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INTRODUCERE

Traficul si consumul ilicit de droguri reprezintd o problemd de amploare mondiala.
Acest fenomen genereaza efecte devastatoare nu doar din punct de vedere al afectarii
sanatatii publice, dar submineaza insasi dezvoltarea sociald, alimentand coruptia si crima
organizatd [1]. Inca din cele mai vechi timpuri, oamenii au avut tendinta de a cauta noi
senzatii si provocari, asociindu-le cu rezolvarea problemelor de ordin social sau individual. Tn
aceste conditii apare tentatia consumului de droguri [2].

Pentru a iesi de sub incidenta legii penale internationale, retelele de traficanti
sintetizeaza in laboratoare clandestine noi compusi, care nu se regasesc in lista substantelor
interzise sau controlate. Noii compusi sunt obtinuti prin usoare modificari a structurii
moleculare a substantelor ,mama”, prin adaugarea sau schimbarea unor substituienti din
diferite pozitii ale structurii de baza care insa nu reduc semnificativ efectul biologic /
toxicitatea substantei initiale. Sinteza, distributia, detinerea sau consumul acestor noi analogi
nu pot fi incriminate in tarile in care legislatia nu interzice si compusii cu structuri moleculare
similare oricarei substante din lista compusilor interzisi. Astfel, aparitia noilor compusi analogi
pune n dificultate specialistii Tn toxicologie, care trebuie sa descopere si sa identifice noile
structuri chimice. Acest efort analitic este supus si presiunii timpului, deoarece persoana
descoperita cu astfel de substante nu poate fi retinuta preventiv decat un timp foarte scurt
inainte de a se formula acuzatii concrete si oficiale. Din acest motiv in ultima decada au fost
facute eforturi de armonizare si flexibilizare a legislatiei privind substantele interzise /
controlate. Concomitent, gasirea unor metode de automatizare a rezultatelor analitice legate
de identificarea si detectia substantelor similare celor incriminate a devenit o prioritate a
statelor moderne.

Necesitatea cooperarii internationale in lupta pentru combaterea influentei traficului si
consumului ilicit de droguri a impus perfectarea unor mecanisme internationale care
actioneaza nu numai in plan continental, dar si in plan intercontinental, adaptandu-se,
desigur, la rutele de trafic ale narcoticelor. Astfel, au fost infiintate: Organizatia Internationala
de Politie Criminala Interpol, Biroul ONU privind Drogurile si Criminalitatea, Comisia pentru
Stupefiante ONU, Organul International de Control al Stupefiantelor, Grupul Dublin, Centrul
regional de informare si orientare pentru Asia Centralad [1,3,4]. La nivel national, cadrul
legislativ al combaterii traficului si consumului de droguri in Roménia s-a modernizat si
armonizat, situandu-se la nivelul celui existent in tarile occidentale [5-11].

Una dintre tehnicile consacrate de identificare a acestor compusi este spectrocopia
GC-FTIR. Spectrometrele de acest tip sunt conectate la o unitate de calcul, care permite
procesarea unui spectru necunoscut pentru identificarea naturii probei analizate, adica
pentru gasirea structurii moleculare ( a numelui) a compusului analizat. Operatia de
identificare se realizeazad la ora actualda in mod curent folosind aplicatiile software ale
calculatorului atasat. Astfel, se compard automat spectrul probei cu cele din baza de date
spectrald din memoria calculatorului. Comparatia automata are loc printr-un proces clasic de
cautare intr-o biblioteca de date (eng. library search), calculand distanta Euclidiana dintre
spectrul analizat si toate spectrele din baza de date.

in cazul in care proba analizata are aceeasi structura moleculara cu una din probele
cunoscute, a carui spectru se afla in baza de date, aceasta procedura automatizata este pe
cat de simpla, pe atat de eficienta: distanta Euclidiana dintre spectrul probei analizate si cel
al probei identice din baza de date este practic nula (va avea valoare foarte mica, o minima
diferenta aparand intre spectre datoritd zgomotului spectral). Valoarea gasita este mult mai
mica decét cea corespunzatoare distantei Euclidiene dintre spectrul substantei analizate si
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urmatorul cel mai similar spectru. Astfel structura moleculara a probei analizate este
identificata.

Acest proces nu este insa eficient atunci cand in baza de date spectrala nu exista
spectrul substantei analizate. in acest caz identificarea nu mai poate fi realizata automat prin
metoda descrisa. Mai mult decat atat, nici macar detectia clasei de substante din care face
parte compusul analizat nu poate fi realizata, pentru ca lista compusilor afisata contine in
general substante relativ diferite. In acest caz, detectia si identificarea necesitd corelarea
rezultatelor cu alte tipuri de analize si o interpretare care nu poate fi realizata decéat de
personal tnalt calificat.

Prezenta lucrare prezinta rezultatele obtinute in incercarea de a obtine metode
automate de detectie si recunoastere automata a amfetaminelor si a principalilor precursori a
acestora prin analiza chemometrica multivariata a spectrelor GC-FTIR. S-a urmarit realizarea
nu numai a unei detectii eficiente, dar si realizarea distinctiei intre analogii amfetaminici in
functie de activitatea lor biologica si efectul toxic asociat (stimulante si/sau halucinogene).
Capacitatea sistemului expert de a distinge intre cele doua clase de substante ilicite este
foarte importanta: daca amfetaminele stimulante au o toxicitate mai redusa, si pot fi folosite
in anumite preparate farmaceutice legale (care se administreaza numai sub control medical),
amfetaminele halucinogene sunt complet prohibite.

Metodele de inteligenta artificiald propuse permit detectia automaté a acestor compusi
(precizarea clasei de compusi careia ii apartine o substanta analizata necunoscuta).
Avantajele majore ale sistemului propus si dezvoltat in aceasta teza sunt urmatoarele: a)
automatizarea procesului de detectie permite cunoasterea clasei de substante careia fi
apartine substanta analizatd intr-un timp foarte scurt (secunde); b) senzitivitatea si
selectivitatea sistemului sunt excelente; c) detectia astfel realizata canalizeaza analistul spre
analize conexe bine definite si in acest mod se economisesc resurse analitice si umane
importante; d) reducerea semnificativa a timpului necesar pentru comunicarea rezultatului
catre fortele de ordine specializate in combaterea traficului ilicit de droguri.

In fine, este important s& mentiondm c3 aplicatiile au fost realizate cu ajutorul unei
platforme de calcul disponibila comercial (Matlab). Metodele chemometrice au fost selectate
astfel incat sa necesite resurse computationale minime, astfel incat sa poata fi implementate
pe unitati de calcul obisnuite. Acest lucru este deosebit de important pentru a permite
folosirea aplicatiei atat pentru spectrometre GC-FTIR clasice (fixe, de laborator), céat si, in
special, pentru spectrometrele GC-FTIR mobile, la care miniaturizarea impune includerea
unor unitati / resurse de calcul cat mai reduse.

Teza de doctorat cu titlul: "Metode multivariate pentru identificarea amfetaminelor cu
ajutorul unui sistem IR portabil” este structuratd in sase capitole in care sunt prezentate
notiunile teoretice gi contributiile proprii obtinute in dezvoltarea si optimizarea sistemului
expert pentru identificarea / detectia automatd a amfetaminelor ilicite cu ajutorul unui
spectrometru IR portabil. Lucrarea de fatd debuteaza cu o parte introductiva, care cuprinde
descrierea problemei stiintifice si oportunitatea studierii acesteia precum si motivatia si
obiectivele cercetarii identificarii intr-un mod automatizat a amfetaminelor ilicite cu ajutorul
unui instrument IR portabil.

Capitolul |, Aspecte teoretice ale metodelor de analiza fizico-chimice utilizate n
caracterizarea si identificarea amfetaminelor ilicite, contine notiunile cu caracter teoretic ale
principalei tehnici de analizd a spectrelor GC-FTIR a amfetaminelor stimulante si
amfetaminelor halucinogene.

Capitolul 1l, Metode multivariate folosite pentru detectia si identificarea principalilor
analogi si precursori ai amfetaminelor, prezinta principalele metode si tehnici chemometrice
multivariate de analiza utilizate pentru identificarea / detectia analogilor si precursorilor de
amfetamina.

Capitolul IIl, Contributii proprii obtinute in detectia amfetaminelor si principalilor
precursori ai acestora prin metode chemometrice de recunoastere a formelor, contine studii
experimentale cu privire la detectia automatd a principalelor amfetamine. Totodatd, s-a
analizat diferite metode de optimizare a metodelor de detectie a sistemului dezvoltat in
scopul imbunatatirii selectivitatii si senzitivitatii obtinute in discriminarea claselor de compusi
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analizati. De asemenea, trebuie mentionat ca metodele multivariate de detectie dezvoltate in
acest capitol au la baza spectrele GC-FTIR mé&surate intre 4000 — 600 cm™.

Capitolul 1V, Metode multivariate utilizate in detectia si identificarea amfetaminelor
ilicite pe baza absorbtiilor inregistrate in domeniul spectral de emisie al laserului QCL UT8,
contine studii experimentale ce descriu identificarea / detectia automatd a amfetaminelor
avand la baza absorbtile GC-FTIR masurate in fereastra spectrala UT8. Totodata, acest
capitol contine rezultatele obtinute de sistemul expert dezvoltat in aceasta fereastra in
recunoasterea unor compusi necunoscuti a caror spectre au fost obtinute cu ajutorul unui
intrument IR portabil.

Capitolul V, Metode multivariate utilizate in detectia si identificarea amfetaminelor ilicite
pe baza absorbtiilor inregistrate in domeniul spectral de emisie al laserului QCL UT7,
cuprinde metode multivariate de detectie automata a amfetaminelor avand la baza
absorbtile GC-FTIR inregistrate in fereastra spectrala UT7. De asemenea, acest capitol
contine rezultatele obtinute de sistemul expert dezvoltat in aceasta fereastra in
recunoasterea, in mod automat, a unor compusi necunoscuti a caror spectre au fost obtinute
cu ajutorul unui intrument IR portabil.

Capitolul VI, Concluzii generale, contributii originale gi perspective viitoare de
cercetare, prezintd concluziile generale si contributiile originale aduse in dezvoltarea si
optimizarea identificarii / detectiei automate a principalelor amfetamine ilicite. De asemenea,
capitolul se incheie cu mentionarea directiilor de aplicare si dezvoltare a rezultatelor obtinute
in cadrul acestei teze.

Analiza si identificarea drogurilor prezinta o importanta deosebita in lupta institutiilor
specializate cu laboratoarele de bucétérie care reusesc sa produca si sintetizeze noi tipuri de
droguri. Prin aceasta lucrare am dorit sa contribuim la efortul general privind progresul
metodelor analitice ce pot fi aplicate pentru detectia / identificarea / recunoasterea cat mai
rapida si mai eficientd a substantelor ilicite noi, similare amfetaminelor si a principalilor
precursori a acestora. In plus, am dorit dezvoltarea unui sistem expert utilizat in detectia
automata a amfetaminelor care sa fie implementat pe instrumente portabile de detectie.

Scopul acestei cercetari a fost obtinerea unui sistem expert care sa realizeze detectia
si identificarea automata a amfetaminelor ilicite si a principalilor precursori cu ajutorul
spectrelor GC — FTIR si a metodelor chemometrice multivariate.

Investigatia stiintificd a avut stabilite cateva obiective specifice, cum ar fi:

1) Prezentarea generala a principalelor tehnici si metode de analizéd multivariata utilizate in
caracterizarea si identificarea amfetaminelor intalnite pe piata ilicita de droguri.

2) Dezvoltarea unei metode fezabile de detectie automata a amfetaminelor si a principalilor
precursori cu ajutorul spectrelor GC-FTIR.

3) Recunoasterea automata a amfetaminelor in functie de activitatea lor biologica si efectul
toxic asociat (stimulant sau halucinogen).

4) Adaptarea sistemului expert pentru spectrometre GC-FTIR portabile si discriminarea
eficientd a amfetaminelor stimulante fata de efedrine.

5) Optimizarea sistemului expert si evaluarea rezultatelor obtinute Tn recunoasterea
compusilor necunoscuti cu instrumente IR portabile.
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Capitolul |

ASPECTE TEORETICE ALE METODELOR DE ANALIZA
FIZICO — CHIMICE UTILIZATE IN CARACTERIZAREA Sl IDENTIFICAREA
AMFETAMINELOR ILICITE

Spectroscopia in infrarosu prin transformata Fourier (FTIR) este o tehnica analitica
caracterizata de o selectivitate deosebita, spectrul in infrarosu fiind considerat o ,amprenta”
tipicd si unicd a moleculelor [1,4]. Deoarece amfetaminele sunt substante volatile,
cromatografia gazoasa cuplatad cu spectrometria in infrarosu prin transformata Fourier (GC —
FTIR) a devenit, pe langa cromatografia gazoasa cuplata cu spectrometria de masa (GC-
MS) tehnica cea mai folosita pentru identificarea acestora. Spectrele IR, ale principalilor
analogi ai amfetaminelor, sunt foarte complexe, astfel, identificarea lor automata prin
folosirea metodelor multivariate (recunoasterea formelor) constituie o alternativa fiabila si din
ce in ce mai folosita [5-8].

Spectroscopia FTIR studiaza tehnicile si metodele de obtinere a spectrelor de emisie
sau de absorbtie, cu descrierea si interpretarea acestora din punct de vedere chimico-fizic,
ca rezultat al interactiunii radiatiei electromagnetice cu structurile materiale [9-10]. In timpul
in care radiatia electromagnetica trece printr-un compus (solid, lichid sau gazos) la anumite
frecvente ale radiatiei sunt absorbite de moleculele substantei care conduc la vibratii
moleculare [11-14].

S-a aratat ca spectroscopia in infrarosu reprezinta o metoda instrumentala utilizata in
analizele fizico-chimice calitative prin examinarea interactiunii dintre radiatia IR si vibratiile
moleculare din molecule, insotite de modificarea momentului de dipol al moleculei. Astfel,
spectroscopia IR, numita si spectroscopie vibrationala, poate detecta vibratiile moleculare in
majoritatea cazurilor in forma absorbtiei de energie de la fasciculul IR incident [15].
Spectroscopia vibrationala are o baza teoretica solida, asiguratd de mecanica cuantica si de
numeroasele texte care trateaza in detaliu acest subiect [16-20].

