentos das extragoes.

" Massa pesada Massa obtida de Rendimento da
Més/Ano Amostra =
(mg) extrato (mg) extragao (%)
N1_07_15 162,0 23,5 14,5
N2 _07_15 155,3 21,0 13,5
N3 _07_15 154,9 16,3 10,5
C1.07_15 157,3 18,2 11,6
C2 07 _15 163,0 19,4 11,9
C3 07 _15 158,5 18,3 11,5
Julho/2015 4=07715 165,3 22,8 13,8
M2 _07_15 164,7 11,0 6,7
M3_07_15 160,5 23,5 14,6
S1.07_15 160,9 14,2 8,8
S2 07_15 163,5 14,6 8,9
S3 07_15 158,5 17,6 11,1
N1_06_15 169,3 17,3 10,2
N2 06_15 168,1 11,7 7,0
N3 06 _15 158,7 8,6 54
C1.06_15 177,0 10,7 6,0
C2 06 _15 155,9 19,7 12,6
C3 06 _15 173,0 16,3 9.4
Junho/2015 =66 15 158,1 21,8 13,8
M2 06 _15 154,3 14,1 9,1
M3 06 _15 152,7 17,5 11,5
S1.06_15 161,1 14,5 9,0
S2 06 _15 167,0 11,7 7,0
S3 06 _15 160,9 12,0 7,5
N1 05 15 154,6 9,0 5,8
N2 05 15 161,9 17,4 10,7
N3 05 15 153,4 15,8 10,3
C1.05 15 166,4 15,1 9,1
C2 05 15 162,0 10,7 6,6
. C3 05 15 161,6 13,4 8,3
Maio/2015 =65 15 150.6 1.2 7.4
M2 05 15 169,4 20,2 11,9
M3 05 15 160,4 24,4 15,2
S1.05 15 165,5 16,0 9,7
S2 05 15 161,3 11,4 7,1
S3 05 15 159,4 15,1 9,5
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Massa pesada

Massa obtida de

Rendimento da

i Amostra (mg) extrato (mg) extracao (%)
N1 04 15 154,8 14,8 9,6
N2 04 15 160,3 15,2 9,5
N3 04 15 168,8 8,7 52
C1.04 15 167,2 13,9 8,3
C2 04 15 168,1 16,7 9,9
. C3 04 15 156,5 18,4 11,8
Abrili2015 1010415 152,0 18,0 11,8
M2 04 15 167,2 23,3 13,9
M3 04 15 157,8 13,9 8.8
S1 04 15 152,5 8.7 57
S2 04 15 1674 18,2 10,9
S3 04 15 161,7 12,6 7.8
N1 03 15 160,2 9,5 59
N2 03 15 167,2 19,5 1,7
N3 03 15 160,4 15,7 9.8
C1 03 15 154,8 13,9 9,0
C2 03 15 160,6 14,6 9,1
C3 03 15 169,9 57 3.4
Margo/2015 - =53715 152.9 27.1 17.7
M2 03 15 163,9 11,2 6,8
M3 03 15 154,7 16,9 10,9
S1 03 15 152,6 22,2 14,5
S2 03 15 153,9 14,0 9,1
S3 03 15 160,2 14,2 8,9
N1 02 15 155.9 15.7 10.1
N2 02 15 154.6 13,7 8.9
N3 02 15 159,9 12.1 7.6
C1 02 15 161,8 12,4 7.7
C2 02 15 167,8 10,9 6,5
. C3 02 15 158,2 22,0 13.9
Fevereiro/2015 -y/i=07"15 157.1 16.3 104
M2 02 15 155,8 19,8 12,7
M3 02 15 158,8 12,0 7.6
S1.02 15 162,8 19,3 11,9
S2 02 15 168,9 11,9 7.0
S3 02 15 154,8 23,3 151
N1 01 15 157.9 221 14.0
N2 01 15 163,8 13,4 8,2
N3 01 15 156,6 15,7 10,0
C1.01 15 165,1 14,9 9,0
C2 01 15 150,8 16,7 1.1
. C3 01 15 161,1 17.4 10,8
Janeiro/2015 =015 157.9 19,9 12,6
M2 01 15 150,5 14,9 9.9
M3 01 15 162,8 23,0 14,1
S1.01 15 156,7 19,3 12,3
S2 01 15 158,4 13,3 8.4
S3 01 15 155,5 19,1 12.3
N1 12 14 161,8 15,0 9.3
N2 12 14 162,6 13,6 8,4
Dezembro/2014 -\5= 15714 166,3 9.7 538
C1 12 14 154,9 11,7 7.6
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Massa pesada

Massa obtida de

Rendimento da

Més/Ano Amostra (mg) extrato (mg) extragéo (%)
C2_12_14 157,1 16,4 10,4
C3_12_14 161,6 20,0 12,4
M1 12 14 158,9 23,7 14,9
M2 12 14 161,6 19,2 11,9
Dezembro/2014 y,2=15"14 1635 17.7 108
S1 12 14 165,6 22,9 13,8
S2 12 14 169,6 20,4 12,0
S3 12 14 159,2 22,9 14,4
N1 11 14 157,9 24,3 15,4
N2_11_14 158,4 10,7 6.8
N3 11 14 156,4 13,2 8,4
C1 11 14 150,0 18,3 12,2
C2 11 14 166,7 14,4 8,6
C3 11 14 166, 1 22,6 13,6
Novembro/2014 M1 11 14 157.2 15,2 9,7
M2 11 14 167,2 22,0 13,2
M3 11 14 166,0 234 14,1
S1 11 14 159,8 24,9 15,6
S2 11 14 153,4 17,2 11,2
S3 11 14 164,8 21,9 13,3
N1 10 14 151,9 17,8 1,7
N2 10 14 152,4 14,0 9,2
N3 10 14 150,7 17,0 11,3
C1 10 14 161,1 15,3 9,5
C2 10 14 160,8 18,2 11,3
C3 10 14 160,2 15,5 9.7
Outubro/2014 1=y =574 157.3 23.2 14.7
M2 10 14 162,7 15,5 9,5
M3 10 14 165,4 21,2 12,8
S1 10 14 156,8 13,3 8,5
S2 10 14 160,5 15,6 9,7
S3 10 14 164,7 15,7 9,5
N1 09 14 154,9 13,7 8,8
N2 09 14 160,3 17,3 10,8
N3 09 14 167,3 22,7 13,6
C1 09 14 166,0 12,1 7,3
C2 09 14 159,7 21,4 134
C3 09 14 155,6 19,8 12,7
Setembro/2014 =514 159.4 264 16,6
M2 09 14 157,5 21,5 13,7
M3 09 14 165,5 20,6 12,4
S1 09 14 152,2 17,6 11,6
S2 09 14 152,5 14,0 9,2
S3 09 14 162,1 19,3 1,9
N1 08 14 152,9 9,0 5,9
N2 08 14 161,0 15,3 9,5
N3 08 14 156,2 18,6 11,9
C1_08_14 164,4 22,9 13,9
Agosto/2014 755708 14 160,2 15,0 9,4
C3 08 14 155,5 21,2 13,6
M1 08 14 156,4 14,7 9,4
M2 08 14 154,3 17,4 11,3
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" Massa pesada Massa obtida de Rendimento da

Més/Ano Amostra ~
(mg) extrato (mg) extracao (%)

M3 08 14 155,0 13,0 8,4

S1 08 14 160,3 10,4 6,5

Agosto/2014 - ~o5m55714 159,5 17,6 11,0

S3 08 14 155,7 12,8 8,2

N1 07 14 161,1 17,3 10,7

N2 07 14 159,9 11,7 7,3

N3 07 14 161,7 10,5 6,5

C1 07 14 153,0 17,2 11,2

C2 07 14 157,0 17,4 11,1

C3 07 14 166,3 7,9 4,8

Julhol2014 " ™07 14 150,4 1,7 7,8

M2 07 14 154,4 14,1 9,1

M3 07 14 164,5 26,5 16,1

S1 07 14 161,5 11,8 7,3

S2 07 14 157,4 16,6 10,5

S3 07 14 161,2 7,5 47

Observa-se na tabela acima que os rendimentos das extragdes foram muito

variaveis, ainda que tenha sido adotado o mesmo procedimento para todas as

amostras e também tenha-se partido de quantidades proximas de massa. As amostras

com menor € maior porcentagem de extracao foram, respectivamente, a S3_07_14

com 4,7% e a M1_03_15 com 17,7% de rendimento. Desta forma, nao foi detectada

nenhuma relagao ou tendéncia entre as amostras neste contexto.

Analisando-se os espectros de RMN de 'H obtidos (ver Anexo 1), observa-se o

quao visualmente semelhantes os mesmos sdo. A seguir, foram escolhidos

aleatoriamente 5 deles para mostrar essa semelhanca (Figura 31).
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Figura 31. Espectros de RMN de 'H de 5 amostras de maconha escolhidas aleatoriamente para mostrar
a semelhanca existente.

Por se tratarem de muitos espectros (156) e os mesmos apresentarem perfis
similares, o que indica similaridade entre as amostras estudadas, selecionou-se um
para exemplificar a atribuicdo dos deslocamentos quimicos de alguns principiais
canabinoides. Escolheu-se o espectro da amostra C3_07_15, pois nele é possivel
observar uma boa quantidade de sinais de deslocamentos quimicos caracteristicos
destes compostos (Figura 32).

Escolheu-se aqui uma regido um pouco maior para ser estudada, entre 4,00
ppm e 8,20 ppm, que além dos hidrogénios aromaticos dos canabinoides, enquadram
seus hidrogénios olefinicos e de grupos hidroxila (-OH), além de ser neste intervalo
que os espectros de RMN de 'H das amostras de maconha estudadas sdo mais
distinguiveis. O mesmo foi feito por Hazekamp, Choi e Verpoorte (2004)8, que
selecionaram para seu estudo os sinais de hidrogénios na regiao entre 4,00 ppm e

7,00 ppm por este mesmo motivo.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H da amostra C3_07_15.

Para se realizar as atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos canabinoides
presentes nos extratos estudados, utilizou-se dados da literatura como base. Destaca-
se o trabalho de Choi et al. (2004a)??, utilizado como referéncia para o presente
estudo, que mostra com detalhes as atribuicoes dos que eles consideram os principais
canabinoides isolados de flores da Cannabis sativa L. A Figura 33 a seguir mostra as
estruturas quimicas destes compostos com os hidrogénios de interesse numerados e

a Tabela 4 apresenta seus deslocamentos quimicos segundo a literatura.
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Md-tetraidrocanabinol (A-THC) Acido tetraidrocanabindlico (THCA)

HO ¢
Canabidiol (CBD)

Acido canabidiclico (CBDA)
Figura 33. Estruturas quimicas dos principais canabinoides com os hidrogénios de interesse
numerados.??

A38-tetraidrocanabinol (A8-THC)

Tabela 4. Deslocamentos quimicos (8), multiplicidades e constantes de acoplamento (J) dos principais

canabinoides segundo a literatura.?

