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RESUMO

As técnicas de ionizagdo ambiente em espectrometria de massas tém despertado
interesse significativo pelo seu imenso potencial de aplicagdo em varias areas. Dentre estas,
a técnica Paper Spray Mass Spectrometry (PS-MS) se destaca por sua simplicidade, custo-
beneficio e eficiéncia. No presente trabalho, propomos uma modificacdo na técnica PS-MS,
introduzindo uma lixa como suporte em substituicdo ao papel. Esta metodologia inovadora,
denominada Sandpaper Spray Mass Spectrometry (SPS-MS), tem o potencial de revolucionar
a andlise direta de diversas matrizes solidas, incluindo medicamentos, raizes, sementes e
graos. A principal vantagem da técnica SPS-MS é a sua capacidade de contornar etapas
adicionais de preparo de amostra, reduzindo assim o tempo de analise e minimizando
distor¢cdes nos resultados. Inicialmente, comparou-se o desempenho da SPS-MS com as
técnicas PS-MS e Tissue Spray Mass Spectrometry (TS-MS) utilizando graos de café verde
como amostras. A técnica TS-MS tem como principio basico a analise direta do grdo da
amostra a ser analisado a partir de um corte em seu meio e o posicionamento em frente ao
espectrdmetro. Os espectros de massas obtidos pelas trés abordagens foram muito
semelhantes, indicando que a técnica SPS-MS pode ser utilizada para analisar amostras
solidas que podem ser lixadas. Na analise de medicamentos, os ions correspondentes aos
principios ativos e outros ions, provavelmente originados dos excipientes, puderam ser
claramente visualizados. Para verificar a versatilidade e eficiéncia da técnica SPS-MS, foram
realizadas andlises dos medicamentos Viagra® e Ciallis®, nos quais foram identificados os
principios ativos de ambos, sildenafil e tadalafil, respectivamente. Esses resultados indicam
que a técnica SPS-MS pode detectar uma fraude comum no Brasil, ou seja, a venda do
Viagra®, de menor prego, como se fosse Cialis®. A analise de outros tipos de amostras
sélidas, como raizes de agafrédo e ginseng brasileiro, sementes de coentro, pimenta preta,
alho, cebola, pimentdo e cenoura, permitiu a identificacdo de compostos tipicos em cada
amostra. Por fim, também foi possivel analisar amostras comerciais de gomas e balas para
identificar a presenga ou auséncia de agucar em sua constituicao. Concluindo, os resultados
comprovaram que a técnica SPS-MS tem imenso potencial para analises de triagem quando
os resultados precisam ser divulgados rapidamente, como em aeroportos e laboratérios

forenses.

Palavras-chave: espectrometria de massas; ionizagdo ambiente; sandpaper spray; lixa de

parede; amostras sélidas.



ABSTRACT

Ambient ionization techniques in mass spectrometry have aroused significant interest
due to their immense potential for application in several areas. Among these, paper Spray
lonization Mass Spectrometry (PS-MS) stands out for its simplicity, cost-effectiveness, and
efficiency. In the present work, we propose a modification to the PS-MS technique, introducing
sandpaper as a support to replace paper. This innovative approach, termed Sandpaper Spray
lonization Mass Spectrometry (SPS-MS), can revolutionize the direct analysis of diverse solid
matrices, including drugs, roots, seeds, and grains. The key advantage of the SPS-MS
technique is its ability to bypass additional preparation steps, thereby reducing analysis time
and minimizing result distortions. Initially, the performance of the SPS-MS, PS-MS, and TS-
MS techniques was compared using green coffee beans as samples. The mass spectra
obtained by the three approaches were very similar, indicating that the SPS-MS technique can
be used to analyze solid samples that can be sanded. In drug analysis, the ions corresponding
to the active ingredients and other ions probably originating from the excipients could be readily
visualized. To verify the versatility and efficiency of the SPS-MS technique, analyses of the
drugs Viagra® and Ciallis® were carried out, in which the active principles of both medicines,
sildenafil, and tadalafil, respectively, were promptly identified. These results indicate that the
SPS-MS technique can detect a common fraud in Brazil: selling the cheaper Viagra® as if it
were Cialis®. The analysis of other types of solid samples, such as saffron and Brazilian
ginseng roots, coriander seeds, black pepper, garlic, onion, peppers, and carrots, allowed the
identification of typical compounds in each sample. Finally, it was also possible to analyze
commercial samples of gum and candies to identify which were normal, with added sugar, and
dietetic, with the addition of artificial sweeteners. In conclusion, the results proved that the
SPS-MS technique has immense potential for screening analyses when results need to be

disseminated quickly, such as in airports and forensic laboratories.

