UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica

Julia Célia Lima Gomes

AVALIAGAO DA PRESENGA DE BISFENOL A, SEUS ANALOGOS E OUTROS
PLASTIFICANTES EM CAFE EM CAPSULAS

Belo Horizonte
2024



UFMG/ICEX/DQ. 1.616
D. 877

Julia Célia Lima Gomes

AVALIAGAO DA PRESENGA DE BISFENOL A, SEUS ANALOGOS E OUTROS
PLASTIFICANTES EM CAFE EM CAPSULAS

Dissertacao apresentada ao Programa de
Poés-Graduagdo  em Quimica  da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial a obteng¢ao do titulo
de Mestre(a) em Quimica.

Orientador(a): Prof?. Dr2. Adriana Nori de
Macedo

Coorientador(a): Prof. Dr?. Brenda Lee
Simas Porto

Belo Horizonte
2024



Ficha Catalogréafica

Gomes, Julia Célia Lima.

Avaliagdo da presenca de bisfenol A, seus andlogos e outros plastificantes em café
em capsulas [manuscrito] / Julia Célia Lima Gomes. 2024.

85 f. : il., grafs., tabs.

G633a
2024
D

Orientadora: Adriana Nori de Macedo.
Coorientadora: Brenda Lee Simas Porto.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais — Departamento de
Quimica.

Bibliografia: f. 58-70.

Apéndice: f. 71-85.

1. Quimica analitica — Teses. 2. Café — Teses. 3. Cromatografia liquida — Teses. 4.
Espectrometria de massa — Teses. 5. Preparacdo de amostra (Quimica) — Teses. 6. Café
— Residuos — Teses. 7. Analise de componentes principais — Teses. 8. Plasticos — Teses.
9. Extracdo (Quimica) — Teses. |. Macedo, Adriana Nori de, Orientadora. Il. Porto,
Brenda Lee Simas, Coorientadora. I11. Titulo.

CDU 043

Elaborada por Sérgio Ferreira da Silva— CRB6-2719.




SEI/UFMG - 3362001 - Folha

1del

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

o
°go

quimica

"Avaliacio da Presenca de Bisfenol A, seus Analogos e outros Plastificantes em Café em Capsulas"

Julia Celia Lima Gomes

Dissertagdo aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

Profa. Adriana Nori de Macedo - Orientadora
UFMG

Prof. Rodinei Augusti
UFMG

Profa. Mariana Ramos de Almeida
UFMG

Belo Horizonte, 10 de julho de 2024.

https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir ...

=

il
sel
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Adriana Nori de Macedo, Professora do Magistério Superior, em 10/07/2024, as 15:21, conforme horério oficial de

Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

—

.I
Sel o
assinatura

eletrdnica

Documento assinado eletronicamente por Mariana Ramos de Almeida, Professora do Magistério Superior, em 10/07/2024, as 15:22, conforme horario oficial

de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

o

il
seil o
assinatura

eletrnica

Documento assinado eletronicamente por Rodinei Augusti, Professor do Magistério Superior, em 10/07/2024, as 16:06, conforme hordério oficial de Brasilia,

com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n2 23072.237102/2024-16

SEI n2 3362001

11/07/2024, 10:00


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

A Profa. Dr?. Adriana Nori de Macedo, minha querida orientadora, por toda a
atencédo e cuidado dedicados a minha formagéo, por compartilhar parte dos seus
conhecimentos e sabedoria, e por ter deixado a minha jornada mais leve e agradavel.

A minha coorientadora Profa. Dr?. Brenda Lee Simas Porto, por todas as
contribuigdes, pelo carinho e cuidado durante todo o processo.

A minha familia por todo o apoio e por serem um refugio quando precisei. A
minha mae, Celinha, por todo o amor diariamente recebido, por ser um grande exemplo
e por me fazer acreditar que sou capaz de alcangar todos 0os meus objetivos. Ao meu
pai, Betinho, por sempre me incentivar a ser independente, por espalhar alegria por
onde passa e por ser 0 melhor amigo que eu poderia ter. Ao meu irmao, Danilo, por
toda protegao, cumplicidade, torcida e por ser uma grande fonte de inspiragao. A minha
cunhada, Thays, pela amizade e por agregar amor a nossa familia. Aos meus amados
sobrinhos, Samuel e Mariana, por me cobrirem com 0 amor mais puro e pelos inumeros
momentos de alegria.

Aos amigos do laboratério LACMass, Bricia, Tulio, Jodo Victor, Larissa e
Henrique pelos bons momentos vividos e por todo o aprendizado compartilhado.

A Mariana Diniz pela inestimavel amizade iniciada ainda na graduacéo, por
todas as conversas inspiradoras e engrandecedoras sobre ciéncia e principalmente
pela valiosa ajuda com o Matlab e com quimiometria.

A Carol Galassi pela amizade e gentileza com a qual sempre me recebeu
semanalmente.

A todos meus amigos, especialmente Rafa, Dani e Livinha, por todo apoio,
torcida e carinho.

A UFMG e ao Departamento de Quimica, em particular ao programa de pos-
graduacgao, pela infraestrutura e pelo corpo de funcionarios, que foram fundamentais
para o desenvolvimento desse trabalho. A CAPES pela bolsa concedida.

A todos que de alguma forma contribuiram.

A Deus por guiar o meu caminho e por me permitir compartilhar a vida com

pessoas incriveis.



RESUMO

Plastificantes sao substancias incorporadas aos plasticos com a intengao de aumentar
sua flexibilidade e plasticidade. Neste trabalho, avaliou-se a migragéo de bisfenol A e
outros plastificantes em café em capsulas, utilizando cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas de alta resolugcdo. O preparo de amostra foi realizado
utilizando acetonitrila como solvente de extracdo e particdo por salting out. As
condigbes instrumentais utilizadas nas analises foram determinadas com base no
padrao analitico do bisfenol A, visando sua identificagdo ao nivel do limite de migragao
especifica determinado pela legislagéo (0,05 mg L-"). Com o método utilizado, buscou-
se também avaliar de forma mais abrangente a possivel presenga de outros
compostos, incluindo analogos do bisfenol A e outros tipos de plastificantes em geral.
ApOs a analise das amostras de cafés em capsula (10 tipos de cafés em capsulas, 1
tipo de café em grdo e 5 cafeteiras) em duplicata, verificou-se que a presencga de
bisfenol A e de compostos analogos nao ocorre de maneira expressiva, ja que tiveram
intensidade de sinal consistente com niveis inferiores ao estabelecido pela legislagao
brasileira. Por outro lado, detectou-se a presenga de diversos outros plastificantes,
incluindo ftalatos, acrilatos, epdxidos e acidos organicos. Comparando cafés
preparados a partir de diferentes tipos de capsulas, foi possivel detectar compostos
plastificantes até mesmo em capsulas de aluminio e de papel compostavel. Esse
resultado da origem a algumas possiveis hipéteses, como: (i) mesmo capsulas de
outros materiais podem ter algum revestimento contendo plastificantes; (ii) outras
partes das proprias cafeteiras, feitas de plastico, podem levar a migragao de
plastificantes para a bebida; ou (iii) os proprios cafés podem ja apresentar algum tipo
de contaminagcdo com plastificantes, oriunda de seu beneficiamento prévio ao
acondicionamento nas capsulas. Pela analise de componentes principais foi possivel
averiguar as semelhancas entre os cafés preparados a partir de capsulas feitas com
diferentes materiais.

Palavras-chave: plastificantes; disruptores enddcrinos; quimicos sintéticos; HPLC-
HRMS; PCA.



ABSTRACT

Plasticizers are substances added to plastic materials to increase their flexibility and
plasticity. In this study, the migration of bisphenol A and other plasticizers into capsule
coffees was evaluated using liquid chromatography coupled with high-resolution mass
spectrometry. Sample preparation was carried out using acetonitrile as the extraction
solvent and salting-out partitioning. The instrumental conditions used in the analyses
were determined based on the analytical standard of bisphenol A, aiming for its
identification at the level of the specific migration limit set by legislation (0.05 mg L).
The method also sought to broadly assess the potential presence of other compounds,
including bisphenol A analogs and other types of plasticizers in general. After analyzing
the capsule coffee samples (11 types of capsule coffees, 1 type of coffee bean, and 5
coffee maker machines) in duplicate, it was found that the presence of bisphenol A and
its analogs was not significant, as their signal intensity was consistent with levels below
those established by the Brazilian legislation. On the other hand, various other
plasticizers, including phthalates, acrylates, epoxides, and organic acids, were
detected. Comparing coffees prepared from different types of capsules, plasticizers
were detected even in aluminum and compostable paper capsules. This result gives
rise to several possible hypotheses: (i) even capsules made from other materials may
have some coating containing plasticizers; (ii) other parts of the coffee makers
themselves, made of plastic, could lead to the migration of plasticizers into the
beverage; or (iii) the coffee itself might already have some contamination with
plasticizers, originating from its processing before being packed in the capsules.
Principal component analysis allowed for examining similarities between coffees
prepared from capsules made with different materials.

Key-words: plasticizer; endocrine disruptors; synthetic chemicals; HPLC-HRMS; PCA.
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1 INTRODUGAO

1.1 Café em capsulas

O consumo de café se faz presente em diversas culturas, de modo que os seus
graos sao uma das comodities mais negociadas em ambito mundial. Para a safra de
2023/2024, tem-se uma estimativa de produgao global em cerca de 174 milhdes de
sacas, sendo o Brasil o principal produtor, responsavel pela producdo de quase 55
milhGes de sacas."? Aproximadamente metade da produgéo é destinada ao mercado
interno, ja que o Brasil € o segundo maior consumidor mundial de café, sendo

consumidas pouco mais de 21 milhdes de sacas no ano de 2022.3

De acordo com uma avaliacéo feita pela Associacado Brasileira da Industria de
Café (ABIC), observa-se uma crescente demanda pelo produto no mercado interno
desde a década de 90.2 Apesar de ja bem estabelecido, o consumo de café esta em
constante evolug¢ado, observando-se o surgimento de novas praticas e novos padrées

de consumo.?

A praticidade aliada a grande diversidade de produtos comercializados, o que
permite diferentes experiéncias sensoriais aos consumidores, fizeram com que o
mercado de café em cdapsulas se desenvolvesse rapidamente.®® Em 2022, a
comercializacado de café na forma de capsulas no Brasil foi 0 equivalente a cerca de

395 mil toneladas de sacas.?

As capsulas consistem em recipientes no formato de cone truncado, que sao
utilizados para armazenar quantidades de café suficientes para o preparo de porgcdes
individuais da bebida. Diferentes materiais podem ser utilizados na sua confecgéo,
observando-se o predominio de aluminio e de plasticos.6® Durante o preparo da
bebida, as capsulas sdo submetidas a aquecimento e aumento de pressao, condi¢coes
que propiciam a liberacao de residuos de plastificantes e de metais, que ao migrarem

para o alimento tornam-se contaminantes.®'2
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Estudos com o objetivo de avaliar esse tipo de contaminagédo ja tém sido
reportados na literatura cientifica. Por exemplo, em um estudo realizado por di Bella e
colaboradores, foi avaliada a migracgao de residuos de plastificantes durante o preparo
de cafés espresso e em capsulas. Observou-se a presenca de diversos compostos,
sendo o ftalato de dimetila presente em maior concentragéo.'® Ja4 em Sakaki et al.,
avaliou-se a presenca de plastificantes que apresentam atividade estrogénica em
cafés em capsulas e em cafés preparados em prensa francesa. Com o método UPLC-
MS/MS desenvolvido, os autores detectaram a presenca de compostos como
benzofenona e bisfenol A nas amostras de café nos dois modos de preparo

estudados.™

1.2 Bisfenol A

1.2.1 Usos e risco a saude humana

O 2,2-bis(4-hidroxifenil) propano, também conhecido por bisfenol A ou BPA, é
um composto sintético que confere maior resisténcia aos materiais e, devido a sua
versatilidade de aplicagdes, € atualmente comercializado em grandes volumes. Os
seus principais usos na industria de alimentos se dao na utilizacao de plasticos para
embalagens, em especial o policarbonato, e como um dos componentes de resinas
epoxi utilizadas para o revestimento de latas de conserva.® %16 A liberagdo de BPA a
partir de frascos de policarbonato, bem como a atividade estrogénica do composto,
foram relatadas pela primeira vez em 1993, em um estudo realizado por Krishnan e

colaboradores.'”

Disruptores endocrinos sdao compostos sintéticos que causam prejuizos a
saude humana, em razdo de atuarem no sistema enddocrino modificando o
comportamento hormonal. O bisfenol A é um disruptor enddcrino, cuja principal

interferéncia se da na agao do estrogénio, um horménio de fundamental importancia
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para o organismo feminino.'®18-20 O potencial efeito do BPA na infertilidade feminina

foi descrito por Ziv-Gal e Flaws.?'

