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RESUMO

Esse trabalho analisa a procedéncia de plantas consideradas alucindgenas e/ou
psicoativas, tais como Cannabis sativa L. e Ipomoea violacea, utilizando a razdo isotépica do
isétopo estavel de oxigénio (**0) e de nitrogénio (**N), dando continuidade a projetos ja
desenvolvidos pelo grupo de pesquisadores do Centro de Isétopos Estaveis (CIE), os quais
avaliaram os is6topos de carbono-13. Esta pesquisa auxilia na criagdo de um banco de dados,
com o qual se pretende avaliar a procedéncia de cada planta.

Através da tecnica de IRMS (Isotope-Ratio Mass Spectrometry), demonstrou-se que
algumas das 24 amostras de maconha (Cannabis sativa L.) avaliadas apresentaram
semelhanca com aquelas cultivadas nas regides de Fairbanks e Tanacross no Alaska, EUA.
Por sua vez, as 50 amostras de Ipomoea violacea, oriundas de Botucatu (SP) e Trés Lagoas
(MS), obtiveram suas diferencas detectadas, de maneira a identificar com clareza as
discrepancias entre suas regides de cultivo.

Assim, foi possivel ndo sO0 detectar diferencas geograficas entre as amostras de
maconha, como também avaliar a variacdo isotdpica da folha, flor e semente da Ipomoea
violacea. Com esse banco de dados, foi possivel determinar a origem da droga e/ou a deteccéo
do local em que foi realizado o cultivo, auxiliando na busca dos 6rgaos de controle do trafico,

como a Policia Federal no Brasil.

Palavras chave: rastreabilidade, is6topos estaveis, oxigénio- 18, nitrogénio-15.



ABSTRACT

This research examines the merits of hallucinogenic plants considered and/or
psychoactive substances, such as Cannabis sativa and Ipomoea violacea, using the isotope
rates of stable isotope of oxygen (**0) and nitrogen (*°N), continuing projects already
developed by the research group at the Center for Stable Isotope (CIE), which evaluated the
isotopes carbon-13. This paper helps in creating a database that we intent to use in evaluation
of each plant merit.

Through the IRMS (Isotope-Ratio Mass Spectrometry) technique, it has shown that
some of the 24 samples of marijuana (Cannabis sativa L.) evaluated were similar to those
grown in the regions of Fairbanks and Tanacross Alaska, USA. In turn, the 50 samples of
Ipomoea violacea, coming from Botucatu (SP) and Trés Lagoas (MS), got their differences
detected, in order to clearly identify the discrepancies between their growing regions.

Thus, it was possible not only to track the geographical differences between marijuana
samples collected from different regions, but also evaluate the isotopic variation of leaf,
flower and seed of Ipomoea violacea. With this database, it was possible to determine the
origin region of the drug and/or detect where the cultivation was carried out, aiding in the

search of the traffic control agencies, such as the Federal Police in Brazil.

Key Words: tracking, stable isotopes, oxygen-18, nitrogen-15.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o trafico de drogas ilicitas afeta a maior parte dos paises, ainda que haja
diferencas na extensdo territorial e nas caracteristicas econdémicas, sociais e culturais. A
globalizagcdo aumenta as rotas comerciais legais, tornando assim, todos os paises vulneraveis a
essas atividades criminais. Por esse motivo, o Brasil se tornou uma importante passagem para
o trafico de cocaina e maconha (Cannabis sativa L.) produzidas na Colémbia, Bolivia e
Paraguai em direcdo aos EUA e paises europeus. Apesar da relevancia do consumo de
cocaina, a maconha é a droga mais popular no pais, isso indica que o comércio dessa droga
representa um sério problema a sociedade. (SHIBUYA, E.K.,2005)

Além desse fato, inumeras plantas com caracteristicas psicoativas podem ser
facilmente encontradas na natureza por serem, geralmente, de facil identificacdo e possuirem
uma distribuicdo geografica muito bem definida, pode-se citar como exemplo as plantas
alucindgenas Phalaris ssp., Salvia divinorum, Lophophora williamsii e Ipomoea ssp. Esses
vegetais ndo partilham do mesmo principio ativo e as substancias neurotdxicas presentes em
cada uma diferem entre si. Na planta |pomoea violacea, encontra-se amido de acido lisérgico
(LSA), que é semelhante ao alucindgeno sintético LSD, sendo considerado psicoativo apenas
com quantidades acima de dois miligramas (da ordem de microgramas para o LSD).
(HAPERN et al., 2004)

Sabe-se que no Brasil, segundo a Resolu¢do RDC n° 39 de Julho de 2012 da ANVISA,
a ergina (ou LSA) passou a ser considerada uma substancia psicotropica sob controle especial,
tornando a Ipomoea violacea uma planta ilegal, o que contrasta da legislacdo em outros
paises, onde o trafico desse alucindégeno nao sofre proibi¢oes. (ANCUCEANU et al., 2010).

