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NAGAO, Lais Akina. Razdo isotépica de Pb em solo e planta (Trema micrantha)
para simular o rastreamento de droga ilicita. 2017. Dissertacdo de mestrado
(Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

A Trema micrantha é uma planta biogquimicamente similar a maconha, uma droga
amplamente consumida em todo o mundo. O estudo visa estabelecer ligacdes entre a
planta e sua origem com base na razéo isotdpica de elementos de maneira a simular o
rastreamento da droga ilicita Cannabis sativa. O chumbo é encontrado no solo e pode
oferecer uma assinatura quimica porque seus iso6topos naturais ndo alteram suas
proporcdes no processo de transferéncia. Neste trabalho, utilizou-se a Espectrometria de
Massas Acoplada a Plasma de argbnio Induzido (ICP-MS), devido a alta sensibilidade
na quantificacdo de elementos e na razdo isotopica de is6topos estaveis. Amostras de
solo de diferentes regides do Estado do Paranad e a Trema micrantha também foram
estudadas, desenvolvendo um método para comparar a concentragdo de elementos
tipicos e a razdo isotopica de chumbo por andlise estatistica multivariada. Por
agrupamento hierarquico na anélise estatistica multivariada analisando varios elementos
ndo foi possivel estabelecer uma conexdo da planta com o solo na qual foi cultivada,
porém analisando somente os isétopos de chumbo foi possivel agrupar melhor algumas
plantas com o solo na qual foi cultivada. O método mostrou um potencial para ajudar no
rastreamento porém ainda necessita de aprimoramentos.

Palavras-chave: Cannabis. ICP-MS. Razéo isotdpica. Pb. Solo. Trema micrantha.



NAGAO, Lais Akina. Isotopic ratio of Pb in soil and plant (Trema micrantha) to
simulate the sourcing of illicit drug. 2017. Dissertacdo de mestrado (Mestrado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017.

ABSTRACT

Trema micrantha is a biochemically similar plant to marijuana, a drug widely used
worldwide. The study aims to establish links between the plant and its origin based on
the isotopic ratio of elements in a way to simulate the tracking of the illicit drug
Cannabis sativa. Lead is found in soil and can offer a chemical signature because their
natural isotopes do not change their proportions in the transfer process. In this paper, it
was used the Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), due to its high
sensitivity for the quantification of elements and isotope ratio of stable isotopes. Soil
samples from different regions of the State of Parand and Trema micrantha plants as
well were studied, developing a method to compare the concentration of typical
elements and lead isotopic ratio by multivariate statistical analysis. By hierarchical
cluster in the multivariate statistical analysis analyzing several elements it was not
possible to establish a connection of the plant with the soil in which it was cultivated,
but analyzing only the isotopes of lead it was possible cluster better some plants with
the soil in which it was cultivated. The method has shown potential to aid in tracking
but still needs enhancements.

Keywords: Cannabis. ICP-MS. Isotope ratio. Pb..Soil. Trema micrantha.
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1. INTRODUCAO

1.1. Drogas ilicitas

O aumento crescente da violéncia tem ligacdo direta com os grupos que
comercializam drogas ilicitas, levando a populagdo a um nivel elevado de
inseguranga.[JEsse setor ilegal, além dos problemas sociais de saude enfrentados com o
abuso de drogas, movimenta em torno de U$500 bilhdes anualmente, causando um
impacto negativo social, politico e econdmico mundial (UNODC, 2014). Devido aos
grandes problemas que o Brasil tem enfrentado em razdo das drogas de abuso, procura-
se ndo somente evitar a disseminacao das mesmas como também encontrar suas origens.
Entretanto o rastreamento de drogas tem sido feito de uma maneira pouco confiavel,
baseado em informagdes de usuarios ou traficantes (SHIBUY A, 2006).

Para auxiliar no controle da disseminacdo das drogas, métodos de andlise
convencionais para rastreamento t€ém sido baseados na determinagdo e quantificacio de
substancias constituintes organicas, inorganicas ¢ de impurezas presentes nas amostras
apreendidas (SHIBUYA, 2006; SHIBUYA, 2007; WATLING, 1998; WEST & JANET
M., 2009; WEST 2009). No caso de drogas sintéticas, o seu rastreamento pode ser feito
com base em certas impurezas que se diferenciam a partir de rotas especificas, reagentes
iniciais, produtos intermedidrios, manuseio e empacotamento inadequado (VERWEIJ,
1989; HUMPHREYS, 1984; DAEID, 2005).[1No caso de drogas de proveniéncia
vegetal, a quantificacdo das substincias organicas, elementos inorganicos e da razdo
isotdpica podem ser utilizados no estabelecimento de relagdes entre a droga apreendida
e o local no qual foi produzida. A droga mais produzida e consumida no mundo ¢ a
maconha, estimando-se em 180 milhdes o nimero de usuarios em 2012 (UNODC,
2014). Uma pesquisa realizada no Brasil revelou que 6,9% da populagdo afirmaram ter
consumido a planta pelo menos uma vez na vida (CARLINI, 2002). No Brasil, a maior
produtora da Cannabis sativa é a regido denominada Poligono da Maconha, que
abrange uma vasta regido, localizada no entroncamento de quatro estados da federagao:
Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe. Corresponde a uma ampla area de
aproximadamente 40.000 m’, metade dela situada em Pernambuco. O namero de

cidades varia, segundo o 6rgdo que a contabiliza, mas a cifra situa-se entre 20 e 30
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municipios. Porém dados indicam que a maconha cultivada no Brasil ¢ insuficiente para
abastecer a demanda nacional, sendo praticamente consumida pelo Nordeste brasileiro.
Neste sentido, consideraveis propor¢des da maconha consumida no sudeste e do sul do

pais provavelmente vem do Paraguai (FRAGA, 2006).

1.2 Cannabis sativa L.

A maconha, como droga, ¢ proveniente da planta Cannabis sativa L., e é a droga
mais popular no mundo (UNODC, 2014). A forma herbacea da droga consiste de flores
e folhas maduras das plantas pistiladas femininas por produzirem uma quantidade maior
de constituintes psicoativos. A forma resinosa, conhecida como haxixe, consiste
fundamentalmente de tricomas glandulares extraidos do mesmo material vegetal. A
Cannabis tem sido frequentemente consumida por seus efeitos psicoativos e
fisioldgicos, que podem incluir bom humor, euforia, relaxamento e aumento do apetite.
Entre os efeitos colaterais indesejados estdo a diminui¢cdo da memoria de curto prazo,
boca seca, dificuldade motora, vermelhidao dos olhos e sentimentos de paranodia ou
ansiedade.

Apesar de seu uso ter sido permitido em paises como o Uruguai, desde 2013, e
EUA, desde 2012, no Brasil ainda ¢ um psicoativo considerado ilegal e controlado pela
Policia Federal. A planta possui como principal constituinte psicoativo o
tetrahidrocanabinol (THC), um dos 400 compostos da planta, incluindo outros
canabindides, como canabidiol (CBD), canabinol (CBN) e tetrahidrocanabivarin
(THCV), que podem variar devido a: genética da planta, ambiente de crescimento,
tempo e condicdo de armazenamento (SHIBUYA, 2006; FUSAR-POLI, 2009;
TURNER, 1980). Além de compostos organicos, substincias inorganicas também
fazem parte de sua composicdo (SHIBUYA, 2006). Tem-se estudado uma forma de
estabelecer relacdo entre a amostra da droga e seu local de origem baseado no perfil
quimico ou fingerprint, pela determina¢do de compostos organicos, inorganicos ou no
perfil isotdpico (SHIBUYA, 2006; WEST, 2009; VERWELJ, 1989; HUMPHREYS,
1984, DAEID, 2005, EHLERINGER, 1999). Os compostos organicos sao dificeis de ser
estudados devido a variabilidade genética, ambiente de produgdo, tempo e condig¢do de
armazenamento da planta. J4 a razdo isotopica de elementos inorganicos fornece um

conhecimento especifico sobre o solo no qual foi cultivada e ao contrario de drogas



como heroina e cocaina, a Cannabis sativa, ou maconha, ndo ¢ processada para
consumo € mantém seus perfis elementares e isotdpicos originais. Assim, esses
parametros tém sido utilizados como um importante indicador da sua origem geografica

(SHIBUY A, 2006).