Keywords: mass spectrometry; ambient ionization; sandpaper spray; sandpaper; solid

samples.
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A espectrometria de massas (MS) é uma poderosa técnica analitica que se
destaca pela sua grande capacidade de executar analises qualitativas e quantitativas
com alta seletividade e baixos limites de detecgdo. Ela possibilita a elucidagcéo de
estruturas quimicas através da (1) aplicagdo da espectrometria de massas sequencial,
que permite obter padrdes de fragmentacéo caracteristicos para cada composto, (2)
realizacdo de analises em alta resolugdo para alguns casos, ou (3) aplicagado de
ambas as abordagens. Para tal, as moléculas do composto de interesse devem ser
ionizadas, e seus ions em fase gasosa separados em fungao de suas diferentes
razdes massa/carga (m/z). Essa técnica também é muito versatil, pois frequentemente
€ empregada em associagdo com meétodos de separagdo (cromatografia gasosa,
cromatografia liquida e eletroforese capilar) ou utilizada de forma auténoma por meio

de métodos diretos de injecao de amostras [1].

No entanto, até a década de 1980, a espectrometria de massas esteve restrita
a analise de substancias volateis e termicamente estaveis por meio de técnicas de
ionizagao classicas como a ionizagao por impacto eltrénico (electron ionization: El) e
ionizagdo quimica (chemical ionization: Cl). Tais tipos de espectrémetros de massas,
porém, requerem que suas fontes de ionizagcdo operem sob alto vacuo para que o
processo de formacgao de ions possa ocorrer. As fontes El e Cl eram, até entao, os
meétodos de ionizacdo mais utilizados e os que apresentavam melhores desempenhos.
Isso ocorre porque a quantidade de moléculas, vindas principalmente da fase movel
do cromatografo a gas, GC, que adentram a fonte de ionizacdo nao é capaz de
comprometer o vacuo requerido. No entanto, o emprego de altas energias de
ionizagao e temperaturas em El inviabiliza a analise de uma grande diversidade de

analitos, tais como biomoléculas de massa molecular elevada [2].

Assim sendo, fez-se importante o desenvolvimento de técnicas de ionizagao
mais brandas para que se permitisse a analise de uma grande variedade de analitos.
Nesse sentido, inicialmente foram desenvolvidas técnicas com fontes de ionizacao
que atuam a pressdo ambiente, como ESI (Electrospray Ionization), APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization) e APPIl (Atmospheric Pressure

Photoionization), que aumentaram exponencialmente o campo de atuagédo da
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espectrometria de massas, uma vez que abriu-se a possibilidade de analise para
outros tipos de amostras e, com isso, eliminaram-se alguns problemas que existiam
entre o preparo da amostra e sua introdugédo no sistema a vacuo dos equipamentos
[3]-

Como derivadas das técnicas descritas acima surgiram as técnicas de
ionizacdo ambiente, também conhecidas como ionizagdo direta, as quais sao
caracterizadas pela analise direta de amostras em condicbes ambiente de
temperatura e pressao, minimizando ou eliminando a necessidade de uma etapa de
preparo ou pré-concentracdo de analitos. Devido suas caracteristicas, este tipo de
ionizagdo permite a analise direta de amostras e superficies em condigdes nativas,

conservando sua integridade e caracteristicas quimicas espaciais [4].