Desse modo, para a contencao de tal atividade ilicita, é feita a localizacdo das préaticas
de cultivo e rotas de distribuigcdo de tais plantas com o intuito de contribuir com a inteligéncia
forense. Assim, isOtopos estaveis e abordagens das composi¢cdes quimica e genética sdo
aplicados na identificagdo das regifes geograficas de plantio, diferentes linhagens genéticas e
métodos de cultivo. Como as razdes isotdpicas revelam aspectos do ambiente de crescimento
do vegetal, elas apresentam um potencial Unico para promover informacdo critica de sua
origem geogréfica.

De acordo com estudos realizados anteriormente, fatores como o clima e a
disponibilidade de &gua tém impacto sobre o fracionamento de isétopos dos elementos
carbono e nitrogénio nas plantas de maconha. A partir de amostras dos trés locais brasileiros:
Pernambuco e Bahia (Nordeste do pais conhecida como Poligono da Maconha), Para (regido
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Norte ) e Mato Grosso do Sul (Centro-Oeste) pdde-se diferenciar as amostras das regides
secas (Poligono da Maconha) daquelas de Mato Grosso do Sul e Para, que apresentam chuvas
mais pesadas, demonstrando a potencialidade da técnica IRMS (lsotope-Ratio Mass
Spectrometry) como uma ferramenta importante no rastreamento da origem de amostras de
maconha apreendidas em diferentes regiGes brasileiras. Devido a proximidade geogréfica,
observou-se uma grande sobreposicdo entre as amostras de Pernambuco e Bahia. A
sobreposicdo de algumas amostras do Para e Mato Grosso do Sul pode estar relacionada com
a semelhanca climética destas regides. O resultado demonstrou que as amostras apreendidas
apresentam a possibilidade de serem usadas para identificar assinaturas isotopicas de maconha
das principais regifes produtoras no Brasil. (SHIBUYA, et al.,2006)

Existem dados na literatura com base nas razdes isotopicas dos isotopos estaveis C, N,
H e O na maconha confiscada no Alaska, EUA, cujo objetivo é identificar a regido geografica
de onde a planta se originou. Os valores de 8*3C para essa planta nesse territorio sugerem que
ha condicbes internas que facilitam o crescimento das amostras de origem conhecida e
desconhecida, e a proximidade dos valores de §*%0 e 8D sugerem que existe um lugar o qual
conecta a producdo e o consumo da maconha nessa regido. (BOOTH, et al., 2010)

Dessa forma, esse trabalho visa a analisar a procedéncia de plantas consideradas
alucindgenas e/ou psicoativas, tais como maconha e Ipomoea violacea, dando continuidade a
projetos ja desenvolvidos pelo grupo de pesquisadores do Centro de Is6topos Estaveis (CIE),
0s quais avaliaram 0s is6topos de carbono-13 e nitrogénio-15. Utilizando a razéo isot6pica do
isotopo estavel de oxigénio (**0) determinado por IRMS, pretende-se criar um banco de
dados, o qual possibilitara avaliar a procedéncia de cada planta. E dessa forma, evidencia-se o
carater extrauniversidade desse estudo, visto que auxiliard a investigacdo de drogas ilicitas
pela Policia Federal e a determinacdo da sentenca a ser aplicada.

O capitulo 2 apresenta 0s aspectos e conceitos basicos de is6topos estaveis, como
também sua aplicacdo na andlise isotopica de plantas e 0 mecanismo de funcionamento do
equipamento de espectrometria. O capitulo 3 aborda a metodologia empregada no preparo das
amostras a serem analisadas. O capitulo 4 demonstra os resultados obtidos e suas possiveis
correlagdes com dados da literatura. O capitulo 5 indica as conclusGes extraidas desse

trabalho mediante as discuss6es realizadas no capitulo anterior.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 1SOTOPOS ESTAVEIS E ANALISE ISOTOPICA

Isétopos sdo atomos que contém o mesmo numero de prétons e diferentes nimeros de
néutrons. Muitos elementos quimicos representam uma mistura de is6topos estaveis que ndo
se desintegram radioativamente.

Os isOtopos estaveis de um elemento diferem ligeiramente entre si em suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioquimicas por possuirem diferentes massas. A relacao
entre 0s isotopos em um determinado composto pode ser alterada por efeitos cinéticos e
termodinamicos, 0s quais promovem o fracionamento isotopico, produzindo compostos com
distintas relacdes entre os isotopos dos elementos que o compde.

A técnica utilizada estuda as composi¢oes isotdpicas de elementos naturais abundantes
na natureza (* H/ * H; *C/*2C; **N/ ¥*N; 80/ °0). Os is6topos mais leves sdo geralmente mais
abundantes, enquanto que 0s mais pesados sdo encontrados em uma quantidade muito menor.
Como as varia¢Ges na composicao isotopica de substancias naturais sdo muito pequenas, elas
sdo expressas em partes por mil (%o) e sdo representadas pelo simbolo 6.