Interferometrul lui Michelson reprezinta componenta principala a celor mai moderne
spectrometre in infrarosu cu transformata Fourier. in prezent, datoritd dezvoltarii tehnicilor
informatice [22-27], interferometrul Michelson si-a imbunatatit in mod considerabil calitatea si
achizitia spectrelor in infrarosu [4]. Spectrometrele IR cu transformare Fourier au avantajul
ca intreg domeniul spectral este lasat sa intre in celula si linile de absorbtie sunt sesizate
interferometric. Schema unui interferometru Michelson este prezentata in figura |. 1.

Oglinda fixa

Oglinda mobila

Diode de Si, Ge

Figura I. 1. Schema opto-mecanica a unui interferometru Michelson [4].
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Utilizarea spectrometrelor IR cu transfoarmare Fourier au evidentiat o serie de avantaje
in comparatie cu spectrometrele clasice [1,30]. Aceste avantaje pot fi enumerate:

- Viteza de colectare a datelor: toate frecventele sunt masurate simultan, cele mai
multe masuratori cu spectrometrele FTIR sunt realizate in cateva secunde.

- Sensibilitate marita: sensibilitatea este imbunatatita spectaculos folosind
spectrometrele FTIR din mai multe motive. Detectoarele utilizate sunt mult mai
sensibile si de aceea nivelul de zgomot din spectrul experimental este mult mai mic.

Cu toate ca spectrometrele cu transformare Fourier au foarte multe avantaje si sunt

utilizate la scara largd acestea nu sunt intrumente perfecte. in cele ce urmeaza vom
enumera doar unele dintre dezavantajele utilizarii spectrometrelor cu transformare Fourier
[1].

- Nu pot detecta atomi sau ioni monoatomici.

- Nu pot detecta molecule alcatuite din doi atomi identici simetrici (N , sau O »).

- Solutiile apoase sunt foarte greu de analizat deoarece apa este un puternic absorbant
IR.

Din punct de vedere matematic, daca consideram un semnal de modul integrabil X(t)
[31]:

00

[x(©)dt=M <o (1. 1)

—00

Atunci, se poate defini transformata Fourier a semnalului X(t), astfel definit, ca fiind

semnalul X(a))obtinut cu expresia [25,31]:

not 2
X (@) =F {x(t)}(@) = [ x(t)exp(—jot)dt (I.2)

Amfetaminele au in structura chimica un ciclu aromatic legat prin intermediul unei
catene laterale alifatice cu unul sau doi atomi de carbon de o grupare amino [29]. Analogi ai
amfetaminei au fost analizati cu ajutorul spectroscopiei GC — FTIR, observandu-se avantajul
pe care aceasta metoda il ofera in identificarea acestor compusi. De exemplu, analizédnd
spectrele GC — FTIR al amfetaminei si metamfetaminei se observa existenta a patru regiuni
spectrale.

Prima regiune spectrala cuprinde absorbtiile caracteristice inelului aromatic [32,36]:
benzi atribuite vibratiilor de intindere a legaturii C-H aromatic (3027 — 3039 cm™, 3053
—3078 cm™, 3084 — 3096 cm™);
benzi atribuite vibratiilor de deformare in afara planului a legaturii C-H aromatic (680 —
1000 cm™);
- benzi atribuite vibratiilor de valenta ale legéturii C-C aromatic (1485 cm™) ;
- benzi atribuite vibratiilor de inel (1025 cm™).

A doua regiune spectrala o reprezintd 1660 — 2000 cm™ si este caracteristica benzilor
de combinatie si armonice ale vibratiilor y CH din regiunea 680 — 1000 cm™ [32-36].

A treia regiune spectrala, 2830 — 3000 cm®, scoate in evidenta catena laterala alifatica
din scheletul molecular al amfetaminelor stimulante prin existenta unor picuri in aceasta
regiune. Aceste picuri sunt asociate cu vibratile de valenta simetrice si asimetrice ale
gruparii metil, CH; sirespectiv metilen, CH, [32-36].

Ultima regiune spectrala, 3050 — 3500 cm™ este asocitd cu benzile de absorbtie a
vibratiilor de valentd N-H. Vibratiile de valenta si de deformare ale moleculelor NH, si NH, in
spectrul infrarosu sunt asociate cu existenta aminelor primare si secundare. Recunoasterea
rapida nu prezinta reale dificultati deoarece exista, in prezent, studii amanuntite realizate pe
aceasta tema [32-36].

Analizand spectrele GC-FTIR ale principalelor amfetamine halucinogene, 3,4 -
metilendioxiamfetamina si 3,4 — metilendioximetamfetamina, de asemenea, putem distinge
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existenta a trei intervale spectrale principale [32-36]. Primul interval spectral evidentiaza
prezenta ciclului aromatic prin existenta:
- benzilor de absorbtie asociate vibratiilor de valentd C-H aromatic (3000 — 3100 cm™);
- benzilor de absorbtie asociate vibratiilor de deformare ale atomilor de hidrogen ramasi
n inelul aromatic (680 — 1000 cm™);
- b?nzilor de absorbtie asociate vibratiilor de valenta a legaturii C-C aromatic (1600 cm’
);
- benzilor de absorbtie asociate vibratiilor de inel.

Al doilea interval spectral, 2820 — 2980 cm™, evidentiza catena laterala alifatica din
structura moleculara a amfetaminelor halucinogene, pusa in evidenta de existenta picurilor in
aceasta regiune [32-36].

Ultimul domeniu spectral, 1300 — 1000 cm™, scoate in evidentd banda de absorbtie
asociata vibratiei de valenta a legaturoo — C — O — [32-36].

Concluzii

Spectroscopia vibrationala (FTIR) cuplata cu gazcromatografia (GC) constituie, in
prezent, una dintre tehnicile cele mai des folosite in studiul si identificarea principalilor
analogi ai amfetaminei. Fezabilitatea si robustetea acestei tehnici se datoreaza faptului ca
ofera informatii complete despre structura chimica a probelor analizate (atat analiza calitativa
cat si analiza cantitativa). Informatile obtinute dintr-un spectru GC-FTIR sunt
complementare cu cele furnizate de alte metode de analiza fizico — chimice.

Analizele spectrelor GC-FTIR ale celor patru compusi (amfetamina, metamfetamina,
3,4 — metilendioxiamfetamina si 3,4 — metilendioximetamfetamina) din cele doua clase de
amfetamine, pun in evidentd selectivitatea bund obtinuta de spectroscopia GC-FTIR in
identificarea amfetaminelor. Al doilea rezultat important este faptul ca spectroscopia GC-
FTIR permite identificarea principalilor analogi ai amfetaminei in functie de efectul toxic
asociat acestora.
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Capitolul 1l

METODE MULTIVARIATE FOLOSITE PENTRU DETECTIA $I IDENTIFICAREA
PRINCIPALILOR ANALOGI $I PRECURSORI Al AMFETAMINELOR

Chemometria poate fi descrisa in general ca disciplina care aplica metodele
matematice si statistice in fizica si chimie in urmatoarele scopuri: a) imbunatatirea procesului
de masurare; b) selectarea procedurilor experimentale si de masurare optime; c) extragerea
de informatii cat mai utile si mai complete din datele brute ale masurarilor fizico-chimice.
Chemometria utilizeazd metode matematice, statistice, grafice pentru a imbunatati nivelul de
intelegere al informatiei analitice [1-5].

Analiza componentelor principale utilizeaza, ca input, o baza de date spectrele ale unor
compusi cunoscuti. Aceasta metoda consta in gasirea unor componente principale (PC), ce
modeleaza cat mai bine caracteristicile esentiale ale spectrelor compusilor din baza de date
spectrale. Astfel, PCA extrage informatii dintr-o cromatograma sau dintr-un spectru pe doua
cai: a) numarul de componente principale semnificative este egal cu numarul de componente
principale; b) fiecare componenta principalé este caracterizatd de doua informatii, scoruri
(eng. scores) si ponderi (eng. loading) [6-10].

Analiza componentelor principale duce la transformarea matematica a datelor din
matricea originala (baza de date spectrala initiala), care se pot prezenta sub forma [11-14]:

X=TxP+E (. 1)
unde T reprezinta scorurile si P sunt ponderile. Numarul de coloane din matricea T trebuie sa
fie egal cu numarul de linii din matricea P [15-17]. Statisticienii nu disting intotdeauna intre
analiza factorialad si PCA, dar pentru chimisti factorii au adesea o semnificatie fizica, intrucat
componentele principale sunt entitati abstracte [2]. Toate procedurile chemometrice
mentionate in acest paragraf au fost incluse in aplicatii software dezvoltate cu ajutorul
platformei Matlab 2012a [18,19].

Analiza exploratorie a datelor, de exemplu, analiza componentelor principale este o
metoda utilizata in principal pentru a stabili relatii generale intre compusii din baza de date
initiald. Analiza clusterelor presupune analiza unei colectii de puncte si gruparea acestora in
clustere distincte in concordanta cu distantele masurate intre aceste puncte.

Primul pas in evaluarea clusterelor il reprezinta caracterizarea din punct de vedere al
indicatorilor de geometrie analitica a asemanarii dintre obiectele componente ale unui cluster
[20-23].

In scopul caracterizarii asemanarii dintre obiectele care alcatuiesc clusterele analizate
am calculat [24-27]:

- Coordonatele centrului unui cluster.

- Distanta euclidiana dintre doua clustere ca fiind dinstanta dintre centrele celor
doua clustere.

- Dispersia elementelor ce formeaza un cluster distinct ca distanta euclidiana
medie dintre centrul clusterului si punctele asociate elementelor componente.

- Raza clusterului, reprezentdnd distanta euclidiand maxima dintre centrul
clusterului si cel mai departat punct din clusterul respectiv.

Clusterizarea aglomerativd este o tehnica eficientd pentru recunoasterea diversilor
compusi chimici, ce se bazeaza pe o metoda de recunoastere nesupravegheata, respectiv
analiza clusterelor [28,29]. Metodele utilizate Tn acesta teza nu impun o ordine prestabilita in
structura datelor, evidentiind clustere numai dacd acestea se formeaza in mod natural,
nesupravegheat [29,30].

in aplicatia prezentata, ierarhizarea algoritmilor de determinare a dendogramelor a fost
realizata prin intermediul coeficientului cofenetic de corelatie. Rezultatele obtinute arata ca in
cazul discriminarii amfetaminelor pe baza scorurilor PCA determinate cu ajutorul spectrelor
GC-FTIR ale acestora, cele mai bune rezultate sunt obtinute prin aplicarea algoritmului
average linkage.
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Evaluarile privind modelarea si discriminarea in clustere distincte a diferitelor clase de
compusi, prin inspectia vizuala a dispersiei scorurilor PCA, este de cele mai multe ori dificila.
Astfel, in sprijinul acestei evaluari folosim distributia densitatilor estimate a scorurilor asociate
compusilor din baza de date spectrala [31-37]. De asemenea, analiza distributiei densitatii
estimate pentru fiecare componenta principala (PC) in parte furnizeaza informatii referitoare
la delimitarea in clustere specifice a claselor de compusi analizati.

Analiza discriminant (DA), alaturi de analiza componentelor principale, sunt doua
metode chemometrice de selectie multivariata a caracteristicilor specifice variabilelor
analizate. De asemenea, trebuie mentionat ca intre cele doua metode statistice exista o
diferenta esentiala. Daca in analiza componentelor principale, dorim sa obtinem o proiectie
convenabila in sensul maximizarii matricii totale de covariatie, in cazul analizei discriminante
se doreste obtinerea unei proiectii in sensul maximizarii matricii de covariatie interclase si
minimizarii matricii de covariatie cumulata din interiorul claselor [40-44].

Concluzii

Chemometria a devenit un instrument util in analiza si detectia principalilor analogi si
precursori ai amfetaminelor produse in laboratoarele clandestine destinate traficului ilicit de
droguri. Astfel metodele chemometrice alaturi de GC —FTIR sunt folosite cu succes pentru
detectia / identificarea si clasificarea compusilor iliciti, precum si in atriubuirea identitatii de
clasa unui compus necunoscut. Rezultatele obtinute din aplicarea metodelor multivariate
prezentate Tn acest capitol, pot fi comparate, altele fiind complementare, in scopul atingerii
obiectivului central, atribuirea, cu o probabilitate buna, a identitatii de clasa in functie de
efectul toxic asociat compusului testat.