1.3 Trema micrantha (L.) Blume

Devido a impossibilidade da produgao pela ilegalidade do cultivo da Cannabis
sativa, foi escolhida a Trema micrantha (L.) Blume, da mesma familia, devido a
similaridade bioquimica com a Cannabis, para o estudo. A planta escolhida pertence a
familia Cannabaceae (BANDARRA, 2011; SANCHES, 2005) e ¢ conhecida
popularmente como granditiva, pau-pdlvora, crindiiiva, corindiba, orindeuva,
tamanqueira e periquiteira (VENTURIN, 2000; de AMORIN, 1997). E uma planta
perenifolia, mantém suas folhas o ano todo, com até 15 m de altura e 25 cm de DAP
(didmetro & altura do peito). Apresenta folhas simples, alternas. E encontrada em areas
abertas, ocorre em grande parte da América do Sul, sendo também encontrada nas
Américas Central e do Norte. No Brasil, estd amplamente distribuida em formagdes
florestais e como vegetacdo secundaria em terrenos abandonados (VENTURIN, 2000).
E utilizada como espécie pioneira em sistemas de reflorestamento e recuperagio de
solos degradados (SANCHES, 2005; VENTURIN, 2000; MARGUI, 2005). As flores
dessa familia tém algumas diferencas diagndsticas entre elas, como (monoica ou
dioica), mas compartilham algumas condi¢des (perianto Uinico, poucos estames, gineceu
pseudo-mondmero) que faz com que autores as considerem semelhantes comparadas a

outras familias relacionadas (LEME, 2016).

1.4 Rastreamento

O rastreamento de drogas ilicitas é uma ferramenta util para estabelecer ligagao
entre as amostras apreendidas e sua origem geografica, podendo identificar a rede
distribuidor-usudario, monitorar o tempo de operacdo de uma base de producao da droga,
obter informagdo suficiente para criar uma base de dados nacional e internacional sobre

drogas e monitorar a extensdo do trafico, com vistas as fronteiras do pais.[/No passado



houve tentativas de estabelecer conexdes entre as drogas produzidas ilicitamente, com
base em descrigao fisica, fazendo uso de exame microscopico da superficie de tabletes
de drogas como anfetamina e LSD (GOMM, 1976). No entanto atualmente o perfil de
drogas ilicitas baseia-se em uma combinagdo de técnicas fisicas, quimicas e estatisticas,
para estabelecer conexdes entre amostras apreendidas a partir de uma fonte comum
(SHIBUYA, 2006; WEST, 2009; VERWEIJ, 1989; HUMPHREYS, 1984; DAEID,
2005; EHLERINGER, 1999). Técnicas analiticas como a espectrometria de absor¢ao
atomica (AAS) e espectrometria de emissdo atémica (AES) foram utilizadas para a
analise de metais em amostras apreendidas de cocaina (BERMEJO-BARRERA, 1999).
A normalizagdo dos valores de concentracao permitiu classificar as amostras de acordo
com a origem geografica, fazendo uso de andlise estatistica multivariada — andlise de
componentes principais (ACP), andlise de agrupamentos hierarquicos (AAH) e analise
discriminatoria linear (ADL).[JNa mesma linha de investigacdo, fizeram uso da
espectrometria de massas acoplada a plasma de argonio induzido (ICP-MS) para
identificar e quantificar metais presentes em amostras de drogas, mas nado foi
apresentado um tratamento estatistico que permitisse estabelecer relagdes droga-origem
(SUZUKI, 1988). Estudou-se também o perfil da composi¢ao de elementos da planta,
criando-se uma base de dados com 1400 amostras de maconha, o que permitiu comparar
a droga apreendida com a do sistema de dados (WATLING, 1998).

Devido aos tecidos vegetais terem a capacidade de absorver elementos do ar e do
solo no qual cresceram e conservar as razdes dos isotopos estaveis, o estudo da razdo
isotopica possui potencial para obter informagdes sobre sua origem geografica e cultivo
das amostras da planta (WEST, 2009; HURLEY, 2010). No entanto, hd pouca
informagdo disponivel na literatura com relacdo ao rastreamento de drogas ilicitas a

partir de razdo isotopica.

1.5 Razdo isotopica

A andlise por razdo isotopica em niveis de abundancia naturais tém se mostrado
util em muitos estudos de rastreamento ambiental, abrangendo areas como rastreamento
de rotas de migragdo dos animais, determinando as origens geograficas de linho, e de
abastecimento de marfim de elefante (EHLERINGER, 1999). Os elementos sao

absorvidos por plantas com as mesmas proporc¢des isotdpicas nas quais ocorrem nos
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solos e na precipitagdo. Portanto, as propor¢des de abundancia de isotopos sdo
excelentes indicadores de proveniéncia ou rastreadores na biosfera (ALMEIDA, 2001).
A abundancia isotopica de elementos leves como carbono (PC) e nitrogénio (°N) tem
sido explorada na diferenciacdo de efeitos ambientais e classificacdo de drogas como
heroina (EHLERINGER, 1999; BESACIER, 1997; FLANAGRAN, 1999) e maconha
(SHIBUYA, 2006, SHIBUYA, 2007; WEST & JANET M., 2009; WEST, 2009).
Valores da razdo isotopica (°C) tém permitido discriminar amostras apreendidas. A
razdo isotdpica utilizada para o caso de C e N ¢ interessante porque reflete as condigdes
climaticas e pode delimitar as fontes geograficas em potencial (SHIBUYA, 2006). No
entanto, delimitar apenas a regido climatica na qual a planta foi cultivada pode nao ser
muito eficaz para seu rastreamento, devido a grande extensdo do pais. Os diferentes
tipos de regime de crescimento (com sol ou sombra, local aberto ou fechado) podem
afetar a razdo isotopica do carbono e o uso de fertilizantes pode afetar a razdo isotdpica
do nitrogénio (HURLEY, 2010). Um estudo da razio isotopica de *H focou a origem da
fonte de 4gua utilizada no cultivo da mesma. Porém, os resultados ndo foram
satisfatorios, necessitando de informagdes adicionais sobre as origens provaveis para ser
mais preciso (HURLEY, 2010). Foi estudada também na Cannabis sativa L. a razdo
isotopica de estroncio, *’Sr/*°Sr, que varia de acordo com a mineralogia do solo. No
entanto, interferentes como deposi¢do atmosférica, processo de formagao de complexos
no solo e adi¢do de fertilizantes podem ocultar a razdo isotdpica do solo de origem
(WEST, 2009).

Elementos inorganicos como Si, K e Fe, abundantes na natureza sdo de pouca
utilidade na discriminagdo de amostras. J& o Pb pode ser mais util no rastreamento
devido ao maior nimero de is6topos estdveis presentes no ambiente e, com base no
perfil de impurezas inorganicas do solo associado a analise estatistica adequada, pode

estabelecer uma conexao em potencial entre a amostra e o local de produgao.

1.6 Chumbo

O chumbo ¢ um constituinte natural da crosta terrestre e ¢ comumente
encontrado em solos, plantas e na d4gua em quantidades trago. E considerado um metal

pesado toxico, que pode entrar no organismo humano por inalagdo ou ingestdo de
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diversas fontes, afetando principalmente o sistema nervoso. Devido ao seu uso como
aditivo da gasolina na década de 70, surgiu uma das maiores fontes de contaminagao
ambiental, o que levou a proibicdo de seu uso para este fim a partir da década de 80
(CHENG, 2010). A combina¢ao de caracteristicas unicas € mensuraveis dos isotopos de
Pb, que sdo preservadas durante os processos de degradagdo e transporte envolvidos no
ambiente, oferece uma ferramenta poderosa na investigagdo da denominada assinatura
quimica, que estd baseada no principio de que o Pb tem quatro is6topos de ocorréncia
natural: ***Pb (1%), *°Pb (24%), **’Pb (23%) ¢ ***Pb (52%) (LI, 2012; TOWNSEND,
2012).