A analise isotopica € dada pela seguinte relacdo expressa na Equacéo 1:

&X (amostra, padrio) = [M — 1] , em que 1)
padrio

8X = enriquecimento do is6topo pesado do elemento quimico X (**C, **N, 20, entre

outros is6topos) da amostra, em relacdo ao respectivo padrao internacional;

R = razdo entre o istopo pesado e o leve. Exemplo: *C/*?C, ®N/™N, ** 0/*0.
(SHIBUYA, E.K., 2005)

O valor e o sinal de & dependem de um padrdo selecionado. Quando se trata de outras
substancias diferentes do padrdo, o sinal negativo indica que a amostra estudada esta
empobrecida em is6topos em comparacdo a referéncia. Por sua vez, o sinal positivo indica o
aumento na amostra de is6topos pesados de menor abundancia em comparacdo a amostra
padrao.

Normalmente, os valores dos deltas sdo correlacionados aos padrdes isotOpicos
internacionais, os quais foram escolhidos arbitrariamente como padrdes isotdpicos primarios
(6%0 = 0 %o).

Para 0s isotopos estaveis do hidrogénio, o padréo internacional é o Vienna Standard
Mean Ocean Water, abreviadamente V-SMOW. Para o0s isotopos estaveis do nitrogénio o
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padrdo aceito é o ar atmosférico, o qual é considerado uma mistura isotopica homogénea na
superficie terrestre. Para os is6topos estaveis do carbono o padrdo € o Cretaceous carbonate
fossil Bellemnitella americana, da formacéo Peedee do Sul da Carolina/USA, abreviadamente
V-PDB. Para o0s isétopos estaveis do enxofre, o padrdo considerado é o mineral troilita do
meteorito Cafion Diable, abreviadamente CDT. Os padrdes isotopicos do oxigénio podem ser
0 V-PDB ou V-SMOW, dependendo da sua aplicacdo. (DUCATTI, C., 2012)

As plantas se diferem quanto ao seu ciclo fotossintético, o qual pode ser Cs (Calvin),
C4 (Hatch- Slack) ou CAM (Crassulacean Acid Metabolism). A anélise da composicéao
isotopica de plantas com diferentes caminhos de fotossintese permite sua diferenciacéo.
Assim, plantas com mecanismo C, e CAM apresentam melhor adaptacdo a climas quentes,
enquanto que plantas C3 respondem de forma mais eficaz ao crescimento em climas amenos.
O intervalo isotépico de §*3C para plantas Cs é entre — 22% e —30%, j& para plantas C, é entre
—10% e —18%, geralmente plantas com mecanismo C, e CAM sdo mais enriquecidas em *C
que aquelas com mecanismo Cs. (MARCHESE, et al., 2006; BENSON, et al., 2006)

Pesquisadores empregaram a anélise isotopica de 8*3C e de §°N na pesquisa da origem
geogréfica das amostras de maconha apreendidas pelo Departamento de Policia do Estado de
S&o Paulo nas ruas da cidade de Séo Paulo. Desse modo, concluiu-se que a maior parte das
amostras analisadas apresentou a mesma origem que aquelas localizadas no Mato Grosso do
Sul, provavelmente oriundas da rota Paraguai-MS. (SHIBUYA, et al. 2007)

A andlise do 5'®0 de drogas ilicitas pode ajudar a determinar a regido de origem de
plantas narcéticas, como cocaina e heroina. A interpretacdo da variacdo na composicdo de
isdtopos de oxigénio no material organico tem varias aplicacdes que predizem a alteracao de
880 como resultado de uma alteragdo na fonte de agua, no ambiente de evaporacio da folha,
e na troca isotdpica entre a agua das plantas e moléculas organicas. (BARBOUR, et al., 2007)

Inimeras plantas com caracteristicas psicoativas podem ser facilmente encontradas na
natureza por serem, geralmente, de facil identificacdo e possuirem uma distribuicdo
geogréafica muito bem definida, por exemplo, as plantas alucindégenas Phalaris ssp., Salvia
divinorum, Lophophora williamsii e Ipomoea SSP., as quais ndo partilham do mesmo
principio ativo e as substancias neurotoxicas presentes em cada uma sao diferentes. Na planta
Ipomoea violacea, encontra-se amido de acido lisérgico (LSA), que é semelhante ao
alucindgeno sintético LSD, sendo considerado psicoativo apenas com quantidades acima de
dois miligramas (da ordem de microgramas para o LSD). (HAPERN E ROTH, 2004)

A Ipomoea violacea é uma espécie de convolvulacea cujas folhas se unem em forma

de sino. Essa planta possui em suas sementes alcaloides da familia do LSD, como a ergina e a
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isoergina, que se comportam como agonista serotoninérgico parcial. (CAROD-ARTAL,
2011)

2.2 ESPECTROMETRO DE MASSA

No espectrémetro de massas de baixa resolucao, também conhecido como
espectrometro de massas de razdes isotdpicas, Isotope-Ratio Mass Spectrometry (IRMS) ou
espectrometro de massas de razdes isotopicas com dupla entrada (DI-IRMS), a amostra é
analisada contra o padrdo. Os componentes basicos do instrumento s&o: sistema de admissao,
fonte de ionizag&o, analisador de massas, detector do feixe idnico e sistema computacional,
conforme é ilustrado na Figura 1. Estes instrumentos utilizam ultra alto vacuo (< 10® mbar) e

sdo equipados com bombas turbo- moleculares ou bombas difusoras.