Posicdo | A°-THC THCA A-THC CBN CBG CBD CBDA
1 4,09 (1H,
m)
2 6,31 (1H, 6,39 8,16 (1H, 5,57 (1H, 5,56 (1H,
q,1,6 Hz) | (1H,sl) s) s) s)
4 5,43 (1H, 7,07 (1H, 6,26
dl,48Hz) | d,79Hz) | (2H,s)
5 7,14 (1H,
d, 7,9 Hz)
6, (2H,
6 )
4,64 (trans, | 4,55 (trans,
9 1H, m) 1H, m)
4,54 (cis, 4,40 (cis,
1H, m) 1H, m)
Y 5,29
(1H, m)
3 6,14 (1H, 6,11 (1H, 6,29 (1H, 6,26 (1H,
d, 1,6 Hz) d 1,6 Hz) | d,1,1H2) sl)
5 6,27 (1H, 6,26 6,27 (1H, 6,44 (1H, 6,16 (1H, 6,26 (1H,
d, 1,6 Hz) (1H, s) d, 1,5Hz) | d,1,1H2) sl) s)
6 5,07
(1H, m)
2'-OH 4,87 (1H, 12,19 4,82 (1H, 5,13 (1H, 5,99 (1H, 11,93 (1H,
s) (1H, s) s) s) s) s)
5,36
OH (2H, s)
6’-OH 5,02 (1H, 6,63 (1H,
s) s)

d - dubleto; dl - dubleto largo; m - multipleto; q - quinteto; s - singleto; sl - singleto largo.
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Comparando-se os deslocamentos quimicos do espectro da Figura 32 com os
da Tabela 4, pode-se confirmar a presenga de CBN na amostra C3_07_15. O CBN,
que é um produto de degradagido do A°-THC, apresenta trés sinais unicamente
caracteristicos dele dentre os demais canabinoides estudados (ver Tabela 4), que no
espectro aparecem em 8,16 ppm (singleto), 7,12 ppm (dubleto —J = 7,9 Hz) e 7,04
ppm (dubleto — J = 8,0 Hz). Os mesmos correspondem, respectivamente, aos
hidrogénios H2, H5 e H4 numerados na estrutura quimica do CBN na Figura 33.

Em relacdo aos demais sinais, ndo se pode afirmar que sdo de um ou de outro
canabinoide especifico, pois nota-se pela tabela acima que os hidrogénios aromaticos
destes compostos apresentam valores de deslocamentos quimicos muito proximos,
variando de 6,00 a 6,44 ppm, e como trata-se de um extrato de maconha que € uma
matriz muito complexa, os deslocamentos quimicos (0) destes constituintes
provavelmente saem sobrepostos no espectro.

No entanto, avaliando-se os sinais dessa regiao, pode-se inferir que nesta
amostra também ha a presencga de outros canabinoides, como por exemplo, o A%-THC
e o A8-THC, que tém, segundo a literatura, seus H3’ com valor de d de 6,14 ppm e
6,11 ppm, respectivamente, e que podem estar representados juntos no singleto largo
que aparece em 6,12 ppm no espectro.

Outro sinal que pode estar relacionado a dois canabinoides distintos € o
singleto largo (sl) que aparece em 6,40 ppm no espectro. Podem estar juntos ali o
hidrogénio aromatico H5’ do CBN (literatura 6,44 ppm) e o hidrogénio olefinico H2 do
THCA (literatura 6,39 ppm). Como também, o sl em 6,40 ppm pode ser do CBN, e na
verdade, o sl em 6,37 ppm ser do THCA, ja que estes ultimos dois sinais integram
para 1 hidrogénio cada no espectro.

Um outro exemplo € o singleto largo em 6,29 ppm no espectro. Como esta
integrando para 9 hidrogénios, certamente neste uUnico sinal estdo representados
hidrogénios de alguns compostos, como pode ser o caso do H5’ do A°-THC (literatura
6,27 ppm), H5 do A8-THC (literatura 6,27 ppm), H5’ do THCA (literatura 6,26 ppm),
H3’ do CBN (literatura 6,29 ppm), H4 do CBG (literatura 6,26 ppm), H3’ do CBD
(literatura 6,26 ppm) e H5' do CBDA (literatura 6,26 ppm). E importante lembrar que é
sempre possivel haver pequenos deslocamentos nos valores de 0.

Portanto, em relacdo aos sinais acima mencionados, nao se pode afirmar nada,
e sim, apenas utiliza-los para inferéncias sobre a presenca ou nado de certos

canabinoides na amostra em questao estudada.
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4.3. Purificagao por CLAE e Identificagao por RMN e/ou CG-EM

Com o objetivo de se poder afirmar quais canabinoides estariam presentes nas
amostras de maconha estudadas e, principalmente, té-los de forma pura para serem
utilizados como materiais de referéncia, partiu-se para a purificagao.

Apos realizadas as andlises de RMN de "H das 156 amostras, misturou-se seus
extratos para obter maior massa, gerando-se um novo extrato bruto, que foi submetido
a Cromatografia por Exclusao utilizando-se uma coluna de vidro contendo Sephadex
LH-20 como fase estacionaria, e do qual foram obtidas seis fragdes finais, organizadas
de acordo com os resultados obtidos nas placas de CCD e denominadas “Fracdes 1-
5”7, “6-117, “12-18”, “19-24”, “25-31”" e “32-40” (Figura 34). Partiu-se de 1,1702 g de
extrato bruto de maconha e as massas das fracdes obtidas e os respectivos

rendimentos encontram-se na Tabela 5.

‘ 1,1702 g de Extrato bruto de maconha ‘

Sephadex LH-20

Fracdes 1-5 Fracdes 6-11 Fracdes 12-18 | | Fracdes 19-24 Fracdes 25-31 Fracoes 32-40
(42,7 mg) (386,9 mg) (399,1 mg) (154,1 mg) (12,4 mg) (5,9 mg)

Figura 34. Pré-purificagdo do extrato bruto de maconha por Sephadex LH-20.

Tabela 5. Fragdes obtidas a partir da separagao do extrato bruto de maconha por Sephadex LH-20,
suas massas e respectivos rendimentos.

Fragoes Massa obtida (mg) Rendimento (%)
1-5 42,7 3,6
6-11 386,9 33,1
12-18 399,1 34,1
19-24 154,1 13,2
25-31 12,4 1,1
32-40 59 0,5

O objetivo ao se aplicar a Cromatografia por Exclusao foi simplificar um pouco
a matriz complexa que é a maconha, separando as moléculas por tamanho. Como os
principais canabinoides apresentam estruturas e consequentemente tamanhos
semelhantes, decidiu-se fazer essa pré-purificagdo para tentar agrupa-los numa
mesma fragdo ou em um menor numero delas, eliminando-se assim, demasiadas

impurezas.
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4.3.1. Purificacao da fragao denominada “Fracdes 19-24”

Das seis fragdes finais obtidas, a chamada “Fragdes 19-24” foi escolhida para
ser submetida a CLAE com base na analise de placas de CCD, comparando-se as
suas manchas com a mancha do canabinol (CBN). Uma separag¢éao anterior do extrato
bruto de maconha por CLAE, realizada apenas como teste, rendeu o isolamento de
pequena massa do CBN, que foi identificado por RMN de 'H, e desta forma, serviu
como referéncia para a realizacdo da CCD. A “Fragdes 19-24” apresentou, pelas
placas reveladas com UV (A = 254 nm), a mancha do CBN mais intensa e, entao, foi
escolhida por este motivo. Inferiu-se que essa fragdo, por possuir maior quantidade
de CBN, poderia também conter outros principais canabinoides, uma vez que esses
compostos apresentam pesos moleculares proximos.

Portanto, a purificacdo da fracdo denominada “Fracdes 19-24” por CLAE foi
realizada com o objetivo de se chegar aos canabinoides puros para serem
possivelmente empregados como substancias de referéncia. A partir dela, nove
bandas cromatograficas foram obtidas e chamadas de fragdes 1 a 9, conforme a

Figura 35 abaixo.

‘ 1,1702 g de Extrato bruto de maconha ‘

Sephadex LH-20

Fracbes 1-5
(42,7 mg)

Fracdes 6-11
(386,09 mg)

Fracdes 12-18
(399,1 mg)

Fracdes 19-24
(154,1 mg)

Fragbes 25-31
(12,4 mg)

Fragcdes 32-40
(5,9 mg)

CLAE

Fracdo 1
(5,7 mg)

Fragdo 2
(9,3 mg)

Fracdo 3
(2,6 mg)

Fracdo 4
(2,5 mg)

Fracdo 5
(1292 mg)

Fragdo 6
(8,1 mg)

Fracdo 7
(6,5 mg)

Fracdo 8
(4,0 mg)

Fracdo 9
(0,4 mg)

Figura 35. Purificagdo da fragao denominada “Fracdes 19-24” por CLAE e fragdes obtidas.

Foram realizadas 15 injegbes e o cromatograma de uma delas, que é

semelhante ao das demais, encontra-se na Figura 36.
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Figura 36. Cromatograma liquido (CLAE) obtido da purificagdo da “Fragbes 19-24".

A Tabela 6 abaixo apresenta os tempos de retencao das nove fragdes obtidas,

suas massas e seus respectivos rendimentos.

Tabela 6. Fragbes obtidas a partir da purificacdo por CLAE da “Fragdes 19-24”, seus tempos de
retengdo, massas obtidas e rendimentos.

Fracdo | Tempo de retencdo (min.) | Massa obtida (mg) | Rendimento (%)
1 20,713 5,7 3,7
2 27,173 9,3 6,0
3 31,100 2,6 1,7
4 33,573 25 1,6
5 36,133 129,2 83,8
6 40,193 8,1 53
7 43,340 6,5 4,2
8 44,607 4,0 2,6
9 46,933 0,4 0,3

Estas fracdes foram analisadas por RMN de 'H e CG-EM, e seus respectivos

espectros e cromatogramas sao mostrados a seguir.
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e Fragao1

O espectro de RMN de 'H da Fragéo 1 ¢ exibido na Figura 37 abaixo.
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H da Fragéo 1.

E observado no espectro, tanto pelos sinais quanto pelas integracdes, que se
possui mais de um composto na Fragdo 1, ou seja, sua purificagcdo néo foi de total
eficacia. Mas, sao observados sinais caracteristicos de canabinoides na regiao
destacada acima. No entanto, como ja dito anteriormente, estes compostos
apresentam seus hidrogénios aromaticos e olefinicos com deslocamentos quimicos
semelhantes, sendo muito dificil afirmar com precisado, por RMN, que um determinado
sinal se refere a um canabinoide especifico. Na regido expandida da Figura 37,
aparecem dois dubletos, em 6,26 ppm (J = 1,6 Hz) e 6,40 ppm (J = 1,6 Hz), que se
comparados com a literatura (ver Tabela 4), podem ser referentes aos hidrogénios H3’
e H5’ do CBN, respectivamente.

A CG-EM, por permitir a rapida identificagdo de compostos presentes em
misturas, foi entdo utilizada para complementar as informacgdes obtidas por RMN. O

cromatograma da Fragao 1 aparece na Figura 38 abaixo.
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Figura 38. Cromatograma gasoso da Fragéo 1, estruturas e perfis de fragmentagcédo dos canabinoides
presentes na mesma.

Por CG-EM, constata-se a presenga de 4 compostos na Fragao 1, sendo dois
deles pertencentes a classe dos canabinoides. Como no presente trabalho o interesse
€ nestes constituintes, somente os picos relativos a eles serdo demonstrados. O
primeiro, com tempo de retengao de 22,008 minutos e 26,58% de area de integragao
relativa, refere-se ao CBN, com 82,9% probabilidade de ser este composto pela
biblioteca NIST. Ja o segundo, em 24,453 minutos e 100% de area de integragao

relativa, € referente ao 11-hidroxicanabinol, com 71,6% probabilidade. A estrutura
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quimica deste ultimo encontra-se na Figura 38.