A razao isotopica de chumbo foi estudada para determinar a fonte da poluigao
ambiental do metal e aplicada com sucesso em diferentes matrizes (CHENG, 2009). A
analise da razdo de isétopos de chumbo provou ser uma ferramenta poderosa para
avaliacdo de Pb e determinacdo de proveniéncia, com muitos estudos usando
sedimentos como o arquivo historico de contaminacdo por Pb (TOWNSEND, 2012).
Sendo assim ¢ possivel que a razdo isotopica varie somente de acordo com sua fonte
geologica e a composicao isotopica medida nas amostras, refletindo aquela da fonte de
Pb. Este comportamento faz da razdo isotdpica uma excelente ferramenta para a

determinagdo da assinatura quimica.

1.7 A técnica ICP-MS

A espectrometria de massas acoplada a plasma de argdnio induzido, ICP-MS,
oferece a possibilidade de andlise simultinea de varios elementos quimicos em
concentracio inferior a 1 pg L™ de forma rapida e permite a determinacio de elementos
quimicos, em diversas matrizes, em uma ampla faixa de concentragdo. Possibilita alta
rapidez de analise, capacidade multielementar e limites de detec¢do menores que outras
técnicas analiticas, além de proporcionar exatiddo e precisdo, tornando a técnica
altamente atrativa (NUNES, 2009). Por isso a técnica tem sido muito usada devido a sua
elevada sensibilidade na quantificacdo de elementos quimicos e da razdo de is6topos
estaveis (DAEID, 2005; BIEVRE, 1978; HURLEY, 2010). A varia¢ao natural das
razdes isotopicas de Pb permite a medigdo por ICP-MS, que oferece precisdo na ordem

de 0,04-0,5% (dependendo do tipo de instrumento, configuragdo, etc.), sendo suficiente
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para a discriminagdo da fonte em muitas situagcdes ambientais (TOWNSEND, 2012). As
condi¢gdes de crescimento da planta, como o clima e a disponibilidade de elementos

provenientes do solo de cultivo, estdo associadas a composi¢do da planta.

1.8 Anélise multivariada

Em um experimento quimico, extrair informagdes dos resultados requer a analise
de grande nimero de varidveis. Para sistemas bioquimicos, ndo sdo recomendados os
modelos estatisticos classicos pois ndo consideram suas particularidades proprias de
cada manejo e o efeito conjunto de inimeros fatores comprometendo, interpretagdes e
conclusdes, por nao ser explorada a existéncia ou nao da dependéncia entre as variaveis
analisadas (VALENTIN, 2000). A analise estatistica multivariada surgiu como
importante ferramenta de obtencao de quantidade maior de informacgao, que dificilmente
seria gerada com o uso de métodos univariados (BEEBE, 1998; da SILVA, 2008), e
permite detectar e descrever padrdes, e formular hipoteses baseadas nos numerosos
fatores que interferem sobre as caracteristicas (VALENTIN, 2000).

Assim, a analise estatistica multivariada dos resultados de concentracdo de
elementos inorganicos e razao isotopica de Pb do solo de diversas regides do pais, € na
medida da possibilidade de paises vizinhos, permite definir um mapa do ponto de vista
qualitativo e quantitativo, com o objetivo de especificar sua origem geografica, pelo fato
de que cada solo possui uma composi¢do isotopica de Pb distinta. Para obter os
melhores resultados, as propor¢des isotdpicas de Pb devem ser usadas em conjunto com
outros dados, tais como as concentragdes € outras composi¢des elementares, e assistida
com ferramentas tais como analise geoespacial.

As caracteristicas dos dados aplicando o método de reconhecimento de padrdes e
de andlise de componentes principais podem ser relacionadas fazendo uso o programa
MatLab R2010® ¢ SPSS. Esse método realiza combinacdes lineares das variaveis
originais para gerar novas variaveis, chamadas de componentes principais (PC). Essas
sdo utilizadas para analisar os dados em forma de projecdo geométrica ou representagao.
Em uma andlise de componentes principais, o agrupamento das amostras define a
estrutura dos dados através de graficos de scores e loadings, cujos eixos sdo

componentes principais nos quais os dados sdo projetados. Os scores fornecem a



composicdo das PCs em relagdo as amostras, enquanto os loadings fornecem essa
mesma composi¢cdo em relagdo as variaveis. Como as PCs sdo ortogonais, ¢ possivel
examinar as relacdes entre amostras e varidveis pelos graficos dos scores e dos
loadings. O estudo conjunto de scores e loadings ainda permite estimar a influéncia de
cada variavel em cada amostra (FERREIRA, 2002).

A andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) ¢ um processo hierarquico no
qual, em que cada passo a matriz de dados ¢ reduzida em uma dimensdo, pela reunido
de pares semelhantes, até a reunido de todos os pontos em um unico grupo. O objetivo
da HCA ¢ exibir os dados em um espago bidimensional de maneira a enfatizar os seus
agrupamentos ¢ padrdes naturais. A distancia entre os pontos (amostras ou varidveis)
reflete a similaridade de suas propriedades. Portanto, quanto mais proximos estiverem
0s pontos no espaco amostral, mais similares eles serdo. Os resultados sdo apresentados
na forma de dendrogramas, os quais agrupam amostras ou varidveis em funcdo da
similaridade. A distancia euclidiana e a técnica de conexdo baseada na distancia do
vizinho mais proximo sdao as metodologias mais utilizadas para o calculo da

similaridade (FERREIRA, 2002).

1.9 Validacédo do método

A validacdo de um método deve garantir, por meio de estudos experimentais,
que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados e demonstrar que ¢ apropriado para a finalidade
pretendida: a determinagdo qualitativa, semiquantitativa e/ou quantitativa de farmacos e
outras substincias (Resolu¢do RE n° 899 ANVISA). Sdo conhecidos como pardmetros
de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho e, algumas vezes, como figuras
analiticas de mérito seletividade; linearidade; precisdo; exatiddo; limite de deteccgdo;

limite de quantificacdo e robustez (RIBANI, 2004).

1.9.1 Curva analitica

A técnica de ICP-MS requer a constru¢do de curvas analiticas, utilizadas como
referéncia para converter as intensidades registradas nas analises quantitativas em
concentragdes dos respectivos elementos. A calibracdo do ICP-MS exige solugdes de

referéncia e curvas para todos os elementos em quantificagdo. A partir da construcao
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das curvas de calibracdo ¢ verificada a linearidade do método.

1.9.2 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade do método analitico de demonstrar que os
resultados sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela

analise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. O critério minimo aceitavel do

coeficiente de correlagdo (r) deve ser = 0,99 (RIBANI, 2004).

1.9.3 Preciséo

A precisdo ¢ a avaliagdo da proximidade entre si dos resultados em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Repetibilidade (precisdo
intracorrida) indica a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de
tempo com o mesmo analista ¢ mesma instrumentacdo (RIBANI, 2004). A precisao
indica o grau de concordancia entre os diversos resultados experimentais em condicdes
de repetibilidade (NUNES, 2009).

Na pratica, em validagdo de métodos, se avalia a precisdo como a estimativa do
desvio padrao absoluto, através do intervalo de confianca da média, que ¢ uma faixa de
valores no qual existe uma determinada probabilidade de encontrar um certo valor de
uma varidvel, ou através da estimativa do desvio padriao relativo (DPR) (RIBANI,

2004).

1.9.4 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. E
importante observar que um valor exato ou verdadeiro ¢ o valor obtido por uma
medig¢do perfeita e este valor € indeterminado por natureza.

A exatiddo ¢ sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga. Os intervalos aceitdveis de recuperagdo para analise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até £20%. Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode variar de 50 a 120%, com precisdo de até +15%
(RIBANI, 2004).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo:
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materiais de referéncia; comparac¢ao de métodos; ensaios de recuperacao; adi¢ao padrao.

1.9.5 Limites de deteccéo (LD) e Limites de quantificagdo (LQ)

Além da precisdo e exatiddo dos métodos ¢ interessante determinar também os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) definidos, respectivamente, pela
International Union of Pure Applied Chemistry (IUPAC) como a menor concentragao
elementar mensuravel com confiabilidade em um determinado método (NUNES, 2009).
O limite de detec¢ao ¢ calculado como 3 vezes o desvio padrdo de 10 replicatas do
branco dividido pelo coeficiente angular da curva de calibracdo do referido analito. O
limite de quantificacdo ¢ calculado como 10 vezes o desvio padrao de 10 replicatas do

branco dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragao.