Porém, diversos estudos indicam que os efeitos adversos causados pelo BPA
também sdo observados em outros sistemas.'®1922 Por exemplo, em um estudo
conduzido por Tarafdar e colaboradores, verificou-se a relagdo da exposicdo ao
bisfenol A a ocorréncia de diversas enfermidades, entre elas disturbios metabdlicos,
disfungdo neuroenddcrina e interrupgao da atividade de algumas enzimas.?? Além
disso, Presunto et al. avaliaram os efeitos adversos causados ao organismo masculino,
obtendo indicios de que o BPA pode causar altera¢gdes no ciclo hormonal, bem como

induzir a infertilidade masculina.??

Embora nédo haja um consenso definido quanto ao limite seguro de exposi¢cao
ao bisfenol A sem causar danos ao organismo, diversas pesquisas indicam que
mesmo pequenas quantidades desse composto podem desencadear efeitos

adversos.24-28

De acordo com um relatério divulgado pela Organizacdo Mundial da Saude
(World Health Organization, WHO), a principal via de exposi¢do humana ao BPA ¢é a
alimentar,?® dado que os alimentos sdo capazes de acumular o bisfenol livre presente
nas embalagens.?%3 Diversos estudos ja foram feitos para quantificar a presenca de
bisfenol A em alimentos e bebidas envoltos em embalagens plasticas ou em latas
revestidas por resinas. Na Tabela 1 sao apresentados estudos selecionados que

avaliaram a presenca de bisfenol A em diferentes alimentos.

Tabela 1 - Dados de estudos selecionados sobre a presengca de BPA em alimentos.

Técnica
Pais Ano Matriz . Concentracées Ref.
analitica
UPLC-
China 2018 Tempero pronto 0,0689 — 0,2162 mg kg 31
MS/MS
Alimentos e UPLC- Alimentos: 0,008 — 0,042 mg kg™’
Turquia 2023 32

bebidas enlatados MS/MS Bebidas: 0,005 — 0,1 mg kg!
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Técnica
Pais Ano Matriz . Concentragées Ref.
analitica
Legumes HPLC-
Italia 2023 0,00151 — 0,02122 mg kg™ 33
embalados MS/MS
Bebida de café UPLC-
China 2021 0,0983 - 0,8318 mg kg™’ 34
enlatada MS/MS
Agua mineral em UPLC-
China 2020 n.d 35
garrafas PDA-FLD
Coréia do 2009 Alimentos e HPLC- Alimentos: n.d — 125,25 mg kg™ .
Sul bebidas enlatados FLD Bebidas: n.d — 136,14 mg kg
Bebidas Leite em p6: 0,01182 —0,01531
Arabia HPLC- A
2013  enlatadas e leite mg kg 37
Saudita . FLD
eém po Bebidas: 0,31 — 3,97 mg mL-"
Alimentos HPLC-
Espanha 2021 n.d — 0,202 mg kg 38
enlatados FLD
Café em capsula: 0 — 2,42 ng
Café em capsula 4
Estados UPLC- mL
] 2020 e café feito em 14
Unidos MS/MS Café em prensa francesa: 0 -
prensa francesa
1,70 ng mL-"
Alimentos UPLC-
China 2021 n.d — 0,837 mg kg 39
enlatados MS/MS
) Agua mineral em UPLC-
India 2023 n.d — 9580 ng L 40
garrafas MS/MS
Estados Alimentos HPLC-
2013 0,000235 — 0,00997 mg kg™' 4“1
Unidos enlatados MS/MS

Legenda: n.d: Nao detectado ou menor que o limite de deteccao do método.
UPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial; HPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial; UPLC-PDA-FLD: Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a detector
de arranjo de diodos e detector de fluorescéncia; HPLC-FLD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de fluorescéncia.

A presenga de BPA no café, resultante da migragédo do composto presente nas

embalagens durante o processo de preparagao da bebida, foi avaliada em diversas
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técnicas de preparo, sendo detectavel em cafés enlatados343642 em cafés

reaquecidos em fornos de micro-ondas*3, e em cafés em capsulas de plastico.'#44

No Brasil também ha uma preocupacao acerca da possivel migracdo do BPA
para alimentos. Estudos recentes detectaram bisfenol A em algumas matrizes
alimentares, sendo observada a sua presengca em amostras de leite em concentracoes
entre 77,6 — 150,8 ng mL-'.4>* Também foram avaliadas amostras de férmulas infantis.
No estudo conduzido por Petrarca e colaboradores, detectou-se a presenca de
bisfendis em 36% das amostras de férmulas infantis analisadas, com concentragdes
na faixa de 11,3 — 18,7 ug kg'.#¢ Entretanto, outros dois estudos realizados com
férmulas infantis apresentaram resultados divergentes aqueles anteriormente
observados, com a ndo detecgdo do composto nos alimentos.*”*® Tais resultados
indicam a necessidade de uma maior investigagdo a ser realizada com alimentos

embalados em plasticos comercializados no Brasil.

Diante dos possiveis riscos associados a exposi¢cdao ao bisfenol A e
considerando-se os frequentes registros da migracdo do composto presente nas
embalagens para os alimentos, tornou-se necessario regulamentar o uso e aplicagéo
do composto. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) por meio
da Resolugao RDC N° 589, DE 20 DE DEZEMBRO DE 2021 estabelece um limite de
migracgao especifica (LME)* de 0,05 mg kg-! de alimento,*° visto que esse é o menor
nivel de concentragdo na qual inicia-se a observacdo de efeitos adversos.®® Ja a
Resolugdo RDC N° 41, DE 16 DE SETEMBRO DE 2011 institui a “proibicdo da
importagcdo e fabricagdo de mamadeiras ou produtos similares destinados a

alimentacgéo de lactantes e criancas até 3 anos de idade que contenha a substancia”.®"

* LME: quantidade maxima permitida de uma substancia especifica do material em contato com
alimentos transferida aos simulantes, em condi¢gdes de ensaio estabelecidas.
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1.2.2 Analogos do BPA

Como consequéncia do controle, e em algumas aplicagdes, da proibigdo de uso,
tornou-se necessario a substituicdo do bisfenol A na producdo de materiais
plastificantes. De modo a cumprir as limitagdes legais e preservar as caracteristicas
desejadas, fez-se comum a substituicdo do BPA por compostos analogos, que
possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, porém ndo tém seu uso
atualmente limitado por regulac¢des. Esses compostos apresentam uma estrutura base
contendo dois anéis fendlicos unidos por um atomo de ligagdo, sendo esse
normalmente um atomo de carbono. Na Tabela 2 estdo dispostas as férmulas

estruturais do bisfenol A e dos seus analogos mais utilizados na industria.33.39.52

Tabela 2 - Férmulas estruturais do BPA e de alguns de seus analogos.

Composto Foérmula estrutural Massa Molar (g mol)
BPA 228,286
HO OH
BPB 242,313
HO H
cl. Cl

BPC l 281,134
HO OH

OH
BPP ‘ ‘ O 346 462
HO
BPF 200,233
HO OH
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Tabela 2 - Continuacéao

Composto Férmula estrutural Massa Molar (g mol)
o]
g
BPS il 250,270

0

Q

OH

l 268,350

HO
BPZ
H

0 l

BPE 214,260
HO OH

o
I

F.C _CF,
BPAF 336,229
HO OH
OH

BPAP O 290,356

Em virtude da semelhancga nas propriedades fisico-quimicas, espera-se que 0s

analogos do BPA também apresentem comportamentos toxicoldgicos prejudiciais aos
seres humanos. Alguns estudos foram feitos com o intuito de avaliar a toxicidade dos
possiveis substituintes do BPA, e os dados indicam potencial toxicidade desses
compostos. Varios deles, em especial o BPS, BPF, BPAF e BPB, apresentaram
atividade estrogénica mais intensa se comparados ao BPA. Além disso, ha indicios

de que também apresentem citotoxicidade, neurotoxicidade e genotoxicidade. 52-54
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Em estudo desenvolvido por Chen et al., avaliou-se a presenca de BPA e seus
analogos nas embalagens de diferentes produtos alimenticios, incluindo embalagem
de agua mineral, garrafas de bebidas energéticas e em mamadeiras. Nas condi¢des
utilizadas, os autores foram capazes de detectar bisfenol A em praticamente todas as

amostras, além de observarem a presenca de bisfenol S esporadicamente.®®

Ja a investigacao sobre a migragdao dos compostos presentes nas embalagens
para os alimentos tem sido feita em diversos estudos, com a detecgao de BPS em
amostras de leite*®, agua mineral em garrafa,*° cogumelos em conserva,* e bebidas
enlatadas.® O BPF tem sido encontrado em amostras de carne enlatada,*® cogumelos
em conserva,® molho de mostarda*' e em legumes.*' Todavia, todos os estudos
indicam que o BPA ainda esta presente em maiores concentragdes quando

comparado a seus analogos.

1.3 Métodos analiticos para a detecgao de bisfenol A em alimentos

Para realizar o monitoramento da presenca de BPA em alimentos, faz-se
necessaria a utilizagdo de técnicas analiticas altamente sensiveis, ja que se espera
gue o composto esteja presente em pequenas quantidades, e altamente seletivas, por
se tratar de matrizes extremamente complexas. Diferentes técnicas, como
eletroforese capilar e métodos imunoquimicos, podem ser utilizadas para a realizacao
desse monitoramento. Entretanto, técnicas cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas ou a detectores de fluorescéncia sdo as mais

empregadas. 55658

De maneira geral, observa-se uma maior aplicacdo de métodos de
cromatografia liquida (LC) em detrimento aos métodos de cromatografia a gas (GC).
Isso se deve principalmente a necessidade da realizacido de reacdes de derivatizacao
nos métodos de GC para aumentar a volatilidade do bisfenol A, por se tratar de um
composto polar e pouco volatil. Além de tornar a analise mais complexa, a

derivatizagéo pode introduzir novas fontes de erros e contaminagdes .1%57
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Ainda assim, devido ao fato de as amostras de alimentos serem matrizes
complexas, em todas as técnicas supracitadas faz-se necessario realizar um preparo
de amostras extenso. Em consequéncia disso, comumente s&o observados preparos
de amostras compostos por varias etapas, entre elas pré-tratamento, extragao,

limpeza e concentrag&o.5:56.59

A evolugdo da técnica de espectrometria de massas tem possibilitado o
desenvolvimento de metodologias que necessitam de um preparo de amostras
simplificado, ou em alguns casos, que eliminam completamente essa etapa da
andlise.?0 Esses métodos podem ser quantitativos (quando ha interesse na
determinacao da concentragao absoluta dos analitos na amostra) ou de triagem, que
fornecem rapidamente dados semiquantitativos sobre os componentes das

amostras.®’

1.3.1 Preparo de amostras

O preparo de amostras € uma etapa fundamental nas analises instrumentais,
ja que permite a remogao de possiveis interferentes, além da extracdo e pré-
concentracdo dos analitos de interesse. Atualmente, tem-se disponivel diferentes
técnicas que permitem realizar um eficiente preparo de amostras, que devem ser
escolhidas levando-se em consideragdo as caracteristicas das amostras e as

propriedades fisico-quimicas dos analitos.15:5%:62

O pré-tratamento € a etapa inicial do preparo de amostras. Normalmente,
compreende processos simples, como homogeneizagao, filtragao e centrifugacao. Ao
analisar BPA, é de fundamental importancia atentar-se para a eliminagao de possiveis
contaminagdes de fundo, provenientes de materiais plasticos presentes nos
laboratérios, como reagentes armazenados em frascos plasticos, ponteiras, filtros,
entre outros. Para tanto, deve-se planejar cada estagio do preparo de amostras de

modo a evitar o uso desses materiais.5%:62-64
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A extracdo compreende a etapa mais complexa do preparo de amostras. Além
das caracteristicas da amostra e dos analitos de interesse, durante a escolha do
método de extragdo, deve-se considerar também as particularidades da técnica
instrumental que sera utilizada para a deteccéo. Diversas técnicas de extracao para a
analise de BPA em alimentos ja foram descritas, sendo as extra¢des liquido-liquido