Os demais picos nao foram identificados como canabinoides pela biblioteca
NIST. Como é possivel que ela ndo apresente todos os canabinoides existentes em
seus registros, pelos seus ions moleculares pode-se tentar ter uma nogao da
possibilidade de se tratar de um canabinoide nao identificado ou se confirmar se
realmente trata-se de um composto que nao pertence a esta classe através de buscas
na literatura.”®""

Os dois picos restantes, com tempos de retencao de 24,947 minutos e 26,840
minutos, apresentam respectivamente ions moleculares m/z = 360 e m/z = 394.
Nenhum dos dois valores sao referentes a canabinoides, logo, descarta-se a
existéncia de mais constituintes desta classe na Fragcdo 1, além dos dois ja

identificados.

e Fragao 2

A Fragéo 2 apresenta o seguinte espectro de RMN de 'H (Figura 39).
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H da Fragao 2.

Este espectro apresenta menor quantidade de sinais, o que pode indicar a

presenca de relativamente menos compostos e/ou impurezas na Fracdo 2. Ele
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apresenta sinais caracteristicos do CBN (ver Figura 32 e Tabela 4), como por exemplo
o singleto em 8,14 ppm do hidrogénio H2, o sinal alargado em 7,04 ppm (literatura: &
= 7,07 ppm, dubleto, J = 7,9 Hz) e o sinal alargado em 7,12 ppm (literatura: & = 7,14
ppm, dubleto, J = 7,9 Hz) dos hidrogénios H4 e H5, respectivamente, porém,
apresenta alguns sinais a mais que nao sao caracteristicos deste. Portanto, por RMN,
pode se tratar do CBN misturado com mais compostos, ou também pode se tratar de
um composto de estrutura semelhante a dele.

Por CG-EM, o cromatograma da Fragao 2 apresentou 4 picos (Figura 40).
Apenas o primeiro, com tempo de retencdo de 20,372 minutos e 100% éarea de
integracao relativa € concernente a um canabinoide. No caso, trata-se da canabivarina
(CBV), com 72,4% probabilidade pela biblioteca NIST.
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Figura 40. Cromatograma gasoso da Fracao 2, estrutura e perfil de fragmentacédo da canabivarina.

Observa-se pela estrutura presente na figura acima que a canabivarina
apresenta estrutura quimica muito semelhante ao canabinol. Este fato explica os

sinais caracteristicos que apareceram no espectro de RMN de 'H da Figura 39.
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Os demais picos néao identificados como canabinoides pela biblioteca NIST na
Figura 40 foram pesquisados na literatura’®’" pelos seus valores de m/z. Os picos 2 e
3 apresentam m/z = 316, e com este valor existe um possivel canabinoide, o
canabigerol (CBG), mas, por estar entre os principais desta classe, € registrado na
biblioteca, desta forma, podendo-se descartar a possibilidade destes dois picos serem
de canabinoides. O pico 4, com m/z = 350, também nao corresponde a nenhum

canabinoide.

e Fragao3

O espectro de RMN de 'H da Fragéo 3 encontra-se na Figura 41 seguir.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H da Fragéo 3.

Pela Figura 41, observa-se que provavelmente se tem mais de um composto
na Fragao 3, tanto pelas integragdes quanto pela quantidade de sinais. Estes ultimos,
mais especificamente na regido entre 6,00 ppm e 8,20 ppm, podem ser referentes a
canabinoides, porém, dos dados da literatura que se dispde neste trabalho, este
espectro geral ndo é pertinente a nenhum dos canabinoides que se tem informagdes.

Para o singleto evidente em 10,03 ppm, uma possibilidade € que 0 mesmo seja

de um hidrogénio de aldeido, pois deslocamentos quimicos na regido de 9,00 ppm a
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10,00 ppm sao caracteristicos deste tipo de H,*! todavia, esta é apenas uma ideia.
Neste caso, ndo se pode confirmar por RMN.
Para verificar a presenca de canabinoides, submeteu-se a Fragdo 3 a CG e a

Figura 42 abaixo exibe o cromatograma gasoso obtido.
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Figura 42. Cromatograma gasoso da Fracéo 3.

Nota-se a presenca de 3 picos, sendo que o terceiro parece estar coeluido com
o segundo. Foi constatado pela biblioteca NIST que ndo se tratam de canabinoides.
Porém, buscando-se alternativas para possiveis inferéncias de compostos desta
classe nao registrados na presente biblioteca, buscou-se pelo valor da razao
massal/carga (m/z) a possivel existéncia dos mesmos, comparando-se os perfis de
fragmentagao obtidos dos picos do cromatograma com os da literatura.”® Novamente
nao se achou qualquer tipo de correlacio.

O primeiro pico, de tempo de retencéo de 24,358 minutos € 100% de area de
integragao relativa, tem seu ion molecular com m/z = 358. Com este mesmo valor,
existem seis compostos pertencentes a classe dos canabinoides. No entanto, sao
referentes a compostos na forma &acida,”' que ndo aparecem no CG por se
descarboxilarem a temperaturas elevadas, mas aparecendo no cromatograma como
seus homodlogos neutros. Como n&o foi o caso, constata-se que a Fragdo 3 é

realmente ausente de canabinoides.
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e Fracao4
A proxima banda cromatografica isolada na separacdo da “Fragbes 19-24" por
CLAE trata-se da Fragéo 4. Seu espectro de RMN de 'H e seu cromatograma gasoso

encontram-se, respectivamente, nas Figuras 43 e 44 a seguir.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H da Fragéo 4.

Novamente, pela analise da Figura 43 acima, trata-se de uma fracdo impura,
nao separada com eficiéncia. Partindo-se entdo para o resultado obtido por CG-EM,

observa-se a presenga de 4 compostos no cromatograma da Fragao 4 (Figura 44).
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Figura 44. Cromatograma gasoso da Fragéo 4.

Aqui também nao foi observada a presenga de canabinoides registrados na
biblioteca NIST. Apos analise dos valores de m/z de cada pico e comparagdes com
possiveis compostos pelos perfis de fragmentacéo da literatura,”® também néo foi
verificada a presencga de constituintes da classe de interesse deste estudo. Todavia,
algumas constatac¢des a serem feitas baseando-se apenas nos valores de m/z sao as
seguintes: 1) com valor de m/z = 286, idéntico ao do pico 2, existem 5 possiveis
canabinoides (ver Tabela 3 da referéncia 71); 2) com m/z = 320, pico 3, existem 2
canabinoides; e 3) com m/z = 354, pico 4, existe 1 canabinoide.”’ Porém, mesmo
havendo a possibilidade desses picos estarem relacionados a canabinoides, uma
melhor purificagdo e mais estudos devem ser feitos para complementar essas duas

técnicas analiticas para entdo se poder afirmar a identidade dos compostos presentes.



e Fracao5

A Fragao 5 apresenta o seguinte espectro de RMN de 'H (Figura 45).
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H da Fragéo 5.
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Pelo espectro acima observa-se que a separagao desta banda cromatografica

foi bem-sucedida. Ele encontra-se limpo, com os sinais bem definidos e 6tima relacao

sinal-ruido. Analisando-se o0s deslocamentos quimicos e as integragdes e

comparando-se com a literatura?? e com os dados da Tabela 4, trata-se do canabinol

(CBN) puro.

Para uma maior confirmacéo, realizou-se as atribuicbes de todos os sinais de

hidrogénio presentes no espectro acima a partir de comparagdo com os dados

presentes no trabalho de Choi et al. (2004a)?2. A Tabela 7 a seguir mostra os

deslocamentos quimicos do CBN no espectro de RMN de "H (Figura 45) obtido e seus

respectivos valores encontrados na literatura.??
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos (8) em ppm para o Canabinol (CBN) — Espectro de RMN de 'H do
CBN separado por CLAE e dados da literatura.?2

Posicdo | RMN de 'H - Literatura | RMN de 'H - Composto obtido

1
2 8,16 (1H, s) 8,20 (1H, s)
3

3-Me 2,38 (3H, s) 2,39 (3H, s)
4 7,07 (1H, d, 7,9 Hz) 7,07 (1H, d, 7,8 Hz)
5 7,14 (1H, d, 7,9 Hz) 7,15 (1H, d, 7,8 Hz)
6
7
8 1,60 (6H, s) 1,61 (6H, s)
9 1,60 (6H, s) 1,61 (6H, s)
1!
2!
3’ 6,29 (1H, d, 1,1 H2) 6,26 (1H, d, 1,6 Hz)
4’
5 6,44 (1H, d, 1,1 Hz) 6,45 (1H, d, 1,6 Hz)
6!
17 2,50 (2H,t, 7,5 Hz) 2,48 (2H,t, 7,5 Hz)
2” 1,63 (m) 1,57 (2H, m)*
3” 1,32 (m) 1,32 (4H, m)
4” 1,32 (m) 1,32 (4H, m)
5" 0,89 (3H, t, 6,8 Hz) 0,90 (3H, t, 6,9 Hz)

2’-OH 5,13 (1H, s) -

s - singleto; d - dubleto; t - tripleto; m - multipleto.
*Este sinal encontra-se parcialmente suprimido pelas duas metilas em 1,61 ppm.
- Sinal ndo apareceu no espectro.

O cromatograma gasoso da Fragédo 5 encontra-se a seguir (Figura 46), e por
ele confirma-se a presenca de apenas CBN na mesma. Seu tempo de retencéo no
presente método foi de 22,008 minutos, com 100% de area de integracao relativa, e

pela biblioteca NIST, a probabilidade de ser este composto é de 97,6%.
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Figura 46. Cromatograma gasoso da Fracéo 5, estrutura e perfil de fragmentagdo do CBN.

Portanto, conclui-se que se conseguiu obter o canabinol com alta pureza
(=100%), cumprindo este composto, entdo, o papel de poder ser utilizado como
material de referéncia.

Da Fracao 5 também foram realizados outros experimentos de RMN. Como o
CBN estava puro, as demais anadlises foram feitas unicamente para novamente
comprovar que se tratava deste composto. Os espectros obtidos sdo encontrados no

Anexo 2.
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e Fracao6
A Figura 47 abaixo exibe o espectro de RMN de 'H da Fragéo 6.
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H da Fragéo 6.

Nota-se que o espectro apresenta muitos sinais, logo, a Fragdo 6 esta impura
e nela estdo presentes no minimo dois compostos. Entretanto, dentre estes, € muito
provavel a existéncia de canabinoides, pelos sinais caracteristicos destes
componentes por todo o espectro, como por exemplo, os sinais em 6,12 ppm, 6,25
ppm, 6,27 ppm, etc., que podem ser alusivos ao A%>-THC e também os sinais em 8,12
ppm e 7,12 ppm, que podem ser relativos ao CBN (ver Tabela 4). Por RMN, quando
se trabalha com misturas desse tipo, o0 que se tem s&o possibilidades e nao certeza.
Uma constatacao a ser feita € a presenga do singleto em 12,82 ppm que indica a
provavel presenca de um acido na Fracao 6, que até entdo nao havia aparecido nas
demais fragdes ja analisadas.