1.10 Caracterizacéo do solo

A caracterizacdao do solo consiste em analises para determinar suas propriedades
fisico-quimicas, dentre elas pH, granulometria, matéria organica, composi¢do quimica,
determinagdo mineraldgica e concentragcdo de metais.

A matéria organica do solo é componente importante para o ecossistema
terrestre e sua variagdo tem um efeito importante em varios processos que ocorrem no
sistema. Ela representa a quantidade de material orgénico, de origem animal ou vegetal,
que estéd depositada no solo.

A andlise granulométrica, dispersao total, consiste na determinacdao das
dimensdes das particulas que constituem a amostra.

A composicdo quimica pode ser determinada por fluorescéncia de raios X
(FRX), que ¢ uma método de determina¢do preciso, rapido e ndo destrutivo. O FRX ¢
quali-quantitativo e é baseado na medida das intensidades dos raios X caracteristicos
emitidos pelos elementos que constituem a amostra; o nimero de raios X detectados por
unidade de tempo. Deste modo, os raios emitidos pelos tubos de raios X excitam os
elementos que estdo na amostra. Estes, por sua vez, emitem linhas com espectros
especificos e com energias caracteristicas do elemento, cujas intensidades estdo
relacionadas com a concentra¢ao do elemento na amostra.

Desta forma, quando um elemento de uma amostra ¢ excitado, h4 uma tendéncia

a liberagdo de elétrons do interior dos niveis dos dtomos, € como conseqiiéncia, 0s
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elétrons dos niveis mais afastados realizam um salto quantico para preencher a
vacancia. Assim, cada transicdo eletronica constitui uma perda de energia para o
elétron, que ¢ emitida na forma de um féton de raios X, de energia caracteristica e bem
definida para cada elemento (NASCIMENTO, 1999). Para a determinagdo mineraldgica
pode ser utilizada a técnica de Difratometria de Raios X (DRX) a fim de se identificar

0s principais tipos de minerais presentes nos solos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Comparar a razdo isotopica de Pb entre Trema micrantha e solos de forma a

simular o rastreamento da droga ilicita Cannabis.

2.2 Objetivos Especificos
v Desenvolver um método de anélise de elementos inorgénicos e razdo
isotdpica de Pb em plantas e solos;
v Criar uma base de dados para definir a assinatura quimica dos solos
estudados;
v" Compor um modelo estatistico para estabelecer a relagdo entre a planta e

o solo de origem, de forma a permitir seu rastreamento.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta dos Solos

26

Foram coletadas amostras de solo em doze pontos ao longo das rotas Londrina-Guaira e

Porecatu-Primeiro de Maio, com base na qualidade do solo, de forma a abranger a maior

variedade de solos (Figura 1). Os locais amostrados estdao localizados nas Figuras 2 e 3.
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Os pontos de coleta tém as respectivas coordenadas geograficas:

Ponto 1 — Jandaia do Sul, 23°35°04”S ¢ 51737°32”0

Ponto 2 — Doutor Camargo, 23 34°6”S ¢ 52°13°2”0

Ponto 3 — Jussara, 23 36°58”S e 52°28°33”0

Ponto 4 — Cianorte, 23°39°45”S ¢ 52°34°30”0

Ponto 5 — Tapejara (Canavial), 23 44°52”S ¢ 52°49°27°0
Ponto 6 — Cruzeiro do Oeste (Campo), 23°46°13”S ¢ 533’5570
Ponto 7 — Umuarama, 23°46°8”S ¢ 53'19°58”0

Ponto 8 — Guaira, 24 4’31”S e 54°'15°117°0

Ponto 9 — Estrada entre Guaira e Terra Roxa (PR-496), 24'5°18”S ¢ 54'5°3170
Ponto 10 — Porecatu, 22°45°23”S ¢ 5122°16”0

Ponto 11 — Esperanga do Norte, 22°41°39”S ¢ 51°'19°15”0

Ponto 12 — Estrada entre Alvorada do Sul e Primeiro de Maio (PR-437),
22°51°14”S ¢ 51'10°37°0

Estes pontos de coleta foram escolhidos de acordo com a variacao visual do tipo

de solo encontrado. As amostras foram coletadas com trado e acondicionadas em sacos
plasticos, apos identificagdo. Todas as amostras foram coletadas no mesmo dia, com
clima estivel e temperatura de aproximadamente 25C. As amostras foram
acondicionadas em local arejado e sem interferéncia de luz.
Todas as vidrarias e materiais plasticos utilizados para manuseamento e armazenamento
das amostras foram lavados e imersos em solu¢do diluida de HNOs (10% v/v) para
evitar contaminacao (ALMEIDA, 2001; GALUNIN, 2014; FLORIAN, 1998; Resolucao
RE n° 899 ANVISA) Em seguida foram enxaguados com agua ultrapura Milli-Q
(Milipore, EUA).
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3.2 Analise de caracterizacdo dos solos

As amostras utilizadas para as andlises fisico-quimicas foram previamente secas

ao ar e peneiradas em malha de 2 mm.

3.21pH

As medicdes da concentracido efetiva dos ions H' das amostras de solo foram
realizadas em um potencidmetro MA PA 200 (Marconi) de eletrodo de vidro
combinado (Micronal), previamente calibrado com tampdes de pH 4,0 ¢ 7,0 ¢ imerso
em suspensao de solo:liquido na propor¢cdo de 1:2,5 de agua ultrapura, cloreto de
potéssio (KCI) 1,00 mol L' e cloreto de calcio (CaCly) 0,01 mol L™, separadamente
(EMBRAPA, 2011). As analises foram realizadas em duplicata.

3.2.2 Matéria orgéanica (MO)

Para quantificar a matéria organica utilizou-se a via imida com dicromato de
potassio em meio sulfurico, empregando-se como fonte de energia o calor desprendido
do acido sulftirico, seguindo o método de Walkey-Black, conhecido como método do
dicromato, em que se obtém a quantidade total de carbono. A partir desse valor calcula-
se a quantidade da matéria organica contida. Foi feita a andlise em triplicata. Foram
adicionados 10,0 mL da K,Cr,O; 0,0667 mol L'e 10,0 mL de H>SO4 concentrado a 0,5
g de solo previamente seco, homogeneizado e peneirado em 2,00 mm, em um
erlenmeyer de 250 mL. Apos repouso de 30 minutos, foram adicionados 50 mL de agua
destilada e 0,5 mL do indicador (difenilamina 1% em H,SO4). O excesso de dicromato
foi titulado com solugdo FeSO4 1,0 N até a solugdo tornar-se verde. A prova em branco
foi feita com 10,0 mL de da solu¢do de dicromato de potassio apenas, seguindo o
mesmo procedimento (PAVAN, 1992). O célculo da quantidade de carbono total (%C)
foi feito a partir da Equacdo (1). A porcentagem de matéria orginica (%MO) ¢
calculada multiplicando-se o resultado do carbono organico (%C) por 1,724. Este fator ¢
utilizado em virtude de se admitir que, na composi¢do média do humus, o carbono

participa com 58% (EMBRAPA, 2011).

S -
e = -

= ow F 03896 (1)
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na qual, V; ¢ o volume de FeSO4 1,0 N em mL gasto na amostra, V, ¢ o volume de

FeSO4 1,0 N em mL gasto na prova em branco, f é o fator de correcdo da solugdo de

A ,
, sendo 0,30 é o
aFe

FeSO4 1,0 N, sendo 0,97 ¢ o valor 0,3896 & obtido da relagio ==

equivalente grama de C em 100 g, e 0,77 ¢ a eficiéncia do método (77%).

3.2.3 Andlise granulométrica

Foi realizada no Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR) de Londrina, aplicando o
método da pipeta. Foram colocados 20 g de solo em um recipiente de 250 mL,
adicionados 100 mL H,O e 10 mL de solugdo NaOH 1,0 N, tamponado com carbonato
de sodio. A solugao foi agitada com bastdao de vidro e deixada em repouso durante uma
noite. O contetido foi transferido para recipiente metalico do agitador elétrico stirrer
com o auxilio de um jato d’agua, deixando o volume em torno de 300 mL, agitado
durante 15 minutos e peneirado em malha de 0,053 mm (ntimero 270), transferido para
uma proveta de 1000 mL. O material retido na peneira foi lavado com 4agua e o volume
da proveta foi completado até o aferimento. A suspensdo foi agitada durante 20
segundos com um bastdo, tendo este, na sua extremidade inferior, uma tampa de
borracha contendo varios furos e de diametro um pouco menor do que o da proveta.
Apos concluir a agitacdo, a suspensdo foi deixada em repouso por tempo suficiente para
a sedimentagdo da argila em 5,0 cm de profundidade. Em seguida a suspensao foi
coletada, transferida para uma cépsula de porcelana e deixada na estufa até evaporar
completamente, colocada em dessecador e pesada. A lavagem da areia retida na peneira
de 0,053 mm foi completada com jato forte d’agua, transferida para um recipiente de
peso conhecido e colocada em estufa. Apos secagem (3 a 5 h) e esfriamento, o material

foi pesado, obtendo-se assim o peso da areia. O teor de silte foi calculado por diferenca

(EMBRAPA, 2011).