Analiza componentelor principale este o tehnicd de cunoastere a clusterelor
nesupravegheata, deci aceasta nu poate defini granite pentru diversele clustere modelate.
Astfel, analiza componentelor principale, in sine, nu permite evaluarea cu obiectivitate si
celeritate a senzitivitatii si / sau selectivitatii atribuirii identitatii de claséd a compusului testat.
In consecinta, eficienta unui sistem de detectie, avand la baza analiza componentelor
principale, va fi evaluata cu ajutorul dendrogramelor obtinute prin analiza clusterelor.
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Capitolul I

CONTRIBUTII PROPRII OBTINUTE iN DETECTIA AMFETAMINELOR SI PRINCIPALILOR
PRECURSORI Al ACESTORA PRIN METODE CHEMOMETRICE DE RECUNOASTERE A
FORMELOR

1. 1. Introducere

Amfetaminele sunt droguri sintetice care stimuleaza sistemul nervos central, devenite
foarte populare printre consumatorii de droguri [1]. Structura chimicé a amfetaminelor contine
un ciclu aromatic legat la o grupare amino prin intermediul unei catene laterale alifatice la
unul sau doi atomi de carbon [2]. Modul de substitutie al ciclului aromatic influenteaza
activitatea toxicologica a principalilor analogi ai amfetaminei. Astfel, compusii care au ciclul
aromatic nesubstituit formeaza clasa amfetaminelor stimulante, iar cei la care inelul aromatic
este trisubstituit (de exemplu 3,4- metilendioximetamfetamina, cunoscuta pe piata neagra
sub numele de ,Ecstasy”) produc, pe langa efectul stimulant, efecte neurotoxice ce se
manifesta prin halucinatji.

lll. 2. Baza de date spectrala GC-FTIR

Baza de date utilizata ca input pentru PCA contine 30 de spectre, reprezentand 7
amfetamine stimulante (cod de clasa M), 6 amfetamine halucinogene (cod de clasa T) si 17
substante non-amfetaminice de interes toxicologic. Amfetaminele incluse in baza de date
spectrala sunt: amfetamina, B-feniletilamina, metamfetamina, N-etilamfetamina, N-n-
propilamfetamina, a-feniletilamina, N-metil-a-feniletilamina (cod de clasa M); 3,4-
metilendioxiamfetamina, 3,4-metilendioxi-N-etilamfetamina, 1-(3,4-metilendioxifenil)-2-
butanamina, 3,4-metilendioximetamfetamina, N-metil-1-(3,4-metilendioxifenil)-2-butanamina,
3,4-metilendioxi-N-hidroxiamfetamina (cod de clasa T). Restul de 17 substante incluse in
baza de date spectrala reprezinta substante non-amfetaminice (cod de clasa N) de interes
toxicologic: codeina-PFPA, acid vy-hidroxibutiric (TMS), cafeina, vy-valerolactona, vy-
butirolatona, cadaverina, piracetam, bemegrida, B-butirolactona, acid y-hidroxivaleric (TMS),
cocaina |.S., y-butirolactona artefact 1 (produs de degradare termica ce apare la separarea
cromatografica a vy-butirolactonei), nicotamida, cadaverina — HFBA, dextromoramida,
prolintan si putresceina [5]. Spectrele analizate au fost inregistrate intre 4000 si 600 cm™, iar
absorbanta a fost masurata la fiecare 5 cm™. Astfel, fiecare spectru reprezinta un vector cu
681 de variabile. In consecinta, baza de date spectrald folositda ca input pentru PCA
reprezintd o matrice cu 30 x 681 de intrari [5,6]
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lll. 3. Studiu de fezabilitate privind detectia si discriminarea amfetaminelor pe
baza spectrelor GC-FTIR vibrationale

Pentru determinarea numarului de componente principale (PC) cu ajutorul carora este
util sa se efectueze PCA, s-a analizat dinamica variantei explicate cumulate. Figura IIl. 1
aratd ca aceasta creste panad cand atinge un palier cu o valoare practic constanta. in
consecinta, am considerat adecvat sa realizam PCA cu primele 10 PC, contributia PC
ulterioare la cresterea variantei explicate cumulate fiind nesemnificativa [5].

Varianta
o B N w I ] o ~N © ©

1 2 3 a 5

6 7 8 9 10

Componentele Principale

Figura lll. 1. Varianta explicata a primelor 10 componente principale.

Studiul de fezabilitate privind detectia amfetaminelor ilicite prin intermediul PCA a fost
realizat prin analiza dispersiei scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR din baza de date
spectrala in spatiul multidimensional definit de primele 10 PC. Cele mai bune rezultate se
observa in reprezentarea scorurilor (eng. scatter plot) calculate pentru primele doua PC (vezi
Figura lll. 2).
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Figura lll. 2. Reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2 asociate spectrelor amfetaminelor
stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor (clasa N).

Pentru a identifica care sunt principalele absorbtii care contribuie la formarea acestor
clustere, am analizat reprezentarea ponderilor variabilelor (numerelor de unda). Variabilele
care au cea mai mare contributie in modelarea unui cluster sunt cele a caror vectori de
pozitie in reprezentarea ponderilor sunt indreptati in directia in care se situeaza clusterul in
cauza in reprezentarea scorurilor [18]. Dintre acestea, cele caracterizate de ponderile cele
mai mari au cea mai mare putere de modelare, generand gruparea compusilor in clustere
distincte.
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a) b)
Figura lll. 3. Reprezentarea PC1 vs. PC2 pentru spectrele din baza de date:
a) reprezentarea scorurilor si a vectorilor de pozitie corespunzatori centrului fiecarui cluster;
b) reprezentarea ponderilor.
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Analiza reprezentarii ponderilor asociata (Figura lll. 3b) indica doua seturi de variabile
care pun cel mai bine in evidenta specificitatea amfetaminelor halucinogene (clasa T). Un
prim set este format din absorbtiile caracterizate de cele mai mari valori ale ponderilor PC2 si
de unghiurile minime cu vectorul de pozitie a centrului clusterului T, respectiv 1230, 1235,
1240, 1245, 1250 si 1255 cm™. Un al doilea set de variabile care contribuie la scorurile PC2
mari ale amfetaminelor halucinogene este format din variabilele 1480, 1485, 1490, 1495 si
1500 cm™. Variabilele cu cea mai mare influentd in modelarea amfetaminelor stimulante
(clasa M), respectiv absorbtiile care au ponderile PC1 pozitive de valoare maxima, sunt
absorbtiile ce apar intre 2900 si 2990 cm™, respectiv intre 695 si 735 cm™ (vezi Figura Ill. 3b

).

lll. 4. Optimizarea detectiei amfetaminelor bazata pe analiza componentelor
principale

In scopul optimizarii detectiei amfetaminelor bazatd pe PCA, spectrele din baza de
date au fost impartite Tn doud clase de spectre distincte. Clasa | contine spectrele
substantelor pozitive (cod de clasa M si T). Clasa Il contine spectrele compusilor negativi
(cod de clasa N). Spectrele din baza de date au fost procesate cu doua amplificatoare
selective w si W” si un selector amplificator (w-1)* in scopul sporirii intensitatii absortiilor
importante, adica a celor care au cea mai mare putere de modelare sau de discriminare.
Amplificatorul selectiv are expresia [5,6]:

TR IR I
Wy = " — (11.1)
(AI 'Al) (Au 'Au)

Z NI +Z NII

unde A, si A, reprezinta absorbtiile din spectrele GC-FTIR corespunzatoare probelor din
clasele I si ll, N, si N, reprezinta numarul de probe din clasele | si Il.

In vederea determinarii numarului de componente principale (PC) cu ajutorul carora
este util sa se efectueze PCA, s-a analizat dinamica variantei explicate cumulate. Figura IIl.
4 arata ca varianta explicatd cumulata creste rapid, dupa care atinge un palier cu o valoare
practic constanta.
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Figura Ill. 4. Varianta explicata a componentelor principale in cazul spectrelor procesate cu
amplificatorul selectiv w.

Pentru a verifica in ce masura este posibila optimizarea detectiei si clusterizarii
amfetaminelor ilicite in functie de activitatea biologica (modul de substitutie al inelului
aromatic) a acestora prin intermediul PCA s-a analizat reprezentarea scorurilor asociate
spectrelor GC-FTIR din baza de date spectrala neprocesate si procesate cu amplificatorul
selectiv w Tn spatiul multidimensional definit de primele 10 PC.

Amfetaminele halucinogene (clasa T) formeaza clusterul cel mai bine definit, acestea
fiind singurii compusi cu scoruri PC2 pozitive mari (vezi Figurile 111. 2, Ill. 5). Este de remarcat
faptul ca scorurile corespunzatoare PC2 ale halucinogenelor, in cazul spectrelor procesate,
sunt distantate cu aproape 4 unitati de punctele asociate celorlalte substante (vezi Figura III.
5), pe cand diferenta minima in cazul spectrelor neprocesate este putin mai mare de o
unitate (vezi Figura lll. 2).

Clusterele formate de compusii din clasele M si N sunt mai putin diferentiate atat in
cazul spectrelor neprocesate, céat si a celor procesate cu amplificatorul selectiv w. Analogii
din clasa amfetaminelor stimulante (clasa M) sunt singurii compusi care au scorurile PC1
pozitive si PC2 negative, cu exceptia negativelor N22 — cadaverina, N33 — dextromoramida,
N127 — prolintan si N131 — putresceina (vezi Figurile 111. 2 si lll. 5).
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Figura Ill. 5. Reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2 asociate spectrelor amfetaminelor
stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor (clasa N) procesate
cu amplificatorul selectiv w.

Componenta principala 2

Evaluarea distributiei densitatii estimate pentru fiecare componenta principala (PC) in
parte furnizeaza informatii referitoare la delimitarea in clustere specifice a principalilor
analogi ai amfetaminei.
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Figura Ill. 6. Densitatea estimata pentru scorurile PC1 asociate amfetaminelor stimulante
(clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor (clasa N)
a) spectre neprocesate; b) spectre procesate cu amplificatorul selectiv w.

Distributia densitatii estimate pentru PC1 (vezi Figura lll. 6) indica faptul ca
amplificatorul selector w conduce la o grupare semnificativ mai bine delimitata in clusterele
specifice. Clusterul amfetaminelor halucinogene (clasa T) condenseaza, astfel incat maximul
local PC1 = -1,111 ce apare in densitatea estimata a clasei T pentru spectrele neprelucrate
devine un ,umar” al distributiei densitatii estimate Tn cazul spectrelor procesate.
Amplificatorul selector w genereaza si o delimitare mult mai buna a clusterului amfetaminelor
stimulante (clasa M) de clusterul negativelor (clasa N): distributiile densitatilor estimate ale
celor doua clustere se suprapun mult mai putin in cazul spectrelor procesate.
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Figura Ill. 7. Densitatea estimata pentru scorurile PC2 asociate amfetaminelor stimulante
(clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor (clasa N)
a) spectre neprocesate; b) spectre procesate cu amplificatorul selectiv w.

Efectul benefic al amplificatorului selectiv se manifesta insa cel mai pregnant in cazul
negativelor. Se observa ca in cazul compusilor din clasa N, valoarea maximului densitatii
estimate PC2 este mai mare in cazul spectrelor procesate decéat in cazul celor neprocesate
(vezi Figura lll. 7).

Analiza reprezentarii scorurilor a indicat faptul ca, in cazul spectrelor preprocesate cu
amplificatorul selectiv w, cele mai adecvate reprezentari pentru detectia clusterelor formate
de clasele de substante modelate sunt cele obtinute prin combinarea primelor doua PC (vezi
Figurile 11l. 8a). Pentru a identifica care sunt principalele absorbtii care contribuie la formarea
acestor clustere, a fost analizata reprezentarea ponderilor asociate numerelor de unda.
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Figura lll. 8. Reprezentarea PC1 vs. PC2 pentru spectrele din baza de date procesate cu
amplificatorul selectiv w: a) reprezentarea scorurilor si a vectorilor de pozitie corespunzatori
centrului fiecarui cluster; b) reprezentarea ponderilor.

Analiza ponderilor PC1 vs. PC2 (vezi Figura Ill. 8b) indica existenta a doua seturi de
variabile care pun cel mai bine in evidenta specificitatea amfetaminelor halucinogene (clasa
T). Un prim set este format din absorbtiile a caror vectori de pozitie fac unghiurile cele mai
mici cu vectorul de pozitie al centrului clusterului T si au cele mai mari ponderi PC2,
respectiv 1470, 1475, 1480, 1485, 1490, 1495 si 1500 cm™. Un al doilea set este format din
absorbtile de la numerele de unda 1235, 1240,1245, 1250 si 1255 cm?, ce definesc
anvelopa benzii de absorbtie de la 1245 cm™, asociata cu vibratia de intindere a gruparii C-O
din pozitia para si orto a heterociclului din structura moleculara a halucinogenelor [19-22].

Variabilele cu cea mai mare influentd in modelarea si discriminarea amfetaminelor
stimulante (clasa M) sunt absorbtiile care au ponderile PC1 pozitive cu valorile cele mai mari
si ai caror vectori de pozitie in reprezentarea ponderilor au aproximativ aceeasi directie cu
vectorul de pozitie a centrului clusterului M in reprezentarea scorurilor [23]. Acestea sunt
absorbtiile din domeniile 695 - 735 cm™ si 2900 - 2990 cm™ [25].

lll. 5. Optimizarea detectiei multivariate a amfetaminelor prin preprocesarea
spectrelor GC-FTIR cu amplificatorul selectiv w?

Detectia amfetaminelor ilicite avand la bazd PCA poate fi optimizatd prin
preprocesarea spectrelor din baza de date de intrare [27]. In acest scop, spectrele initiale au
fost preprocesate cu amplificatorul selectiv w? si supuse PCA.

Pentru determinarea numarului de componente principale (PC) cu ajutorul carora este
util s& se efectueze PCA in cazul spectrelor preprocesate cu amplificatorul selectiv w?, s-a
analizat dinamica variantei explicate cumulate. Figura Ill. 9 aratd ca varianta explicata
cumulata inregistraza o crestere rapida, dupa care atinge un nivel cu o valoare practic
constanta. Altfel spus, metoda de optimizare a detectiei principalelor amfetamine ilicite,
utilizand preprocesarea spectrelor cu amplificatorul selectiv w® comprima hiperspatiul definit
de spectrele initiale si scurteaza timpul de detectie.
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Figura lll. 9. Varianta explicata a componentelor principale in cazul spectrelor preprocesate
cu amplificatorul selectiv w?,
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Analiza vizuala a reprezentarii scorurilor in diverse combinatii de PC indica faptul ca,
atat in cazul spectelor neprocesate [17], cat si in cazul spectrelor preprocesate cu
amplificatorul selectiv w?, cele mai bune rezultate se obtin in reprezentarea scorurilor
determinate pentru primele doua PC (vezi Figura Ill. 2 si Figura lll. 10). De asemenea, in
cazul spectrelor preprocesate, clusterele sunt mult mai departate unele de altele decét in
cazul PCA realizata cu spectrele neprocesate.

Amfetaminele halucinogene (clasa T) formeaza un cluster foarte bine definit, acestia
fiind singurii compusi cu scoruri PC2 pozitive mari (vezi Figurile Ill. 2 si lll. 10). Altfel spus,
metoda de optimizare propusa mareste selectivitatea metodei de detectie fara sa afecteze
senzitivitatea obtinuta cu spectrele neprocesate.
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Figura Ill. 10. Reprezentarea scorurilor PC 1 vs. PC2 asociate spectrelor amfetaminelor
stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor (clasa N) preprocesate cu
amplificatorul selectiv w?.