(LLE) e extragdo em fase solida (SPE) as mais utilizadas. 155665

A LLE baseia-se na diferenca de solubilidade de determinado composto quando
em contato com uma mistura de dois liquidos imisciveis. E uma técnica de extragdo
ja consolidada, com extensa aplicagdo, que apresenta boa eficacia e ndo requer
instrumentacdo custosa. Contudo, normalmente envolve processos longos, que
necessitam de uma etapa de limpeza da amostra adicional e utilizam grandes volumes
de solventes orgénicos, sendo o metanol, acetato de etila e acetonitrila os solventes

mais utilizados para a extragao de bisfenol A.15:56:58

Visando mitigar as deficiéncias da LLE, varias pesquisas foram feitas buscando
o desenvolvimento de novas técnicas de extracdo. Nesse cenario, a SPE torna-se
popular. A SPE é uma técnica de extracao sdlido-liquido, na qual os analitos de uma
amostra liquida sdo retidos em uma fase estacionaria solida, com a posterior
recuperacao dos analitos por eluigdo com solvente adequado.®¢:%6 A diversidade de
materiais que podem ser utilizados como adsorventes e a dispensa de uma etapa

adicional de limpeza s3o as principais vantagens dessa técnica em relagéo a LLE.%6:63

Ambas as técnicas ja foram utilizadas para a detecgéo de bisfenol em amostras
de café, observando-se uma preferéncia pela LLE. Por exemplo, Lim et al. realizaram
a extracao de BPA em café enlatado pela aplicagao da LLE. Para isso, inicialmente
diluiram a amostra de café em acetonitrila, e em seguida fizeram a extragdo com o
solvente por duas vezes. Os extratos passaram por filtragdo e secagem, com posterior
ressuspensdo em solugéo de acetonitrila e agua (60:40, v/v).36 Ja para a andlise de
BPA em café em capsulas e em café preparado em prensa francesa, Sakaki e
colaboradores procederam com extragdes liquido-liquido, porém utilizando-se acetato
de etila como solvente. Os extratos também passaram por secagem, com

reconstituicido da amostra em metanol.'
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Ja a SPE foi utilizada para a extracdo do composto em cafés soluveis e cafés
enlatados. No trabalho desenvolvido por Kang e Kondo, a extragdo foi realizada
utilizando-se cartuchos de fase sélida mista, sendo uma combinagao de grupos nao
polares (C1s), trocadores catidnicos (SOs3) e trocadores anibnicos (NRs*). O
condicionamento foi feito com metanol e agua, enquanto a lavagem foi feita apenas
com agua e a eluigdo do BPA foi feita com solugdo de acetonitrila e agua (40:60, v/v).5”
Mais recentemente, em 2018, Choi e colaboradores analisaram o BPA presente em
cafés enlatados. Nesse caso, utilizou-se cartucho Cis e metanol e agua para o

condicionamento do cartucho. A lavagem foi feita com agua e a eluigdo com metanol.®®

Nos ultimos anos, tem-se verificado um aumento na utilizagdo do método
QUEChERS para a extracao de BPA em alimentos. Esse método de preparo de
amostras foi desenvolvido por Anastassiades e Lehotay para a analise de residuos de
pesticidas em frutas e vegetais.®® Considerando-se a sua relativa facilidade de
operagao, sem 0 uso de equipamentos complexos, aliada a um menor consumo de
solventes e um tempo mais curto de execucgdo, a sua aplicacao foi estendida para

outras finalidades além da analise de pesticidas.%®

O método, descrito como rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro, é
composto por duas etapas, sendo a primeira baseada na particao liquido-liquido
induzida pelos sais adicionados, e a segunda correspondendo a extracdo em fase
solida dispersiva.®® A possiblidade de efetuar-se pequenas adaptagcdes mantendo-se
boas taxas de recuperagao dos analitos, € uma das grandes vantagens da técnica, o

que possibilitou a sua aplicagdo em diversas analises.”®

Mahlangu et al., por exemplo, utilizaram o método QUEChERS na analise de
bisfendis em feijdes cozidos, peixes e carnes, todos enlatados. Com os métodos de
extracdo e analise instrumental propostos, foram capazes de detectar BPB e BPA nas
amostras, sendo esse Ultimo presente em todas as amostras avaliadas.”' Faraji e
colaboradores também aplicaram o método QUEChERS para a extragdo de BPA em
amostras alimenticias enlatadas. Nesse estudo, o bisfenol A estava presente nas

amostras com concentragdo média entre 28,4 - 157,7 ug kg™'.7?
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As etapas de limpeza e pré-concentragdo no método QUEChERS geralmente
sao feitas de maneira complementar a extragdo, uma vez que nem sempre a extragao
€ suficientemente seletiva, ou em muitos casos os analitos estdo presentes em

concentragdes muito baixas.?%73

1.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma técnica de separagao
e identificacdo de compostos, na qual a separagdo € definida pelas diferentes
interacdes entre os compostos presentes na amostra e as fases movel e estacionaria
utilizadas. Nessa técnica, a amostra é carregada pela fase movel liquida, sendo entéo
bombeadas por um sistema de bombas de alta pressao, de modo a percorrer a coluna

cromatografica.’

O fato de a solubilidade na fase mdvel ser o principal requisito necessario para
a amostra, o que permite a separacdo de quase todas as classes de compostos
organicos, aliado a possibilidade de hifenizagao com diversas técnicas instrumentais
para uma melhor identificacdo e quantificacdo dos compostos, justifica a crescente

utilizacdo da técnica de HPLC na analise de bisfenol A em alimentos.”>-"8

Zhang et al., por exemplo, realizaram a quantificagcdo de BPA em amostras de
leite utilizando um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
detector de fluorescéncia. Com as condig¢des utilizadas, o composto foi identificado
em todas as amostras em uma faixa de concentragdo de 0,23 — 0,56 pg g'.”° Ja no
estudo desenvolvido por Zheng e colaboradores, foi identificado a presenca de
diversos analogos do bisfenol A em formulas infantis. Utilizando-se um método HPLC-
MS/MS os compostos analogos foram identificados em grande parte das amostras,
destacando-se o BPS, BPF e BPP.8
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1.3.3 Espectrometria de massas

A técnica de espectrometria de massas (MS) tem como principio a geragéo de
ions em fase gasosa, com posterior separagdo com base na razao de suas massas e
cargas elétricas (m/z), cuja aplicagdo permite a obten¢cdo de informagdes sobre a
massa e a estrutura dos compostos. De maneira geral, um espectrémetro de massas
€ constituido por uma fonte de ionizagao, seguido por analisador de massas e um
detector. Além desses componentes, tem-se ainda um sistema de inje¢cao de amostras

e um de aquisigdo de dados (Figura 1).8

Figura 1- Diagrama simplificado das principais partes de um espectrometro de massas

Introducdo Fonte de Analisador Aquisicido de
L Detect
-’[ ionizagdo ]-b[ de massas ]-’[ etector ]-'[ dados

Y

L1

Fonte: Elaborado pela autora.

A introdugdo da amostra pode ser feita de maneira direta, utilizando-se uma
sonda, ou indireta, na qual é necessario um sistema de inje¢do, podendo esse sistema
ser alguma outra técnica analitica, como por exemplo cromatografia. Essa etapa deve
ser realizada de modo que a amostra injetada seja adequada para o bom

funcionamento da fonte de ionizagdo.??

A fonte de ionizagdo desempenha o papel crucial de ionizar compostos
ionizaveis, permitindo, assim, sua analise posterior no analisador de massas. Existem
diversas técnicas de ionizagdo disponiveis, algumas das quais funcionam em
condi¢cbes de pressao reduzida e sado altamente energéticas, como a ionizagao por
elétrons (El) e a ionizag&o quimica (Cl). Ja as técnicas de ionizagado brandas, por sua

vez, operam em pressao atmosférica. Dentre eles tem-se a ionizagdo quimica a
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pressdo atmosférica (APCI), a ionizagdo por eletrospray (ESI), e a

ionizagao/dessorgao assistida por laser com matriz (MALDI).8".82

Os analisadores de massas tém o papel de examinar e separar os ions que
sdo gerados na etapa de ionizagdo com base em seus valores de m/z. Esses
dispositivos fazem uso de propriedades eletromagnéticas para realizar essa
separagao, aplicando-se campos elétricos, magnéticos ou uma combinagao de ambos.
O poder de resolugao de um espectrémetro de massas diz respeito a capacidade do
analisador em distinguir ions com valores de m/z muito proximos. Assim, quanto maior
o poder de resolucdo, mais precisa € a separagao entre ions de massas
semelhantes.?'82 Existem diversos tipos de analisadores, como: quadrupolo,

armadilha de ions, tempo de voo e orbitrap.

Alexander Makarov desenvolveu um novo tipo de analisador de massas,
denominado orbitrap, que tem o seu funcionamento baseado no movimento orbital
que os ions realizam ao serem submetidos a um campo elétrico. Analisadores de
massas do tipo orbitrap possuem alto poder de resolugao, além de fornecerem valores
precisos de massas, o que permite a identificacdo inequivoca de moléculas.®® As
caracteristicas desse analisador permitem que ele seja amplamente utilizado em
abordagens nao alvo, ou untarget, que objetivam a identificacdo de compostos

desconhecidos.84-86

Outra utilizagdo de grande importancia dos analisadores do tipo orbitrap se da
nas analises screening, também chamadas de triagem. Essas analises
semiquantitativas podem ser feitas de maneira preliminar, com o intuito de avaliar a
existéncia de contaminantes, fornecendo uma faixa de concentragdo na qual tais
compostos estao presentes. Considerando-se a complexidade envolvida nas analises
de alimentos, as analises de triagem apresentam-se como uma ferramenta facilitadora
no monitoramento de contaminantes em matrizes alimenticias, tornando-se assim,

amplamente empregada.87-88

Finalmente, os detectores tém a funcdo de produzir um sinal elétrico
amplificado para cada ion que colide em sua superficie. Como resultado da sua

atuacao, tem-se a geracao do espectro de massas. Diferentes tipos de detectores
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podem ser utilizados, e essa escolha devera ser feita de acordo com o tipo de

analisador empregado.?’

A diversidade de fontes de ionizagao, de tipos de analisadores e até mesmo de
detectores, faz com que a espectrometria de massas seja uma técnica versatil, que
permite ser configurada de modo a se obter alta sensibilidade e seletividade. Esses
motivos, aliados a possibilidade de hifenizagao a técnicas instrumentais de separacgao,
fizeram com que seu uso se tornasse bastante popular em diferentes tipos de analises,
inclusive para a analise de bisfenol A em alimentos, conforme demonstrado na Figura
2.

Figura 2 - Grafico de barras das publicagdes que utilizaram espectrometria de massas

para analise de BPA em alimentos.
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Fonte: Web of Science. Referentes aos descritores bisphenol A (todos os campos) AND food analysis
(todos os campos) AND mass spectrometry (todos os campos), de 2000 a 2023. Acessado em
01/10/2023 as 15h23min.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a migragao de bisfenol A e seus analogos em amostras de café

preparados a partir de cafés em capsulas comumente consumidos no Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um procedimento de preparo de amostra para a extracao
de bisfenol A em amostras de café de capsula;

e Desenvolver um método de analise por HPLC-HRMS para deteccéo de
bisfenol A e de compostos analogos;

e Avaliar a migragcdao de bisfenol A, compostos analogos e outros
plastificantes em cafés de capsula preparados a partir de diferentes tipos

de café e marcas de cafeteiras.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solugoes

Visando evitar a contaminagao proveniente dos diversos materiais de plastico
presentes na rotina de laboratério, utilizou-se, sempre que possivel, materiais de vidro.
Para a limpeza prévia, os materiais ficaram em banho com solugéo de acido nitrico
10% v/v (Merck, Darmstadt, Alemanha) por cerca de 5 horas, com posterior sonicagao
em banho de ultrassom (Unique, modelo USC-1400A) por 1 hora. Em seguida,
completou-se o volume dos materiais com solugdo de etanol e agua (1:1 v/v) e
realizou-se a sonicagcdo em banho ultrassom por 1 hora. Por fim, os materiais foram

lavados com agua ultrapura e reservados para uso exclusivo.

O padréao analitico bisfenol A (99% de pureza) foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Missouri, USA). Quantidade adequada do padréo foi diluido em metanol grau HPLC
da Merck (Darmstadt, Alemanha), originando-se solu¢do estoque de concentragéo
1000 mg L. A partir da solugdo estoque, foram realizadas diluicdes adequadas,
também em metanol grau HPLC, originando as solugbes de trabalho de

concentragdes 0,05 mg L', 0,10 mg L', 0,25 mg L' e 0,50 mg L.

Os demais reagentes utilizados nos procedimentos foram: metanol grau HPLC
(VWR Chemicals, USA), etanol grau P.A. (95% de pureza, NEON, Brasil), hexano grau
HPLC (pureza de = 95%, Sigma-Aldrich, USA), isopropanol grau P.A. (Synth, Brasil),
acetonitrila grau HPLC (Merck, Alemanha), sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker,
USA) e cloreto de sodio (J.T. Baker, USA).
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3.2 Preparo de amostras

3.2.1 Preparo de café espresso

As amostras de café em capsulas (n = 20) e café em grados (n = 2) foram
adquiridas na rede comercial, e armazenadas em temperatura ambiente. Todos os
cafés eram da espécie arabica (Coffea arabica), com diferentes intensidades de torra.
Para avaliar a possivel migracao de bisfenol A proveniente das cafeteiras, uma vez
que elas possuem componentes plasticos, adquiriram-se cafés em capsulas de
aluminio e de papel compostavel, e café em graos. No Quadro 1 sdo apresentadas as
informacdes pertinentes a cada amostra, enquanto na Tabela 3 sdo apresentados os

parametros de operacéao, fornecidos pelos fabricantes, referentes as cafeteiras.