Sisieinn | | Fonte |

De = de ‘ - ‘ Analisador ‘ - Detecton

Admissio | lonizacha

Alto Nicuo

Figura 1. Diagrama esquematico dos principais componentes do espectrémetro de
massas (DUCATTI, C., 2012)

No sistema de admissdo os isdtopos dos elementos a serem analisados (C, H, O, N, S)
sdo introduzidos na forma gasosa (CO, Hy, N, SO,). O preparo destes gases pode ser on-line
ou off-line. Na fonte de ionizacdo, as amostras gasosas sao transformadas em ions através de
uma fonte por impacto de elétrons. A ionizagdo retira um elétron das moléculas produzindo,

por exemplo: H;; CO;; N;; SO;. A eficiéncia da ionizagdo, normalmente é muito baixa

(= 0,01%) e a maioria das moléculas que entram na fonte de ions é removida pelo alto vacuo.
Tipicamente uma molécula em 10.000 é convertida em um ion positivo.

Na fonte de ionizacdo a energia cinética atingida ocorre em virtude da diferenca de
potencial entre as placas e o resultado pode ser obtido através da Equacéo 2, em que g é a
carga do ion, V a diferenca de potencial, m a massa e v a velocidade da molécula.
(HALLIDAY, 1986; DUCATTI, C., 2012)

(mv?) (2)

B |

qV =

O movimento dos ions isotopicos é alterado pelo campo magnético B ou campo
elétrico E, de acordo com a Lei de Lorentz apresentada na Equacéo 3.
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|\Fl= qE +quxB ©)

De acordo com a configuragdo, o instrumento pode apresentar focalizacdo pela
velocidade, pela energia e pelo momento.

Na focalizacdo pela velocidade (Figura 2, parte a), o campo elétrico E e o campo
magnético B podem ser ajustados de modo que ndo ocorra a deflexdo do feixe do ion quando
passa na regido dos campos. Assim, a forca resultante é zero e a Equacdo 3 pode ser escrita
conforme a Equacéo 4, ou seja, somente ions com a velocidade dada por esta equacdo passam
pelo sistema sem sofrer deflexdo, caso contrario a focalizacdo pela velocidade pode ser
utilizada para a remocéo de ions indesejaveis.

v == 4)

Quando a focalizacdo é feita pela energia, o analisador apresenta configuracéo
encurvada (Figura 2, parte b), na qual as placas elétricas carregadas separam os ions de acordo
com sua energia. O movimento circular dos ions pode ser obtido com base na Equacédo 5,

consequentemente o raio é proporcional a energia cinética classica.

r=Tr ©)

qE

A maioria dos instrumentos emprega um simples analisador magnético B para separar
os diversos feixes idnicos, correspondente aos diferentes feixes isotopicos. As particulas
isotOpicas ao se movimentarem através do campo magnético sofrem a acdo da forca
magnética, a qual é responsavel pela forca centripeta. Em virtude da ortogonalidade do campo
magnético B, os ions executam trajetoria de raio r, conforme Equacéo 6.

r=— (6)

gB
A condicdo de focalizagdo pelo momento (Figura 2, parte c), em que particulas com
mesma carga e mesmo momento movem-se com 0 mesmo raio de curvatura, enquanto 0s
demais com diferentes valores definem trajetérias distintas, pode ser expressa através da

Equacdo 2, a qual demonstra a diferenca de potencial V aplicada e o campo magnético B para

obter a relagio ——, através da Equacdo 7.
carga
[zvm
5= *"ll 5 g (7)

Dessa forma, o ion isotopico de maior massa apresenta maior raio de deflexao.
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a. focalizacao pela

velocidade

Figura 2. Condicdes de focalizacGes para a separacdo das massas dos feixes de ions
dos is6topos pesados (tragos) e leves (pontos). Campos elétricos sdo designados pelas
placas dos metais carregados (linhas com cargas positivas, negativas e paralelas a
pagina). Campos magnéticos designados pela letra x sd8o orientados

perpendicularmente a pagina (penetrando). (BERTI, V., 2009)

No sistema analisador, os ions oriundos da fonte de ionizacdo sdo separados em um

campo magnético de acordo com a relacdo massa/carga, ou seja, o feixe ibnico principal é
aberto em feixes dos ions isotopicos caracteristicos, por exemplo, o feixe de N, é aberto em
YN ¥N* (mlq = 28/9); N ®N* (m/q = 29/q) e >N *>N* (m/q = 30/q). Assim, como o feixe
de CO; é aberto em *C '°0 '°0* (m/q = 44/q); *C °0 °0* (m/q = 45/q) e *°C *0 ""0" (m/q
= 46/q), como um segundo exemplo.