Dentre os métodos de ionizagdo ambiente, a fonte de ionizagdo paper spray
(PS-MS) é uma das que tem recebido maior atengcdo nos ultimos anos. A primeira
descricdo dessa técnica foi feita por Cooks e colaboradores, em 2010, e desde entao
vem sendo amplamente empregada devido sua grande simplicidade, eficiéncia e
baixo custo em analises qualitativas e quantitativas [5]. A metodologia permite a
analise de moléculas de uma grande faixa de massa (desde pequenas moléculas
organicas até pequenos peptideos) gerando espectros comparaveis com os obtidos
em analises via ESI-MS. A PS-MS pode ser descrita como um processo que ocorre
em trés etapas: o solvente depositado no papel extrai os analitos (e componentes da
matriz de solubilidade adequada) da amostra; eluicdo da solugdo pelo papel e a

formacao de um spray de microgotas carregadas.
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2.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral desenvolver e avaliar a
aplicabilidade de uma nova técnica correlata a PS-MS, denominada sandpaper spray
mass spectrometry (SPS-MS), na analise direta de matrizes sdlidas poliveis, como por
exemplo, alimentos (graos, sementes, raizes, oleaginosas, frutas, vegetais e produtos

processados) e amostras de cunho forense, tais como os farmacos.

2.2 Especificos

o Propor o uso de uma nova técnica de ionizagdo ambiente usando lixa
comercial de parede como suporte, denominada sandpaper spray mass spectrometry,
SPS-MS;

o Otimizar as condicdes instrumentais para o uso do espectréometro de
massas com a técnica SPS-MS para a analise de diversos tipos de amostras soélidas;

o Avaliar a eficiéncia e reprodutibilidade da técnica SPS-MS na analise de
diversas matrizes sélidas, tais como, farmacos, graos, sementes, raizes, frutas,
vegetais, oleaginosas e produtos processados;

o Aplicar a técnica SPS-MS para detectar fraudes em produtos

farmacéuticos e avaliar a presenga de sacarose em balas e gomas ditas dietéticas.
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3.1 Espectrometria de massas: fontes de ionizaciao ambiente

A espectrometria de massas, do inglés Mass spectrometry, € uma poderosa
técnica para caracterizagao quimica de moléculas, tornando possivel a elucidagao
correta de suas estruturas. Além disso, pode-se dizer que € uma técnica muito versatil,
uma vez que frequentemente € empregada em associacdo com métodos de
separagao como a cromatografia gasosa, cromatografia liquida e eletroforese capilar
ou utilizada de forma autbnoma por meio de métodos diretos de injecdo de amostras.
A analise baseia-se inicialmente em um processo de ionizagdo dos analitos, com a
posterior separacao destes de acordo com suas razbes m/z, os quais sao entao
detectados e os dados processados através de um sistema apropriado [5]. Um

esquema que resume tal processo pode ser visto na Figura 1.

Fortedeions || Analisador ' Detector
() v ) 4 ©
Sistema de Dados
Amostra ‘ .

S
[|I|‘ :

e £

Espectro de Massa

Figura 1: Esquema dos principais componentes de um espectrémetro de massas.

Fonte: préprio autor.

A fonte de ionizagcdo (a) € a responsavel por conferir carga aos analitos.
Posteriormente, os ions formados sao acelerados e focalizados por campos elétricos
e magnéticos aplicados por lentes eletrostaticas, onde em seguida vao em direcao a
uma camara de alto vacuo, onde estdo localizados o analisador de massas (b) e o
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detector (c). Os analisadores de massas sao responsaveis pela discriminagdo dos

ions com diferentes razdes m/z e/ou pelas fragmentag¢des dos analitos de interesse.

A fonte de ionizacdo é o principal componente do espectrometro de massas,
pois € nela que ocorre a formagao de ions do(s) analito(s) presente(s) na amostra
antes da sua entrada no analisador. A maneira e a intensidade de transferéncia de
energia interna durante o processo de ionizagao levam a classificagdo das fontes em
dois grandes grupos: A) altamente energéticas, em que o processo de ionizagao
ocorre sob um alto vacuo e com os ions em fase gasosa, como acontece na electron
ionization (El) e chemical ionization (Cl); [6,7] e B) técnicas brandas, as quais
envolvem uma quantidade de energia menor e promovem principalmente a formagao
de espécies moleculares intactas, com pequena probabilidade de fragmentacgao, e.g.
electrospray ionization (ESI), atmospheric pressure chemical ionization (APCI) e

atmospheric pressure photo ionization (APPI) [8,9].