Al doilea rezultat remarcabil este faptul ca, in cazul spectrelor preprocesate cu
amplificatorul selectiv w?, scorurile PC2 ale halucinogenelor sunt distantate cu mai bine de 4
unitati de punctele asociate celorlalte substante (vezi Figura lll. 10), diferenta minima
obtinuta in cazul spectrelor neprocesate fiind putin mai mare de o unitate (vezi Figura lll. 2).
Astfel, puterea de discriminare a sistemului are o crestere insemnatda in cazul
halucinogenelor.

Concluziile analizei reprezentarii scorurilor sunt sustinute si de distributia densitatilor
estimate a scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR (vezi Figurile Ill. 11) [24].
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Figura lll. 11. Densitatea estimata pentru scorurile PC1 (a) si respectiv pentru sorurile PC2
(b) asociate amfetaminelor stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) pentru spectre preprocesate cu amplificatorul selectiv w?.

Distributia densitatii estimate pentru PC1 (vezi Figura Ill. 11) indica faptul ca
amplificatorul selectiv w? conduce la o discriminare semnificativa a compusilor pozitivi de
clusterul specific negativelor. Distributia densitatii estimate pentru PC2 (vezi Figura Ill. 11b)
aratd c& amplificatorul selectiv w® genereaza o grupare in clustere specifice semnificativ mai
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bine delimitate. In cazul spectrelor procesate cu amplificatorul selectiv w? amfetaminele
stimulante formeaza un cluster mult mai bine definit [28-30].

Distributiile scorurilor cele mai utile detectiei s-au dovedit a fi, in cazul spectrelor
procesate cu amplificatorul selectiv w?, cele obtinute din combinarea primelor doua PC (vezi
Figurile 1ll. 12a). Analiza scorurilor pune in evidenta formarea a trei clustere bine definite
pentru analogii amfetaminelor (amfetaminele stimulante — clasa M si halucinogene - clasa
T) si a unuia relativ difuz pentru compusii negativi. Principalele absorbtii care contribuie la
formarea acestor clustere au fost identificate analizand reprezentarea ponderilor [31].
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Figura lll. 12. Reprezentarea PC1 vs. PC2 pentru spectrele din baza de date procesate cu
amplificatorul selectiv w?: a) reprezentarea scorurilor si a vectorilor de pozitie corespunzatori
centrului fiecarui cluster; b) reprezentarea ponderilor.

Figura lll. 12b accentueaza faptul ca exista doua seturi de variabile care pun cel mai
bine in evidenta specificitatea amfetaminelor halucinogene (clasa T). Un prim set de variabile
a caror vector de pozitie face un unghi de valoare minima cu vectorul de pozitie al centrului
clusterului T este format din absorbtiile caracterizate de cele mai mari valori ale ponderilor
PC2, respectiv de la 1445 la 1500 cm™. Un al doilea set este format din absorbtiile
caracterizate de valori relativ mari ale ponderilor PC2 si sunt caracterizate de unghiuri
minime cu vectorul de pozitie a centrului clusterului T, respectiv 1240, 1245 si 1250 cm™.

Variabilele care contribuie cel mai semnificativ pentru discriminarea si modelarea
amfetaminelor stimulante (clasa M) sunt caracterizate de unghiuri minime cu vectorul de
pozitie a centrului clusterului M si au ponderile PC1 pozitive de valoare maxima, respectiv
absorbtiile de la 2885 la 3020 cm™ si de la 695 la 735 cm™ (vezi Figura Ill. 12b).

In urma optimizarii, detectia se dovedeste atat selectiva cat si senzitiva, atat in cazul
amfetaminelor halucinogene (clasa T) cat si in cazul amfetaminelor stimulante (clasa M). Tn
ceea ce priveste non-amfetaminele (clasa N), metoda este senzitiva, dar mai putin selectiva,
existand o substanta (prolintan) care inregistreaza o valoare a ponderii PC1 pozitiva [34].

lll. 6. Studiu de fezabilitate privind detectia amfetaminelor prin PCA aplicata
spectrelor procesate cu selectorul amplificativ (w-1)?

Detectia amfetaminelor ilicite avand la baza PCA poate fi optimizatd prin procesarea
spectrele din baza de date initiala. Astfel, spectrele initiale au fost impartite in doua clase de
spectre distincte. Clasa |, care contine spectrele de interes ( cod de clasa M, cod de clasa T)
si clasa Il, care contine spectrele compusilor nonamfetamine (cod de clasa N). Functia (w-1)°
actioneaza ca un puternic selector amplificator prin anularea absorbantelor corespunzatoare
numerelor de unda fara putere mare de discriminare (pentru care (w-1)> = 0) . Astfel,
absorbtiile sunt anulate acolo unde functia (w-1)° e nuld, pentru ca absorbtiile se inmultesc
cu valoarea functiei la numarul de unda respectiv si intensitatea absorbtiei multiplicata acolo
unde functia selector amplificator are maxime, marind astfel diferentele in intensitate a
absorbtiilor reale masurate la acel numar de unda in diversele spectre analizate.

Pentru determinarea numarului de componente principale (PC) cu ajutorul carora este
util sa se efectueze PCA, s-a analizat dinamica variantei explicate cumulate. n Figura Ill. 13
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se observa ca varianta explicatd cumulatad creste pana cand atinge un nivel cu o valoare
practic constanta.
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Figura Ill. 13. Varianta explicata a componentelor principale in cazul spectrelor preprocesate
cu selectorul amplificativ (w-1)?

Pentru optimizarea detectiei si discriminarii in clustere distincte a amfetaminelor ilicite
in functie de activitatea biologica a acestora prin intermediul PCA s-a analizat dispersia
scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR din baza de date spectrala procesate cu selectorul
multiplicativ (w-1)? in spatiul multidimensional definit de primele doua PC.

Analogii din clasa M sunt foarte bine conturati intr-un cluster, fiind singurii cu scorurile
pozitive PC1 si PC2. Analogii din clasa T sunt si ei foarte bine pusi in evidenta in alt cluster,
fiind singurii cu scoruri PC1 pozitive si PC2 negative (Figura 1ll. 14). Spre deosebire de
acestea, compusii non-amfetaminici (clasa N) apar numai in cadranele 2 si 3, fiind
caracterizati de scoruri PC1 negative . Se observa insa ca discriminarea acestora este mult
mai buna decat in cazul procesdrii spectrelor cu amplificatorul selectiv w? Astfel, putem
deduce c& avantajul utilizarii selectorului amplificativ (w-1)> se refera in primul rand la
modelarea negativelor si discriminarea acestora fatd de substantele pozitive (apartinand
claselor M si T).
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Figura lll. 14. Reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2 asociate spectrelor ale amfetaminelor
stimulente (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor (clasa N).

Componenta principala 2
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Distributia densitatii estimate pentru PC1 (vezi Figura lll. 15) indica faptul ca selectorul
amplificativ (w-1)* conduce la o discriminare semnificativ imbunétatita in clustere specifice in
functie de activitatea biologica si efectul toxic asociat amfetaminelor studiate. Clusterul
amfetaminelor halucinogene (clasa T) condenseaza considerabil. Selectorul multiplicativ (w-
1)? genereaza, in acelasi timp, si o discriminare mult imbunatatita a clusterului amfetaminelor
stimulante (clasa M) de clusterul negativelor (clasa N): distributiile densitatilor estimate ale
celor doua clustere se suprapun mult mai putin in cazul spectrelor preprocesate cu selectorul

amplificativ (w-1)2.
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Figura lll. 15. Densitatea estimata pentru scorurile PC1 (a) si respectiv pentru scorurile PC2
(b) asociate amfetaminelor stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) pentru spectre preprocesate cu selectorul multiplicativ (w-1)2.

Forma distributiilor densitatilor estimate pentru PC2 (vezi Figura Ill. 15b) arata ca
selectorul amplificativ (w-1)? evidentiazd o discriminare in clustere specifice semnificativ
imbunatatita. Figura lll. 6a arata ca daca se folosesc spectre neprocesate, exista compusi
din clasa non-amfetaminelor (clasa N) cu scoruri PC2 asociate apropiate de cele ale
amfetaminelor stimulante. Tn cazul spectrelor procesate cu selectorul amplificativ (w-1)?,
amfetaminele stimulante formeaza un cluster mult mai bine modelat (vezi Figura lll. 15). De
asemenea, selectorul amplificativ (w-1)> genereaz&, in cazul amfetaminelor stimulante,
scoruri asociate substantial mai mari decat a celorlalti compusi.

Pentru obtinerea unei eficiente sporite Th selectia variabilelor (absortiilor) corelate cu
contributia cea mai importanta la discriminarea si modelarea diverselor clustere, am calculat
coordonatele centrelor clusterelor in functie de scorurile compusilor, ale caror spectre au fost
procesate cu selectorul amplificativ (w-1)°, care formeaza fiecare cluster in parte [32].
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Figura lll. 16. Reprezentarea PC1 vs. PC2 pentru spectrele din baza de date procesate cu
selectorul amplificativ (w-1)*: a) reprezentarea scorurilor si a vectorilor de pozitie
corespunzatori centrului fiecarui cluster; b) reprezentarea ponderilor.

Analiza componentelor principale Tn cazul spectrelor procesate cu selectorul
multiplicativ (w-1)* a reusit s puna in evidenta trei clustere distincte ale analogilor din clase
M, T si N. Figura lll. 16b pune in evidenta faptul ca exista un set de variabile care pune cel
mai bine in evidenta specificitatea amfetaminelor halucinogene (clasa T). Acesta este format
din absorbtiile caracterizate de cele mai mari valori ale ponderilor PC1 si sunt caracterizate
de unghiuri minime cu vectorul de pozitie a centrului clusterului T, respectiv intervalul 1495 —
1470 cm™.

in concluzie, s-a analizat impactul fiecarei absorbtii FTIR din spectrele amfetaminelor
ilicite, neprocesate si apoi preprocesate cu amplificatorii selectivi w si w? si selectorul
amplificativ (w-1)?, asupra eficientei detectiei bazate pe PCA, ca metoda chemometrica de
recunoastere nesupervizata a formelor. Analiza reprezentarilor ponderilor variabilelor au
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indicat atat absorbtile cu cea mai mare putere de modelare si / sau discriminare, céat si
unitatile de structura moleculara care le genereaza.

lll. 7. Evaluarea eficientei detectiei amfetaminelor prin analiza clusterelor

Analiza clusterelor obtinute in aceastd reprezentare, pentru spectrele GC-FTIR
neprocesate, procesate cu amplificatorii selectivi w si w?, respectiv cu selectorul amplificativ
(w-1)? a fost realizatd cu ajutorul dendrogramelor realizate cu scorurile PC1 si PC2 (vezi
Figurile IIl. 17, 111. 18, 11l. 19 si Ill. 20). Dendrogramele au fost obtinute cu ajutorul aplicatie
software Matlab 2012a, in care am utilizat un algoritm de clusterizare aglomerativ impreuna
cu metoda legaturii medii (eng. average likage) [7].

Dendrogramele indica in toate cazurile existenta acelorasi trei ramuri specifice
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si clasa non-
amfetaminelor (clasa N). Figura Ill. 17 confirma faptul ca detectia (clasificarea,
recunoasterea identitatii de clasa a) amfetaminelor ilicite are loc in functie de activitatea lor
biologica principala chiar si cu spectrele neprocesate. Existenta acestei corelatii structura
chimica — activitate biologica este extrem de utila in evaluarea si caracterizarea metodei de
detectie [35].

Falsa poziia T
Fake poziive M

W74 MIT M7 M4 MI02MILLA 96 NXGL N22 NiZ7 I TI06 TB2 TBT TIO T79 Tisa\NaD/Nz3 N28 NG5 Ned NS3 Nia Nai Nii NS6 N62 NIZ6NioO

Figura lll. 17. Dendrograma distantelor dintre scorurile PC1 vs. PC2 asociate spectrelor
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) in cazul spectrelor neprocesate.
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Figura lll. 18. Dendrograma distantelor dintre scorurile PC1 vs. PC2 asociate spectrelor
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) in cazul spectrelor procesate cu amplificatorul selectiv w.
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Figura lll. 19. Dendrograma distantelor dintre scorurile PC1 vs. PC2 asociate spectrelor
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) in cazul spectrelor procesate cu amplificatorul selectiv w?.
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Figura lll. 20. Dendrograma distantelor dintre scorurile PC1 vs. PC2 asociate spectrelor
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) in cazul spectrelor procesate cu selectorul amplificativ (w-1)? .

Rezultatele cele mai bune in detectia amfetaminelor se obtin in cazul procesarii
spectrelor cu selectorul amplificativ (w-1)* (vezi Figura Ill. 20), in acest caz obtinandu-se
distantele cele mai mari intre clusterele analizate, deci cea mai buna selectivitate a
sistemului. Selectorul amplificativ genereaza trei clustere compacte cu o omogenitate foarte
buna: nici in acest caz nu se inregistreaza false pozitive sau false negative. Clusterizarea
obtinuta cu aceasta metoda este atat de buna incat analiza scorurilor unei substante
necunoscute poate constitui in sine o metoda de detectie performanta a amfetaminelor
stimulante (clasa M) si halucinogene (clasa T), si distingerea acestora de substantele non-
amfetaminice (clasa N).

lll. 8. Indicatori de geometrie analitica aplicati pentru evaluarea clasificarii PCA a
amfetaminelor ilicite

Atribuirea identitatii de clasa unui compus necunoscut are loc in functie de clusterul in
care se incadreaza punctul asociat compusului in reprezentarea scorurilor. De aceea
procesul de optimizare a detectiei prin preprocesarea spectrelor GC-FTIR cu diverse functii a
urmarit obtinerea unor clustere cat mai bine definite. Astfel, cu cét clusterele formate (M, T,
N) se afla la distante mai mari unele de altele in spatiul n-dimensional al componentelor
principale (PC), cu atadt metoda de detectie este mai selectiva, respectiv probabilitatea
aparitiei falselor pozitive (M sau T) sau a falselor negative (N) este mai mica. in acelasi timp,
cu cat fiecare cluster este mai omogen, cu atat senzitivitatea metodei de detectie este mai
buna, respectiv probabilitatea clasificarilor corecte (numarul pozitivelor adevarate si a
negativelor adevarate) creste.
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Pentru obiectivarea si algoritmizarea procesului de evaluare, a fost calculata o serie de
indicatori proprii geometriei analitice [36, 37]. Indicatorii caracterizeaza pozitia relativa a
clusterelor si densitatea acestora, respectiv:

a) coordonatele centrului fiecarui cluster;

b) distantele euclidiene dintre doua puncte situate in interiorul unui cluster

c) distanta dintre doua clustere vecine a fost determinata ca fiind distanta euclidiana
dintre centrele celor doua clustere.

d) perimetrul P al poligonului (in cazul nostru al triunghiului) definit de centrele celor trei
clustere.