O cromatograma gasoso (Figura 48) mostra a presenga de seis compostos
(seis picos) na presente fracdo, sendo 3 deles canabinoides. O pico 1, de tempo de
retencdo de 21,304 minutos e area de integracgao relativa de 6,47% é A8-THC, com
86,5% de probabilidade pela biblioteca NIST. O pico 2, em 21,502 minutos e 100% de
area de integragao relativa, trata-se do A°-THC com 89,2% probabilidade. E o pico 4,
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com tempo de retencéo de 22,013 minutos e area de integracao relativa de 33,7% é

o CBN com 98,3% de probabilidade.
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Figura 48. Cromatograma gasoso da Fragcdo 6, estruturas e perfis de fragmentacdo de seus
canabinoides.

Os demais picos, 3, 5 e 6, ndo identificados como canabinoides pela presente

biblioteca, apresentam, respectivamente, valores de m/z de 308, 348 e 344.
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Com m/z = 308 existe um possivel canabinoide de acordo com a referéncia 71,
com m/z 348 existem 3 e com m/z 344 existem 3, porém, esses ultimos séo acidos, e

nao apareceriam no CG.

e Fragao7
A Fragéo 7 é representada pelo espectro de RMN de 'H presente na seguinte
Figura 49.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H da Fragao 7.

Observa-se que se trata de um espectro mais limpo (principalmente na regiao
de hidrogénios aromaticos dos canabinoides) em que provavelmente se tem um
desses compostos e mais algumas impurezas (quando analisa-se as integragoes).
Destaca-se aqui a possibilidade de se ter um acido, visto o singleto que aparece em
12,23 ppm ser caracteristico de hidrogénios deste grupo funcional.

Mais especificamente, parece tratar-se do acido tetraidrocanabindlico (THCA).
Comparando-se os valores dos deslocamentos quimicos dos sinais destacados no
espectro com os dados da literatura?? presentes na Tabela 4, estes trés sinais s&o
caracteristicos deste canabinoide.

Para a confirmagédo, segue o cromatograma gasoso da Fragao 7 na Figura 50.
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Figura 50. Cromatograma gasoso da Fragcdo 7, estruturas e perfis de fragmentacdo de seus
canabinoides.

Observa-se que ha corroboracéo das constatagdes feitas por RMN. A Fragao 7
apresentou dois compostos, ambos canabinoides, sendo o majoritario, de tempo de
retengcdo de 21,493 minutos e 100% de integracéo relativa de area, o THCA. No
cromatograma de CG-EM, o mesmo aparece como sendo o A®-THC, com 89,3% de
probabilidade pela biblioteca NIST, porém, como confirmado por RMN, trata-se do seu
homodlogo &acido. Isso ocorre pelo fato do THCA se descarboxilar a THC a
temperaturas mais elevadas, em torno de 125 a 150°C." Ja o segundo pico, com
tempo de retencdo de 22,008 minutos e area de integragao relativa de 21,13% ¢é o

CBN com 98,2% de probabilidade. Como ndo se observa sinais evidentes



98

caracteristicos de CBN no espectro de RMN de 'H da Figura 49, uma possivel
explicagcdo para o seu aparecimento no cromatograma gasoso pode ser a elevada
temperatura que faz o THCA se descarboxilar a THC e este consequentemente se
oxidar a CBN.

e Fracao8
Nas Figuras 51 e 52 s&o apresentados o espectro de RMN de 'H e o

cromatograma obtido por CG-EM da Fracéo 8.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H da Fragao 8.

No espectro acima é possivel observar apenas que nao se trata de uma fragao
pura, visto que as integracbes mostram a presenca de muitos hidrogénios. Também
nao se tem muitos sinais caracteristicos de canabinoides, o que pode levar a crer que
€ possivel que esta fracdo nao apresente compostos pertencentes a essa classe.

Ao analisar o cromatograma abaixo (Figura 52), nota-se a presenca de varios
picos. Apos verifica-los, constatou-se que ndo sao relativos a canabinoides.
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Figura 52. Cromatograma gasoso da Fragao 8.

e Fracao9
Por fim, a ultima banda cromatografica separada por CLAE foi a Fragcédo 9. Seu

espectro de RMN de 'H é mostrado na Figura 53 abaixo.
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Figura 53. Espectro de RMN de 'H da Fragéo 9.
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A Fracédo 9 também apresentou um espectro mais limpo (Figura 53), mas que
nao aparenta conter apenas um composto. Visualmente, no geral, este se assemelha
a espectros de canabinoides, apresentando sinais que aparecem nas mesmas
regides. E possivel observar alguns deslocamentos quimicos semelhantes aqueles
encontrados para o CBN, como por exemplo o dubleto em 7,07 ppm (J =7,9 Hz) e 0
singleto largo em 7,12 ppm (literatura: & = 7,14 ppm, dubleto, J = 7,9 Hz), no entanto,
comparando-se este com o espectro da Figura 45, ndo parece se tratar de CBN,
podendo, talvez, ser algum composto com estrutura semelhante a dele.

O cromatograma gasoso da Fragao 9, presente na Figura 54, mostra a
presenca de apenas dois compostos. Pela biblioteca NIST os picos ndo sao

concernentes a canabinoides.
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Figura 54. Cromatograma gasoso da Fracdo 9.

Entretanto, analisando-se a possibilidade de serem constituintes desta classe
nao identificados no banco de dados NIST, buscou-se possiveis correlacdées na
literatura.”®"" O pico 1, de tempo de retencdo de 22,392 minutos e 100% de area de
integracao relativa, apresenta m/z = 344, que de acordo com a referéncia 71 pode ser
de 3 possiveis canabinoides, que por serem acidos, deveriam aparecer como seus
homodlogos neutros no CG, mas este nao foi o0 caso. Ja o pico 2, com m/z = 378, nao

e referente a nenhum canabinoide até o momento reportado na literatura pesquisada.
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Portanto, resumindo tudo o que foi exposto acima, das 9 fragdes obtidas da
purificacdo da fragdo denominada “Fragdes 19-24” por CLAE, apenas uma estava
completamente pura (Fragdo 5), e de todas elas, apenas cinco apresentaram

canabinoides identificados por CG-EM, conforme pode ser visto na Tabela 7 a seguir.

Tabela 7. Canabinoides identificados por CG-EM nas fragbes obtidas da purificagdao por CLAE da
“Fragdes 19-24".

Fraca Canabinoides por CG-EM Tempo~de Probabilidade
racdo | Massa (mg) = o retencao o
(Integragao relativa %) (minutos) (%)
1 57 CBN (26,58%) 22,008 82,9%
’ 11-hidroxicanabinol (100%) 24,453 71,6%
2 9,3 CBV (100%) 20,372 72,4%
3 2,6 - - -
4 25 - - -
5 129,2 CBN (100%) 22,008 97,6%
A8-THC (6,47%) 21,304 86,5%
6 8,1 AS-THC (100%) 21,502 89,2%
CBN (33,7%) 22,013 98,3%
7 65 AS-THCA*(100%) 21,493 89,3%
' CBN (21,13%) 22,008 98,2%
8 4,0 - - -
9 0,4 - - -

-: fragbes nado apresentaram canabinoides.
*: no CG-EM apareceu A%-THC, porém, trata-se do seu acido precursor THCA (confirmado por RMN),
que se decompde ao homadlogo neutro em temperaturas elevadas.

Como essas fragbes nao foram completamente separadas e algumas
apresentaram misturas de canabinoides, para se obter os compostos identificados em
sua forma pura, tentou-se nova purificacdo. Duas fracbes foram resubmetidas a

CLAE. A seguir encontram-se os resultados obtidos para as mesmas.

4.3.2. Purificagéo da Fracéo 2

A Fragao 2, por CG-EM, apresentou 4 compostos (Figura 40). Dentre eles, a
canabivarina (CBV) era a de maior porcentagem na amostra.

Ao repurificar esta fragdo por CLAE-DAD com o intuito de se obter o
canabinoide CBV puro obteve-se o seguinte cromatograma (Figura 55) com 5 bandas

cromatograficas, nomeadas de subfragbes 2.1 a 2.5.
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Figura 55. Cromatograma liquido (CLAE-DAD) obtido da purificagdo da Fragéo 2.

A Subfracdo 2.1, de tempo de retengdo de 24,839 minutos e de maior
absorbancia, foi inferida como sendo referente ao composto majoritario na amostra,
no caso, o CBV. Como a mesma foi separada e considerada pura, a analisou-se por

RMN de "H. O espectro encontra-se na Figura 56 a seguir.
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H da Subfracado 2.1 apés purificagcdo por CLAE-DAD da Fragéo 2.
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Observa-se que de alguma forma a purificacdo nao foi eficiente, pois ha mais
de um composto no espectro de RMN de 'H acima. Este espectro é proveniente de
uma unica banda cromatografica separada por CLAE-DAD, a Subfragdo 2.1, porém,
se comparado ao espectro de RMN de 'H de sua fragdo de origem, a Fragéo 2 (Figura
39), constata-se que o primeiro apresenta mais sinais do que este ultimo.

Nota-se no espectro da Figura 56 sinais com deslocamentos quimicos
semelhantes aos do CBN, o que era de se esperar, visto que CBN e CBV apresentam
estruturas quimicas quase que idénticas. Logo, por RMN pode-se inferir que se tem
CBV na Subfragao 2.1 separada, porém, tem-se mais compostos juntos que nao foram
vistos no cromatograma de CLAE, por provavelmente estarem sobrepostos pela
banda cromatografica deste constituinte.

Resolveu-se, entéo, realizar CG-EM da Subfragao 2.1 para verificar o que havia

acontecido e o cromatograma obtido € mostrado a seguir (Figura 57).
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Figura 57. Cromatograma gasoso da Subfragéo 2.1, estrutura e perfil de fragmentacéo da canabivarina.

O cromatograma acima, da Subfragédo 2.1, que por CLAE-DAD tratava-se de

apenas uma banda cromatografica (Figura 55) e consequentemente se esperaria que
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de um unico composto, apresentou 5 picos. De acordo com CLAE, esta subfragéo
estava pura e isolada, o que nao foi observado por RMN e CG-EM. Comparando-se
este cromatograma (Figura 57) com aquele da Fragdo 2 originaria (Figura 40),
observa-se que apds separada, a Subfracado 2.1 apresentou 5 picos, enquanto a sua
fragcdo de origem (antes da purificagdo) apresentou apenas 4 picos. Além disso, a
canabivarina (CBV), que na Fragéo 2 (Figura 40) apresentava 100% de integracéo
relativa de area, agora, no cromatograma da Subfracdo 2.1, teoricamente purificada e
onde se esperava ter um unico pico referente ao CBV, ndo é mais o pico majoritario
(Figura 57).

Portanto, conclui-se que a purificagdo que havia se achado ser eficaz, ndo o
foi. E, possiveis explicacbes para isto sdo o fato da possibilidade de terem sido
formados compostos de degradagéo devido a exposi¢ao a elevadas temperaturas no

CG ou até mesmo da possibilidade de contaminagdo com impurezas.