No sistema de deteccdo os feixes idnicos caracteristicos de cada feixe isotopico sdo
coletados nos copos de Faraday, os quais podem ser duplos, triplos e multiplos coletores. A
neutralizacdo destes fons resulta em correntes elétricas da ordem de 10° a 10 A, as quais
sdo amplificadas e registradas. Estes amplificadores apresentam alto ganho com resisténcias
da ordem de 10" a 10" Q dependentes da temperatura. Para maior estabilidade, os
equipamentos sdo mantidos em ambientes com controle de temperatura e umidade.

As duas principais metodologias de introducéo de amostras no IRMS s&o o dualiniet
(entrada dupla) e o continous flow ou CF (fluxo continuo). No primeiro caso, as amostras sao
pesadas em tubos de quartzo selados, misturados a compostos que facilitem sua
combustdo/reducdo e aquecidos em mufla a uma temperatura conhecida. O gés de interesse
deve ser purificado e coletado para entdo ser introduzido no IRMS.

Nos sistemas de fluxo continuo (CF-IRMS) a amostra é queimada em um forno
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constituido por um analisador elementar e seu gas arrastado por um fluxo continuo de hélio
(He) até o espectrémetro de massas. Estes sistemas permitem a analise de um grande nimero
de amostras de matrizes diferentes, de forma rapida e com alta exatiddo. Uma das principais
vantagens deste método € a automacgdo do procedimento de introducdo de amostras, sendo

que a maioria das interfaces utiliza métodos bem estabelecidos de separagdo, como a
cromatografia gasosa. A Figura 3 indica um diagrama béasico de um espectrémetro de massas

de isOtopos estaveis de fluxo continuo.

Analisador Elementar Ecpactrémetro de massas

ayrrrenre (@)

u!

()

(h) (c)

Figura 3. Diagrama béasico de um espectrémetro de massas de is6topos estaveis de
fluxo continuo (CF-IRMS). Analisador elementar constituido por (a) amostrador, (b)
coluna de combustdo, (c) coluna de reducdo, (d) trap (remo¢do H20); GC (coluna
cromatografica) onde ocorre a separacao de N, e CO,; espectrometro de massas sendo
(e) fonte de ionizacdo, (f) flight tube, (g) setor magnético e (h) detectores - coletores de
Faraday. (SHIBUYA, E.K., 2005)

Contudo, em virtude do fato de materiais contendo hidrogénio para analise
apresentarem reacdo deste elemento com o quartzo presente na parede do tubo, formando
moléculas de agua, e desse mesmo material apresentar oxigénio em sua composicdo, havia
comprometimento nas medidas realizadas. Dessa forma, passou-se a utilizar uma nova técnica
com base na decomposicao térmica a alta temperatura.

Componentes contendo oxigénio e hidrogénio estdo presentes tanto em sistemas
organicos (plantas e animais) quanto inorganicos (solos). As razdes 8'°0 e §°H desses
materiais podem ser determinadas pelas analises de CO e H; oriundas da pirdlise sofrida pelo
material. A técnica utilizada para a geracdo desses gases é denominada decomposicao térmica
a alta temperatura (TC/EA).

Nesse método as amostras sdo colocadas em cépsulas de prata, 0 que aumenta a
temperatura a fim de facilitar a reacdo de piro6lise, e sdo colocadas no interior de um tubo de
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grafite com temperatura maior que 1400°C, cujos atomos de carbono se ligam aos atomos de
oxigénio da amostra formando moléculas gasosas de CO e H,. Com o auxilio do fluxo do gas
He, elas séo direcionadas a um filamento submetido a uma alta diferenca de potencial que
promove o bombardeamento de elétrons as moléculas gasosas produzidas, as quais se tornam
ionizadas. Em seguida, esses ions sofrem uma deflexdo em sua trajetéria em virtude de um
campo eletromagnético aplicado, e assim, sdo direcionados aos canais que os detectam por
suas massas °C*°0 (m/q=28/q), **C*'O (m/q=29/q) e **C'®0 (m/q=30/q). Os resultados sdo
expressos em notagdo 5%0'°0, em relacdo ao padrdo Standard Mean Ocean Water (SMOW)
com erro de analise da ordem de 0,2%.. (Thermo Finnigan Manual, 2003)

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de maconha foram cedidas pela Dise (Delegacia de Entorpecentes de
Botucatu) mediante a aprovacédo do juiz responsavel pelo setor (Anexo 1). Apés a autorizacdo
judicial, foram coletados dois gramas do material apreendido no segundo semestre de 2012, o
que resultou em 24 amostras, as quais foram encaminhadas para o Centro de Is6topos Estaveis
(CIE) da UNESP de Botucatu.