In concluzie, fiecare functie de preprocesare conduce la alte avantaje. De aceea am
propus o modalitate de evaluare globala a fiecarei metode de optimizare analizate, respectiv
caracterizarea detectiei printr-un coeficient de optimizare CO care inglobeaza toti indicatorii
analizati anterior pentru caracterizarea calitatii clusterizarii:

1 1 1
co §/2Ri 50 L TA-P (1.2)
unde R, reprezinta raza clusterului i, D; — dispersia clusterului i, L; - distanta maxima dintre
doua puncte situate in acelasi cluster i, A; - distanta dintre cele mai apropiate doua puncte
periferice situate in clusterele vecine i si j, iar P- perimetrul (suma distantelor dintre centrele
clusterelor analizate). Rezultatele sunt prezentate in Tabelul Ill. 1.

Tabelul Ill. 1. Coeficientului de optimizare CO pentru metodele de optimizare a detectiei
amfetaminelor analizate

PCA - spectre neprocesate 0,8889

PCA - spectre procesate cu amplificatorul selectiv w 0,9774
PCA - spectre procesate cu amplificatorul selectiv w? 0,9327
PCA - spectre procesate cu selectorul amplificativ (w-1)? 1,2124

Amplificatoarele selective w si w? conduc la valori ale CO aproape egale. Acest rezultat
indica faptul ca avantajul distantarii maxime a clusterelor obtinut prin procesarea spectrelor
cu w’” este contrabalansat de avantajul unei dispersari mai mici a clusterelor generat de w.
Valoarea maximé a CO se inregistreaza pentru selectorul amplificativ (w-1)?. In concluzie,
acesta asigura, global vorbind, cea mai buna discriminare si modelare a clusterelor specifice
amfetaminelor ilicite analizate [38].

lll. 9. Detectia amfetaminelor ilegale bazata pe analiza componentelor principale
si analiza discriminanta

Setul de calibrare pentru analiza discriminanta contine 35 de spectre GC-FTIR, dintre
care 7 sunt spectrele principalelor amfetamine ilicite stimulante (cod de clasa M), 6 apartin
principalelor amfetamine halucinogene (cod de clasa T), iar 4 sunt efedrine (cod de clasa E).
Setul de validare a sistemului discriminant contine spectrele GC-FTIR a 124 de compusi
chimici, dintre care 7 sunt amfetamine halucinogene, 8 amfetamine stimulante, 2 efedrine si
107 compusi non-amfetaminici.

Analizele prezentate anterior au evidentiat ca cele mai bune rezultate in modelarea si
discriminarea amfetaminelor ilicite pe baza spectrelor GC-FTIR prin PCA se obtin folosind
reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2. in consecinta, analiza discriminantd a fost realizata
folosind ca baza de date de intrare scorurile PC1 si PC2 asociate spectrelor GC — FTIR.
Analiza discriminanta permite cuantificarea probabilitatii atribuirii unui obiect (compus chimic)
la o clasa individuala (grupul de calibrare) [39].

Modelul de discriminare dezvoltat cu ajutorul setului de calibrare a fost verificat cu
ajutorul analizei discriminate patratica si a setului de validare (vezi figura Ill. 45b). Rata de
clasificare determinatd pentru analiza discriminanta péatatica este de 94,44% [40]. Imbinarea
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celor doua metode chemometrice au dus la obtinerea unei senzitivitati in detectia compusilor
pozitivi (rata de clasificare corecta a pozitivelor) de 76,47% si o specificitate in recunoasterea
negativelor (rata de clasificare corecta a negativelor) de 93,45%.

nnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Figura Ill. 21. Reprezentarea scorurilor asociate spectrelor amfetaminelor stimulante (clasa
M), halucinogene (clasa T), efedrinelor (E) si a negativelor (clasa N): scorurile PC1 vs.
scorurile PC2 corespunzatoare setului de calibrare si a celui de validare.

[1l. 10. Concluzii

Aceast capitol prezinta rezultatele obtinute in urma unor analize exploratorii privind
posibilitatea detectiei automate a principalelor amfetamine stimulante, halucinogene si
efedrine controlate si / sau interzise. Metodele se bazeaza pe analiza spectrelor GC-FTIR a
acestor compusi. Desi spectrele vibrationale ale moleculelor mici, asa cum sunt
amfetaminele, se modifica substantial la cele mai mici schimbari ale structurii moleculare,
studiile au demonstrat ca absorbtiile asociate scheletului molecular comun sunt suficiente de
importante pentru ca acesti compusi sa poata fi modelati in clase bine definite.

Metodele prezentate reprezinta o modalitate eficienta de automatizare a procedurii de
screening a probelor confiscate in timpul actiunilor antidrog. Optimizarea detectiei realizate
prin PCA este realizata prin preprocesarea spectrelor GC-FTIR din baza spectrala:

PCA — spectre neprocesate

M — senzitiv / selectivitate scazuta;
T — senzitiv / selectivitate medie;
N — senzitivitate scazuta / selectivitate scazuta.

PCA — spectre preprocesate cu amplificatorul selectiv w

M — mentine senzitivitatea / selectivitate medie;
T — mentine senzitivitatea / selectiv;
N — mai senzitiv / selectivitate scazuta.

PCA — spectre preprocesate cu amplificatorul selectiv w”

M — mentine senzitivitatea / selectiv;
T — mentine senzitivitatea / selectiv;
N — senzitiv / selectiv.

PCA — spectre preprocesate cu selectorul amplificativ (w=1)

M — senzitivitate ridicata / selectivitate ridicata;
T — senzitivitate ridicata / selectivitate ridicata;
N — senzitivitate ridicata / o foarte buna selectivitate.

Prin definirea coeficientului de optimizare am putut evalua global si obiectiv metodele
de optimizare prezentate. Acesta a indicat faptul ca cele mai bune rezultate in identificarea
amfetaminelor in functie de activitatea lor biologica se obtin prin preprocesarea spectrelor cu
ajutorul selectorului amplificariv (w-1)?.
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Capitolul IV

METODE MULTIVARIATE UTILIZATE iN DETECTIA S| IDENTIFICAREA
AMFETAMINELOR ILICITE PE BAZA ABSORBTIILOR INREGISTRATE IN DOMENIUL
SPECTRAL DE EMISIE AL LASERULUI QCL UT8

IV. 1. Optimizarea detectiei amfetaminelor utilizidnd preprocesarea spectrelor cu
amplificatorul selectiv wME

Amfetaminele sunt drogurile care stimuleaza sistemul nervos central frecvent utilizate
de sportivi in diverse competitii, de dependentii de droguri si de consumatorii ocazionali in
scop recreativ [1]. Amfetaminele au in scheletul molecular un ciclu aromatic legat la o
grupare amino prin intermediul unei catene laterale alifatice la unul sau doi atomi de carbon
[2,3]. Activitatea toxicologica si efectul biologic (stimulant si/sau halucinogen) al principalilor
analogi ai amfetaminei este direct influentatd de modul de substitutie al inelului aromatic.
Rezultatele obtinute sunt cu atat mai importante deoarece s-a utilizat o baza de date
spectrald continand spectrele GC — FTIR ale compusilor studiati Tnregistrate in regiunea
1405 — 1150 cm™ (fereastra spectrald UT8) [5-8]. In scopul optimizarii detectiei Si
recunoasterii in mod automat a amfetaminelor s-au analizat cazurile cu diverse combinatii de
grupare a compusilor in clasele | si Il de calcul al functiei w. Functia w a fost calculata
folosind in clasa | spectrele compusilor ME (amfetamine stimulante si efedrine), TE
(amfetamine halucinogene si efedrine) si respectiv MT (amfetamine stimulante si amfetamine
halucinogene). Pentru fiecare combinatie, in parte, au fost efectuate analize asupra efectului
acestora ca amplificatori selectivi (w si w?) Si respectiv selector multiplicator (w-1)% Analizele
au fost realizate in fiecare caz studiind dispesia scorurilor obtinute prin PCA, distributia
densitatilor estimate pentru fiecare clasa de compusi si respectiv analiza clusterelor. Cele
mai bune rezultate au fost obtinute Tn urma preprocesarii spectrelor din baza de date cu
amplificatorul selectiv wME.

in scopul evaluarii eficientei sistemului expert de detectie a amfetaminelor ilicite in
functie de activitatea biologica a acestora prin intermediul PCA, s-au analizat reprezentarile
scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR preprocesate cu amplificatorul selectiv wME (vezi
Figura IV. 1).
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Figura IV. 1. Reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2 asociate spectrelor, preprocesate cu
multiplicatorul selectiv wME, amfetaminelor stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T),
efedrine (clasa E) si a negativelor (clasa N).

Un aspect extrem de important il putem observa ca substantele selectate se grupeaza
n mod natural in patru clustere relativ distincte, specifice amfetaminelor stimulante (clasa
M), amfetaminelor halucinogene, (clasa T), efedrine (clasa E) respectiv nhon-amfetaminelor
(clasa N). Rezultatul obtinut este important, deoarece in baza de date initiald nu au fost
introduse informatii referitoare la activitatea biologicd a compusilor si nici la efectul toxic
asociat acestora.
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Figura IV. 2. Densitatea estimata pentru scorurile PC1 (a) si respectiv pentru scorurile PC2
(b) asociate amfetaminelor stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T), efedrine (clasa E) si
a negativelor (clasa N).

Rezultatele obtinute in cadrul analizei reprezentarii scorurilor sunt sustinute si de
distributia densitatilor estimate a scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR (vezi Figurile V. 2)
[9-11].

Distributia densitatii estimate pentru PC1 (vezi Figura IV. 2a) confirma faptul ca
amplificatorul selectiv w conduce la o discriminare semnificativda a compusilor pozitivi. De
asemenea, distributia densitatii estimate pentru PC2 (vezi Figura IV. 2b) arata ca sistemul
dezvoltat, avand la baza aceasta functie de preprocesare, obtine o discriminare buna a
amfetaminelor stimulante fatd de amfetaminele halucinogene si efedrine. In cazul spectrelor
preprocesate cu amplificatorul selectiv wME, amfetaminele stimulante formeaza un cluster
mult mai bine definit. ins&, amfetaminele halucinogene (clasa T) au distributiile probabilitatilor
suprapuse cu cele ale efedrinelor.
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Figura IV. 3. Dendrograma distantelor dintre scorurile PC1 vs. PC2 asociate spectrelor
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T), efedrinelor (clasa
E) si a negativelor (clasa N) in cazul spectrelor preprocesate cu multiplicatorul selectiv wME.

Metoda de detectie analizatd, in fereastra spectrala UT8, a reusit s obtina clustere
mai departate, vezi figura IV. 3, (selectivitate bund) in spatiul multidimensional si o
condensare a punctelor ce formeaza clusterele (senzitivitate buna) in comparatie cu
utilizarea spectrelor neprocesate [13,14]. Altfel spus, preprocesarea spectrelor cu
amplificatorul selectiv wME mareste distantele dintre centrele acestor clustere, dar totodata
conduce si la o relativa dispersare a clusterelor.

IV. 2. Schema logica a modulelor de identificare / detectie a amfetaminelor
ilicite cu ajutorul unui intrument IR portabil in domeniul de emisie al laserului QCL UT8

Metoda de detectie care a inregistrat rezultatele cele mai bune in modelarea si
discriminarea amfetaminelor ilicite, in fereastra spectrala UT8, este metoda care utilizeaza
ca date de intrare spectrele compusilor preprocesate cu amplificatorul selectiv wME. Astfel,
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aceasta metoda a reusit sa indice nu numai similaritatea structurii moleculare a unui compus
cu o anumita clasa de substante ilicite, dar si mai important, activitatea biologica cea mai
probabila a acestuia. Acest rezultat este extrem de important cu cat in sistem nu au fost
introduse elemente privind activitatea biologica a principalilor analogi ai amfetaminelor.

Daca spectrul compusul necunoscut are valoarea absorbantei integrate mai mare
decéat valoarea prestabilita, atunci se trece la etapa a doua, adica la modulul de identificare
[15-19]. Daca distanta euclidiana dintre spectrul compusului necunoscut si spectrele
substantelor din baza de instruire este mai mica decéat valoarea de prag stabilitd pentru
distanta euclidiana (VPD, eng. threshold ), atunci sistemul expert afiseaza numele celui mai
apropiat vecin al acestuia [20,21]. Apoi, pentru intarirea rezultatului, sistemul expert, ofera
utilizatorului si reprezentarea grafica a spectrului IRAS fitat liniar la cel mai apropiat vecin.
Daca nu, se trece la etapa a treia, adica la atribuirea identitatii de clasa a compusului
necunoscut, bazat pe analiza componentelor principale. Modulul de detectie va afisa ca
rezultat, pentru compusul testat, una din clasele: analog al amfetaminei stimulante, analog al
efedrinei, analog halucionogen, analog psihedelic, analog halucinogen psihedelic TMAs sau
negativ.
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Figura IV. 4. Arborele de decizie utilizat pentu identificarea / detectia unui compus
necunoscut cu ajutorul spectrometrului mobil IRAS in fereastra spectrala UTS8.