4.3.3. Purificagdo da Fracao 6

A purificagdo da Fragédo 6 era de grande valia, pelo fato de apresentar o A%-
THC, composto de extrema importancia forense. Apds diversas tentativas de
otimizagdo de métodos, chegou-se a um que separava melhor as bandas
cromatograficas de interesse. Por CG, a Fragcao 6 apresentou 6 picos (Figura 48), ja
pelo cromatograma obtido por CLAE-DAD (Figura 58), apareceram 7 bandas,

denominadas de subfra¢des 6.1 a 6.7.
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Figura 58. Cromatograma liquido (CLAE-DAD) obtido da purificagdo da Fragédo 6.
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Estas bandas foram analisadas por RMN de 'H com a finalidade de se obter os
espectros de cada composto puro, porém, ao analisar os espectros obtidos observou-
se que as massas das subfra¢cdes ndo foram suficientes para as analises. Logo, n&o

foi possivel obter nenhuma informacéo sobre as mesmas por esta técnica.

4.3.4. ldentificacdo por CG-EM das demais fracdes provenientes da preé-
purificagcdo do extrato bruto de maconha

As fragdes provenientes da separagao do extrato bruto por Sephadex LH-20,
exceto a fracdo chamada “Fragbdes 19-24”, também foram submetidas a CG-EM e a
Tabela 8 mostra quais canabinoides foram identificados pela biblioteca NIST. Nao foi
possivel, pela auséncia de tempo habil, trabalhar na purificacdo de cada uma delas.
Mas, pode-se ter uma nogao geral de quais compostos da classe de interesse estao
presentes no extrato bruto de maconha. Canabinoides como canabicromeno,
canabiciclol e canabicumaronona foram encontrados. A Figura 59 apresenta as
estruturas quimicas dos canabinoides identificados que ainda ndo tiveram suas
estruturas demonstradas no decorrer do trabalho. E os cromatogramas das fragdes

da Tabela 8 encontram-se no Anexo 3.
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Tabela 8. Canabinoides identificados por CG-EM nas demais fragdes obtidas apds separacio do extrato bruto de maconha por Sephadex LH-20.

Canabinoides

Fragées 1-5 Fragoes 6-11 Fracoes 12-18 Fl;a;)g:(z):s Fragées 25-31 Fragoes 32-40
19,556 Canabiciclol (?%) / P=45,6% @
B Canabivarina (1,66%) /
(0] s
20,355 N P=79,6%
20,718 Canabicromeno (2,21%) / P=67,7% 2
_|.20,941 Canabicumaronona (2,78%) / P=91,4% L
< Canabicumaronona (1,96%) / . _ 3 s
£ 21,027 P=88 1% Canabicumaronona (1,76%) / P=87,4% @ é
s A%-THC 55 AS-THC (2,17%) /
W | 21,485 (2,15%) / AS-THC (3,53%) / P=90,0% AS-THC (17,6%) / P=85,0% 38 P=88 4%
Q P=69,7% © 5 R
o [T : — 8a
g 21,708 Canablc%rfggorg%na (?%)/ Canabicumaronona (?%) / P=12,5% 9‘_%
o — =0
8 CBN (100%) / _ o Dot Mo w9 o\ | PR 10 CBN (11,6%) /
g 22,013 P=97 7% CBN (100%) / P=98,1% CBN (100%) / P=98,0% ¢ 8 CBN (100%) / P=98,0% P=08.0%
® | 22,796 Metoxi-THC (3,91%) / P=27,5% Metdxi-THC (2,97%) / P=8,94% o 5
1=
8a-Hidroxi-6-9-tetraidrocanabinol (2,03%) cg
[
8 23,253 / P=38,4% 8
o 8a-Hidroxi-6-9- e . . o o 5
2 | 23538 tetraidrocanabinol (1,95%) / | 54-HIdrox-o-9-tetraidrocenabinol (8,54%) | - g o
2 P=28,7% =03,£70 =
4 : 5
8a-Hidroxi-0-9- e . . »
23,752 tetraidrocanabinol (3,13%) / SG'H'd(rgg"652'3';3t;,a="2’;°g§/“ab'”°' g
P=29,2% e s 8
c 11-Hidroxicanabinol
24,461 < (71,86%) / P=63,4%

Representacdo: Canabinoide (Integragéo - %) / Probabilidade (%)
?: O respectivo pico néo foi integrado pelo software.
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CQ1H3002 PM = 330 Da

C21H3003
Figura 59. Estruturas quimicas dos canabinoides identificados por CG-EM nas fracdes obtidas apos
separacao do extrato bruto por Sephadex LH-20.

E importante ressaltar que n&o foi constatada a presenga do canabidiol (CBD)
em nenhuma das fragcbes acima estudadas. Este canabinoide € de extrema
importancia de uso clinico devido aos seus efeitos medicinais, e seria de grande valor

sua obtencao na forma pura.
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4.3.5. Padrdes de canabinoides por CG-EM
Cinco padroes de canabinoides cedidos pelo Laboratério de Petrolebmica e
Quimica Forense foram analisados por CG-EM e seus cromatogramas encontram-se

a seqguir.

e Padrao de CBN
O canabinol apresentou tempo de retencdo de 22,017 minutos no presente
método, como pode ser visto na Figura 60, e 98,0% de probabilidade pela biblioteca

NIST.
x10%

5.

Canahinol

4 5 6 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Contagensvs. Tempo de Aquisicio (min)

«10°[TBH
1 2952

| 55.085.077.0 91110501194 15;.11§5-H?5.1155_12[?5-12@.12%5215.1.1255.1231.2, 3102
50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350
Contagens vs. Razdo Massa-Carga (m/fz)

Figura 60. Cromatograma gasoso do padrao de CBN, estrutura e perfil de fragmentagéo.

Nota-se que o tempo de retencao do padrao bate com os tempos de retencéao
obtidos para o CBN presente nas fracbes acima estudadas. Portanto, mais uma vez,
€ confirmada a presenca deste composto nas amostras analisadas no trabalho e
reitera-se aqui a possibilidade de se usar o CBN obtido a partir da purificagdo do

extrato de maconha como uma substancia de referéncia.
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e Padrio de A°-THC
O A%-tetraidrocanabinol apresentou tempo de retencdo de 21,489 minutos, com

91,7% de probabilidade de ser ele pela biblioteca NIST. A Figura 61 mostra o seu

cromatograma juntamente com o perfil de fragmentacgéo.

x10%

SFtetraidrocanabinol

rl 1

D i M i i i ol
4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Contagensvs. Tempo de Aquisicao (min)

Ly 2311 255 7
3142
22

2832

2431
174.1 1531

2171

1 55067081170 11501281 1470 | 2852
M .

50 70 90 110 130 150 170 180 210 230 250 270 280 310 330 350
Contagens vs. Hazdo Massa-Carga(m/fz)

Figura 61. Cromatograma gasoso do padrédo de A°-THC, estrutura e perfil de fragmentagao.

Para o A°-THC observou-se a mesma coisa que para o CBN. Os tempos de

retencao do padrao e das amostras analisadas que o continham foram idénticos.
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e Padrao de CBD
O canabidiol apresentou tempo de retencdo de 20,714 minutos e 45% de

probabilidade pela biblioteca NIST. A Figura 62 exibe o cromatograma obtido.

x10%

5.

HO

Canabidiol

| i

D I I I I I I I I I I I I| - .I I.. I i - ..I I I I : I I

4 5 6 7 &8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Contagensvs. Tempo de Aquisigdo (min)

x10%| CBD 2711

55.067.177.091.0107.1121.1134 747059 (174.1 1931207 1 246.2550 12712505 §3923142

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330
Contagensvs. Razdo Massa-Carga(m/fz)

Figura 62. Cromatograma gasoso do padrao de CBD, estrutura e perfil de fragmentacgéo.

Como o CBD néo foi identificado nas amostras analisadas, o mesmo nao foi

utilizado para qualquer tipo de confirmagao.
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e Padrao de CBC
O canabicromeno apresentou tempo de retencdo de 20,731 minutos no

presente meétodo, com 62,1% de probabilidade pela biblioteca NIST. O cromatograma

obtido é representado na Figura 63 abaixo.

x108
G
> OH
o
4]
] s
Canabicromeno
3
2]
11
0 . . . . . . . . . . . I. . -. . . N . ..I . JI . . . .
4 5 6 7 &8 9 1111213141516 17 18 19 20 271 22 23 24 25 26 27
Contagensvs. Tempo de Aquisicio (min)
x108
3 CBC 2311
7]
T 74
ol 550631 910 m11.5|.;p1gg_mq;.[:-1§[:-ﬂ L 'i'sh?.jzm.u]?.y 24312585717 23323142

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350
Contagensvs. RazdoMassa-Carga(m/z)

Figura 63. Cromatograma gasoso do padrao de CBC, estrutura e perfil de fragmentagéao.

Observa-se que no presente método, CBC e CBD (isbmeros) apresentaram
tempos de retencdo muito semelhantes. Como dito anteriormente, o CBD né&o foi
identificado no estudo, entretanto, na fragdo denominada “Fracbes 12-18” foi

observada a presenga do CBC (ver Tabela 8).
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e Padrao de CBG
O canabigerol apresentou tempo de retengdo de 21,885 minutos no presente

meétodo, com 97,6% de probabilidade pela biblioteca NIST. A Figura 64 a seguir expde

o cromatograma e o perfil de fragmentagao do CBG.

X108
-‘-1-'
31 OH
9] HO
1 Canabigerol
1]
I}- i " " A -\._j
4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Contagensvs. Tempo de Aquisigao (min)
x10°
CBG 1531
B.
N &9 1231 2311
550 ) oo 0107 05 P s ien 1771 | 05 12192], 2720 072 012%162

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350
Contagensvs. Razdo Massa-Carga (mfz)

Figura 64. Cromatograma gasoso do padrao de CBG, estrutura e perfil de fragmentagao.

Este canabinoide também n&o foi encontrado nas fracbes estudadas no

presente trabalho, e, portanto, nao foi utilizado para qualquer tipo de comparagao.



113

4.4. Novas extragcoes das 156 amostras para serem analisadas por
Espectrometria de Massas

As mesmas 156 amostras de maconha anteriormente analisadas por RMN de
'H foram novamente pesadas, extraidas com metanol, e, apos o tempo de maceragao,
tiveram o solvente filtrado para outros frascos e evaporado gerando-se extratos
brutos. Em seguida, a esses extratos foi adicionado acetonitrila e as solugdes
formadas foram analisadas por paper spray no modo negativo.

O solvente em questao foi selecionado por dissolver bem os canabinoides, e
como estes possuem grupos hidroxila (-OH) em suas estruturas quimicas, o modo
negativo foi escolhido visto que a desprotonagdo do grupo hidroxila na ionizagao
ocorre faciimente.

A utilizacdo de paper spray, fonte de ionizagdo ambiente, proporcionou a
identificacdo de valores m/z de canabinoides presentes nos extratos de maconha -
misturas complexas - de forma simples e rapida.

Num primeiro momento, o objetivo ao analisar as 156 amostras de maconha
por EM era utilizar os dados obtidos em Quimiometria, comparando-se os resultados
da aplicagcdo da ACP entre esta técnica e a RMN. Por isso a extracdo em EM foi
idéntica a feita anteriormente para RMN. Entretanto, com o grande volume de dados
obtido, resolveu-se utiizar a EM na identificacdo dos canabinoides e
consequentemente usar os resultados desta a fim de corroborar com aqueles obtidos
a partir das técnicas analiticas anteriormente utilizadas. A Tabela 9 a seguir apresenta
as massas de extrato bruto e os respectivos rendimentos de extracido obtidos para
cada amostra analisada por EM. E, seus respectivos espectros de massas podem ser

vistos no Anexo 4.