Quadro 1 - Cafés analisados e suas respectivas informagdes.

Intensidade
Amostra Tipo de café Cafeteira
da torra
DG1A
Média
DG1B Capsula de
DG
DG2A p|éStiCO
Escura

DG2B
TC1A

Clara-média
TC1B Capsula de

TC

TC2A p|éStiCO

Média-escura
TC2B
NP1A

Clara-média
NP1B Capsula de

ND40

NP2A p|éStiCO

Média-escura
NP2B




Quadro 1 - Continuagao

Intensidade
Amostra Tipo de café Cafeteira
da torra
NA1A
Média
NA1B Capsula de
ND40
NA2A aluminio
Média-escura
NA2B
NEO1A
Média .
NEO1B Capsula de
papel NEO
NEO2A compostavel
Escura
NEO2B
CG1A
Média Grao LG
CG1B
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Tabela 3 — Parametros de operacgao, fornecidos pelos fabricantes das cafeteiras, durante o

preparo de café.

Maquina Pressdao maxima (bar) Temperatura do café (° C) Volume de café (mL)
DG 15 85-90
TC 15 85-90
ND40 19 85-92
NEO 15 85-91
LG 15 90-95

Legenda: 1: Volume preparado para o café de menor intensidade; 2: Volume preparado para o

café de maior intensidade.

Para o preparo dos cafés, utilizou-se agua ultra purificada pelo sistema

AcquaQuality, modelo médulo 2 MOD2. Inicialmente, realizou-se um ciclo de enxague

utilizando agua ultra purificada, visando a eliminagéo de possiveis residuos presentes

nas cafeteiras. Em seguida, o café foi preparado selecionando o modo de preparo

correspondente ao café espresso.
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3.2.2 Extracao pelo método QUEChERS

Diferentes procedimentos de extragdo foram considerados. Inicialmente,
avaliou-se a simples diluicdo do café em agua. A fim de se obter amostras mais limpas
visando a preservacdo da coluna cromatografica e a eliminagdo de possiveis
interferéncias na ionizag&o do bisfenol A, avaliou-se o uso de diferentes solventes de

extracao, sendo eles: (i) mistura entre hexano e isopropanol e (ii) acetonitrila.

O método de extracdo otimizado foi adaptado daquele descrito por
Anastassiades e Lehotay, no qual em um tubo de vidro, adicionou-se 2,5 mL de café
espresso recém preparado e em temperatura ambiente, e 2,5 mL de acetonitrila, e
procedeu-se com agitagdo em vortex (Biomixer, modelo QL-901) por cerca de 1
minuto. Adicionou-se 1,00 g de MgSOs4 e 0,25 g de NaCl, agitando novamente por 1
minuto. Centrifugou-se a 3000 rpm por 5 minutos, em centrifuga Centribio, modelo 80-
2B. Transferiu-se 1,0 mL do sobrenadante para um frasco de vidro ambar (vial) de
borosilicato com capacidade de 2,0 mL e tampa rosqueada de polipropileno, contendo
septo de politetrafluoroetileno (PTFE/silicone) para posterior andlise cromatografica.®?
O solvente de extragao foi utilizado como branco de reagente e incluido na sequéncia

analitica.

3.3 Analise instrumental

As analises foram realizadas em um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia,
modelo Vanquish Horizon, equipado com bomba binaria VF-P10-A-01, amostrador
automatico VF-A10-A-02, compartimento de coluna VH-C10-A-02 e acoplado a um
espectrometro de massas com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI), modelo Q
Exactive Plus, ambos da Thermo Scientific. Utilizou-se coluna cromatografica Kinetex
F5, 150 x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula e 100 A de tamanho de poro
(Phenomenex, USA), cuja temperatura foi mantida em 30 °C. O volume de injegao foi
de 5 L.
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Metanol e agua foram utilizados como fase movel, em modo de eluicdo

gradiente, conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Programacao utilizada no gradiente de eluigao.

Tempo (min) Fluxo (mL min')  Metanol (% v/v)
0 0,3 30
1 0,3 30
5 0,3 95
8 0,5 95
9 0,5 30
10 0,3 30

Os espectros de massas foram adquiridos em modo negativo, em uma faixa de
massas de 50-500 m/z. A temperatura e voltagem do capilar foram mantidas em 320
°C e 3,0 kV, respectivamente. O modo de aquisicdo de dados foi por aquisicéo
dependente de dados (DDA), com a realizagdo de experimentos do tipo Full MS/dd
MS/MS (TopN), que consistia na realizagdo de uma varredura completa seguida pela
fragmentacao dos N ions mais intensos, sendo N = 5, e dos ions selecionados na lista
de inclusao. Essa lista continha os valores de m/z de alta resolugdo de cada composto
(BPA e seus analogos) e sua energia de colisdo normalizada, e esta apresentada na
Tabela 5.

Tabela 5 — Lista de inclusdao usada na aquisi¢ao de dados.

Composto m/z Energia de colisdo normalizada
BPA 227,1078 25
BPB 278,9985 22
BPC 345,1860 30
BPP 199,0764 38
BPF 249,0227 30
BPS 267,1391 25
BPZ 213,0921 35
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Tabela 5 - Continuagao

Composto m/z Energia de colisdo normalizada
BPE 335,0512 15
BPAF 289,1234 18
BPAP 231,1329 25

O modo full scan foi operado com resolugao de 70,000 (FWHM), AGC target de
1 x 106 e maximum IT de 100 ms. Enquanto o modo DDA foi operado com resolucao
de 17,500, AGC target de 2 x 10° maximum IT de 50 ms e energia de colisédo
normalizada de 20, 40 e 60.

A identificacdo dos compostos analogos ao BPA e demais plastificantes foi
realizada utilizando-se o modelo de fluxo de trabalho denominado “Food Research
with Stats Unknown ID with Online and local Database Searches” disponivel no
software Compound Discoverer. Essa ferramenta permite a identificagdo e
caracterizacdao de compostos desconhecidos por meio da comparagido das
separagdes cromatograficas e espectros de massas obtidos com informagdes

disponiveis em bases de dados e bibliotecas espectrais.

Considerou-se adequado o método que permitisse a obtencdo de um
cromatograma de ion extraido viavel (i.e., com formato relativamente gaussiano e
visualmente distinguivel do ruido), além da identificac&do de no minimo um fragmento
caracteristico com erro de massa inferior a 5 ppm. A identificacdo dos demais
compostos foi considerada adequada quando se obteve um cromatograma de ions
extraidos viavel e com intensidade minima de 1,0 x 108 além do espectro de
distribuicao isotdépica com ao menos um isétopo corretamente identificado, ou o
espectro de fragmentagédo condizente com aquele esperado para ele de acordo com

a biblioteca espectral “mzCloud”.

O processamento dos dados obtidos foi realizado utilizando-se softwares em
versdes gratuitas disponibilizadas pela empresa Thermo Scientific, sendo que o

FreeStyle 1.8 SP2 QF1 foi utilizado para extragao dos dados referentes ao BPA, com
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base em seu valor de m/z de alta resolu¢do com janela de 5 ppm, enquanto o
Compound Discoverer 3.3 SP3 (versao trial) foi utilizado para detecgao e identificagao

dos demais plastificantes.

3.4 Analise estatistica

Os dados das areas dos picos cromatograficos obtidos foram exportados para
o programa MATLAB (Mathworks, Natick, Massachusetts, EUA, v. R2024a) e,
utilizando o pacote PLS-Toolbox (Eigenvector Research, Manson, Washington, EUA,
v.9.3.1), foi possivel realizar o pré-processamento dos mesmos. Aplicou-se o método
de autoescalamento, uma vez que os dados possuiam escalas diferentes. Com os
dados pré-processados, realizou-se uma analise exploratoria utilizando o método de

Analise de Componentes Principais (PCA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento do método instrumental (HPLC-HRMS)

Inicialmente, as analises foram realizadas em condigbes cromatograficas
semelhantes as utilizadas por Wang et al.,>* enquanto as condigdes utilizadas no
espectrémetro de massas foram adaptadas daquelas descritas nos trabalhos de Zhao

et al.,?° e Regueiro e colaboradores.*®

Na Figura 3, apresentam-se os cromatogramas de ion extraido, obtidos em
modo negativo e utilizando-se coluna cromatografica Luna Omega Polar C1s, 100 x
2,1 mm, 1,6 um de tamanho de particula e 100 A de tamanho de poro (Phenomenex,
USA), para solugdo padrio de bisfenol A nas concentragées 0,05 mg L', 0,10 mg L,
0,25 mg L' e 0,50 mg L-'. Esses valores foram escolhidos ja que representam uma,
duas, cinco e dez vezes, respectivamente, o LME permitido pela legislagao. Verifica-
se um comportamento semelhante para todos os niveis de concentragao, obtendo-se
picos bem separados, em tempos de retencdo em torno de 4,13 minutos e com

adequada intensidade de sinal (bem acima do nivel de ruido da linha de base).

Figura 3 - Cromatogramas de ion extraido para os padroes de BPA nas concentragdes
a) 0,06 mgL', b)0,10mgL", ¢c)0,25mgL"ed)0,50mgL".
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Na Figura 4 é apresentado o espectro de fragmentacéo do ion de m/z 227,1078
oriundo da solug&o padrio de bisfenol A na concentragéo 0,05 mg L', no qual verifica-
se um padrao de fragmentagdo compativel com o descrito na literatura, observando-
se a existéncia dos ions produtos de m/z 211,0759, 133,0653 e 93,0340, referentes a
perda de um grupo CHs4, de fenol (CeéHeO) e de 4-isopropenilfenol (CeH100),
respectivamente.?? Deve-se ressaltar que todos os fragmentos apresentaram erros de

massa inferiores a 5 ppm em relagao aos valores teoricos.

Figura 4 - Espectro de fragmentagao do ion de m/z 227,1078 obtido para padrao de BPA
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Entretanto, a medida que os testes foram realizados, observou-se uma
diminuicdo na eficiéncia da coluna cromatografica, que ja havia sido utilizadas em
outros projetos, resultando em menores intensidades de sinais juntamente a variagao
consideravel no tempo de retengdo. Portanto, fez-se necessario realizar a troca da

coluna cromatografica utilizada.
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O método anteriormente desenvolvido, que se mostrou eficiente para a analise
de BPA, nomeado como BPA_Oficial, teve seu desempenho avaliado quando a coluna
cromatografica foi substituida por uma Kinetex F5, 150 x 4,6 mm, 5 um de tamanho
de particula e 100 A de tamanho de poro, que tem uso recomendado para separacao
de compostos aromaticos e polares, aplicavel, portanto, ao bisfenol A. O resultado
inicial indicou a necessidade de realizar pequenos ajustes no método, de modo que
um novo gradiente de eluicido fosse elaborado. Para isso, adaptou-se aquele descrito
em Nicolucci e colaboradores.®' O novo método foi denominado de BPA_Kinetex, e

na Tabela 6 apresentam-se os gradientes de eluigéo utilizados em cada método.

Tabela 6 - Comparativo entre os gradientes utilizados nos métodos instrumentais.

Método Coluna
. o Tempo (min) Fluxo (mL min')  Metanol (% v/v)
instrumental cromatografica
0 0,3 30
1 0,3 50
A 3 0,3 90
- Luna Omega
BPA_Oficial Polar C18 5 0,5 95
8 0,5 95
8,5 0,3 30
11 0,3 30
0 0,3 30
1 0,3 30
5 0,3 95
BPA_Kinetex Kinetex F5
8 0,5 95
9 0,5 30
10 0,3 30

Na Figura 5 apresentam-se os cromatogramas de ion extraido e os seus
respectivos espectros de massas obtidos para solugao padrao de bisfenol A em dois
niveis de concentragdo, sendo eles 0,05 e 0,10 mg L', quando analisados pelo
método modificado. Verifica-se que os resultados obtidos com as novas condi¢des
instrumentais sdo muito semelhantes aos gerados anteriormente, sendo a variagao
do tempo de retencao de 4,13 para 8,60 minutos a unica diferenga significativa entre
os métodos. O aumento no tempo de retengdo do analito ja era esperado, uma vez

que a coluna Kinetex F5 apresenta maiores dimensdes e tamanho de particula. Além
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disso, a fase estacionaria dessa coluna € composta por grupos fenil-hexil, que

interagem mais fortemente com grupos aromaticos, quando comparado ao grupo Cis.