Ja as amostras de Ipomoea violacea foram coletadas nas regides de Trés Lagoas no
Mato Grosso do Sul e de Botucatu em Sao Paulo. A coleta foi feita através da remocao de
ramos das plantas com auxilio de uma tesoura de poda. Os ramos coletados foram separados
em folha, flor e semente, ao todo foram contabilizadas 50 amostras dessa planta.

Em seguida, submeteram-se as amostras de maconha e de Ipomoea violacea a um
processo de secagem a uma temperatura de aproximadamente 60°C durante 48 horas na
estufa de ventilagéo forgcada (Marconi, MA 035 — Piracicaba, Brasil).

Depois desse processo, elas foram submetidas ao procedimento de moagem, o qual se
baseou em 3 etapas:

A. Deposigdo das amostras em potes plasticos e em seguida tampados, 0s quais
continham pequenas esferas de aco, com o intuito de garantir a granulometria
adequada da amostra.

B. Resfriamento das amostras inseridas nos potes, os quais foram parcialmente

imersos no nitrogénio liquido a uma temperatura média de — 196 °C.
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C. Moagem das amostras no moinho criogénico Spex 6700-230 freezer/mill — Spex
Industries, Edison, Estados Unidos (Figura 4) através de seu impacto com as
bolinhas de aco submetidas a uma freqiiéncia de 870 rpm durante 6 minutos,
passando por esse processo até atingir a granulometria ideal para as analises
isotdpicas.

Figura 4. Moinho criogénico Spex 6700-230 freezer/mill — Spex Industries, Edison,

Estados Unidos.

Apos a execucdo desses procedimentos com o auxilio da balanca de alta precisdo
Excellence Plus Balance XP6 — Metler Toledo International Inc (Figura 5) foram pesadas
todas as amostras, porém cada material analisado apresentou pesos diferentes:
e Maconha: foram analisadas 24 amostras em duplicata com peso médio de 1100ug
para analise isotopica de nitrogénio — 15 e oxigénio —18;

e |pomoea violacea: foram analisadas 50 amostras com peso médio e 1100ug para
nitrogénio — 15;

e |pomoea violacea: foram analisadas 50 amostras com peso entre 165ug e 170ug
para oxigénio — 18;

- - =g ~.}

Figura 5. Balanca de alta precisdo Excellence Plus Balance XP6 — Metler Toledo

International Inc.
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Em seguida, para a analise de nitrogénio — 15 nas amostras, elas foram introduzidas
em pequenas capsulas de estanho e com o auxilio do analisador elementar EA 1108 — CHN —
Fisons Instruments, Rodano, Italia, onde cada amostra foi queimada, na presenca de oxigénio
(O,) e 6xido de Cobre (CuO) para a obtencdo de CO, e NOy, sendo este ultimo reduzido a N,
pela presenca de cobre. Posteriormente, 0s gases obtidos foram separados através da coluna
cromatografica gasosa e analisados no espectrémetro de massa de razdes isotdpicas (Delta S —
Finnigan MAT, Bremen, Alemanha) representado pela Figura 6.

Figura 6. Espectrometro de massa de razdes isotopica Delta S — Finnigan MAT,
Bremen, Alemanha do CIE.

Os resultados de 5™°N foram expressos em relacéo ao nitrogénio atmosférico, para N,
com erro de analise da ordem de 0,2%eo.

Por sua vez, na analise de oxigénio — 18 utilizaram-se capsulas de prata as quais foram
introduzidas no analisador por decomposicdo térmica a alta temperatura Thermo Finnigan
TC/EA-IRMS, representado pela Figura 7, em série com o analisador elementar e sistema

IRMS. Os resultados, como ja explicado, foram expressos com relacdo ao padréo V-SMOW.

Figura 7. Espectrdmetro de massa de razfes isotopica Thermo Finnigan TC/EA-
IRMS, Bremen, Alemanha do CIE.
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3.2 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos pelo espectrémetro para os isotopos °N e 0 das amostras foram
plotados no plano cartesiano de modo a verificar a formagdo de grupos de resposta, esses
foram comparados a resultados outrora obtidos na literatura a fim de predizer possiveis
regides de cultivo.

A anéalise dos dados foi feita com base na analise multivariada de componentes
principais MANOVA, na qual a variavel estatistica combina as multiplas dependéncias num
unico valor que maximiza as diferencas entre os grupos distintos (SARTORI, et al., 2012). Os
dados foram analisados no software Minitab®16 Statistical Software, 2010.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DOS DADOS DA | pomoea violacea

Pode-se observar a distin¢ao entre os grupos analisados referentes as partes da planta
Ipomea violacea através da analise de componentes principais, verificando também que nos
quadrantes 1 e 4 encontram-se 0s dados da cidade de Botucatu, sendo que os dados da cidade
de Trés Lagoas encontram-se nos outros dois quadrantes, mostrando uma grande distin¢éo
entre os dados das duas regides (Figura 8).