Tabela 9. Amostras analisadas por EM, suas massas pesadas e rendimentos das extracdes.

Mé Massa pesada Massa obtida de Rendimento da

és/Ano Amostra ~
(mg) extrato (mg) extragao (%)

N1 07 15 19,4 2,6 13,4

N2 07 15 22,9 3,7 16,2

N3 07 15 21,7 1,5 6,9

C1 07 15 19,3 2,0 10,4

C2 07 15 19,2 2,1 10,9

C3 07 15 22,8 5,4 23,7

Julho/2015 M1 07 15 22,8 2,6 11,4

M2 07 15 20,6 1,2 5,8

M3 07 15 18,6 4.6 24,7

S1 07 15 20,5 2,4 11,7

S2 07 15 21,0 2,6 12,4

S3 07 15 20,8 3,6 17,3
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Massa pesada

Massa obtida de

Rendimento da

Més/Ano Amostra (mg) extrato (mg) extragéo (%)
N1_06_15 21,0 3.8 18,1
N2 _06_15 18,6 1,8 9,7
N3 06_15 214 3.2 15,0
C1_06_15 21,1 3.3 15,6
C2_06_15 22,6 3.8 16,8
C3_06_15 22,7 3,9 17,2
Junho/2015 M1 06_15 19.4 47 24,2
M2 _06_15 22,4 3.7 16,5
M3 06 15 20,7 2,8 13,5
S1 06 15 21,5 24 11,2
S2 06 15 22,1 2,3 10,4
S3 06 15 21,9 2,8 12,8
N1 05 15 18,9 1,4 7.4
N2 05 15 19,9 2,8 14,1
N3 05 15 19,6 3,7 18,9
C1 05 15 18,9 2,6 13,8
C2 05 15 18,7 2,3 12,3
_ C3 05 15 18,5 2,8 15,1
M2 05 15 20,8 4,0 19,2
M3 05 15 21,3 33 15,5
S1 05 15 20,2 2,4 11,9
S2 05 15 20,0 1,8 9,0
S3 05 15 18,8 2,1 11,2
N1 04 15 20,1 6,0 29,9
N2 04 15 21,7 55 25,3
N3 04 15 21,3 1,0 4,7
C1 04 15 19,1 5,1 26,7
C2 04 15 20,1 4,0 19,9
) C3 04 15 22,6 2,9 12,8
M2 04 15 21,1 4,2 19,9
M3 04 15 21,2 1,8 8,5
S1 04 15 22,7 6,0 26,4
S2 04 15 21,3 3,0 14,1
S3 04 15 20,9 1,7 8,1
N1 03 15 19,2 3,0 15,6
N2 03 15 19,0 4.8 253
N3 03 15 19,5 3.4 17,4
C1 03 15 21,1 1,0 4,7
C2 03 15 222 1,0 4,5
C3 03 15 19,4 3,1 16,0
Mar¢o/2015 M1 03 15 19.3 3.8 19,7
M2 03 15 21,9 1,1 5,0
M3 03 15 23,1 25 10,8
S1 03 15 21,4 3,7 17,3
S2 03 15 19,5 2,6 13,3
S3 03 15 225 5,0 22,2
N1 02 15 19,5 0,7 3,6
. N2 02 15 22,4 3,2 14,3
Fevereiro/2015 N3 02 15 19.0 15 7.9
C1 02 15 18,9 1,3 6.9
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Massa pesada

Massa obtida de

Rendimento da

Més/Ano Amostra (mg) extrato (mg) extragéo (%)

C2 02 15 22,4 4,9 21,9

C3 02 15 18,4 1,2 6,5

M1 02 15 21,9 2,9 13,2

. M2 02 15 21,4 2,0 9,3
Fevereiro/2015 M3 02 15 227 1,0 4.4
S1 02 15 20,1 3.7 18,4

S2 02 15 20,3 1,7 8,4

S3 02 15 20,8 5,6 26,9

N1 01 15 20,3 3,7 18,2

N2 01 15 19,3 3,6 18,7

N3 01 15 18,5 3,2 17,3

C1 01 15 20,3 1,4 6.9

C2 01 15 21,9 1,1 5,0

, C3 01 15 18,5 2,3 12,4
Janeiro/2015 =015 198 35 17.7
M2 01 15 19,7 1,5 7,6

M3 01 15 19,3 1,8 9,3

S1 01 15 19,6 1,9 9,7

S2 01 15 20,7 0,8 3.9

S3 01 15 21,6 2,6 12,0

N1 12 14 221 4,5 20,4

N2 12 14 21,9 4,1 18,7

N3 12 14 20,1 2,9 14.4

C1 12 14 21,1 2,1 10,0

C2 12 14 19,9 6,1 30,7

C3 12 14 19,6 3,2 16,3
Dezembro/2014 -y =2, 205 33 16.1
M2 12 14 20,0 3,0 15,0

M3 12 14 20,2 2.2 10,9

S1 12 14 19,8 3,8 19,2

S2 12 14 21,6 3,9 18,1

S3 12 14 18,0 4,0 22,2

N1 11 14 19,7 37 18,8

N2 11 14 18,3 2,1 1,5

N3 11 14 225 35 15,6

C1 11 14 19,0 3.3 17,4

C2 11 14 21,8 25 1,5

C3 11 14 19,6 3,6 18,4
Novembro/2014 M1 11 14 204 3.1 15,2
M2 11 14 21,0 2,9 13,8

M3 11 14 19,5 3,2 16,4

S1 11 14 18,9 4,3 22,8

S2 11 14 20,3 3.8 18,7

S3 11 14 18,9 3,4 18,0

N1 10 14 22,8 4,3 18,9

N2 10 14 21,2 3,3 15,6

N3 10 14 20,1 4,2 20,9

C1 10 14 225 3,6 16,0
Outubro/2014 C2 10 12 18,7 4,0 21,4
C3 10 14 20,2 3,3 16,3

M1 10 14 22,8 4,2 18,4

M2 10 14 19,3 3,6 18,7
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" Massa pesada Massa obtida de Rendimento da
Més/Ano Amostra ~
(mg) extrato (mg) extracao (%)

M3 10 14 22,6 4,9 21,7

S1 10 14 22,6 2,4 10,6
Outubro/2014  =o>™10"14 20,1 2,7 13,4
S3 10 14 18,1 5,0 27,6

N1 09 14 20,4 1,2 5,9

N2 09 14 21,0 3,9 18,6

N3 09 14 22,0 3,3 15,0

C1 09 14 21,9 3,6 16,4

C2 09 14 21,5 4.8 22,3

C3 09 14 20,1 3,8 18,9
Setembro/2014 =59 14 20.7 4.2 20.3
M2 09 14 21,6 5,6 25,9

M3 09 14 20,9 4,7 22,5

S1 09 14 19,8 4.8 24,2

S2 09 14 18,3 3,7 20,2

S3 09 14 22,6 3,4 15,0

N1 08 14 221 4.9 22,2

N2 08 14 21,2 2,1 9,9

N3 08 14 22,3 5,2 23,3

C1 08 14 18,9 45 23,8

C2 08 14 20,7 4.4 21,3

C3 08 14 22,7 49 21,6

Agosto/2014  my=n8~14 20.4 35 17.2
M2 08 14 21,5 4.1 19,1

M3 08 14 21,6 3,8 17,6

S1 08 14 19,1 1,6 8,4

S2 08 14 19,6 3,0 15,3

S3 08 14 21,2 2,6 12,3

N1 07 14 19,2 4,0 20,8

N2 07 14 20,0 3,9 19,5

N3 07 14 21,4 3,8 17,8

C1 07 14 19,1 4,0 20,9

C2 07 14 18,3 3,6 19,7

C3 07 14 20,2 1,6 7,9

Julhol2014 =074 22,1 43 19,5
M2 07 14 19,8 2,6 13,1

M3 07 14 19,2 5,7 29,7

S1 07 14 20,8 2,5 12,0

S2 07 14 22,8 2,4 10,5

S3 07 14 20,0 2,7 13,5

Observa-se na tabela acima o mesmo observado nas amostras extraidas para
RMN (Tabela 3): rendimentos das extragbes muito variados, mesmo com O
procedimento adotado para todas tendo sido idéntico e novamente, partindo-se de
quantidades de massa de amostra semelhantes. Aqui, os rendimentos variaram de
3,6% a 29,9%, sendo o menor valor referente a amostra N1_02_15 e o maior a
amostra N1_04_15. Nenhuma relacéo € obtida a partir da Tabela 9.
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Analisando-se os espectros de massas obtidos para as amostras (ver Anexo
4), nota-se que ha variagdes nas intensidades dos sinais obtidos, mas no geral, todos
os espectros apresentam valores de m/z semelhantes - alguns relativos aos principais
canabinoides -, 0 que mostra que ha similaridade entre as amostras estudadas. Na
Figura 65 a seguir encontram-se os espectros de massas das mesmas cinco amostras
utilizadas para RMN (Figura 31), a fim de se observar possiveis semelhancgas e

diferencas existentes entre elas por EM.
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Figura 65. Espectros de massas de 5 amostras de maconha para se observar possiveis semelhangas
e diferengas existentes entre as mesmas.

Percebe-se que visualmente ha diferengas entre os espectros, principalmente
em relagao a intensidade e quantidade de sinais. Alguns apresentam menos sinais
que outros. No entanto, observa-se que mesmos valores de m/z se repetem em todos
os espectros, inclusive na faixa de 300 a 400 nm/z, que caracteriza os canabinoides.

Selecionando-se um espectro geral para exemplificar todos os obtidos, e assim,
realizar as identificagdes dos m/z de canabinoides, escolheu-se a amostra C3_07_15,
escolhida anteriormente para RMN (Figura 32), para que os resultados das duas
técnicas se complementem. A Figura 66 a seguir exibe o espectro de massas da
amostra C3_07_15.
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Figura 66. Espectro de massas da amostra C3_07_15.

Observa-se no espectro acima valores de m/z de canabinoides. Como a
amostra foi analisada no modo negativo, os valores sdo diminuidos em uma unidade.

A Tabela 10 a seguir mostra os valores de m/z identificados no espectro e a
quais possiveis canabinoides estado relacionados. Buscou-se os valores de m/z dos
compostos presentes na Figura 4 e também daqueles identificados no decorrer do
trabalho (Figura 59). Além disso, utilizou-se a Referéncia 71 como auxilio na busca de
outros possiveis canabinoides com valores de m/z que apareceram no espectro de

massas da Figura 66.