Figura 5 - Cromatogramas de ion extraido e espectros de fragmentagao do ion de m/z
227,1078 obtidos utilizando coluna Kinetex F5 para solugao padrao de BPA nas concentragoes
a) 0,05 mg L', b) 0,10 mg L.
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4.2 Desenvolvimento do procedimento de extragao

Tendo em perspectiva a realizacdo de analises abrangentes, que
possibilitassem a deteccdo de diversas classes de plastificantes, idealizou-se um
preparo de amostras simplificado, de modo a preservar as caracteristicas das
amostras, porém que fosse capaz de extrair o bisfenol A. Para tanto, inicialmente, foi
avaliado o desempenho da simples diluicdo do café em agua (1:10 v/v). Com o intuito
de confirmar que um possivel pico cromatografico observado € de fato referente ao
BPA, fortificaram-se amostras com solucado padrdo em dois niveis de concentracao,

sendo eles 0,05 e 0,10 mg L', respectivamente.

Tendo em vista que os testes foram realizados com o método BPA_Oficial,
pode-se considerar que o procedimento proposto se mostrou eficiente, uma vez que
obtiveram-se picos no tempo de retencido referente ao do BPA com resolucéo e
intensidade de sinal adequadas, conforme se observa nos cromatogramas
apresentados na Figura 6. Porém, pela analise de solug¢des padrao, feitas em dias
diferentes com o intuito de monitorar o bom desempenho do método instrumental,
observaram-se variagdes no tempo de reten¢cdo do composto, indicando, assim, uma
provavel diminuicao na eficiéncia da coluna cromatografica. Por tratar-se de uma
matriz extremamente complexa e visando uma melhor conservagdo da coluna
cromatografica e eliminagdo de possiveis interferéncias na ionizacédo do composto,
como por exemplo supressao de sinal, optou-se por realizar um preparo de amostra
mais elaborado, de modo que os extratos gerados fossem mais limpos em

comparacgao ao café diluido.
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Figura 6 - Cromatogramas de ion extraido (m/z 227,1078) obtidos para amostras de
café a) diluido b) diluido e fortificado no nivel de 0,05 mg L™ e c) diluido e fortificado no nivel

de 0,10 mg L-'.
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O primeiro procedimento de extragao testado consistiu na adicdo de 7,5 mL de
solucao contendo trés partes de hexano e duas partes de isopropanol a 2,0 mL de
café. Em seguida, procedeu-se com agitacdo em voértex por 1 minuto, com
consequente repouso em banho de gelo até a ocorréncia da separacao de fases. O
extrato foi pré-concentrado em um fator de 100, utilizando-se concentrador rotativo a
vacuo RVC 2-33 CDplus (Christ, Alemanha), no qual 5 mL de extrato foi seco e
ressuspendido em 50 yL de metanol.®? Concomitantemente, avaliou-se a extracédo
com acetonitrila, cujo procedimento consistiu na diluicao de 5,0 mL de café em 5,0 mL
de acetonitrila contendo 40% (v/v) de agua ultrapura. A essa mistura, adicionou-se 5,0
mL de acetonitrila, e agitou-se em vortex por 1 minuto. Em seguida, centrifugou-se por
10 minutos a 2500 rpm. A fase aquosa foi descartada, e ao solido residual foram
adicionados 5,0 mL de acetonitrila, com posterior secagem e ressuspensao em 50 L
de metanol.2® Em ambos os procedimentos testados, avaliaram-se também amostras
fortificadas antes da extracdo em dois niveis de concentragdo, conforme explicado

anteriormente.

Conforme é apresentado na Figura 7, verifica-se que ambos os procedimentos
propostos nao foram eficientes para a extragao de bisfenol em café, dada a auséncia

de pico com boa definicao no tempo de retengcao do analito, com intensidade de sinal
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minima requerida. Observa-se também um aumento no tempo de retencao referente

ao BPA, resultado da diminuigdo da eficiéncia da coluna cromatografica, conforme

anteriormente discutido.

Figura 7 - Cromatogramas de ion extraido para extratos feitos com solugéo padrao de

bisfenol A 0,05 mg L' (a); café submetido a extragido com mistura de hexano e isopropanol

sem fortificagio (b) e fortificado com bisfenol A no nivel de 0,05 mg L™ (c); café submetido a

extragdo com mistura de hexano e isopropanol e fortificado no nivel de 0,10 mg L' (d); café

submetido a extragdo com acetonitrila sem fortificagao (e) e fortificado nos niveis de 0,05 mg
L" (f) e 0,10 mg L (g).
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Revisando-se a literatura, verificou-se a utilizagao do método QUEChERS para

a extracéo de bisfenol A em diferentes matrizes alimenticias.”"-7293.94 Portanto, optou-

se por avaliar a aplicagdo desse método, seguindo procedimento anteriormente

descrito. A principio, 0 método de extragdo contava com uma etapa adicional, na qual,

por meio de evaporacao do solvente em concentrador rotativo a vacuo, a amostra era

pré-concentrada em um fator de 100. Para esses testes, além da amostra de café

submetida ao procedimento de extracdo, analisou-se ainda uma amostra de café

fortificada antes da extragdo no nivel de concentracédo de 0,10 mg L' e uma amostra

de café submetida a extragao, porém que nao foi pré-concentrada.
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Os dados indicaram que a etapa de pré-concentracdo nao apresentou
resultados satisfatoérios, uma vez que foram observados varios picos nao separados
na regiao do tempo de retencao do bisfenol A, conforme mostrado na Figura 8. Em
contrapartida, o extrato de café que néo foi submetido a pré-concentragcédo apresentou
um pico bem definido e com intensidade de sinal adequada, além de apresentar um
espectro de massas MS? com o exato perfil de fragmentag&o do bisfenol A, como
observa-se na Figura 9. Portanto, a pré-concentragdo nao foi incorporada ao método
de extracdo, e testes adicionais foram realizados para confirmar a eficacia do

procedimento proposto.

Figura 8 - Cromatogramas de ion extraido para a) solugdo padrio de BPA 0,10 mg L™,
b) extrato de café pelo método QUEChERS, c) extrato de café fortificado no nivel de 0,1 mg L™

pelo método QUEChERS, d) extrato de café pelo método QUEChERS sem pré-concentragao.
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Figura 9 - Espectro de fragmentagao do ion de m/z 227,1078 obtido para extrato de café

QuEChERS sem pré-concentragao.
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Os testes subsequentes foram realizados com o método adaptado para a
utilizacao da coluna cromatografica Kinetex F5, portanto considera-se que o tempo de

retencao relativo ao bisfenol A é de 8,60 minutos.

Para confirmar a eficacia do método proposto, foram analisadas duplicatas dos
extratos de café fortificados, antes e apds a extragdo, no nivel de 0,05 mg L.
Observou-se um comportamento semelhante para todas as amostras, e conforme
apresentado na Figura 10, verifica-se a presencga de pico bem definido e com boa
intensidade de sinal no tempo de retengao do composto. Além disso, o fragmento com

m/z 221,0759 foi observado nos espectros com intensidade de sinal significativa.
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Figura 10 - Cromatograma de ion extraido e espectro de fragmentacao para a) extrato
de café QUEChERS fortificado antes da extragio no nivel de 0,05 mg L' b) extrato de café
QuEChERS fortificado ap6s a extragdo no nivel de 0,05 mg L.
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Pela comparagao das intensidades dos sinais obtidas para as replicatas dos

extratos fortificados antes e apds o procedimento de extracao foi possivel verificar que

a matriz, mesmo sendo muito complexa, nao interfere no processo analitico de modo

a afetar a resposta instrumental relacionada ao bisfenol A. Na Tabela 7, sao

apresentadas as intensidades obtidas para os extratos.
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Tabela 7 - Intensidades de sinal obtido para os cromatogramas de ion extraido para os

extratos de café fortificados.

Amostra Intensidade de sinal
Extrato de café fortificado antes da extragao replicata 1 3,74E+05
Extrato de café fortificado antes da extragao replicata 2 3,11E+05
Extrato de café fortificado apds a extragao replicata 1 3,22E+05
Extrato de café fortificado apods a extragao replicata 2 2,54E+05

Dessa forma, tem-se que o método QUEChERS desenvolvido é eficaz para a
extracao de BPA em café, uma vez que nao houve perdas consideraveis desse analito

no decorrer do preparo da amostra.

4.3 Analise das amostras de café

4.3.1 Bisfenol A e analogos

Com o método desenvolvido nao foi possivel detectar bisfenol A em nenhuma
das amostras de café avaliadas. A auséncia desse composto nas amostras foi
observada pelas duas abordagens adotadas. A identificacdo do composto pelo
software Compound Discoverer foi realizada, obtendo-se cromatogramas de ions
extraidos para m/z 227,10769 com a presenca de picos bem definidos no tempo de
retencdo de 8,63 minutos e com intensidade de sinal superior a 1,0 x 10°, além da
distribuigdo isotdpica condizente com a tedrica e espectro de massas MS? contendo
os fragmentos caracteristicos, conforme mostrado na Figura 11. E importante ressaltar
que o sinal analitico foi observado apenas nas amostras de solu¢do padrao de BPA,
analisada na mesma sequéncia analitica que as amostras de café no nivel de

concentragéo de 0,05 mg L.
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Figura 11 - Dados gerados pelo Compound Discoverer para o BPA: a) cromatograma de
ion extraido para m/z 227,10769 b) espectro de massas contendo os is6topos mais abundantes

e c) espectro de fragmentagdo do composto.
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Dentre todos os compostos analogos ao bisfenol avaliados, observou-se
indicativos da presenca apenas do bisfenol S. Percebeu-se em todas as amostras um
comportamento semelhante, obtendo-se cromatogramas de ion extraido para o m/z
249,0227 com a presencga de pico sem boa resolucdo e formato, mas com intensidade
de sinal superior a minima estabelecida como aceitavel, no tempo de retengao

proximo a 8,01 minutos, como mostrado na Figura 12.

Figura 12 - Cromatogramas de ion extraido (m/z 249,0227 ) para o BPS para: a) amostra
DG2A de café de capsula de plastico, b) amostra NA2B de café de capsula de aluminio, c)

amostra NEO2B de café de capsula de papel compostavel e d) amostra de café em griao CGA.
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Além disso, nos espectros de fragmentacédo, nota-se, mesmo em pequenas
intensidades, a presenca do fragmento de m/z 108,02113, sempre com erro de massa
inferior a 5 ppm. A identificagao realizada utilizando o Compound Discoverer forneceu
cromatogramas de ions extraidos sem boa definicdo e com tempo de retencao de 8,06
minutos, apresentando um comportamento semelhante ao dos cromatogramas
extraidos individualmente para o m/z 249,0227 (Figura 12). Ademais, obteve-se o
espectro de distribuicdo isotépica, com a correta identificagdo de dois dos is6topos
mais abundantes, conforme apresentado na Figura 13. Assim sendo, tem-se
evidéncias suficientes para considerar que ha presenga do composto nas amostras

de café. A presenga de BPS em diversos alimentos também foi identificada em
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trabalhos recentes.3233.3940.45 Entretanto, ndo foram encontrados estudos que

identificaram a presenca de bisfenol S em café.