A primeira componente corresponde a 92,4% da variacdo, sendo o oxigénio-18 seu
maior responsavel, enquanto que a segunda componente corresponde a 7,6% dessa variagao,

sendo que o nitrogénio-15 apresenta maior escore dessa componente (Tabela 1).
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Figura 8. Analise de componentes principais das amostras de Ipomoea violacea. As
partes da planta e regides encontram-se identificadas pelas siglas FLBT (flor de
Botucatu), FLMS (flor do Mato Grosso do Sul), FOBT (folha de Botucatu), FOMS
(folha do Mato Grosso do Sul), SMBT (semente de Botucatu) e SMMS (semente do
Mato Grosso do Sul).

Tabela 1. Indicacdo da proporcdo das componentes principais através da analise dos

isGtopos de oxigénio e nitrogénio presentes na |pomoea violacea.

Variavel PC1 PC2
) 0,931 -0,366
5 °N 0,366 0,931
Variancia (%) 92,4 7,60

A Figura 9 corresponde aos dados da analise por componentes principais das

amostras de Ipomoea violacea.



23

28

26

24 -

22 4

Oxigénio

20

18 -

16 -

e

® FLBT
| FLMS
FOBT
A FOMS
SMBT
4 SMMS

9 10 11
Nitrogénio

Figura 9. Representacdo no plano cartesiano dos grupos da planta Ipomoea violacea

analisados. As partes da planta e regides encontram-se identificadas pelas siglas FLBT
(flor de Botucatu), FLMS (flor do Mato Grosso do Sul), FOBT (folha de Botucatu),
FOMS (folha do Mato Grosso do Sul), SMBT (semente de Botucatu) e SMMS

(semente do Mato Grosso do Sul).

Com base nos dados apresentados na Figura 9, pode-se perceber uma clara distingdo

entre 0s grupos da planta analisados. Assim, tem-se que 0s sinais isotopicos para as folhas e

as sementes da mesma regido apresentam maior semelhanca, enquanto das flores

demonstram-se mais isolados.

O sinal isotopico de 5'0 esta diretamente relacionado & fonte de agua e umidade da

matéria organica do solo em que se da o cultivo do vegetal ( RODEN, et al. 1999), além disso,

solos ricos em matéria organica também apresentam valores de 8°N maiores em relacdo

aqueles com menos recursos hidricos (SHIBUYA, et al., 2007). Dessa forma, constatam-se na

Tabela 2 que os dados apresentados pela regido de Botucatu sdo maiores que aqueles

demonstrados pela regido de Trés Lagoas, uma vez que essa regido possui um solo com maior

escassez de material organico em comparacao aquele da regido Sudeste.
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Tabela 2. Dados isotopicos de 0 e '°N referentes as regies de Trés Lagoas e

Botucatu.
Amostra 50 (%o) 5N (%0)
Botucatu Trés Lagoas Botucatu Trés Lagoas
Flor 26,11+ 0,60 19,43+0,40 12,18+0,34 9,85+0,12
Folha 19,29 + 0,42 18,42+0,35 11,34+0,15 9,23+0,26
Semente 21,19+0,36 18,26 £0,35 11,06+0,22 8,22+0,08

A diferenca no sinal isotdpico entre as duas regides, portanto, € explicita. As amostras
coletadas em Botucatu, quando analisadas em funcdo apenas de §'®0 apresentam uma
diferenca de aproximadamente 6,82%o entre flor e folha; 4,92%o. entre flor e semente; e 1,90%o
entre folha e semente. Quando analisadas em funcéo apenas de 8*°N a diferenca entre flor e
folha é de 0,74%o; entre flor e semente, 1,12%o; e entre folha e semente, 0,28%o.

Com relacdo as amostras coletadas em Trés Lagoas, a diferenca entre 0s sinais
isotépicos de §'°0 entre flor e folha é 1,01%o; entre flor e semente, 1,17%o; e entre folha e
semente, 0,16%o. Ja a discrepancia em fungdo de 8"°N entre flor e folha é 0,62%o; entre flor e
semente, 1,63%o; e entre folha e semente, 1,01 %o.

Assim, é possivel estimar a regido de cultivo da planta alucindgena fundamentando-se

nos resultados encontrados.
4.2 ANALISE DOS DADOS DA MACONHA ( Cannabis sativa L.)

Observando-se a Figura 10, é possivel perceber 8 grupos distintos através da analise
por componentes principais. O primeiro componente corresponde a 69,7%, sendo 0 oxigénio
seu maior responsavel, ja o segundo componente, por sua vez, corresponde a 30,3%, sendo o

nitrogénio seu representante majoritario. Isso também é exemplificado na Tabela 3.
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Figura 10. Analise de componentes principais das amostras de maconha. Cada

amostra € identificada pela legenda AM.