STOP

IV. 3. Rezultatele obtinute de sistemul expert utilizind absorbtiile obtinute cu
ajutorul unui intrument IR portabil in fereastra spectrala UT8

n conformitate cu obiectivele asumate, am dorit s& contribuim la efortul general privind
progresul metodelor analitice ce pot fi aplicate pentru identificarea / detectia cat mai rapida si
mai eficientd a substantelor ilicite noi, similare amfetaminelor si a principalilor precursori a
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acestora. Astfel, am dezvoltat un sistem expert care sa realizeze detectia si recunoasterea
automata a amfetaminelor si a principalilor precursori a acestora cu ajutorul spectrelor GC-
FTIR si adaptarea sistemului expert pentru spectrometre GC-FTIR portabile. In aceast scop
au fost utilizate spectre obtinute cu ajutorul unui prototip de spectrometru GC-FTIR portabil,
dezvoltat in cadrul proiectului finantat de Uniunea Europeana FP7 — SEC — 2009 — 242309
DIRAC [7]. Pentru miniaturizare, spectrometrul portabil utilizeaza ca sursa IR un laser de tip
Quantum Clascade Laser (QLC). in fereastra spectrald UT8, laserul emite in domeniul 1405
— 1150 cm™.

IV. 3. 1. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru benzil metil cetona

Spectrul benzil metil cetonei obtinut cu ajutorul specrometrului IR portabil a fost testat
de sistemul expert dezvoltat. Rezultatul obtinut (vezi figura IV. 5) evidentiaza numele
substantei din baza de instruire a carui spectru este cel mai apropiat de spectrul compusului
testat. Se poate observa ca, sistemul identifica ca cel mai apropiat vecin spectrul benzil metil
cetonei (benzyl methyl ketone). Identificarea obtinuté pentru compusul testat este cu atat mai
importanta cu cat acesta nu a avut aceeasi concetratie cu cea a compusilor din baza de
instruire. Benzil metil cetona (BMK), important precursor, folosit, ca materie prima, in
laboratoarele clandestine pentru fabricarea metamfetaminei si amfetaminei [22,23].

blue = nearest neighbor. red = unknown
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Figura IV. 5. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

IV. 3. 2. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru benzaldehida

Testarea acestui compus de catre sistemul expert a condus la atribuirea identitatii de
clasa a acestuia ca fiind substantd negativa (vezi figura IV. 6). Astfel, se poate observa ca
punctul asociat compusului testat, in reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2, este situat in
clusterul specific compusilor neamfetaminici. Benzaldehida este o aldehidd aromatica
utilizata frecvent in produsele cosmetice ca agent de denaturare, sau ca agent aromatizant,
si nu Tn ultimul rdnd ca un parfum [25,26].
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Figura IV. 6. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).
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IV. 3. 3. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru efedrina

Spectrul efedrinei obtinut cu ajutorul instrumentului IR portabil a fost testat de sistemul
detectie si recunoastere automats. in urma testdrii, rezultatul oferit de sitemul expert (vezi
figura IV. 7) ofera numele substantei din baza de instruire a carui spectru este cel mai
apropiat de spectrul compusului testat. Se poate observa ca, sistemul identifica ca cel mai
apropiat vecin spectrul efedrinei (ephedrine). Recunoasterea obtinuta pentru compusul testat
este utila in a demonstra fiabilitatea si robustetea sistemului expert, deoarece compusul
testat nu a avut aceeasi concetratie cu cea a compusilor din baza de instruire. Laboratoare
clandestine utilizeaza efedrina ca precursor principal, in fabricarea ilegala de amfetamina si
metamfetamina [28, 29].
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Figura IV. 7. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

IV. 3. 4. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru isosafrol

Spectrul compusului, isosafrol, obtinut cu ajutorul spectrometrului IR portabil a fost
testat de sistemul expert. in urma testarii, rezultatul oferit de sitemul expert (vezi figura IV. 8)
ofera utilizatorilor numele compusului din baza spectrala de instruire a carui spectru este cel
mai apropiat de spectrul compusului testat. Astfel, putem observa ca, metoda de identificare
| detectie dezvoltatd in aceasta teza identifica ca cel mai apropiat vecin spectrul safrolului
(safrole). Recunoasterea obtinutd pentru compusul testat nu este intamplatoare, deoarece
isosafrolul apare ca un artefact, datorita temperaturilor ridicate intalnite in procesul
tehnologic al compusilor ce contin safrol [31,32].
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Figura IV. 8. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).
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IV. 3. 5. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru piperonal

Spectrul piperonalului obtinut cu ajutorul spectrometrului IR portabil a fost testat de
sistemul expert. In urma testarii, rezultatul oferit de sitemul expert (vezi figura IV. 9) pune la
dispozitia utilizatorului numele substantei din baza spectrala de instruire a carui spectru este
cel mai apropiat de spectrul compusului testat. Se poate observa ca, sistemul identifica ca
cel mai apropiat vecin spectrul piperonil metil cetona (PMK). Identificarea realizata de
sistemul expert pentru compusul testat este foarte importanta, deoarece compusul testat
reprezinta principala sursa de sinteza a PMK [33-35].
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Figura IV. 9. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

IV. 3. 6. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru safrol

Spectrul safrolului obtinut cu ajutorul instrumentului IR portabil a fost testat de
sistemul detectie si recunoastere automata. Sitemul expert ofera utilizatorului (vezi figura IV.
10) numele substantei din baza de instruire a carui spectru este cel mai apropiat de spectrul
compusului testat. Astfel, sistemul identifica ca cel mai apropiat vecin spectrul safrolului
(safrole). Rezultatul este unul important, deoarece compusul testat nu a avut aceeasi
concetratie cu cea a compusilor din baza de instruire. Aceasta performanta obtinuta de
sistemul dezvoltat in aceasta teza, evidentiazad inca odatad robustetea sistemului expert.
Safrol reprezintd unul dintre principalii precursori utilizati in productia ilicitd de droguri, in
special pentru 3,4-metilendioximetamfemina (MDMA sau ecstasy) [37].
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Figura IV. 10. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

39



Metode multivariate pentru identificarea amfetaminelor cu ajutorul unui sistem IR portabil

IV. 3. 7. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru analogii
metamfetaminei

Testarea primului analog, avand concentratia cea mai mica, de catre sistemul expert
a condus la atribuirea identitatii de clasa a acestuia ca fiind substantd negativa (vezi figura
IV. 11). Astfel, se poate observa, in mod cert, ca punctul asociat compusului primului analog
testat, in reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2, este situat in clusterul specific compusilor
neamfetaminici.
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Figura IV. 11. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).

Spectrul celui de al doilea analog al metamfetaminei obtinut cu ajutorul spectrometrului
IR portabil a fost testat de sistemul detectie si recunoastere automata. in urma testarii,
rezultatul oferit de sitemul expert (vezi figura IV. 12) ofera numele substantei din baza
spectrala de instruire a carui spectru este cel mai apropiat de spectrul compusului testat. Se
poate observa ca, sistemul identifica ca cel mai apropiat vecin spectrul prolintanului
(prolintane). Recunoasterea obtinutd pentru compusul testat, nu este intamplatoare,
deoarece prolintan este o amina simpatomimetica cu proprietati farmacologice similare cu
cele ale amfetaminei [39].
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Figura IV. 12. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

Rezultatul testarii celui de al treilea analog, cu ajutorul sistemului de detectie si
recunoastere automata (vezi figura IV. 13) ofera utilizatorului numele substantei din baza de
instruire a carui spectru este cel mai apropiat de spectrul compusului testat. Se poate
observa ca, sistemul identificA ca cel mai apropiat vecin spectrul metamafetamina
(methamphetamine). Aceste rezultate, obtinute in recunoasterea compusilor testati, este utila
in a dezvoltarea robustetii sistemului expert, deoarece compusii testati nu a avut aceeasi
concetratie cu cea a compusilor din baza de instruire.

40



Metode multivariate pentru identificarea amfetaminelor cu ajutorul unui sistem IR portabil
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Figura IV. 13. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

IV. 3. 8. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru piperonil metil
cetona

Rezultatul testarii acestui analog de catre sistemul expert a condus la atribuirea
identitatii de clasa a acestuia ca fiind substanta negativa (vezi figura 1V. 14). Astfel, analizand
vizual rezultatul oferit de catre sistemul de detectie, se poate observa ca punctul asociat
compusului testat, n reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2, nu apartine niciunui cluster
modelat cu compusii din baza spectrala de instruire.
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Figura IV. 14. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).

IV. 3. 9. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru street sample

Substanta confiscata de autoritatile specializate a fost testatd de sistemul expert
dezvoltat. In urma testarii, rezultatul oferit de sitemul expert (vezi figura IV. 15) ofera
utilizatorului numele substantei din baza de instruire care are spectrul cel mai apropiat de
spectrul compusului testat. Se poate observa ca, sistemul identifica ca cel mai apropiat vecin
spectrul piperonalului (piperonal). Acest rezultat obtinut pentru compusul testat este util,
deoarece prolintanul este unul dintre principalii precursori utilizati in sinteza MDMA. Astfel,
sistemul expert si-a dovedit fiabilitatea in detectia nu numai a substantelor in stare pura ci si

pentru substantele similare cu compusii "'mama”.
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Figura IV. 15. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

IV. 4. Concluzii

Fereastra spectrala UT8 (1405 — 1150 cm™) este utila pentru detectia / atribuirea
identitatii de clasa, mai ales pentru analogii efedrinei si analogii amfetaminelor halucinogene.
Detectia este atat senzitiva cat si selectivd pentru efedrine si pentru amfetaminele
halucinogene. Detectia amfetaminelor stimulante este Tn prima faza mai dificil de realizat dar,
cu preprocesarea spectrelor compusilor din baza de instruire corespunzatoare, rezultatele
detectiei devin rezonabile pentru aceasta clasa de compusi.

In cazul in care functia de optimizare w se calculeaza cu amfetaminele stimulante si
efedrinele (M, E) in clasa | si amfetaminele halucinogene impreuna cu negativele (T, N) in
clasa a Il, cele mai bune rezultate sunt obtinute cu spectrele preprocesate cu amplificatorul
selectiv. wWME. Clusterul efedrinelor continua sa formeze cel mai bine definit cluster.
Amfetaminele halucinogene pot fi, de asemenea, distinse ca un cluster bine pus in evidenta.
Dar cea mai importanta imbunatatire a acestei combinatii o reprezinta faptul ca sistemul
expert distinge mult mai bine amfetamine stimulante fata de cele negative.

In concluzie, cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru sistemul de recunoastere /
detectie respectand procedura din figura IV. 4. Sistemul expert a fost testat pentru spectrele
IRAS a mai multor compusi pozitivi si negativi, cuprinzand inclusiv un compus confiscat de
autoritatile specializate (street sample). Rezultatele arata ca identitatea lor de clasa a fost
atribuita in mod corect.
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Capitolul V

METODE MULTIVARIATE UTILIZATE IN DETECTIA SI IDENTIFICAREA
AMFETAMINELOR ILICITE PE BAZA ABSORBTIILOR INREGISTRATE IN DOMENIUL
SPECTRAL DE EMISIE AL LASERULUI QCL UT7

V. 1. Optimizarea detectiei amfetaminelor utilizdnd preprocesarea spectrelor cu
functia wMT

Amfetaminele sunt droguri sintetice, usor de sintetizat in laboratoarele clandestine, cu
efecte stimulante asupra sistemului nervos central (SNC). Compusii cei mai des intalniti
printre consumatorii de droguri sunt amfetamina si metamfetamina [1,2]. Structura
moleculara a metamfetaminei este foarte apropita de structura moleculara a amfetaminei,
insa metamfetamina prezinta efecte mult mai severe asupra sistemului nervos central [3,4].
Astfel, metamfetamina este un drog sintetic cu un potential ridicat de abuz in randul
consumatorilor si in acelasi timp o provocare pentru specialisti in dezvoltarea unor metode
analitice de detectie eficinte a derivatilor acestui drog [5]. Optimizarea detectiei si
recunoasterii a amfetaminelor a fost realizatd prin preprocesarea spectrelor initiale cu o
functie calculata in diverse combinatii de grupare a compusilor in clasele | si Il [6-9]. Functia
w a fost calculata in doua variante de lucru. In prima varianta s-au utilizat 36 de spectre in
combinatile ME (amfetamine stimulante si efedrine), TE (amfetamine halucinogene si
efedrine) si respectiv MT (amfetamine stimulante si amfetamine halucinogene). in a doua
varianta de lucru s-a utilizat o baza de date contindnd 30 de spectre si combinatia MT
(amfetamine stimulante si amfetamine halucinogene) in clasa | de calcul al functiei w. Pentru
fiecare combinatie, in parte, au fost efectuate analize asupra efectului acestora ca
amplificatori selectivi (w si w”) si respectiv selector multiplicator (w-1)°. Analizele au fost
realizate in fiecare caz studiind dispersia scorurilor obtinute prin PCA, distributia densitatilor
estimate pentru fiecare clasa de compusi si respectiv analiza clusterelor. Cele mai bune
rezultate au fost obtinute in urma preprocesarii spectrelor din baza de date cu amplificatorul
selectiv wMT calculat in combinatia cu 30 de spectre in baza de date. Baza de date
spectrala utilizatda in dezvoltarea metodei multivariate de detectie / recunoastere a
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amfetaminelor ilicite, contine spectrele GC — FTIR ale compusilor studiati inregistrate in
regiunea 1550 — 1330 cm™ (fereastra spectrala UT7).

Analiza vizualda a reprezentarii scorurilor PC1 vs. PC2 indica faptul ca, in cazul
spectrelor preprocesate cu amplificatorul selectiv. wMT, clusterele obtinute sunt mai
departate unele de altele decat in cazul PCA cu spectrele neprocesate (vezi Figura V. 1).
Altfel spus, preprocesare spectrelor initiale conduce la obtinerea unei mai bune selectivitati a
sistemului in detectia principalilor analogi ai amfetaminei.
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Figura V. 1. Reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2 asociate spectrelor, preprocesate cu
multiplicatorul selectiv wMT, amfetaminelor stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a
negativelor (clasa N).

Evaluarea eficientei sistemului expert de detectie, avand la baza preprocesare
spectrelor cu amplificatorul selectiv wMT, a amfetaminelor ilicite in functie de activitatea
biologica si efectul toxic asociat acestora utilizdnd PCA, s-a realizat prin analiza dispesiei
scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR neprocesate in comparatie cu cele obtinute cu
spectrele preprocesate cu amplificatorul selectiv wMT . Un rezultat extrem de important il
putem observa, in ambele cazuri, compusii selectati sunt discriminati in clustere distincte, in
mod natural, specifice amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene,
(clasa T) respectiv compusilor non-amfetaminici (clasa N).