Tabela 10. Valores de m/z identificados no espectro de massas e seus respectivos possiveis
canabinoides.

m/z Formula molecular Erro (ppm) Intensidade Canabinoide
medido real relativa (%)
281,24912 C1gH3402 1,83 1,18 CBV
309,18656 C21H2602 1,80 18,19 CBN
9 8,

313,21793 Co1Hs002 2,01 2,12 A%THC, gaBn[;’b(iéi%IA -THC,
315,23355 C21H3202 1,90 0,28 CBG
325,18531 C21H2603 31,7 7,05 11-hidroxicanabinol
327,19719 C21H2803 1,91 0,67 Canabicumaronona
353,17669 C22H2604 2,42 91,73 CBNA™
357,20803 C22H3004 2,50 100 THCA, CBDA
359,22361 C22H3204 2,30 9,31 CBGA
389,19800 C22H3006 2,68 66,71 8B-11-bis-hidroxi-A°>-THCA-A™
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O sinal com m/z 408,20389 que aparece com 72,26% de intensidade relativa
no espectro de massas da Figura 66, nao corresponde, pelas Referéncias 12 e 71, a
nenhum canabinoide natural identificado na planta Cannabis sativa L. Em
compensagao, uma busca realizada na Referéncia 70 levou ao canabinoide sintético
recente EG2201, de formula molecular C2sH22aFNO. Pelo software DataAnalysis®, o
valor de m/z em questao pode se referir a essa férmula com erro (ppm) igual a 66,07.
Todavia, ndo se pode afirmar que realmente se trata deste composto apenas por esta
breve analise. Uma pesquisa mais aprofundada deve ser realizada para que quaisquer
declaragcbes sejam feitas. Ja o m/z em 424,19883 nao & concernente a nenhum
canabinoide de acordo com as referéncias acima citadas.

Comparando-se os resultados obtidos por EM e por RMN de 'H, constata-se o
seguinte: por RMN foi possivel notar a presencga de sinais caracteristicos de CBN e
A°-THC na amostra C3_07_15, além de outros sinais que podem ser referentes a
diferentes canabinoides, mas que nada se pode afirmar sobre 0s mesmos pela técnica
em questdo. Ja por EM confirmou-se a presenga de CBN (309,18656 m/z) e a
possibilidade da presenca de A%-THC, uma vez que o Unico valor de m/z em
313,21793 pode também se referir a todos os isbmeros desse composto. Por EM,
outros possiveis canabinoides também foram identificados na amostra estudada,

como pbde ser visto na Tabela 10 acima.

4.5. Quimiometria
4.5.1. RMN

AACP (ou PCA, Principal Component Analysis) decompde o conjunto de dados
em escores e loadings, além de um residuo néo explicado pelo modelo matematico.
Esse artificio proporciona diversas vantagens, entre elas, a redugao da matriz original
de dados preservando, em suas componentes principais, a variancia do conjunto de
dados original.®*%2 Nesse sentido, para os dados da técnica de RMN deste trabalho,
a matriz de escores traz informacdes sobre a relacdo das amostras de maconha e os
loadings a relagao entre os valores de deslocamento quimico.

No entanto, os dados de RMN de 'H devem passar por pré-processamentos
para garantir a confiabilidade dos dados da ACP. Os espectros podem conter sinais
cujo valor maximo apresentam variagdes entre as amostras (Figura 67). Varios fatores
quimicos e/ou fisicos podem afetar a posi¢cao desses sinais. Quando os espectros sao
interpretados de maneira qualitativa, essas variagdes podem ser negligenciadas.
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Entretanto, para processamentos quantitativos, os desalinhamentos devem ser
corrigidos garantindo a harmonia entre os espectros de RMN.%” Nesse contexto, o
software icoshift, de codigo fonte aberto, tem se mostrado uma ferramenta versatil

para pré-tratamento de dados quimiométricos.67-68

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
f(ppm)

Figura 67. Espectros de RMN de 'H sobrepostos de todas as 156 amostras de maconha, com
desalinhamentos dos sinais e flutuagao da linha de base.

Além disso, a flutuagao da linha de base observada na Figura 67 pode, também,
ocasionar resultados errbneos em quimiometria por nao considerar a altura efetiva do
sinal. Neste caso, o algoritmo airPLS tem sido usado para pré-processamento de
dados de varias técnicas, principalmente RMN,%® gerando espectros ajustados em sua
linha de base.

Para exemplificar a aplicacao dos pré-pocessamentos aos espectros de RMN
de 'H, a Figura 68 apresenta as sobreposi¢des de sinais na regido de deslocamento
quimico de 8,10 a 8,22 ppm. Primeiramente, na letra (a) observa-se os espectros
originais, com diferengas nas alturas maximas dos sinais e também nas linhas de
base. Ja na letra (b), apds a aplicacao do icoshift nota-se o alinhamento de todos
sinais. Por fim, na letra (c), apds a aplicagdo do airPLS observa-se o ajuste da linha

de base.
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Figura 68. Pré-processamento dos espectros de RMN de 'H. Para exemplificagdo, o sinal de
deslocamento quimico entre 8,10 e 8,22 ppm para o (a) sinal original; (b) sinal apés o pré-
processamento icoshift; (c) sinal apds o pré-processamento airPLS.

Ap0és os devidos pré-processamentos, os espectros foram derivados para que
as taxas de variacao dos sinais fossem usadas na ACP e também centralizados na
média. Num primeiro momento, foi aplicada uma ACP com valores de variaveis
compreendidos entre 0 e 14 ppm, faixa que contempla o espectro de RMN completo,
utilizando-se todas as 156 amostras de maconha apreendidas no periodo de julho/14
a julho/15. Como critério inicial de agrupamento para a ACP admitiu-se o més datado
no laudo emitido pela Policia Civil. As notagbes dos meses foram realizadas da
seguinte maneira: julho/14 = 7*, agosto/14 = 8, setembro/14 = 9, outubro/14 = 10,
novembro/14 = 11, dezembro/14 = 12, janeiro/15 = 1, fevereiro/15 = 2, margo/15 = 3,
abril/15 = 4, maio/15 = 5, junho/15 = 6 e julho/15 = 7. O objetivo de aplicar esta ACP
foi avaliar a relacao entre o perfil quimico das amostras com o periodo de tempo das
apreensOes e suas macrorregioes.

A Figura 69 mostra o grafico de escores obtido.
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Figura 69. Grafico de escores das 156 amostras de maconha estudadas utilizando-se a faixa completa
dos espectros de RMN de 'H, de 0 a 14 ppm.

Com a selegao de todo o espectro de RMN para o calculo, percebe-se na figura
acima que nao houve separagao das amostras, todas elas ficaram agrupadas sem
uma distingdo clara, formando um unico aglomerado, o que mostra que essas
amostras possuem caracteristicas proximas, ou seja, que existe similaridade entre
elas. Portanto, em se tratando da avaliagdo de agrupamentos em relagdo as
macrorregides do estado do Espirito Santo, observa-se que as amostras se agrupam
naturalmente através dos meses. Desta forma, uma possivel inferéncia é o fato de
que essas amostras possam ser provenientes de uma mesma fonte, visto que o ES é
um estado pequeno e cortado de norte a sul por uma rodovia nacional. E provavel que
toda a droga entre por um unico local no estado e seja distribuida aos municipios, por
isso a similaridade. Outra possivel explicacdo para essa semelhanga pode ser a
degradagao que a maconha sofre com o tempo devido ao armazenamento, o que faz
com que todas as amostras apresentem os mesmos produtos de degradagao e, por
conseguinte, perfis semelhantes. Essa consideragdo é valida para o presente
trabalho, a partir das variaveis utilizadas aqui.

Pelos graficos de loadings (Figura 70) observa-se que a regidao entre 0 e 3 ppm
aparece com boa contribuigdo para as trés componentes principais, ou seja, € uma
regido importante, rica em informacéo, que abre margem até para outros estudos

devido & dificuldade em se extrair essa informagao. E uma regido na qual poderia ser
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empregada outra metodologia de trabalho para se conseguir obter mais detalhes de

toda a informagao que a mesma concentra.

. }» — +

loadings PC1

14 12 10 8 6 4 2 0 14 12 10 8 6 4 2 0
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loadings PC2
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L
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=
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Figura 70. Gréaficos de loadings das componentes principais 1, 2 e 3. Observa-se uma contribuicdo
significante da regido entre 0 e 3 ppm em todas as CPs.

Ainda analisando os graficos de loadings acima, nota-se que a regiao entre 6,0
ppm e 8,5 ppm — considerada de interesse por conter os sinais de hidrogénios
(aromaticos e olefinicos) mais distinguiveis dos canabinoides e também sinais
caracteristicos do CBN (produto de degradacdo do THC) — pode ter influéncia no
padrao comportamental das amostras. Decidiu-se entdo, que esta regido seria
suficiente para especular uma relagao entre as caracteristicas quimicas abstraidas
por RMN de 'H e os meses dos laudos policiais, visando elucidar um possivel
comportamento sazonal e até mesmo de idade (degradagdo) das amostras
aprendidas.

ApOs a selegao das variaveis (regiao entre 6,0 ppm e 8,5 ppm), uma nova ACP
foi aplicada observando-se os grupos naturalmente existentes e o novo grafico de

escores encontra-se na Figura 71 a seguir.
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Figura 71. Novo grafico de escores obtido apds selecdo de variaveis para as 156 amostras de maconha
apreendidas em diferentes cidades do estado do Espirito Santo de julho/14 a julho/15. Destaque para
uma separagao entre dois agrupamentos de meses.

Observa-se que com a selecao de variaveis, levando em consideragao os
escores das componentes principais 1 e 2, houve separagao das amostras em dois
grupos: um grupo A que compreendeu as amostras dos meses de julho/14 (7*) a
janeiro/15 e um outro grupo B que compreendeu as amostras dos meses de
fevereiro/15 a julho/15 (7). Portanto, o uso da ACP discriminou as 156 amostras em
dois grupos, onde nota-se que os meses de julho distantes um ano um do outro
ficaram em grupos diferentes.

A nova regiao de deslocamentos quimicos (8) agora avaliada esta relacionada
com a presenga de sinais de & caracteristicos do CBN, em 8,16 ppm (H2), 7,12 ppm
(H5) e 7,04 ppm (H4). Este é produto de degradacao do THC, n&o existe na droga
cuidadosamente e recém preparada, entdo, pode-se inferir que é possivel que
maconhas mais envelhecidas apresentem maiores quantidades de CBN. Desta forma,
explica-se a separagao dos dois grupos na figura acima, confirmada principalmente
pelos dois meses 7 e 7*, que diferem em tempo por um ano e se encontram em lados

opostos na figura, evidenciando que existem diferengas nessas amostras.
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4.5.1.1. ACP supervisionada

Para a aplicagdo da ACP supervisionada, inseriu-se trés fragdes obtidas apos
a purificacdo da fracdo denominada “Fragdes 19-24” por CLAE, chamadas Fragao 5
(CBN puro), Fragédo 6 (A®-THC + A®-THC + CBN) e Fragdo 7 (A°-THCA + CBN) ao
modelo contendo as 156 amostras de maconha. O objetivo ao se colocar esses
“padrdes” era tentar direcionar as amostras para verificar seu comportamento, se elas
se assemelhariam menos ou mais com eles. O grafico de escores obtido € exibido na

Figura 72 abaixo.
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Figura 72. Grafico de escores a partir de duas componentes principais para as trés fragdes (obtidas da
purificacdo da “Fracdes 19-24” por CLAE) e para as 156 amostras de maconha apreendidas em
diferentes cidades do Espirito Santo no periodo de julho/14 a julho/15.

Observa-se que as 156 amostras de maconha se agruparam em um unico
quadrante de CPs, localizadas nas regides de CP1>0 e CP2<0, estando, portanto,
mais proximas a Fragdo 6. Isso indica que, no geral, as amostras se assemelham mais
com esse “‘padrao”. Contudo, o agrupamento das amostras apreendidas na
localizacdo central de CPs confirma que elas também apresentam similaridade com
as outras duas fragdes obtidas, ou seja, que as 156 amostras apresentam quantidades
muito proximas dos trés “padrbes”, porém, obedecendo a seguinte ordem de
similaridade: Fragdo 6 (A8-THC + AS®-THC + CBN) > Fragdo 7 (A®-THCA + CBN) >
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Fracdo 5 (CBN puro).