3.2.4 Fluorescéncia de Raios X

Para a determinag¢do da composi¢cdo quimica dos solos utilizou-se a técnica de
FRX realizada no Laboratério de Apoio a Pesquisa Agropecudria (LAPA), localizado na
Universidade Estadual de Londrina. As analises de FRX foram realizadas em um
espectrometro de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva da marca Shimadzu,
modelo EDX-720, que possui um tubo gerador de raios X de Rddio. Para a realizacdo

da andlise foi colocada a amostra de solo em um porta-amostra e levada ao
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equipamento, utilizando como atmosfera o ar e o tempo de contagem de 100 s.

3.2.5 Difratometria de Raios X

As andlises de DRX foram realizadas no Laboratério de Difragdo de Raios-X
(LARX), localizado na Universidade Estadual de Londrina, em um difratdmetro de
raios X (PANalytical modelo X’Pert PRO MPD), com radiagdo CuKa, técnica 6-260,
tensdo 40 kV, corrente 30 mA, intervalo de varredura 2 a 80 com passo angular de

0,030" e tempo de contagem 2 s.

3.3 Cultivo da planta

Devido a ilegalidade do cultivo da Cannabis sativa, foi escolhida a Trema
micrantha (L.) Blume, planta similar do ponto de vista bioquimico ¢ da mesma familia,
para o estudo. O cultivo das plantas foi feito no viveiro LABRE (Laboratério de
Biodiversidade e Restauragdao de Ecossistemas), localizado na Universidade Estadual de
Londrina, no periodo de novembro de 2014 a junho de 2015. O plantio se deu em vasos
plasticos para cada um dos 12 locais de solos, como pode ser observado na Figura 4. O
experimento foi feito em triplicata, totalizando 36 experimentos, sendo que cada vaso
continha cinco mudas da planta. No viveiro, permaneceram ao ar livre, recebendo luz
natural, d4gua da chuva e irrigagdo periddica e a manutengdo foi feita mensalmente para
retirada manualmente de outros tipos de vegetacdo fora do objetivo que cresciam nos

Vvasos.
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Figura 4. Cultivo das plantas

3.4 Preparo das amostras

As plantas foram separadas dos solos, lavadas com agua destilada e colocadas
para secar em estufa a 60°C por pelo menos 72 horas. Apds a secagem foram
homogeneizadas em gral de porcelana. A digestdo acida foi assistida por radiagdo
microondas, pois tem se mostrado o método mais eficiente para matrizes complexas
como solo e permite boas recuperacdes para elementos volateis, além de ser um método
mais rapido, confidvel e conveniente para a analise de metais tragco (BETTINELLI,
2000; FLORIAN, 1998). Portanto, a digestao acida foi feita em triplicata para cada vaso
com 100 mg da planta, 9,0 mL de HNO; concentrado ultrapuro ¢ 1,0 mL de H,O,
(MARGUI, 2005), assistida por radiagdo microondas Milestone (High Performance
Microwave Digestion — Ethos One) e de acordo com os parametros descritos na Tabela
1. O branco para a planta foi feito com 9,0 mL de HNO3 concentrado ultrapuro e 1,0 mL
de H,O, nas mesmas condi¢des no microondas.

O material digerido foi filtrado em papel filtro ¢ o volume aferido com agua



ultrapura até 50 mL em baldo volumétrico e filtrado novamente em membrana de
acetato de celulose (0,22 pum, Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) para analise por

ICP-MS (Varian 820MS) e FAAS (Varian AA140).

Tabela 1. Programa de microondas para extra¢do das amostras

Passo Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura (°C)
1 6 1200 até 80

2 4 1200 80

3 6 1200 até 120

4 4 1200 120

5 10 1200 at¢ 210

6 10 1200 210

A obtengao dos dados foi feita pelo software ICP-MS Expert, versdo v2.0 b87 da

VARIAN®. As condigdes experimentais durante analises no ICP-MS seguem na Tabela
2.



Tabela 2. Condicdes experimentais — ICP-MS

Poténcia de radio frequéncia (W) 1400
Modo scan Peak hopping
Fluxo do plasma (L min ' de Argonio) 17,0
Vazio do gés nebulizador (L min ') 0,21
Replicatas de varredura 5
tempo (ms) 169
Replicatas de anélise 5
tempo (s) 0,85
Temperatura ambiente (°C) 20
g
20r
65Cy
9Co
SSMn
Isotopos ONj
204py
206py,
207py,
208py,
6671

Os solos foram retirados dos vasos e levados para secar em estufa a 60°C por
pelo menos 72 horas. Foram moidos em gral de ceramica e pistilo e peneirados com
peneira granulométrica de 2,00 mm. A digestdo 4cida foi feita em triplicata para cada
vaso com 250 mg de solo, 5,0 mL de HNO; concentrado ultrapuro e 5,0 mL de dgua
ultrapura (MARGUI, 2005), assistida por radiagio microondas, sendo os mesmos
parametros utilizados para as amostras de planta. O branco para o solo foi feito com 5,0
mL de HNOj concentrado ultrapuro e 5,0 mL de agua ultrapura e nas mesmas condigdes
no microondas.

As amostras digeridas foram filtradas em papel filtro ¢ o volume aferido com
agua ultrapura até¢ 50 mL em baldo volumétrico e filtrado novamente em membrana de

acetato de celulose (0,22 um, Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) para analise por



ICP-MS e FAAS quando nao foi possivel analisar no ICP-MS.

Foram nominadas as amostras de acordo com o tipo, S ou P, para solo ou planta,
respectivamente, local de coleta do solo, de 1 a 12, nimero da replicata do plantio em
vaso, de 1 a 3, e nimero da replicata para cada vaso, de 1 a 3. Os brancos foram

nominados apenas com B e o nimero da duplicata.

3.5 Validacao do método

O método foi validado considerando as seguintes figuras de mérito: a linearidade foi
verificada através das curvas analiticas de calibragdo foram construidas com 7 pontos
(1,05 5,0; 10; 25; 50; 75 e 100 pg L' do analito), e preparadas por diferentes diluicdes
da solucdo estoque. A precisdo foi calculada através da estimativa do desvio padrao
relativo (DPR). A exatiddo foi avaliada por ensaio de recuperagdo, que reflete a
quantidade de determinado analito, recuperado no processo, em relacdo a quantidade
real presente na amostra. O limite de deteccdo foi calculado como 3 vezes o desvio
padrao de 10 replicatas do branco dividido pelo coeficiente angular da curva analitica

do referido analito.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao dos solos

O pH e a MO das amostras dos solos podem ser observados na Tabela 3. Nota-se
que os valores de pH em solug¢ao de CaCl, em alguns casos foram um pouco maiores do
que os outros dois. Esse fato pode ser explicado porque a solugdo diminui o efeito
sazonal de sais que interferem nas medidas de pH do solo devido ao aumento de
concentragdo eletrolitica, o que proporcionaria uma diminui¢ao em seu valor, atribuida

ao deslocamento de H™ e AI’" das particulas do solo (SILVA, 2009).