Tabela 3. Indicacdo da propor¢do das componentes principais atraves da analise dos

isGtopos de oxigénio e nitrogénio presentes nas amostras de maconha.

PC1 PC2
Variavel
5 0 - 0,986 - 0,165
5 °N 0,165 - 0,986
Variancia (%) 69,7 30,3

Na Figura 11, a qual retrata os dados isotdpicos da analise por componentes principais,

pode-se verificar a disposicdo dos grupos pelos sinais isotopicos avaliados.
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Figura 11. Representacdo no plano cartesiano dos diferentes grupos de maconha

analisados. Cada amostra ¢ identificada pela legenda AM.

Os dados demonstrados na Figura 12 estdo de acordo com aqueles apresentados na
analise da maconha para a regido do Alaska, EUA (BOOTH, et al., 2010). Assim, observou-se
que para a regido de Fairbanks o intervalo para o sinal isotopico de 8'°0 é 13,63 a 22,03 %o e
de 5'°N 8,89 a 8,99 %o, desse modo, coincide com as amostras AM 11 e AM 15 das amostras
coletadas para esse estudo. Além disso, para a mesma regido pode-se ter a amostra AM 19, ja
que nessa literatura existem dados para o sinal isotépico de 50 no intervalo entre 13,40 a
14,82 %o, e para o sinal de 8"°N, entre 6,29 e 6,31%o.

A amostra AM 23, por sua vez, é semelhante aquelas plantadas na regido de
Tanacross, onde o intervalo do sinal para 580 é 12,69 £ 1,60 %o e para SN 6,64 + 0,43 %o.

Diante desses valores, tem-se que as amostras AM 11 e AM 15 certamente foram
cultivadas em regides com maior disponibilidade de recursos hidricos com solos mais ricos
em matéria organica que as amostras AM 19 e AM 23.

Em decorréncia do pequeno nimero de artigos publicados com base no estudo de 820
em maconha, ndo foi possivel a comparacdo das demais amostras com outra literatura.

Os dados isotopicos encontrados nas medidas realizadas pela técnica IRMS séo

demonstrados na Tabela 4.



27

Tabela 4. Dados isotépicos de 20 e *°N referentes as amostras de maconha coletadas.

310 (%o) 3N (%o)
11,37 0,49 4,94 +0,98
15,37 £ 0,76 6,47 + 0,11
15,73 + 1,88 5,05+ 0,07
16,30 + 0,08 4,24+0,15
15,41 + 0,59 3,72+0,39
17,29 + 0,00 6,36 + 0,01
16,78 + 0,31 4,67+0,17
13,52 + 0,06 5,77 +0,13
12,15+ 1,58 5,86 + 0,01
14,60 + 1,42 5,83 + 0,03
13,22 + 0,66 9,03+0,16
13,73+0,11 6,86 + 0,16
12,70+ 0,11 5,59 + 0,54
11,48 + 0,86 5,45 + 0,06
13,58 + 0,02 6,29 + 0,28
12,08+ 0,73 5,24 +0,12
13,77+ 0,74 6,94 + 0,06
12,91+ 0,25 4,45 + 0,14
14,98 + 2,00 6,26 +0,18
13,08 + 1,46 4,08 0,07
13,66 + 1,55 5,86 + 0,30
12,07 + 1,95 6,09 + 0,03
16,62 + 0,18 452+0,11
13,19 + 2,07 4,36 +0,11
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados nesse trabalho, evidenciou-se a eficiéncia da
técnica IRMS na deteccdo da diferenca entre as regides de cultivo das plantas psicoativas
Ipomoea violacea e Cannabis sativa L. através da analise isotopica dos isétopos de oxigénio
(**0) e nitrogénio (*°N).

A analise do sinal isotdpico desses elementos na planta |pomoea violacea permitiu a
identificacdo das amostras oriundas de Trés Lagoas — MS e Botucatu — SP, como também
determinar as propriedades de seu solo e associd-la as condi¢des de cultivo da planta
estudada.

Os dados da Cannabis sativa L. analisados possibilitaram sua comparagdo aqueles
apresentados na literatura e associa-los as regifes de Fairbanks e Tanacross no Alaska, EUA.
Contudo, em virtude de poucas pesquisas publicadas que se fundamentem no cruzamento dos
resultados de 5'%0 e §°N ndo foi possivel correlacionar todas as amostras coletadas nesse
trabalho a outras regides.

Dessa forma, os dados encontrados permitiram ndo s6 confirmar a confiabilidade da
técnica com a utilizacdo dos is6topos de oxigénio e nitrogénio, como também criar um banco

de dados o qual permitira avaliar a procedéncia de cada planta ilicita.
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ANEXO 1 - Aval do Juiz do Forum de Botucatu para coleta das amostras de

maconha.
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