Vale ressaltar que o agrupamento de todas as amostras na Figura 72, quando
estas foram observadas em funcdo dos “padrdoes”, mostra que nao houve uma
discrepancia entre elas. Esse fato confirma mais uma vez a similaridade entre as
amostras, e que na verdade, nas Figuras 69 e 71 foi dado um zoom em algo muito
pequeno, e € por este motivo que se enxergam la as amostras espalhadas. Se
estivessem de fato espalhadas, ao serem inseridas no modelo dos padrbes, as

amostras ndo se encontrariam agrupadas como pdde ser visto na Figura 72.

45.2. EM

Em Espectrometria de Massas n&o ha necessidade de pré-processamento dos
espectros como foi visto para RMN. Nessa técnica ndo ha deslocamento, logo, o uso
de ferramentas como icoshift e airPLS nao € necessario. Antes de se aplicar a ACP
aos espectros de massas das 156 amostras de maconha, somente se realizou a
centralizagdo dos dados na média. Na matriz de consolidagédo foram utilizadas duas
casas decimais para a precisao das massas.

Em seguida, para a aplicagdao da ACP, utilizou-se o espectro de massas
completo (faixa de m/z de 154 a 1300), considerando-se os sinais com intensidade
relativa acima de 1%. A Figura 73 abaixo mostra o grafico de escores obtido apds o
processamento dos dados.
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Figura 73. Grafico de escores das 156 amostras de maconha estudadas utilizando-se a faixa completa
dos espectros massas de m/z 154 a 1300.
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E possivel observar a partir do grafico de escores acima o mesmo observado
por RMN, ou seja, que nao houve separagado das amostras em diferentes grupos. As
mesmas formaram um unico grupo, confirmando que apresentam similaridade.
Portanto, as duas técnicas se corroboram, e mais uma vez pode-se sugerir que &
possivel que as amostras sejam provenientes de uma mesma fonte, e que a maconha
entre por um unico local no estado e seja entdo distribuida. Como por RMN, outra
possivel explicagao para a semelhancga pode ser a degradag¢ao por armazenamento e
o surgimento de compostos caracteristicos, como € o caso do CBN. Novamente,
reforga-se aqui que a consideragao feita acima é valida para o presente trabalho.

A seguir, na Figura 74, encontram-se os graficos de loadings das componentes
principais CP1, CP2 e CP3.
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Figura 74. Gréficos de loadings das componentes principais 1, 2 e 3. Destaque para uma contribuicao
significante do m/z 309 na explicacdo da CP1.

Avaliando-se os graficos de loadings acima, mais especificamente o da CP1,
nota-se a presenga de dois valores de m/z com maior contribuicdo para a variancia
explicada por esta componente, que aparecem em torno de m/z 250 e m/z 300. Este
ultimo, muito provavelmente se refere ao valor de m/z 309 concernente ao CBN (PM
=310 Da, ver Figura 4), com perda de um hidrogénio pelo fato das analises terem sido
realizadas no modo negativo. Ja o primeiro, aparentemente ndo tem nenhuma relagao

com canabinoides.
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Ainda a partir da Figura 74 acima pode-se dizer que no grafico da CP1 a
intensidade do CBN se destaca, o que mostra que esse valor de m/z (309) é uma
variavel de grande importancia na distingdo das amostras, uma vez que este é o
objetivo da ACP. Além disso, é possivel observar nos 156 espectros de massas obtidos
das amostras de maconha analisadas (Anexo 4) que algumas apresentam esse
mesmo sinal elevado e outras, baixo, porém, o fato é que o sinal em m/z 309 é um
sinal de grande varidncia, ou seja, com grande quantidade de informacdo, que,
todavia, apesar de ter muita importancia, pode nao servir para discriminar as amostras

estudadas.
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5. CONCLUSAO

Primeiramente, para se otimizar a identificagdo das amostras de maconha por
RMN de 'H, testes de extracdo foram realizados com uma amostra e diferentes
solventes. O método escolhido, que utilizou metanol como solvente extrator,
maceragdo como método de extragcado e cloroférmio deuterado para as analises de
RMN dos extratos obtidos, se mostrou eficaz e com boa relagao custo beneficio.

As 156 amostras de maconha utilizadas no estudo, apreendidas pela PC-ES
no periodo de julho/14 a julho/15 foram analisadas por RMN de 'H e renderam
espectros com um perfil geral muito semelhante, mostrando a existéncia de
similaridade entre elas. Porém, como a maconha é uma matriz de grande
complexidade, esta técnica analitica sozinha nao € totalmente conclusiva na
identificacdo dos canabinoides presentes nas amostras.

O extrato bruto gerado da jungao dos extratos de todas as 156 amostras foi
submetido a purificagdo por CLAE, dando origem a 9 fragcdes (bandas
cromatograficas). Apds analise por CG-EM, constatou-se que foi possivel obter CBN
como material de referéncia e, além disso, outras quatro fragdes contendo
canabinoides: duas com elevadas quantidades de A°>~-THCA e CBYV, respectivamente,
uma terceira com uma mistura dos isémeros A8-THC e A%-THC e uma quarta com 11-
hidroxicanabinol. No primeiro e no terceiro casos, houve a presenca de CBN como
subproduto, o qual pode ser obtido a partir da oxidagédo do A%-THC, que por sua vez é
naturalmente originado do seu acido precursor AS-THCA.

Outros canabinoides como canabicromeno, canabiciclol e canabicumaronona
foram também identificados no extrato bruto de maconha, sendo suas estruturas
confirmadas por CG-EM. Nao foi constatada a presenca de CBD, que & um
constituinte de extrema importancia para uso clinico devido aos seus efeitos
medicinais.

As 156 amostras de maconha também foram analisadas por EM e observou-se
o0 mesmo que para RMN: pela analise dos espectros, no geral todas apresentaram
perfis semelhantes, o que indica similaridade entre elas, agora confirmada por uma
outra técnica analitica. Por EM, novamente assim como por RMN, também se fazem
inferéncias a respeito dos possiveis canabinoides presentes nas amostras estudadas,
nao sendo esta técnica utilizada isoladamente conclusiva na identificacao precisa dos

mesmos.
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A partir da aplicagao da técnica quimiométrica ACP aos dados obtidos por RMN
e EM separadamente, novamente foi possivel notar corroboragéo entre essas duas
técnicas analiticas. Para cada uma delas, utilizando-se o espectro (de RMN de 'H e
de massas) completo, observou-se que as amostras de maconha ndo se separaram
em diferentes grupos, e sim, formam um unico aglomerado, fato que mais uma vez
mostra a existéncia de similaridade entre elas.

Para RMN, foi aplicada uma nova ACP, com sele¢ao de variaveis, e observou-
se a separagao das 156 amostras por meses em dois grupos. Desse resultado pdde-
se notar que amostras mais envelhecidas, provavelmente com maior quantidade de
CBN, se separaram das amostras mais novas, uma vez que a regido de deslocamento
quimico selecionada para essa analise compreende sinais unicamente caracteristicos
deste composto de degradagédo, que ndo existe na planta fresca ou na maconha
“nova” cuidadosamente seca.

Por fim, uma ACP supervisionada foi aplicada aos dados de RMN das 156
amostras de maconha e de 3 fragdes obtidas a partir da purificacdo do extrato bruto
por CLAE, mostrando novamente o quanto as amostras sdo semelhantes entre si, e
também a similaridade das mesmas com as fracbes obtidas obedecendo a seguinte
ordem: Fragdo 6 (A8-THC + AS%-THC + CBN) > Fragdo 7 (A%-THCA + CBN) > Fragéo 5
(CBN puro).
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Figura A1.2. Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos das amostras C2_07_15, C3_07_15, M1_07_15e M2_07_15 em CDCls.
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Figura A1.36. Espectros de RMN de "H dos extratos brutos das amostras M3_08_14, S1_08 14, S2 08 14 e S3_08 14 em CDCls.

13



175

El 8 o ° a a o a o s - g E o s ° e ° ° -
i T i T b i b T T T : ~ 1 " T : ) I ! " N
°
~
-
80'9 . 09
4% 4%
fax] w9
vT'9 . 89
82'9 0£'9
0v'9 0v'9
169 2 169
S6'9 ©8 569
€0'L = €0
S0'L S0°L
60'L ~  80¢
L o1'L
€L (493
YL w VUL
ST — 9T'8— —
-
S
~
o
b =
3 5
g <« ©
S 8 o ° a a o o a 2 S 8 e ° o
" " P T P il hil b < T 2 ~ " T T " :
°
~
-
45
T @
vT'9
809 87'9
019 w 87’9
a9 0’9
v g
ST'9 ©8& 20t -
829~ = foL -
mm”MA oL
. S0'L
or'L - ~ X .
NEW - e
YL mwm
®
9T'8— J ST — \IL
-
s
o
o
< «
o o
5 5
S S
E « 2

10

13

6
f1 (ppm)
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ANEXO 2
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Figura A2.1. Espectro de RMN de 'H da banda 5 (CBN).
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Figura A2.2. Espectro de RMN de '3C da banda 5 (CBN).
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Figura A2.3. DEPT da banda 5 (CBN).
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Figura A2.6. HMBC da banda 5 (CBN).

r10

20

30

40

50

60

r70

80

f1 (ppm)

90

r100

r110

r120

r130

140

150

160




181

ANEXO 3
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Figura A3.1. Cromatograma gasoso da fragdo denominada “Fracdes 1-5”.
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Figura A3.2. Cromatograma gasoso da fragdo denominada “Fragdes 6-11".
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Figura A3.3. Cromatograma gasoso da fragdo denominada “Fracgdes 12-18”.
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Figura A3.4. Cromatograma gasoso da fracdo denominada “Fracdes 25-31".
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Figura A3.5. Cromatograma gasoso da fragdo denominada “Fracgdes 32-40”.
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Figura A4.23. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras C2_12_14, C3_12_14, M1_12_14 e M2_12_14.
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Figura A4.28. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras N1_10_14, N2_10_14,N3_10_14e C1_10_14.
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Figura A4.29. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras C2_10_14, C3_10_14, M1_10_14 e M2_10_14.
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Figura A4.30. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras M3_10_14, S1_10_14,S2_10_14 e S3_10_14.
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Figura A4.31. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras N1_09 14, N2 _09 14, N3 09 14 e C1_09 14.
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Figura A4.32. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras C2_09 14, C3 09 14, M1_09 14 e M2_09 14.
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Figura A4.33. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras M3_09 14, S1 09 14,S2 09 14 e S3_09 14.
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Figura A4.34. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras N1_08_ 14, N2_08 14, N3_08 14 e C1_08_14.
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Figura A4.35. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras C2_08 14, C3 08 14, M1_08 14 e M2_08_14.
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Figura A4.36. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras M3_08 14, S1 08 14, S2 08 14 e S3_08 14.
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Figura A4.37. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras N1_07_14, N2_07_14, N3 _07_14 e C1_07_14.
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Figura A4.38. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras C2_07_14, C3_07_14, M1_07_14 e M2_07_14.
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Figura A4.39. Espectros de massas dos extratos brutos das amostras M3_07_14, S1_07_14,S2_07_14 e S3_07_14.