Figura 13 - Dados processados no Compound Discoverer para o BPS: a) cromatograma

de ion extraido para m/z 249,0227 e b) espectro de massas contendo os is6topos mais

abundantes.
— F1:BPA50ppb 1 — F10: NA2A — F11:NEQ1A — F12:NEO2A — F13:NP1A . F14:NP2A
— F15:TC1A — F16: TC2A — F17:BPA50ppb 1(1) —— F18:BPA50ppb2 (1) —— F19:CGB — F2:BPA50ppb 2
—— F20.DG1B —— F21:DG28 —— F22.MeOH2 —— F23:MeOH7 —— F24:MeOH 12 —— F25.NATB
—— F26.NAZB —— F27:NEO1B —— F28.NEO2B —— F20.NP1B —— F3:CGA —— F30.NP28
— F31.TC1B — F32:TC2B —— F4:DG1A —— F5:DG2A — FB:MeOH 1 — F7:MeOH 8
— F8:MeOH 13 — F9:NA1A
25 4
o204
o
=
L]
o
3 151
7]
c
2
=
— 10
8561 8606
05
00 L 7
Tempo (min)
DG2A(F5) #4046, RT=8.098 min, MS1, FTMS (-) b)
C12 H1 0 04 S aS W'H]'1 i6i 249.02270
g %
‘E’ 80
2 70
10 L
5 s
9 2 a0
8 % 30
E 20 250.02605 —
52.02185
< 10 251.01849
_ 7 - | e el
% 6 m/z
=
) = ;Z
e 8
h=l
w
c 4
3 24902243 o
£ 3 [M-H}-1 il
: : . -""_"“-M.—-,...'". a2 N4 NG
2 . SR
1 h i .A' | |
248 249 250 251 252 253



52

4.3.2 Outros plastificantes

Na busca abrangente por outros plastificantes, foi possivel realizar a
identificacdo de outros dez compostos, além dos bisfendis, nas amostras de café
estudadas. Dentre os compostos identificados, tem-se a presenga do monobutil ftalato.
Ftalatos sdo um grupo de compostos amplamente empregados como plastificantes,
agregando flexibilidade aos produtos, e assim como relatado para os bisfendis,

apresentam efeitos adversos a saide humana.®®

Além disso, identificou-se a presenca de acidos graxos, como 0s acidos
valérico e levulinico. Sabe-se que acidos graxos podem ser utilizados como
plastificantes, desempenhando a fungdo de estabilizantes térmicos.?® Apesar de o
café conter naturalmente acidos graxos em sua composi¢cao, os respectivos acidos
identificados nao sao relatados como constituintes do café, de modo que nao seria

esperada a sua presenca.’-%

Outros compostos como acrilato, citrato e acidos organicos foram identificados,
e estdo relacionados no Quadro 2. Os dados gerados pelo Compound Discoverer para
os compostos estdo dispostos no Apéndice A. A utilizagdo de métodos de triagem
para monitorar a migragcao de compostos das embalagens para os alimentos tem se
tornado comum, devido a grande variedade de compostos usados na fabricacéo de
embalagens alimenticias.?®'%° Stevens et al., por exemplo, confirmaram a migragao
de diversos compostos provenientes de diferentes embalagens de alimentos, que
além de serem plastificantes, sdo também considerados disruptores endocrino e

metabdlicos. 9!

Quadro 2 - Compostos identificados pelo software Compound Discoverer.

Composto Amostras onde foi identificado Aplicacoes Ref.
Usado como
2,3-Epoxy-1- Em todas as amostras de café intermediario de 102
propanol polimeros, em especial
do vinil polimérico.




Quadro 2 - Continuagao

NA1A, NA1B, NA2A, NA2B,

Composto Amostras onde foi identificado Aplicagoes Ref.
DG1A, DG1B, DG2A, DG2B,
Acido 6-hidroxi-2- TC1A, TC1B, TC2A, TC2B, NP2A, Usado para 103

Acido glicélico

Em todas as amostras de café

intermediério na
producéo de polimeros
biodegradaveis (ex.

naftoico NEO1A, NEO2A, NEO2B, CGA e copolimerizagao
CGB
. Em todas as amostras de café Usado como
Acido crotdnico ’ intermediario de 104
exceto NEO1B .
polimeros.
Usado como

105

Citrato de trietila

Em todas as amostras de café,
exceto NP2B

intermediario na
fabricacao de acetato de
vinila, resinas,
policloreto de vinila,
entre outros.

PLGA).
) Usado como
Acido levulinico Em todas as amostras de café intermediario de 96
polimeros.
Acido valérico Em todas as amostras de café, intL(J;r?ﬁde%iCé(:irg?:Ie 96
exceto NA1B e NEO1B .
polimeros.
Acrilato de 2- DG2A, NA2A, NEO2A, NP2A, Usado como
hidroxioropilo TC1A,CGB,DG1B, DG2B, intermediario de 106
prop NEO2B, NP2B e TC2B polimeros.
Usado como

Monobutil ftalato

CGA, DG2A, NA1A, NA2A,
NEO1A, NEO2A, NP1A, NP2A,
TC1A, TC2A, DG1B, DG2B,
NA1B, NA2B, NEO1B, NEO2B,
NP1B, TC1B E TC2B

Embalagens plasticas,
tintas, adesivos,
selantes, revestimentos
de fios.

96

N-etil-2-metil-
benzenosulfonamida

DG2A, NEO2A, DG2B, NA2B e
NEO2B

Usado como
plastificante para
polimeros de poliamidas

108
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Conforme mostrado na Figura 14, detectaram-se compostos plastificantes em

intensidades de sinal elevada em todos os tipos de cafés avaliados. E factivel que o

café entre em contato com residuos plastificantes durante o seu beneficiamento, uma
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vez que artefatos plasticos estdo presentes nas mais diversas atividades humanas.
Além disso, observou-se que mesmo as capsulas de papel compostavel e de aluminio
possuem revestimentos em seus corpos e material selante em seus lacres, que podem

conter plastificantes em sua composigéao.

Figura 14 - Mapa de calor da intensidade dos plastificantes identificados nas amostras

de café.
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4.4 Analise estatistica

Visando verificar se o tipo de material da capsula influencia na liberagao de
plastificantes na bebida, realizou-se uma analise exploratdria por meio da construcéo
de um modelo PCA. O modelo gerado com duas componentes principais foi capaz de
explicar 61,91% da variancia total dos dados, sendo 44,25% da variancia explicada
pela CP1 e 17,66% da variancia explicada na CP2. E importante destacar que nao foi

observada a presenga de amostras anémalas.

Na Figura 15 é apresentado o grafico de escores para CP1 versus CP2, no qual
observou-se a tendéncia de formagdo de um agrupamento localizado na parte
negativa da CP1 e positiva da CP2, composto pelos cafés preparados na cafeteira

ND40 utilizando-se capsulas de plasticos na menor intensidade de torra (NP1A e
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NP1B). Verificou-se ainda trés pequenos agrupamentos, sendo dois deles formados
por cafés de maiores intensidades e feitos nas seguintes cafeteiras: NEO utilizando
capsulas de papel biocompostavel (NEO2A e NEO2B); e DG utilizando capsulas de
plastico (DG2A e DG2B). Verificou-se ainda uma tendéncia de agrupamento para os
cafés em grédos (CGA e CGB). De maneira geral, ndo foi possivel realizar a

discriminagao dos cafés pelo tipo de capsula.

Figura 15 - Escores nas primeiras componentes principais (CP1 e CP2) para as

amostras de café.

3 T T T T T " x
¢ Caféemgriao
NP1A NP2A = Capsula de aluminio 1
L4 A Capsula de aluminio 2
NP1B Capsula de papel compostavel 1
2 Capsula de papel compostavel 2
Capsula de plastico 1
¢ Capsula de plastico 2
NAZA
- TC28 A NA2B
X1 * A i
0
©
~ CGA
. * cce NP2B NEO2A
& ¢ -
Qoo TEAA. NEO28 =
]
TC2A
8 * oc2A
o
o NEO1A Na1p
w oL DG2B -
2 1 DG1B @ %
DG1A NA1A
a
TC1B
2= NEO1B 1
P 1 I | | 1 | 1 1 |

-4 =3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Escores na CP1 (44,25%)

Pelo grafico de pesos, € possivel avaliar como cada variavel contribuiu para o
posicionamento das amostras nas componentes principais. Assim, conforme é
apresentado na Figura 16, verifica-se que o lado positivo da CP1 é influenciado pelo
acido levulinico e N-etil-2-metil-benzenosulfonamida, enquanto o lado negativo é
influenciado principalmente pelo citrato de trietila e acido croténico. Portanto, as
amostras posicionadas no lado negativo da CP1 possuem altos valores de citrato de
trietila e de acido crotdnico, e baixos valores de acido levulinico e de N-etil-2-metil-
benzenosulfonamida, como pode ser observado nas amostras de café em gréo (CGA
e CGB). As amostras no lado positivo da CP1 tém altos valores de acido levulinico e
N-etil-2-metil-benzenosulfonamida.



56

Ja o lado positivo da CP2 é fortemente influenciado pelo acido valérico, de
modo que as amostras localizadas nesse lado possuem altos valores desse composto.
Enquanto o acido 6-hidroxi-2-naftoico influencia o lado negativo, consequentemente,
amostras posicionadas no lado negativo da CP2 apresentam altos valores desse

composto.

Figura 16 - Pesos nas primeiras componentes principais para as amostras de café. (a)
CP 1; (b) CP 2.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de um procedimento de extragcao adaptado do método QUEChERS,
combinado a utilizagdo de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
de alta resolugédo, permitiu avaliar que a migragao de bisfenol A e da maioria de seus
analogos ocorre em extensao insignificante durante o preparo de café em capsulas,
quando se considera o LME adotado pela legislagao brasileira. Em contrapartida, a
presenca de bisfenol S e diversos outros compostos plastificantes foi detectada.

Pela PCA, verificou-se que o tipo de capsulas no qual o café é armazenado néo
€ fator estritamente determinante para a identificacdo de plastificantes na bebida, ja
que esses compostos foram identificados até mesmo em capsulas de aluminio e papel
compostavel, bem como nos cafés em grdos. Esses compostos podem ser
provenientes de diversas fontes, como as préprias cafeteiras, o contato do café com
plasticos ao longo da sua cadeia produtiva ou até mesmo da presenca de
plastificantes em revestimentos utilizados na fabricagdo de capsulas de outros
materiais.

Como perspectivas futuras, pode-se desenvolver um estudo visando avaliar a
migracao de bisfendis e plastificantes provenientes das cafeteiras, uma vez que elas
possuem componentes plasticos em suas estruturas. Ademais, pode-se realizar
analise de triagem de plastificantes também no modo positivo, além de fazer a analise
quantitativa para todos os compostos plastificantes identificados, verificando-se se os
limites estabelecidos na legislagao estdo sendo ultrapassados. Além disso, pode-se
fazer uma avaliacdo mais criteriosa, utilizando-se padrao analitico de bisfenol S, de

modo a obter a confirmagao sobre a presenga do composto nas amostras.
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APENDICE A

Plastificantes identificados por meio do software Compound Discoverer,
quando empregado o modo negativo de analise, apresentando-se, quando disponivel,
os cromatogramas de ion extraido, o espectro de massas obtido com is6topos

identificados, juntamente ao espectro tedrico, e o espectro de fragmentacgao.

Composto: 2,3-Epoxy-1-propanol
Estrutura quimica:

OH

-

0

Cromatograma de ion extraido para m/z 73,02943:

= F1:BPA50ppb 1 — F10: NA2A F11: NEC1A —— F12:NEO2A — F13:NP1A F14: NP2A
F15:TC1A — F16:TC2A — F17:BPA50ppb 1(1) —— F18:BPA50ppb2 (1) — F19:CGB — F2:.BPA 50ppb 2
F20:DG1B —— F21:DG2B —— F22:MeOH 2 —— F23:MeOH7 —— F24:MeOH 12 —— F25:NA1B
— F26:NA2B ——— F27:NEO1B ——— F28:NEO2B —— F29:NP1B — F3:CO. —— F30: NP2B
—— F31:TC1B - F32:TC2B —— F4:DG1A —— F5:DG2A —— F6:MeOH 1 —— F7:MeOH 8
F8:MeCH 13 — F9:NA1A
140
120 4
&
o
Z 100
Q
el
b
b_'} 80 4
c
[
2
| =t
- 60 -
40
20
0 4
62 65 66 67
Tempo (min)
Espectro de massas com isétopos identificados:
NEO2B (F28) #3099, RT=6.119 min, MS1, FTMS (-)
C3 H6 02 as [M-H}-1
# 73.0295
140 4 73.02949 100
] [M-HJ-1 € 2
120 - 2 70
5 60
€ 100 ] = o
o = 8 a0
= % 30
[ 1 T 20
2 80 4 S 0 7403285 45 03374
3= 1 i 0 -
g m/z
g 60 4
- -
=
40 4
20 4
0 e—————— T L ——
72 73 74 75 76 77

m/z



Composto: Acido 6-hidroxi-2-naftoico

Estrutura quimica:
O

OH

HO

Cromatograma de ion extraido para m/z 187,03991:

= F1:BPA50ppb 1 —— F10:NA2A —— F11:NEO1A —— F12:NEO2A —— F13:NP1A ~— F14:NP2A
— F15:TC1A — F16.TC2A — F17:BPA50ppb 1(1) —— F18:BPAS50ppb2(1) —— F19.CGB — F2:BPA50ppb 2
~—— F20:DG1B — F21:DG2B —— F22:MeOH 2 —— F23:MeOH7 = F24:MeOH 12 —— F25.NA1B
— F26.NA2B — F27.NEO1B —— F28. NEO2B —— F29:NP1B — F3:CGA — F30.NP2B
— F31:TC1B — F32:TC2B — F4.DG1A — F5:D0G2A — F6:MeQOH 1 —— F7:MeOH8
—— F8:MeOH 13 — F9:NA1A
|i.]
&
o
o
©
(]
T
w
=
2
IS
Tempo (min)
Espectro de massas com isétopos identificados:
DG1A (F4) #4094, RT=8.244 min, MS1, FTMS (-) 100 | 187.04007
C11 H8 03 as [M-H]-1 g
70 - g 80
E 60
[
60 5
2 40
=~ 50 ] 3
= 3 188.04342
— 40 3 < I 189.04431
] 0 .
g m/z
T 30
(2] -
189.05548
5 187.03983 191.03476
£ ¥4 [Mg-1 191.07114
== 188.07156 190.08717
10 4 187.07597 ; ] H
187 0&D9G 188.04324 190.05887 |
0 — | ==t |Il T |‘I 3 T
187 188 189 190 191
m/z