Observatiile facute in cadrul analizei dispersiei scorurilor PC1 vs. PC2 sunt sustinute si
de distributia densitatilor estimate a scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR (vezi Figurile V.
2).
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Figura V. 2. Densitatea estimata pentru scorurile PC1 (a) si respectiv pentru scorurile PC2
(b) asociate amfetaminelor stimulante (clasa M), halucinogene (clasa T) si a negativelor

(clasa N).

Distributiile densitatilor estimate evidentiaza fiabilitatea si sustenabilitatea sistemului de
detectie dezvoltat pentru discriminarea compusilor analizati in clustere distincte utilizand
combinatia scorurilor PC1 vs. PC2 [10-12]. Distributia densitatii estimate pentru PC1
confirma faptul ca amplificatorul selectiv wMT conduce la o discriminare semnificativa al
compusilor din baza de instruire. De asemenea, distributia densitétii estimate pentru PC2

45



Metode multivariate pentru identificarea amfetaminelor cu ajutorul unui sistem IR portabil

(vezi Figura V. 2b) evidentiaza ca sistemul expert obtine o discriminare mult imbunatatita a
amfetaminelor stimulante fatd de compusii nonamfetaminici.

.
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Figura V. 3. Dendrograma distantelor dintre scorurile PC1 vs. PC2 asociate spectrelor
amfetaminelor stimulante (clasa M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si a negativelor
(clasa N) in cazul spectrelor preprocesate cu multiplicatorul selectiv wMT.

Calitatea predictivitatii sistemului de detectie construit a fost evaluata prin intermediul
distributiilor densitatilor estimate a scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR. Ins&, similaritatea
fiecarui compus analizat cu structurile moleculare modelate a fost evaluatd prin analiza
clusterelor cu ajutorul dendogramelor determinate pe baza scorurilor PC1 si PC2 asociate
fiecarui compus analizat [13-15]. Ambele metode analitice reusesc sa puna in evidenta
clusterele observate in reprezentarea scorurilor asociate spectrelor GC-FTIR, indicand
formarea acelorasi trei ramuri (vezi Figura V. 3), asociate amfetaminelor stimulante (clasa
M), amfetaminelor halucinogene (clasa T) si non-amfetaminelor (clasa N). Un rezultat
important 1l reprezinta faptul ca, dendogramele nu inregistreaza nicio falsa negativa, metoda
de detectie fiind foarte selectiva din acest punct de vedere. Acest aspect este deosebit de
important in scopul discriminarii si modelarii substantelor prohibite (amfetaminele stimulante
sunt incluse in lista de substante controlate, iar amfetaminele halucinogene fiind substante
interzise) [16-17].

V. 2. Schema logica a modulelor de identificare / detectie a amfetaminelor ilicite
cu ajutorul unui intrument IR portabil portabil in domeniul de emisie al laserului QCL
uT7

Sistemul de detectie, dezvoltat in fereastra spectrala UT7 [18,19], care a inregistrat
rezultatele cele mai bune in modelarea si discriminarea amfetaminelor ilicite, utilizeaza ca
date de intrare spectrele compusilor preprocesate cu amplificatorul selectiv wMT (30 de
spectre in baza spectrala, pozitivele M si T in clasa | si negativele in clasa Il). Astfel, aceasta
metoda a reusit sa indice nu numai similaritatea structurii moleculare a unui compus cu o
anumita clasa de substante ilicite, dar si mai important, efectul toxic asociat acestuia. Acest
rezultat este extrem de important cu cat in sistem nu au fost introduse elemente privind
activitatea biologica a principalilor analogi ai amfetaminelor.

Daca spectrul compusul necunoscut are valoarea absorbantei integrate mai mare
decét valoarea de prag, atunci se trece la etapa a doua, adica la modulul de identificare.
Daca distanta euclidiana dintre spectrul compusului necunoscut si spectrele substantelor din
baza de instruire este mai mica decét valoarea de prag stabilitd pentru distanta euclidiana
(VPD, eng. threshold ), atunci sistemul expert afiseaza cel mai apropiat vecin al acestuia. De
asemenea, trebuie mentionat faptul ca, distanta euclidiand (dintre spectrul compusului
necunoscut si spectrele substantelor din baza de instruire) se calculeazad dupa normalizarea
spectrului IRAS si preprocesarea acestuia cu amplificatorul selectiv wMT.

Daca nu, se trece la etapa a treia, adica la atribuirea identitatii de clasa a compusului
necunoscut. Modulul de detectie va afisa ca rezultat, pentru compusul testat, una din clasele:
analog al amfetaminei stimulante, analog al efedrinei, analog halucionogen, analog
psihedelic, analog halucinogen psihedelic TMAs sau negativ. Pentru fiecare dintre clasele
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enumerate mai sus au fost definite limite specifice in functie de scorurile, PC1 si respectiv
PC2, asociate compusilor din baza de invatare.

V. 3. Rezultatele obtinute de sistemul expert utilizdd spectre obtinute cu
ajutorul unui intrument IR portabil in fereastra spectrala UT7

Am dezvoltat un sistem expert care sa realizeze detectia si recunoasterea automata
a amfetaminelor si a principalilor precursori a acestora cu ajutorul spectrelor GC-FTIR si
adaptarea sistemului expert pentru spectrometre GC-FTIR portabile. Tn aceast scop au fost
utilizate spectre obtinute cu ajutorul unui prototip de spectrometru GC-FTIR portabil,
dezvoltat in cadrul proiectului finantat de Uniunea Europeana FP7 — SEC — 2009 — 242309
DIRAC [8]. Pentru miniaturizare, spectrometrul portabil utilizeaza ca sursa IR un laser de tip
Quantum Cascade Laser (QLC). In fereastra spectrala UT7, laserul emite in domeniul 1550
-1330cm™

Spectrele obtinute cu acest intrument portabil au fost re-esantionate in formatul
spectrelor din baza de date utilizata in dezvoltarea sistemului expert, pentru care absorbanta
a fost masurat la fiecare 5 cm™. Astfel, fiecare spectru utilizat in testarea sistemului expert
reprezinta un vector cu 45 de componente. Pentru evaluarea robustetii sistemului de detectie
si recunoastere automata, spectrele acestor compusi au fost inregistrate la concentratii
diferite fata de cele ale compusilor din baza de date de referinta.
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Figura V. 4. Arborele de decizie utilizat pentu identificarea / detectia unui compus
necunoscut cu ajutorul spectrometrului mobil IRAS in fereastra spectrala UT?7.

V. 4. 1. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru 4 — flor amfetamina

Rezultatul testarii acestui analog al amfetaminei de catre sistemul expert, dezvoltat in
fereastra spectrala UT7, a condus la atribuirea identitatii de clasa a acestuia ca fiind
substantd negativa (vezi Figura V. 5). Astfel, analizand vizual rezultatul oferit de catre
sistemul de detectie, se poate observa ca punctul asociat compusului testat, in
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reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2 (punctul de culoare neagra), este pozitionat in
cadranul Il al acestei configuratii. Astfel, punctul asociat acestui compus apartine clusterului
modelat pentru substantele neamfetaminice.
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Figura V. 5. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).

V. 4. 2. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru amfetamina

Spectrul analogului de amfetamina obtinut cu ajutorul instrumentului IR portabil a fost
testat de sistemul expert dezvoltat. Rezultatul obtinut (vezi figura V. 6) evidentiaza numele
substantei din baza de instruire a carui spectru este cel mai apropiat de spectrul compusului
testat. Se poate observa ca, sistemul identificd ca cel mai apropiat vecin spectrul
amfetaminei (amphetamine). Identificarea si recunoasterea individualad obtinuta de sistemul
expert pentru compusul testat este cu atat mai importanta cu cat acesta nu a avut aceeasi
concetratie cu cea a compusilor din baza de instruire. Acesta recunoastere contribuie la
consolidarea robustetii sistemului expert in identificarea / detectia compusilor necunoscuti.
Folosirea acestor analogi in mod abuziv este determinata de efectele stimulante asupra
sistemului nervos central pe care acestia le au [24,25].
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Figura V. 6. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

V.4. 3. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru efedrina

Testarea spectrului acestui compus de catre sistemul expert a condus la atribuirea
identitatii de clasa a acestuia ca fiind substanta negativa (vezi figura V. 7). Astfel, analizand
vizual rezultatul oferit de catre sistemul de detectie, se poate observa ca punctul asociat
compusului testat, in reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2, apartine clusterului caracteristic
compusilor neamfetaminici.
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Figura V. 7. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).

Reprezentand spectrul efedrinei obtinute cu instrumentul IR portabil si spectrul
efedrinei din baza de instruire (vezi Figura V. 8), se poate observa o diferentd neta in
concentratiile celor doi compusi. Astfel, spectrul compusului testat a reusit sa treaca de filtrul
referitor la absorbanta integrata si a obtinut identitatea de clasd din partea modulului de
detectie. Testarea acestui compus, indica o prima directie de dezvoltare si optimizare a
sistemului expert, in sensul atribuirii identitatii de clasa a compusilor cu concentratii mici.
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Figura V. 8. Spectrele GC-FTIR ale efedrinei obtinute cu instrumentul portabil IRAS (rosu) si
efedrina din baza de instruire (albastru)

V. 4. 4. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru 3,4-
metilendioximetamfetamina (MDMA)

Rezultatul testarii acestui analog al amfetaminelor halucinogene de catre sistemul
expert a condus la atribuirea identitatii de clasa a acestuia ca fiind substantd negativa (vezi
figura V. 9). MDMA este similar din punct de vedere structural cu metamfetamina si
mescalina (vezi figura V. 71) [24], ambele producand efecte halucinogene [27,28]. Analiza
vizuala a rezultatului oferit de catre sistemul de detectie, ne conduce la concluzia ca punctul
asociat compusului testat, in reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2, apartine clusterului
modelat cu compusii nonamfetaminici.
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Figura V. 9. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
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negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).

Figura V. 10 pune in evidenta in spectrul IRAS pentru 3,4-metilendioximetamfetamina
(MDMA) existenta unui maxim fals in apropierea numarului de unda 1340 cm™, maxim care
nu este prezent in spectrul standard pentru 3,4-metilendioximetamfetamina (culoarea
albastra). Acest fals maxim este mai puternic decat banda de absorbtie la 1490 cm™, acesta
din urma fiind cel mai puternic de peak in spectrul standard al MDMA. In consecinta,
sistemul expert de recunoastere / detectie a clasificat eronat acest compus.
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Figura V. 10. Spectrele GC-FTIR ale 3,4-metilendioximetamfetamina obtinut cu instrumentul
portabil IRAS (rosu) si 3,4-metilendioximetamfetamina din baza de instruire (albastru)

V. 4. 5. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru metamfetamina

Spectrul analogului metamfetaminei obtinut cu ajutorul specrometrului IR portabil a fost
testat de sistemul expert dezvoltat in fereastra spectrala UT7. Rezultatul obtinut (vezi figura
V. 11) evidentiaza numele substantei din baza de instruire a carui spectru este cel mai
apropiat de spectrul compusului testat. Se poate observa ca, sistemul identifica ca cel mai
apropiat vecin spectrul metamfetaminei (methamphetamine). Rezultatul obtinut in
recunoasterea compusului testat este foarte important deoarece acesta nu a avut aceeasi
concetratie cu cea a compusilor din baza de instruire. Exista studii de specialitate [29,30]
care pun in evidenta efectele dezastruase pe care consumul abuziv de metemfetamina il are
asupra activitatii cerebrale si in special al memoriei utilizatorilor.
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Figura V. 11. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

V. 4. 6. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru piperonil metil cetona

Rezultatul testarii acestui precursor de catre sistemul de identificare / detectie a
condus la atribuirea identitatii de clasa a acestuia ca fiind substanta negativa (vezi figura IV.
12). Astfel, analizand vizual rezultatul oferit de catre sistemul de detectie, se poate observa
ca punctul asociat compusului testat, in reprezentarea scorurilor PC1 vs. PC2, se gaseste in
cadranul Il al acestei reprezentari. Pozitionarea punctului asociat precursorului testat in
apropierea clusterului specific compusilor nonamfetaminici din baza spectrald de instruire a
condus sistemul expert in atribuirea rezultatului afisat.
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Figura V. 12. Rezultatul detectiei compusului testat de catre sistemul expert:
negru (scorul PC1 vs. scorul PC2 asociat compusului testat).

V. 4. 7. Rezultatul obtinut de sistemul expert pentru propiofenona

Spectrul analogului de propiofenona obtinut cu ajutorul instrumentului IR portabil a
fost testat de sistemul expert dezvoltat. Rezultatul obtinut (vezi figura V. 13) ofera
utilizatorului numele compusului din baza spectrala de instruire a carui spectru este cel mai
apropiat de spectrul compusului testat. Se poate observa ca, sistemul identifica ca cel mai
apropiat vecin spectrul propiofenonei (propiophenone). Identificarea obtinuta pentru
compusul testat este remarcabila, deoarece compusul testat nu a avut aceeasi concetratie
cu cea a compusilor din baza de instruire. Conform unor descrieri ale efectelor analogilor
propiofenonei asupra utilizatorilor, se pare ca au efecte similare cu cele ale
psihostimulatoarelor, amfetamine, din cauza similitidinii structurilor moleculare ale acestora
(vezi Figura V. 78) [32-34].
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Figura V. 13. Rezultatul identificarii compusului testat de catre sistemul expert:
rosu (spectrul compusului testat), albastru (cel mai apropiat vecin identificat in baza de
instruire).