A quantidade de MO variou de 0,22 a 3,56%, demonstrando uma boa faixa de

variabilidade para a constru¢do do modelo estatistico sobre a procedéncia das amostras.
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Tabela 3. Valores de pH e matéria organica das amostras de solo do Parana analisados

nesse trabalho

pH MO
Amostra

H,O KCI CacCl, (%)

1 5,88 6,01 6,36 3,56
2 4,43 4,90 5,85 2,61
3 6,03 5,61 5,47 2,08
4 4,26 4,83 4,43 1,22
5 4,35 4,76 5,72 1,04
6 6,41 7,04 7,26 0,43
7 5,63 6,93 7,27 0,22
8 5,25 5,14 6,30 0,78
9 4,94 5,78 6,30 1,09
10 6,95 6,26 6,78 2,13
11 5,62 4,78 5,26 2,39
12 5,08 5,46 6,26 2,65

A determinacdo granulométrica permitiu a quantifica¢do das fracdes argila, silte
e areia contida em cada umas das amostras, descrita na Tabela 4. Em 7 amostras a
fracdo predominante foi areia e em 5 foi a fragdo argila, o que resulta em solos com

caracteristicas diferentes para a producao de plantas.



Tabela 4. Analise granulométrica dos solos em que foram cultivadas as plantas

Argila Silte Areia
Amostra (%)
1 71 18 11
2 13 2 85
3 7 2 91
4 16 3 80
5 4 1 95
6 10 1 88
7 67 17 16
8 55 16 29
9 6 3 91
10 33 26 41
11 57 7 36
12 68 13 19

Os resultados do FRX observados na Tabela 5, apresentam os componentes com
concentragdes mais expressivas. O elemento que mais se destacou foi o Ferro em todas
as amostras, € os elementos ndo descritos ou com baixa porcentagem (abaixo de 1%)

foram apresentados em conjunto como OUtros.



Tabela 5. Composi¢ao elementar de metais pela analise de FRX dos solos em que

foram cultivadas as plantas

Amostra Al Si Ti Ba S K Ca  Outros
(%)
1 77,7 10,7 5,4 2,6 1,9 0,26 - 0,23 1,21
2 61,9 17,8 12,0 3,3 1,8 0,65 - - 2,55
3 57,1 19,1 13,9 3,3 1,5 0,32 0,81 1,78 2,19
4 63,3 16,7 10,7 4,5 2,1 0,85 - - 1,85
5 67,4 13,8 9,1 3,0 2,3 1,3 0,55 0,43 2,12
6 60,4 16,0 12,3 2,7 1,2 6,0 - - 1,4
7 75,4 10,5 6,0 1,9 Lg 0,79 0,15 0,72 2,74
8 82,3 4,5 6,5 3,0 2,1 0,39 - - 1,21
9 60,7 11,1 13,1 2,6 1,4 6,8 1,7 1,3 1,3
10 70,5 10,8 6,7 2,7 1,6 2,3 0,25 1,8 3,35
11 73,3 12,5 6,9 4,0 2,1 0,57 - - 0,63
12 75,1 11,4 6,8 1,8 1,5 0,93 - - 3,4

- Resultados abaixo do limite de detec¢ao da técnica.

Com base na composi¢do elementar determinada por FRX, utilizou-se o
programa Xpert HighScore Plus 2.0A, da base de dados de 2004 para interpretagdo do
DRX, como pode ser observado na Tabela 6. A maioria dos solos apresentou caulinita e

hematita, mas também foi encontrado quartzo, montmorilonita, Ba,Si e gibbsita.



Tabela 6. Composigdo mineralogica dos solos em que foram cultivadas as plantas

Amostra Composi¢do mineraldgica
1 Caulinita e hematita
2 Caulinita e hematita
3 Caulinita, hematita e quartzo
4 Caulinita, hematita ¢ montmorilonita
5 Caulinita, hematita e Ba,Si
6 Caulinita, hematita e gibbsita
7 Caulinita e hematita
8 Caulinita e hematita
9 Caulinita e hematita
10 Caulinita e hematita
11 Caulinita e hematita
12 Caulinita e hematita

4.2 Validacao do método

Para a validagdo do método foram construidas as curvas analiticas para os dados
obtidos por ICP-MS. Nas Figuras 5, 6 e 7 sdo apresentadas as curvas de calibragao dos

isotopos de **°Pb, °’Pb e 2**Pb, respectivamente.
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Figura 5. Curva analitica do 2°°Pb obtido pelo ICP-MS
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Figura 6. Curva analitica do 2°’Pb obtido pelo ICP-MS
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Figura 7. Curva analitica do 2°®Pb obtido pelo ICP-MS

Foi observada linearidade, com os valores de coeficiente de determinacao, r2,
0,9987, 0,9991 e 0,9989 para os is6topos de 206Pb, 207pp ¢ 208Pb, respectivamente.

A Tabela 7 apresenta os valores do Limite de deteccdo (LD), Limite de
quantificagdo (LQ) e Desvio Padrao Relativo (DPR) do método e Tabela 8 apresenta os

valores da Taxa de Recuperagdo do método.

Tabela 7. Limite de deteccdo, limite de quantificagio em pg L™ e o desvio

padrao relativo em porcentagem do método para o ICP-MS

52Cr SSMn 59CO 60Ni 65Cu 6ézn 114Cd 206Pb 207Pb 208Pb

LD 0.0419 0.0975 0.0092  8.5307 0.0693 0.0786 0.1082 0.1341 0.0964 0.0770
LQ 0.1269 0.2954 0.0278 25.8507 0.2101 0.2380 0.3279 0.4065 0.2921 0.2334

DPR% 0.749 1.610  0.186  28.242 1.463 1.510 1.797  3.802 2913 2978




Tabela 8. Taxa de recuperagdo em porcentagem do método para o ICP-MS
Parametro *Co ONi ®Cu 7Zn Mcd Pb

Recuperacdo  94.56 92.92 52.57 1546  179.25 150.64

Para o método, os valores de LD e LQ se mostraram adequados, tendo em vista a
sensibilidade da técnica e a baixa concentragdo dos analitos nas amostras. A precisdo
também se mostrou adequada, tendo os valores de DPR abaixo do limite aceito (<20%).
No caso do Ni, o DPR extrapolou o limite esperado. A exatiddo mostrou valores da taxa
de recuperacdo aceitaveis para Co, Ni e Cu, valor abaixo do esperado para o Zn e acima
do esperado para o Cd e Pb. No caso do Pb e do Cd, pode estar sendo quantificado valor
acima do esperado, provavelmente devido a interferéncia de poliatdmicos
(TOWNSEND, 1998) e devido as suas concentragdes serem as menores dos elementos

analisados.

4.2 Andlise estatistica multivariada

Analisando pelo programa MatLab os dados de todas as variaveis obtidos pelo
ICP-MS, das amostras de solo e planta, foram geradas as PCs 1 e 2 sdo mostradas na
Figura 8, em que a PCI1 explica 41,4% da variancia do conjunto de dados e¢ a PC2
explica 16,2% da variancia do conjunto de dados, somando 57,6%. Na Figura 9 pode-se
observar os pesos (loadings) das variaveis sobre a dispersdo das amostras das mesmas

PCs.
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Figura 8. Dispersdo das amostras de solo e planta nas componentes principais
1 (41,4%) e 2 (16,2%), explicando 57,6% da variancia do conjunto de dados
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Figura 9. Pesos das varidveis sobre a dispersdo das amostras nas componentes

principais 1 e 2

Com as PCs 1 e 2, sdo observadas separacdes das amostras de planta pela
influéncia dos elementos Ca, Cd, Mn e razdo isotopica de 204pp,206pp, 2%ph/2Y7ph, ¢ das
amostras de solo pela influéncia dos elementos Fe, Cu, Co, Zn, Cr, Pb e razdo isotdpica
de **°Pb/***Pb.

As PCs 1 e 3 sao mostradas na Figura 10, em que a PCI1 explica 41,4% da
variancia do conjunto de dados e a PC3 explica 10,6% da varidncia do conjunto de
dados. Na Figura 11 pode-se observar os pesos das variaveis sobre a dispersdao das

amostras das mesmas PCs.
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Figura 10. Dispersao das amostras de solo e planta nas componentes principais
1(41,4%) e 3(10,6%), explicando 51,7% da variancia do conjunto de dados
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Com as PCs 1 e 3 observa-se que os dados estdo mais dispersos no grafico, com
as separacoes de grande parte das amostras de planta pela influéncia dos elementos Ca,
Cd, Mn e razdo isotopica de ***Pb/*"°Pb, ***Pb/*’’Pb, e de grande parte das amostras de
solo pela influéncia dos elementos Fe, Cu, Co, Zn, Ni, Cr, Pb e razdo isotopica de
206pp, 208y,

O diagrama de pareto, apresentado na Figura 12, mostra a varidncia explicada
por cada componente principal, e a linha apresenta a variancia explicada acumulada das
componentes principais. Assim, observa-se que com 9 PCs ¢ possivel explicar quase

100% da variancia dos dados.