Espectro de fragmentacgao:

RAWFILE(top): DG1A (F4) #4074, RT=8.205 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 187.0397@(20;40.60), -1)
REFERENCE(bottom): mzCloud library, 6-Hydroxy-2-naphthoic acid, C11 H8 03, MS2, FTMS, (HCD, 187.0401@(10,30;50))

115.05501
117,03442

Intensidade (108)
o

141.03464

141.03450

187.03958

143;04988 186.03183

115.05631
=1 £ 04705 117.03397
187.04006
2 ]
-3 ] 143.05024
T T T T T T
60 80 100 120 140 160

m/z

72
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Composto: Acido croténico

Estrutura quimica:
(o]

/ k)L OH

Cromatograma de ion extraido para m/z 85,02942:

—— F1:BPA50ppb 1 — F10:NA2A —— F11.NEO1A — F12:NEO2A — F13:NP1A = F14:NP2A

— F15.TC1A — F16:TC2A —— F17:BPAS0ppb 1(1) —— F18:BPA50ppb 2 (1) —— F19.CGB — F2.BPA 50ppb 2

—— F20:DG1B — F21:DG2B —— F22:MeQH 2 —— F23:MeOH7 —— F24:MeOH 12 —— F25:NA1B

—— F26: NA2B —— F27:NEO1B —— F28:NEO2B —— F29:NP1B — F3:CGA —— F30:NP2B

—— F31.TC1B - F32:TC2B —— F4:DG1A — F5:DG2A —— F6:MeOH 1 —— F7:MeOH B8
F8:MeOH 13 — F9:NAIA

300 4

250 4

200 4

150 4

Intensidade (10°)

100

Tempo (min)

Espectro de massas com is6topos identificados:

NEO1B (F27) #2588, RT=5.338 min, MS1, FTMS (-)
C4 H6 02 as [M-H]-1

100 85.02950
350 4 85.02940 =
[M-H]-1 g
300 4 ]
g 60
S 250 4 3 40
=, £
£ 200 4 P
= 2 86.03285 g7 p3375
2 150 ] = 8 ' -
5 m/z
£ 100 4
= 87.04502
50 ] 85.05534 |85.10545 s 87.03362
8506574 | s4os411 8603275 87.00866 88.04029
0 T e = — T
84 85 86 87 88
m/z

Espectro de fragmentacao:

RAWFILE(top): NEO1B (F27) #2568, RT=5.310 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 85.0294@(20;4060), -1)
REFERENCE(bottom): mzCloud library, Crotonic acid, C4 H6 02, MS2, FTMS, (HCD, 85.0295@(10;30;50))

2 4
85.02938
- 14
o
o
a 0 7% r3 Fe v Py
T
‘@
c
2
£ 4]
85.02950
3]
T T T T T
50 60 70 80 90 100

m/z
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Composto: Acido glicdlico

Estrutura quimica:

Jig
HO

Cromatograma de ion extraido para m/z 75,00868:

F1: BPA 50ppb 1 —— F10:NA2A —— F11:NEO1A —— F12:NEO2A
F15: TC1A — F16:TC2A —— F17:BPA50ppb 1(1) —— F18: BPA50ppb 2 (1)
F20: DG1B — F21:DG28 —— F22:MeOH 2 —— F23:MeOH7
F26: NA2B —— F27T:NEO1B —— F28:NEO2B —— F29:NP1B
F31:TC1B — F32:TC28 —— F4:DG1A — F5.DG2A
F8: MeOH 13 —— FO9:NATA
40 4
'
o
—
Tl
[}
=]
©
i)
@
c
[}
=
=
10 <
)

Tempo (min)

Espectro de massas com is6topos identificados:
NEO2B (F28) #2607, RT=5.348 min, MS1, FTMS (-)

Intensidade (10°)

C2 H4 03 as [M-HJ-1

F13:NP1A — F14:NP2A
F19: CGB —— F2:BPA50ppb 2
F24:MeCH 12 —— F25:NA1B
F3:CGA —— F30:NP2B
F6: MeCH 1 —— F7:MeOH38

100 | 75.00876
75.00873 IS
[M-H}-1 E 80
40 z
E 60
o
2 40
30 &
b=
£ 20
o2
£} 76.01212 77 91301
20 4 0 . -
m/z
10 <
0 T : + + : :
74 75 76 77 78 79

m/z

Espectro de fragmentagao:

RAWFILE(top): NEO2B (F28) #2600, RT=5.337 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 75.0087@(20,40,60), -1)
REFERENCE(bottom): mzCloud library, Glycolic acid, C2 H4 O3, MS2, FTMS, (HCD, 75.0088@(30;50;70))

Intensidade (10°)

6

E 75.00867
L ]
. ) 7299306
7299312
A
[ ]
] 75.00877
T T T L
50 60 70 80 90

m/z

74



Composto: Acido levulinico

Estrutura quimica:

|

OH

o}
Cromatograma de ion extraido para m/z 115,03992:

—— F1:BPA50ppb 1

F15: T

C1A

F20:DG1B

— F26:NA2B
F31:TC1B
—— F8: MeOH 13

Intensidade (10°)

300

200

100

Intensidade (108)

—— F10: NA2A —— F11:NEO1A —— F12:NEO2A —— F13:NP1A - F14: NP2A
—— F16:TC2A —— F17:BPA50ppb 1 (1) —— F18:BPA50ppb2(1) —— F19:CGB —— F2:BPA 50ppb 2
= F21.DG2B —— F22:MeOH 2 —— F23:MeOH7 = F24:MeOCH 12 —— F25:NA1B
—— F27:NEO1B —— F28:NEO2B —— F29:NP1B = F3:CGA —— F30:NP2B
— F32:7C2B —— F4:DG1A —— F5:DG2A — F6:MeCH 1 —— F7:MeCH8
—— F9:NA1A
5?7 59
Tempo (min)
Espectro de massas com is6topos identificados:
NA2B (F26) #2925, RT=5.922 min, MS1, FTMS (-)
C5 H8 03 as [M-HJ-1 100 115.04006
350 4 g
E 115.04001 g &
300 [M-H]-1 5
a8
250 4 E 40
: E
200 - i 116.04342
< 117.04431
150 4 0 Z
m/z
100
50 A ¢ ”
0 ; ! - ;
115 116 117 118
m/z

Espectro de fragmentagéo:

RAWFILE(top): NA2B (F26) #2880, RT=5.853 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 115.0400@(20;40;60), -1)
REFERENCE(bottom): mzCloud library, Levulinic acid, C5 H8 O3, MS2, FTMS, (HCD, 115.0401@(20;40;60))

15

Intensidade (10°)
b=

05

3 71.05019
4 [ ]
, 115.03993
1 — 97.02940
] s9.01384 69.03457 ? I
] 8901382 gq 05350 .
] s 97.02950
= Y{\
] ! o 115.04007
E |
] S .
L s 8

° - Y\)[\
] 71.04991 ] o

o
T T T T T T T T

50 60 70 80 90 100 110 120 130

m/z
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Composto: Acido valérico

Estrutura quimica:
(¢}

SN

Cromatograma de ion extraido para m/z 101,06067:

—— F1:BPA50ppb 1 —— F10: NA2A
—— F15:TC1A —— F16: TC2A
—— F20:DG1B —— F21:DG2B
—— F26:NA2B —— F27:NEO1B
— F31.TC1B — F32:TC2B
— F8:MeOH 13 — F9:NATA
80 4
704
o
w
4o |
=
L]
5 501
©
o
‘o 40
c
2
£
204
10
o

L1111

F11: NEO1A —— F12: NEO2A —— F13:NP1A
F17:BPA 50ppb 1 (1) —— F18:BPA50ppb2(1) —— F19:CGB
F22:MeQH 2 —— F23:MeOH 7 —— F24:MeCH 12
F28: NEC2B —— F29:NP1B —— F3:CGA
F4.DG1A — F5.DG2A —— FG6:MeCH 1

Tempo (min)
Espectro de massas com is6topos identificados:

NP1A (F13) #3716, RT=7.500 min, MS1, FTMS (-)

F14: NP2A
= F2:BPA 50ppb 2
— F25:NA1B
— F30:NP2B
— F7:MeQHS8

C5 H10 02 as [M-H]-1 100  101.06080
120 ] g
: g 80
100 4 101.06071 5w
[M-H]-1 =
g 80 | (E 40
- ] E 20
o g0 4 3 102.06415
o ] < 103.06504
@ ] 0 1 =
] ]
‘w40 4 m/z
| = 4
B 4
E 55 1 100.04850 101.02437 s
1 e 103.06506
+100.93353 102 103.08999
O T - — T IJ; I‘ T T
100 101 102 103 104 105

m/z

Espectro de fragmentagao:

RAWFILE(top): NP1A (F13) #3670, RT=7.401 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 101.0607@(20:40.60), -1)
RFFERENCE(bottom): mzCloud library, Valeric acid, C5 H10 02, MS2, FTMS, (HCD, 101.0608@(10,30,50))

0 ]
6.0.. .
= i %
© ] 58 101.08063 117 92521
o 0 ] PY oo ° 8o
= 1
c
o ]
£ 15 4
0
] 101.06081
50 60 70 80 90 100 110 120

m/z
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Composto: Acrilato de 2-hidroxipropilo

Estrutura quimica:

4\|(0 ~ M

0

Cromatograma

—— F1:BPA 50ppb 1
w—— F15:TC1A
F20:DG1B
— F26:NA2B
- F31:TC1B

F8:MeOH 13

Intensidade (10€)

200 4

150 A

de ion extraido para m/z 129,05561:

F10: NA2A
F16: TC2A
F21:DG2B
F27:NEOQ1B
F32:TC2B
F9:NA1A

F11:NEQ1A

F12: NEO2A

44

F13:NP1A F14: NP2A

—— F17:BPAS0ppb 1 (1) —— F18:BPA50ppb2 (1) —— F19:CGB ——— F2:BPA50ppb 2
—— F22:MeOH 2 —— F23:MeOH7 —— F24:MeOH 12 —— F25:NA1B
—— F28.NEO2B — F29:NP1B — F3:CGA — F30:NP2B
— F4.DG1A —— F5:DG2A —— F6:MeCH 1 —— F7:MeOH 8
6227
6249
*
6.193 [\

Tempo (min)

Espectro de massas com is6topos identificados:

NEO2A (F12) #3086, RT=6.111 min, MS1, FTMS (-)

C6 H10 O3 as [M-H]-1

Intensidade (109)

80
70
60
50
40
30
20

129.05548

[M-H]-1

Abundanciarelativa (%)

100

80

60

40

20

129.05571

130.05907

131.05996

131.07109 133.02917

| 130.94398 133.G5034

130 131 132 133

m/z

134 135 136



Composto: Citrato de trietila

Estrutura auimica:

o/
0
Z 0
0 N
e m
- OH 0

Cromatograma de ion extraido para m/z 275,11369:

—— F12:NEQO2A
F17:BPA50ppb 1 (1) —— F18:BPA50ppb 2 (1)
— F23:MeOH7

—— F1:BPA50ppb 1
F15:TC1A
F20:DG1B
F26: NA2B

— F31.TC1B

Espectro de massas com is6topos identificados:

CGA (F3) #3386, RT=6.870 min, MS1, FTMS (-)
C12 H20 O7 as (M-H}-1

25 4

Intensidade (10°9)

Intensidade (108)

F8:MeCH 13
3U A

30~:
25 4
i
15-5
"

5 ]

— F27:NEO1B

— F22:MeOH 2

275.11349
[M-H}-1

F13:NP1A

F19:CGB —— F2:BPA 50ppb 2
F24. MeOH 12 p—

F3:CGA — F30:NP2B

F6: MeOH 1 —

-
P 2] =] =]
o o o o

Abundéanciarelativa (%)
N
(=]

o

276.11698
I 277.11787
n

m/z

279

—— F14:NP2A
F25: NA1B

F7:MeOH 8




Composto: Monobutil ftalato
Estrutu rquuimica:

\0

/0

D\/\/

Cromatograma de ion extraido para m/z 221,08179:

— F1:BPA 50ppb 1

Intensidade (108)

Tempo (min)

Espectro de massas com is6topos identificados:
BPA 50ppb 1 (F1) #3776, RT=7.546 min, MS1, FTMS (-)