V. 5. Concluzii

Fereastra spectrald UT7 (1550 — 1330 cm™) s-a dovedit a fi foarte utild in
recunoasterea si/sau detectia (atribuirea identitatii clasa) atat pentru amfetaminele stimulante
(clasa M) cét si pentru amfetaminele halucinogene (clasa T). Astfel, sistemul expert a obtinut
o clusterizare a compusilor modelati mult mai buna decét in cazul utilizarii ferestrei spectrale
UT8. Detectia obtinuta este atat senzitiva cat si selectiva pentru ambele tipuri de amfetamine
(stimulante / halucinogene). in cazul compusilor halucinogeni, probabilitatea de a inregistra
ca rezultat o fals& pozitiva sau o falsd negativa este foarte scdzuta. In prima etapa a studiului
de fezabilitate, efedrinele s-au dovedit dificil de modelat din punctul de vedere al discriminarii
fatd de amfetaminele stimulante. Cu toate acestea, utilizdnd o preprocesare
corespunzatoare a datelor, rezultatele obtinute in recunoasterea / detectia acestor compusi
este rezonabila.
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Daca functia de optimizare w se calculeazd cu amfetaminele stimulante si
amfetaminele halucinogene (M, T) in clasa | si clasa a Il — a, negativele, cele mai bune
rezultate se obtin cu amplificator selectiv wMT. Toate cele trei categorii de compusi vizate
sunt foarte bine definite ca clustere distincte.

Tn concluzie, cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru sistemul de recunoastere /
detectie respectand procedura din figura V. 4 Sistemul expert a fost testat pentru spectrele
IRAS a mai multor compusi pozitivi si negativi. Rezultatele arata ca identitatea lor de claséa a
fost atribuitd in mod corect. Cu toate acestea, au existat si diferente intre spectrele standard
si sprectrul IRAS datorita carora sistemul expert a obtinut un rezultat eronat (existenta unei
fluctuatii spectrale in cazul spectrului de 3,4-metilendioximetamfemina). Solutia optima
pentru a imbunatati eficienta identificare / detectiei o reprezinta includerea spectrelor IRAS
a compusilor testati in baza de date spectrale de instruire.
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Capitolul VI

CONCLUZII GENERALE, CONTRIBUTII PERSONALE $I PERSPECTIVE VIITOARE DE
CERCETARE

VI. 1. Concluzii generale
Cercetarea realizata in cadrul tezei de doctorat, Metode multivariate pentru

identificarea amfetaminelor cu ajutorul unui sistem IR portabil, a analizat posibilitatea
obtinerii unui sistem expert, fezabil si robust, avand la bazd metode chemometrice
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multivariate, utilizat in identificarea / detectia principalilor analogi ai amfetaminelor ilicite.
Motivatia alegerii acestei teme de cercetare a avut la bazd pe de o parte efectele
dezastruase pe care acesti compusi le au asupra consumatorilor, iar pe de alta parte,
posibilitatea valorificarii tehnicilor si procedurilor computationale avansate de prelucrare a
datelor experimentale Tn dezvoltarea unui sistem de detectie automatizat.

Din studiul prezentat, in teza, se pot formula urmatoarele concluzii generale:

Dezvoltarea sistemului expert pentru spectrometrele GC-FTIR fixe, a avut ca premise
rezultatele obtinute in cadrul unei analize exploratorii privind posibilitatea de detectie si
recunoasterea identitatii de clasa in mod automat a principalelor amfetamine stimulante si
halucinogene controlate si / sau interzise. Rezultatele acestei analize exploratorii au
demonstrat ca absorbtiile asociate scheletului molecular comun amfetaminelor ilicite sunt
suficient de importante pentru ca acesti compusi sa poata fi modelati si discriminati in
clustere bine definite. Acest rezultat important a indicat ca o posibila aplicatie de inteligenta
artificiala construita pentru detectia amfetaminelor pe baza spectrelor GC-FTIR poate rula
rapid si cu resurse reduse de tehnica de calcul, inclusa in arhitectura instrumentelor GC-
FTIR mobile, care necesita o miniaturizare a componentelor.

Optimizarea si imbunatatirea rezultatelor obtinute in detectia automata a principalilor
analogi ai amfetaminelor s-a realizat prin preprocesarea spectrelor din baza spectrala cu doi
amplificatori selectivi, w si w?, precum si un selector multiplicativ, (w-1)% Folosirea acestor
medode de optimizare a dus la imbunatatirea selectivitatii sistemului de detectie in atribuirea
identitati de clasa a compusilor pozitivi, precum si a senzitivitati in recunoasterea
negativelor. Astfel, metodele de optimizare a detectiei amfetaminelor au obtinut probabilitati
de clasificare eronate din ce in ce mai mici.

Analiza componentelor principale, metoda multivariatd de cunoastere a clusterelor
nesupravegheta, nu reuseste sa defineasca granite la clusterele discriminate si modelate.
Astfel, analiza componentelor principale in sine nu a permis evaluarea cu rigurozitate si
obiectivitate a senzitivitatii si / sau selectivitatii atribuirii identitatii de clasa, respectiv a
numarului de false pozitive corespunzator fiecareia din clasele (clusterele) modelate.
Eficienta obtinuta de sistemul de detectie a fost evaluata cu ajutorul dendrogramelor obtinute
prin analiza clusterelor si prin analiza distributiei densitatilor estimate. Densitatile estimate
pentru fiecare componenta principala in parte a fost calculate cu ajutorul unei functii kernel
normale.

Pentru ca fiecare functie de preprocesare utilizata in optimizarea rezultatelor obtinute
in detectia amfetaminelor ilicite a condus la alte avantaje am propus o modalitate de
evaluare globala fiecarei metode de optimizare analizate. Astfel, am definit expresia de
calcul a unui coeficient de optimizare CO care inglobeaza indicatori ce caracterizeaza
selectivitatea si senzitivitatea fiecarei metode individual. Senzitivitatea a fost evaluata prin
indicatori de geometrie analitica care exprima densitatea unui cluster, iar selectivitatea prin
indicatori care caracterizeaza gradul de separare a clusterelor.

Toate studiile realizate au indicat faptul ca cele mai bune rezultate in identificarea /
recunoasterea identitatii de clasa a analogilor de amfetamina in functie de activitatea lor
biologica si efectul toxic asociat se obtin prin preprocesarea spectrelor GC-FTIR cu ajutorul
selectorului amplificativ (w-1)>. Aceastd metodd de optimizare pastreaza selectivitatea
generatd de preprocesarea spectrelor cu amplificatorul selectiv w?, dar, in acelasi timp
maximizeaza si senzitivitatea sistemului de detectie dezvoltat.

O alta aplicatie de inteligenta artificiala a fost dezvoltata pentru clasificarea automata a
amfetaminelor ilicite halucinogene, a celor stimulante si a principalilor precursori ai acestora,
respectiv a efedrinelor avand la baza imbinarea unei tehnici nesupravegheate de cunostere
a formelor (PCA) si una supravegheata de recunostere a acestora, respectiv DA. Rezultatele
obtinute, cu aceasta metoda, au aratat ca prin combinarea PCA si DA se pot obtine rezultate
bune in recunoasterea amfetaminelor in functie de activitatea lor biologica. Astfel, s-a putut
distinge Tintre amfetaminele stimulante, cele halucinogene si efedrine (care sunt tot
stimulante ale CNS, efectul lor fiind insa semnificativ mai slab decat cel al amfetaminelor).

Sistemul expert a fost adaptat pentru spectrometrele portabile GC-FTIR. Tn aceast
scop au fost utilizate spectre obtinute cu ajutorul unui prototip de spectrometru GC-FTIR
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portabil, dezvoltat in cadrul proiectului finantat de Uniunea Europeana FP7 — SEC — 2009 —
242309 DIRAC. Pentru miniaturizare, spectrometrul portabil utilizeaza ca sursa IR un laser
de tip Quantum Cascade Laser (QLC). In prezent, sunt testati doi laseri care emit in
domeniul 1550-1330 cm™ (fereastra spectrald UT7) si in domeniul 1405 — 1150 cm™
(fereastra spectrala UT8). Spectrele obtinute au fost reesantionate in formatul spectrelor din
baza de date spectrala initiald, iar pentru evaluarea robustetii si fezabilitatii sistemului expert,
spectrele acestor compusi au fost inregistrate la concentratii diferite fata de cele ale
compusilor din baza de date de referinta.

In vederea imbunatatirii rezultatelor obtinute in detectia amfetaminelor ilicite utilizand
cele doua ferestre spectrale au fost analizate si interpretate rezultatele mai multor metode de
optimizare a detectiei, precum si mai multe posibilitati de constructie a bazelor de instruire
pentru analizele exploratorii.

Metoda de detectie cu rezultatele cele mai bune in fereastra spectrala UT8 s-a dovedit
a fi metoda care utileaza spectrele preprocesate cu amplificatorul selectiv wME. Astfel,
sistemul expert dezvoltat, avand la bazad aceastd metoda, a reusit sa indice nu numai
similaritatea structurii moleculare a unui compus cu o anumita clasa de substante ilicite, dar
si mai important, activitatea biologica cea mai probabila a acestuia.

Metoda de detectie cu rezultatele cele mai bune in fereastra spectrala UT7 s-a dovedit
a fi metoda care utileaza spectrele preprocesate cu amplificatorul selectiv wMT. Sistemul
expert, avand la baza metode de inteligenta artificiala, a obtinut rezultate remarcabile in
discriminarea compusilor analizati. Cel mai important efect pozitiv al acestui sistem de
detectie este cresterea semnificativd a senzitivitatii si selectivitatii in discriminarea
negativelor.

Metodele chemometrice, de inteligenta artificiala, au stat la baza dezvoltarii unui
executabil (specific ferestrelor UT7 si respectiv UT8) utilizat in testarea automatad a
spectrelor GC-FTIR a compusilor necunoscuti. Executabilul a integrat module de identificare,
detectie si selectie (absorbanta integrata) a amfetaminelor ilicite. Conversia codului sursa
Matlab intr-un program executabil am realizat-o in scopul optimizarii timpului de compilare si
a memoriei ocupate de aplicatie.

Cu ajutorul sistemului expert, astfel construit, au fost testati 11 compusi necunoscuti in
fereastra spectralda UT8 si respectiv 7 compusi necunoscuti in fereastra spectrala UT7.
Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca sistemul expert are capacitatea de a clasifica
corect principalii precursori ai amfetaminelor chiar daca acestia au concentratii diferite fata
de cele ale substantelor din baza de date de referinta.

Printre avantajele si performantele sistemului expert dezvoltat in aceasta teza se
numara: automatizarea procesului de detectie si recunoasterea clasei de substante careia ii
apartine compusul analizat intr-un timp foarte scurt (secunde); operarea detectiei cu o
senzitivitate si o selectivitate maxima chiar si in conditii de variatie a concentratiei probelor;
orientarea analistului spre analize ulterioare bine definite rezultand Th acest mod o economie
de resurse analitice si umane importante; reducerea semnificativa a timpului necesar pentru
comunicarea rezultatului catre autoritatile autorizate in domeniu; sistemul expert este
adecvat pentru operarea pe spectrometre portabile cu performante optime pentru o gama
larga de concentratii.

VI. 2. Contributii personale

Tn studiile realizate Tn cadrul tezei de doctorat, Metode multivariate pentru identificarea
amfetaminelor cu ajutorul unui sistem IR portabil, s-au conturat o serie de contributii
personale:

Studiile realizate in prezenta teza de doctorat sunt caracterizate printr-o abordare
moderna si interdisciplinara, focalizate pe optimizarea continud a rezultatelor obtinute de
metodele de detectie analizate.

Realizarea unui amplu set de studii prin metode chemometrice multivariate in vederea
identificarii metodelor optime a fi utilizate in detectia / recunoasterea identitatii de clasa a
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principalilor analogi ai amfetaminelor ilicite. Cercetarea stiintifica din teza este desfasurata in
cadrul proiectului finantat de Uniunea Europeana FP7 — SEC — 2009 — 242309 DIRAC.

Utilizarea distributiilor densitatilor estimate in argumentarea evaluarilor privind
modelarea si discriminarea in clustere distincte a principalilor analogi ai amfetaminelor.

Definirea expresiei unui coeficient de optimizare, care a permis evaluarea globala a
metodelor de optimizare analizate. Acesta indicand faptul ca cele mai bune rezultate in
identificarea amfetaminelor in functie de activitatea lor biologica se obtin prin preprocesarea
spectrelor GC-FTIR cu ajutorul selectorului amplificativ (w-1)°.

Utilizarea spectrelor GC — FTIR ale compusilor inregistrate in regiunea 1550 — 1330
cm™ (fereastra spectrald UT7) si regiunea 1405 — 1150 cm™ (fereastra spectrald UT8) in
dezvoltarea sistemului expert utilizat in identificarea / detectia amfetaminelor ilicite.

Dezvoltarea a doua executabile, IRAS_DATA ANALYSIS UT7 Si
IRAS_DATA_ANALYSIS_UTS, pentru identificarea / detectia / recunoasterea identitatii de
clasa a compusilor testati cu un instrument IR portabil.

Interpretarea rezultatelor finale obtinute, rezultate care valideaza ipotezele de lucru si
in acelasi timp fezabilitatea si robustetea sistemului expert dezvoltat.

VI. 3. Perspective viitoare de cercetare

Rezultatele obtinute in urma cercetarilor efectuate deschid calea spre o diversificare a
metodelor multivariate utilizate in identificarea si/sau detectia amfetaminelor ilicite.

Preocuparea continua privind optimizarea identificarii / detectiei sistemului expert prin
imbogatirea bazei de instruire utilizata de sistemul de detectie.

O perspectiva interesanta de analizat si dezvoltat in viitor este oferitd de rezultatele
obtinute in aceastd teza referitoare la posibilitatea discriminarii in clustere distincte a
compusilor halucinogeni de tipul 2,5-dimetoxi si respectiv 3,4,5-trimetoxi.

Optimizarea rezultatelor obtinute de sistemul expert in cazul compusilor a caror spectre
au fost inregistrate pentru concentratii mici.

Utilizarea rezultatelor din aceasta cercetare in dezvoltarea unor metode de identificare
si/sau detectie cu o selectivitate si senzitivitate mult mai ridicate.

Cresterea predictibilitatii in recunoasterea identitatii de clasa a sistemului expert prin
luarea n considerare a timpilor de elutie a fiecarui compus din baza de instruire individual.
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