100%
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80%
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40%

Variance Explained (%)

30%

20%

10%

0%

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Principal Component

Figura 12. Diagrama de Pareto para PCs de todos os dados

A Figura 13 representa o dendrograma de similaridade das variaveis, mostrando

207Pb 208 206
b

que as variaveis do elemento Pb/*’’Pb apresentam

Pb e razdo isotopica
similaridade, e as razdes “**Pb/**°Pb e ***Pb/*"’Pb também mostraram-se similares. As
variaveis Ca e Cd, mostraram-se similares também, o que pode ser explicado pela
semelhanca entre os raios atomicos e da carga dos dois ions. Os metais Ni, Cu, Co, Cr e
Zn apresentaram similaridade entre si, e, mesmo sendo considerados contaminantes,

também podem ter ocorréncia natural no solo.

47



Variéavel

Pb207
Pb208
Pb206/207
Ni6O

Cub6b

Co59

Cr52

Zn66
Pb206
Pb206/208
Fe
Pb204/206
Pb204/207
Cdil14

Ca

Mnb55
Pb207/208

Figura 13. Dendrograma usando o método de Ward; agrupamento hierarquico
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- distancia reescalonada para as variaveis

A similaridade entre as amostras pode ser observada na Figura 14, que
representa o dendrograma das amostras, agrupando-as de acordo com suas propriedades.

Nota-se que amostras de solo e planta aparecem em grupos diferentes, o que deve ser

explicado pelas suas diferentes caracteristicas de retencdo de elementos.
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Solos e plantas estdo separados em dois grandes grupos. No entanto,
similaridades entre uma planta ¢ o solo no qual ela foi desenvolvida também foram
encontradas. A fim de estudar a influéncia de chumbo nas amostras, os dados também
foram tratados apenas com os is6topos de chumbo. Na Figura 15 pode-se observar as
PCs 1 ¢ 2 em que a PC1 explica 29,8% da variancia do conjunto de dados e a PC2
explica 17,8% da variancia do conjunto de dados somando 47,6%. Na Figura 13 pode-
se observar os pesos das varidveis sobre a dispersdo das amostras das mesmas PCs,

considerando apenas variaveis de chumbo.
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Figura 15. Dispersdo das amostras de solo e planta para as componentes
principais 1(29,8%) e 2(17,8%) - dados tratados apenas com as variaveis relativas a

isotopos de Pb
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Figura 16. Pesos das variaveis sobre a dispersdo das amostras nas
componentes principais 1 e 2. Dados tratados apenas com as varidveis relativas a

is6topos de Pb

Grande parte das amostras tem influéncia da razdo isotopica de **’Pb/***Pb, ¢ os
demais is6topos e razdes isotopicas separam o restante das amostras. Observa-se que as
amostras de solo e planta ndo estdo mais separadas como nos dados tratados com varios
elementos.

Gerou-se também a projecao das PCs 1 e 3, observada na Figura 17, na qual a
PC1 explica 29,8% da variancia do conjunto de dados e a PC3 explica 13,0% da
variancia do conjunto de dados, somando 42,8%. Na Figura 18 pode-se observar os
pesos das varidveis sobre a dispersdo das amostras das mesmas PCs para os dados

relativos a chumbo.
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Figura 18. Pesos das variaveis sobre a dispersdo das amostras nas
componentes principais 1 e 3 - dados tratados apenas com as variaveis relativas a

isétopos de Pb

Nota-se que os dados estdo mais dispersos nessas PCs e apesar de separar os
solos das plantas, as amostras foram agrupadas de acordo com o local de coleta. Os
solos do local 8 tem influéncia do 206Pb, os do local 10 tem influéncia do 207Pb, 208Pb, oS
solos 5, 6 ¢ 9 tem influéncia da razdo isotopica “"°Pb/**’Pb. As plantas 9, 10 e 11
mostraram maior influéncia da razdo isotopica *’Pb/***Pb, e as plantas dos locais 1, 2 ¢
12 mostraram influéncia da razdo isotopica ***Pb/**°Pb e ***Pb/**"Pb.

O dendrograma da Figura 19 apresenta a similaridade das variaveis do Pb,
mostrando que as razdes isotopicas “**Pb/*°°Pb, **'Pb/*"’Pb ¢ *’Pb/*®®Pb apresentam

similaridade, e as isotopos ***Pb e **’Pb também mostraram-se similares.
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Figura 19. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento
hierarquico - distancia reescalonada para as variaveis: dados tratados apenas com as

variaveis relativas a isétopos de Pb

A similaridade entre as amostras pode ser observada na Figura 20, que
representa o dendrograma das amostras, agrupando-as de acordo com suas propriedades.
Comparando com o dendrograma de amostras tratadas com varios elementos, este se
mostrou melhor para o modelo, pois foi possivel agrupar solos e plantas do mesmo

local.
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P5.3.1 12 —
S3.2.2 113 —
P8.3.1 4 —
BP1 5
P4.2.1 7 —
P 4.3.2 9 —
BP2 3 —
P9.3.1 6 —
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BS1 1 —
P3.3.1 10 —
BS2 2 —
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Figura 20. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento
hierarquico - distancia reescalonada para as amostras: dados tratados apenas com as

variaveis relativas a isotopos de Pb
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Devido a grande quantidade de amostras, para melhor analise e visualizagao dos
resultados foi feita a analise multivariada com a média das triplicatas das amostras de
um mesmo vaso. Na Figura 21(a) pode-se observar com maior clareza a distribuicao das
amostras pelas PC1, com 44,5% da variancia das amostras, ¢ PC2, com 16,0% da

variancia, e na Figura 21(b) o peso das variaveis que as influenciam.
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Figura 21. (a) Dispersdo dos dados de solo e planta para as componentes
principais 1(44,5%) e 2(16%) da média dos dados. (b) Pesos das variaveis sobre a

dispersdo das amostras nas componentes principais 1 e 2 da média dos dados

Pode ser observado que as amostras do mesmo local estdo mais proximas umas
das outras, e que as variaveis do chumbo, 206Pb, 27py ¢ 208Pb, e a razdo “"°Pb/*’Pb
influenciam os solos dos locais 8, 10 ¢ 11, variaveis Fe, Cu, Co, Ni, Zn, Cr e razado
29%pp2%pp influenciam os solos dos locais 1,7 ¢ 12. Ao lado esquerdo as amostras de
plantas sdo influenciadas pelas variaveis Cd, Ca, e razdo 204pp2%pp_ 204pp207pp e

207Pb/208Pb.
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Na Figura 22(a) observa-se com mais clareza a distribui¢do das amostras pelas

PC1, com 44,5% da variancia das amostras, ¢ PC3, com 10,5% da variancia, e na Figura

22(b) o peso das varidveis que as influenciam.
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Figura 22. (a) Dispersdo das amostras de solo e planta para as componentes

principais 1(44,5%) e 3(10,5%) da média dos dados. (b) Pesos das variéveis sobre a
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disperséo das amostras nas componentes principais 1 e 3 da média dos dados

Com esses graficos observa-se que as amostras de solo e planta ficaram mais

préximas umas das outras, e que as variaveis da esquerda influenciam mais as amostras

de planta, e as da direita influenciam mais amostras de solo.

O diagrama de pareto, apresentado na Figura 23, mostra a varidncia explicada

por cada componente principal, e a linha apresenta a variancia explicada acumulada das

componentes principais. Assim, observa-se que com 9 PCs ¢ possivel explicar quase

100% da variancia dos dados.
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Figura 23. Diagrama de Pareto para PCs da média dos dados
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A Figura 24 representa o dendrograma de similaridade das varidveis da média

dos dados, mostrando que a similaridade entre as varidveis ndo mudou em comparagao

com o dendrograma de similaridade das varidveis com todos os dados, demonstrado na

Figura 13.
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Figura 24. Dendrograma aplicando o método de Ward;

agrupamento

hierarquico - distancia reescalonada para as varidveis da média dos dados
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Figura 25. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierarquico - distancia reescalonada para as amostras da média dos dados

A similaridade entre as médias das amostras pode ser observada na Figura 25.
Nota-se que amostras do mesmo local ficaram melhor agrupadas em comparag¢dao com o
dendrograma da Figura 14. Porém, a maioria das amostras de solo e planta ainda
ficaram em grupos separados.