C12 H14 04 as [M-H]-1

100 221.08193
90 9§ 221.08174 g
go | MHM £
]
T 60
70 4 >
& 'E
S 60 4 2w
3 50 E 55 222.08528
8 40 3 < | 223.08617
2 ’ y
S 30 mrz
o
£ 204
5
10 4
0 g

221

Espectro de fragmentagao:

RAWFILE(top). BPA 50ppb 1 (F1) #3757, RT=7.508 min, MS2, FTMS (-), (HCD, DDA, 221.0817@(20.40,60), -1)
REFERENCE(bottom): mzCloud library, Monobutyl phthalate, C12 H14 O4, MS2, FTMS, (HCD, 221.0819@(10,30,50))

10 134.03708
121.02928
- 71.05012
o )5 4 L ,. 221.08154
= J i 147.00861
E so04ss| ef 0344307 s 14909652 177.09183 A
@ ]7308s77 | 75.02388 o ; 175.07597
= , 9303459 107 05025 147708153 17507642
c 1 :
77.03 :
£ 0089 @ ; 1901385 134.03732 177.09210
05 4 e 1 5 |
| 6903458 21.02950 3 22108192
OH i /0
p \"o i O\/‘\/ X ~
-1.0 4 71.05024 - 14909719 | 2
] P o
Y : T
50 100 150 200

m/z

79
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Composto: N-etil-2-metil-benzenosulfonamida

Estrutura quimica:

J

HN
0—=S—=0

Cromatograma de ion extraido para m/z 198,05933:

—— F1:BPA50ppb 1 —— F10:NA2A F11:NEC1A —— F12:NEO2A —— F13:NP1A F14: NP2A
- F15:TC1A — F16:TC2A —— F17:BPA50ppb1(1) —— F18:BPA50ppb2(1) —— F19:CGB —— F2:BPA50ppb 2
F20:DG1B —— F21:DG2B —— F22:MeOH2 —— F23:MeOH 7 —— F24:MeOH 12 —— F25:NA1B
—— F26:NA2B —— F27:NEO1B —— F28:NEO2B —— F29:NP1B —— F3:CGA —— F30:NP2B
— F31:TC1B —— F32:TC2B —— F4:DG1A —— F5:DG2A —— F6:MeCH 1 —— F7:MeCH 8
F8: MeOH 13 —— F9:NA1A
s
79 6513
& 64
o
—
A
S s
@©
fio.
17
=
]
o
£

Tempo (min)

Espectro de massas com is6topos identificados:
NEO2B (F28) #3327, RT=6.513 min, MS1, FTMS (-)

COH13 N 02 S as [M-H]-1 oo 19805042
g

8 1 198.05946 2™

21 MM g .
. =
t‘ré 6 % 40
o 51 £ 20 199.06277
';": E g 20005521 201:05857
o 4 4 0 - -
‘u m/z
G 34
c
=g

o, I 1] b

L N S R B S S S B S S S S I S S S S N B S S S B S S S |

198.0 198.5 199.0 199.5 200.0 200.5 201.0
m/z
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APENDICE B

Inicialmente, desejava-se realizar a identificacdo de bisfenol A nas amostras de
café utilizando-se espectrometria de massas com ionizagdo por paper spray. Por
intercorréncias envolvendo o instrumento de andlise, ndo foi possivel desenvolver
todas as etapas necessarias para a completude do trabalho. Os resultados obtidos
enquanto havia o perfeito funcionamento do instrumento, bem como uma pequena
contextualizagdo sobre o processo de ionizagao por paper spray estdo reportados

neste apéndice.

Nas fontes de ionizagdo ambiente, o processo de ionizagdo ocorre a pressao
atmosférica, sem a presenca de interface entre a fonte e o ambiente no qual ela esta
inserida. R. G. Cooks coordenou um estudo que possibilitou o desenvolvimento de
uma nova fonte de ionizagdo ambiente, intitulada ionizagao por paper spray (PS). Essa
técnica baseia-se na aplicagcao de voltagem entre um pedaco de papel cromatografico
cortado em formato triangular, no qual a amostra esta depositada, e a entrada do
espectrometro de massas. A voltagem aplicada deve ser suficiente para a formagéao
de um spray com microgotas carregadas. Assim, o analito ionizado e em fase gasosa,
sera atraido para o interior do espectrémetro de massas. Na Figura A1 é apresentado

o esquema de funcionamento da técnica de ionizagao por paper spray.

Figura A1 - Esquema do funcionamento da ionizagao por paper spray.

Analito ionizado

Amostra/Solvente /
N4
- ® ]
——— &
O _— &
kV Papel cromatografico /
_L_ Entrada do MS

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2010 (Liu, J. et al. Development, characterization, and

application of paper spray ionization. Anal Chem 82, 2463-2471 (2010).
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O mecanismo da ionizagdo por paper spray permite a realizacdo da
extracao e ionizagao dos analitos em um mesmo procedimento, o que confere grande
vantagem a técnica. Ademais, trata-se de uma metodologia rapida e de simples
execucao. Essas caracteristicas explicam o numero crescente de estudos que utilizam
a PS-MS.

Os testes descritos a seguir foram realizados em um espectrometro de
massas LQC Fleet com analisador de massas do tipo ion trap (Thermo Scientific). A
definigdo das condi¢des instrumentais foi feita utilizando-se solu¢cdo padrdo de
bisfenol A em concentragdo de 1 mg L', e os parametros otimizados foram: analise
full scan no modo negativo; tempo de scan de 20 segundos; temperatura do capilar
de 275 °C; voltagem aplicada ao capilar de 30 V; voltagem aplicada na fonte de 5 kV.
A obtencdo de espectros de fragmentagéao foi feita utilizando-se energia de colisdo
normalizada de 30. Na Figura A2 apresenta-se o espectro de massas obtidos apds a
otimizacao das condi¢des instrumentais, no qual observa-se a presenca do m/z 227,
que é relativo ao BPA. Verifica-se também a presencga de um sinal intenso para o m/z
255, e esse sinal é referente ao acido palmitico, um acido graxo presente no metanol

utilizado como solvente nas analises.

Figura A2 - Espectros PS-(-)-MS obtidos para a) solugcédo padrao de BPA no nivel de

concentragédo de 1,0 mg L e b) metanol.

255.49 &)
NL: 7.94E3
BPA 1ppm_PS_30V_- #1
RT: 0.00 AV: 1

© [M-HI" T: ITMS - ¢ ESI Full ms

% 27.54D 72%33 96%89 134539 168?12 [100.00-2000.00]

® 03 PP smss | 7azer | izsses| 153308 | 179499

S 255.40

<0

= b)

a NL: 1.12E2

< Branco_PS-_inicial_- #1 RT:
0.00 AV: 1
T ITMS - ¢ ESI Full ms

963.92 1348.08 1679.68 [100.00-2000.00]

]
T T 1 1

1
L | = % @ L%

|
1500

r T T
1000 2000

m/z
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Na Figura A3 é apresentado o espectro de fragmentagao para o composto,

no qual observa-se a presenga do ion de m/z 212. Sendo este um fragmento

caracteristico do composto, pode-se considerar que as condi¢des de fragmentagao

estabelecidas sao adequadas.

Figura A3 - Espectro de fragmentacao obtido para confirmar a identificagao do BPA.

BPA 1ppm_PS_Frag_30NCE_230116145211 #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 2.36E1

T: ITMS - ¢ ESI Full ms2 227.00@¢id30.00 [60.00-250.00]
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80
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50
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[M-H-CH,
212.21

211.12

[M-Hr
227.21

m/z227,1078

[
O

243.77

U

60

—
220

—
240

Em seguida, avaliou-se amostras de café fortificadas no nivel de

concentragdo maxima permitida pela legislagao brasileira, e em niveis duas, cinco e

dez vezes o LME. Esses valores correspondem as concentragdes de 0,05 mgL", 0,10

mg L, 0,25 mg L' e 0,50 mg L', respectivamente. Conforme mostrado na Figura A4,

percebe-se que nao foi possivel identificar um sinal relativo ao composto nos

espectros. Tratando-se de uma matriz extremamente complexa e considerando-se a

grande diferenga de concentragao utilizada no desenvolvimento do método e aquela

estabelecida pela legislacao, definiu-se a necessidade de se realizar um preparo de

amostras capaz de eliminar possiveis interferentes matriciais e aumentar a

sensibilidade do método.
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Figura A4 - Espectros PS-(-)-MS obtidos para a) amostra de café na concentragao de
0,05 mg L', b) amostra de café na concentragio de 0,10 mg L™, c) amostra de café na

concentragio de 0,25 mg L' e d) amostra de café na concentragio de 0,50 mg L.

100 — L Lt a) NL:439E2
] 339.32 435.29 Cafe 50 ppb #4 RT: 0.02 AV: 1
50— 111.00 179.31 19517 293.14 ’36915 44929 499 51 T: ITMS - ¢ NSI Full ms
] JJJN [60.00-500.00]
0 - IL || | Lol sl J:Jdlj..l.u. satllale g LLe Jidas |||..|L.JI-| l.-ludllm.llh |I|IIL|“.I.I|I IHMM-H thu.lllm
191.22 b)
g g B NL: 1.87E3
= 50 J61.84 171\'10 261 39 335.34 416]-56 48?{.41 Cafe 100 ppb #4 RT. 0.02 AV: 1
o 37 1] 05 | \ 353 40 { | T: ITMS - ¢ NSI Full ms
@ 3 i o5 W e 225{1 - l 295.44 | | 451.34 ,i [60.00-500.00]
(8]
[=
< 61.89
‘é 100 o — 191.10 c)
35 T 36925 NL: 9.23E2
2 50 St 48140 Cafe 250 ppb #4 RT: 0.02 AV: 1
< . 133.08 ( 353. 32 { :
= ‘ 21 g 24 | 29520 451.32 j T: ITMS - ¢ NSI Full ms
o i 1 SRTI [  DT PR OO gl i L e ol [60.00-500.00]
191.14
100 o d)
3 61’/:91 173\.06 257 26 382 89 487.34 NL:4.95E3
804 / G \ ﬁ ; | Cafe 500 ppb #4 RT 0.02 AV: 1
3 I/ i \,\ 209.22 | 289.26 353.44 | 451.20 | T: ITMS - ¢ NSI Full ms
0 e o T f —T  [60.00-500.00]
100 200 300 400 500

m/z

Inicialmente, avaliou-se apenas a pré-concentracdo do café. Para isso
procedeu-se com a secagem em um concentrador rotativo a vacuo por cerca de 8
horas, até a evaporagao total da agua. Apés finalizada, ressuspendeu-se a amostra
em metanol grau HPLC, de modo a obter uma taxa de concentragao de 100 vezes.
Conforme apresentado na Figura A5, verifica-se que o procedimento nao foi suficiente
para a obtencdo de um sinal referente ao BPA. Portanto, avaliou-se extragées com
solvente. No primeiro método avaliado, utilizou-se uma mistura de hexano e
isopropanol (1:1 v/v) nas extragdes. Avaliou-se também o uso de acetonitrila como
solvente de extragao. Em ambos os procedimentos, o extrato obtido foi submetido a
evaporagao do solvente, seguida por ressuspensdo em metanol, em uma taxa de
concentracdo de 100 vezes. Os espectros obtidos para esses procedimentos estao

mostrados na Figura AS5.

Portanto, verifica-se que apesar de haver uma pequena melhora, a
intensidade do sinal obtido para o bisfenol A ainda foi muito baixa, fazendo-se

necessario a avaliacdo de outros métodos de extracao.
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Figura A5 - Espectros PS-(-)-MS obtidos para a) amostra de café apenas pré-
concentrada, b) extrato de café apos extragdo com hexano e isopropanol e pré-concentrado e

c) extrato de café apés extragdo com acetonitrila e pré-concentrado.
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Como mencionado anteriormente, houve intercorréncias no espectrdmetro de
massas utilizado para as analises por PS-MS, que impediram o prosseguimento
desses testes e resultaram na utilizagdo de outro instrumento para a finalizagcao da
presente pesquisa. Entretanto, a partir dos testes realizados € possivel concluir que a
técnica PS-MS se mostrou viavel para a detecdo do BPA em solugdo padrdo em
concentragdes da ordem de 1 mg L' em modo de ionizagdo negativo. Ja a detecgédo
desse contaminante em café fortificado ao nivel do LME (considerando 0,05 mg kg’
= 0,05 mg L") néo foi possivel para amostras analisadas diretamente (i.e., sem
preparo de amostras prévio). Dessa forma, ha um nicho para o desenvolvimento, em
estudos futuros, de um método de preparo de amostras que permita a determinacao
do BPA com a adequada seletividade e sensibilidade por PS-MS.
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