Como o objetivo do trabalho ¢ analisar os is6topos de chumbo e suas razdes
isotdpicas, os dados a seguir foram tratados apenas com as variaveis dos isotopos de
chumbo.

Na Figura 26(a) observa-se a distribuicdo das amostras pelas PC1, com 39,8%
da variancia das amostras, e PC2, com 22,6% da variancia, e na Figura 26(b) o peso das

varidveis que as influenciam.
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Figura 26. (a) Dispersdo das amostras de solo e planta para as componentes
principais 1(39,8%) e 2(22,6%) — media dos dados tratados apenas com as variaveis
relativas a isotopos de Pb. (b) Pesos das varidveis sobre a dispersdo das amostras nas
componentes principais 1 e 2 — média dos dados tratados apenas com as variaveis

relativas a is6topos de Pb

Pode ser observado que algumas amostras de plantas, como as dos locais 6, 9 e
12 ficaram separadas, ¢ que as razdes -*'Pb/’°Pb, **Pb/"Pb e *“’Pb/*Pb as
influenciaram.

Na Figura 27(a) observa-se uma melhor distribui¢do das amostras pelas PCl,
com 39,8% e PC3, com 17,4% da variancia do conjunto de dados, e na Figura 27(b) o

peso das variaveis que as influenciam.
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Figura 27. (a) Dispersdo das amostras de solo e planta para as componentes
principais 1(39,8%) e 3(17,4%) — média dos dados tratados apenas com as variaveis
relativas a isotopos de Pb. (b) Pesos das variaveis sobre a dispersao das amostras nas
componentes principais 1 e 3 — média dos dados tratados apenas com as variaveis

relativas a is6topos de Pb

Pode ser observado que os dados ficaram melhor agrupados do que em
comparacao com o grafico PC1xPC2 pois conseguimos verificar as amostras de mesmo
local mais proximas. Algumas amostras de plantas foram mais influenciadas pelas
variaveis das razdes isotdpicas do 204Pb/206Pb, 204Pb/207Pb, 207Pb/208Pb, e as dos solos
mais influenciadas pelas demais varidveis.

O diagrama de pareto, apresentado na Figura 28, mostra a varidncia explicada
por cada componente principal, e a linha apresenta a variancia explicada acumulada das
componentes principais. Assim, observa-se que com 5 PCs € possivel explicar quase

100% da variancia dos dados.
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Figura 28. Diagrama de Pareto para PCs da média dos dados tratados apenas

com as variaveis relativas a isétopos de Pb

A Figura 29 representa o dendrograma de similaridade das varidveis da média
dos dados, tratados apenas com as variaveis relativas a isétopos de Pb. As varidveis

agrupadas tem uma influéncia similar nas amostras, como vimos nas Figuras 27(a) e
27(b).
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Figura 29. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento
hierarquico - distancia reescalonada para as varidveis: média de dados tratados

apenas com as variaveis relativas a isotopos de Pb
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Figura 30. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento
hierdrquico - distancia reescalonada para as amostras — media dos dados tratados

apenas com as variaveis relativas a is6topos de Pb

A similaridade entre as médias das amostras pode ser observada na Figura 30.
Nota-se que amostras do mesmo local ficaram melhor agrupadas em comparagdo com o
dendrograma da Figura 14 e 25. Observamos que algumas amostras de planta e solo do
mesmo local ficaram agrupadas, como dos locais 3, 4 ¢ 5. Porém, os grupos ainda se
separaram em plantas e solos.

Realizou-se também o tratamento dos dados de amostras de solo de todos os
locais com amostra de planta de apenas um local para verificar a inser¢do da amostra no

modelo gerado, e os dendrogramas sao apresentados a seguir, nas Figuras 31-36.
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Figura 31. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierarquico - distancia reescalonada para as amostras — média dos dados dos solos e

plantas apenas do local 2 tratados apenas com as variaveis relativas a isétopos de Pb
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Figura 32. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierdrquico - distancia reescalonada para as amostras — média dos dados dos solos e

plantas apenas do local 3 tratados apenas com as varidveis relativas a isotopos de Pb
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Figura 33. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierarquico - distancia reescalonada para as amostras — média dos dados dos solos e

plantas apenas do local 4 tratados apenas com as variaveis relativas a isétopos de Pb
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Figura 34. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierarquico - distancia reescalonada para as amostras — média dos dados dos solos e

plantas apenas do local 5 tratados apenas com as variaveis relativas a is6topos de Pb
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Figura 35.

Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierdrquico - distancia reescalonada para as amostras — média dos dados dos solos e

plantas apenas do local 7 tratados apenas com as varidveis relativas a isotopos de Pb
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Figura 36. Dendrograma aplicando o método de Ward; agrupamento

hierarquico - distancia reescalonada para as amostras — média dos dados dos solos e

plantas apenas do local 12 tratados apenas com as variaveis relativas a isotopos de Pb



As amostras foram tratadas em separado com o objetivo de simulagdo de
insercdo de uma amostra de droga que por ventura tivesse sido apreendida. Nas Figuras
28-33 as amostras destacadas por similaridade com seus solos nos tratamentos
antecedentes, puderam ser agrupadas conforme se observa na analise hierarquica.
Assim, sugere-se um modelo de qualidade de solo, relativo as varidveis aqui escolhidas,
e principalmente o chumbo de massas diversas e razao isotdpica, para associar amostras
de planta, neste caso a Trema micrantha, mas com o objetivo de selecionar Cannabis
sativa e qualificar solos que possam ser buscados para o rastreamento de drogas. A
amostra de droga apreendida podera ser analisada quanto as variaveis pretendidas, e

inserida no modelo estatistico gerado.

7



5. CONCLUSOES

As amostras de solo foram caracterizadas quanto a sua composi¢do, mostrando
adequacdo para o cultivo da planta pois, apesar de possuirem uma composi¢do
mineraldgica parecida e estarem localizadas no mesmo estado, apresentam diferencas
entre si, como a granulometria e MO.

Os parametros da validagdo do método foram satisfatorias com exceg¢do da
exatiddo que apresentou valores fora do esperado para o chumbo e cadmio. No entanto,
como o método ¢ de comparacdo relativa, ndo houve prejuizo para a interpretagdo dos
resultados.

A andlise estatistica multivariada permitiu separar as amostras em grupos e
observar as variaveis que t€ém maior influéncia sobre elas com base nas componentes
principais. Os dados tratados apenas com os isotopos do Pb e suas razdes isotopicas
produziram um modelo estatistico que discriminou qualitativamente as amostras. Os
dendrogramas resultantes do agrupamento hierarquico mostraram a similaridade entre
as variaveis e a similaridade entre as amostras porém agrupando plantas em grupos
diferentes dos solos. Na analise de dados das médias e tratadas apenas com isétopos de
Pb foram melhor agrupados solos e plantas do mesmo local. Com os dendrogramas de
solos e apenas amostra de planta de um local, foi possivel agrupar algumas plantas no
mesmo grupo do solo no qual foi cultivada, sendo melhor discriminatério do que os
dendrogramas anteriores, pois as plantas, por conterem caracteristicas similares ficavam
agrupadas umas com as outras e os solos agrupados separadamente.

O ICP-MS proporciona uma analise rapida para determinar os metais presentes
na planta e seus dados podem ser facilmente armazenados para referéncias futuras e
quanto mais aprimorado esse tipo de base de dados facilitard a identificacdo da
proveniéncia da planta e ajudara a rastrear seu local de crescimento. Apesar desse
estudo ndo ter considerado as plantas ilicitas, no caso a Cannabis sativa, e sim uma
planta bioquimicamente similar, a Trema micrantha, o método mostrou potencial para
ajudar a solucionar um dos grandes problemas da area criminal do pais, a partir da
criagdo de um modelo estatistico, no qual deve ser aprimorado para poder inserir a
amostra desejada e relaciona-la com determinado tipo de solo e consequentemente a

regido na qual foi cultivada.
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