ApoOs a discriminagédo dos ions e/ou eventuais fragmentagdes realizadas pelo
analisador, esses sao enviados ao detector que sera responsavel por gerar as
repostas instrumentais pela conversao da corrente ibnica em sinais elétricos. Esses
sinais posteriormente sao processados por um sistema de aquisicao de dados para

gerar o espectro de massas.

Durante muitos anos, as analises por espectrometria de massas estiveram
restritas as fontes de ionizagdo El e Cl, as quais estdo limitadas as analises de
moléculas volateis e termoestaveis. Assim sendo, novas técnicas de ionizagao foram
desenvolvidas para permitir a analise de moléculas maiores e termicamente instaveis.
O trabalho pioneiro foi descrito por John Fenn e seus colaboradores em 1989, o qual
propds uma fonte de electrospray ionization (ESI) [10]. O mecanismo de
funcionamento da fonte ESI baseia-se na ionizagcdo dos analitos por meio do
deslocamento de equilibrios quimicos, de modo a favorecer a formacao de espécies
iGnicas ja presentes em solugéo. Devido ao fato de ndo necessitar da aplicagao de
vacuo, essa técnica é classificada como um método a pressdo atmosférica, o que

levou a um aumento significativo no numero de amostras passiveis de analise [11].



24

Apesar de algumas das vantagens observadas nas técnicas a pressao
atmosférica, como ESI, elas ainda apresentam algumas limitagdes no que diz respeito
a realizagao de analises rapidas e de baixo custo, especialmente aquelas envolvendo
matrizes complexas, como, por exemplo, plasma sanguineo, alimentos,
medicamentos e bebidas. Tais tipos de amostra requerem procedimentos de pre-
tratamento, os quais, em grande parte, demandam tempo e a necessidade do uso de
grandes quantidades de insumos, tais como solventes, e também podem estar
associadas a alguns problemas como a supresséao ibnica ou aumento de ionizagao
[11].

Assim sendo, a partir da década de 2000, comegcaram a ser desenvolvidas
técnicas conhecidas como ionizagdo ambiente ou direta, derivada da ionizagao a
pressao atmosférica. Entende-se por ionizacdo ambiente quando ha a formacgao de
ions fora do espectrometro de massas diretamente da amostra, sem (ou com um
minimo) preparo de amostra [12]. A primeira técnica de ionizagdo ambiente foi descrita
em 2005, por Takats e colaboradores, sendo denominada desorption electrospray
ionization (DESI) [13]. Logo depois, Cody e colaboradores desenvolveram a técnica
denominada direct analysis in real time (DART) [14], enquanto McEwen e
colaboradores criaram a técnica ASAP (atmospheric solids analysis probe) [15].
Desde entdo diversas outras técnicas tém sido propostas para diferentes matrizes,

como fluidos bioldgicos, forenses, produtos farmacéuticos, alimenticios, dentre outros.

O fato de as fontes com ionizagdo ambiente apresentarem algumas vantagens
em relagdo a outras técnicas, despertou um grande interesse de estudo. Dentre
algumas dessas vantagens pode-se citar como exemplo: possuir um baixo limite de
deteccao, o que permite analises para a detecgcédo de baixas quantidades absolutas
do analito; viabilizar a ionizacdo de uma ampla faixa de m/z, tendo em vista que a
energia interna é dispersada através de sucessivas colisbes com moléculas de gases
atmosféricos; apresentar menor extensédo de fragmentagao na fonte, uma vez que se
trata de uma técnica de ionizagao branda; possibilitar a realizacdo de analises diretas
e obter perfis quimicos caracteristicos e assim confirmar qualitativamente a identidade

quimica de analitos; remover algumas restricdes de forma e tamanho da amostra e
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permitir o aumento da frequéncia analitica, visto que a aquisi¢ao e obtencao de dados

ocorre em um curto periodo de tempo (geralmente entre 1 s e 1 min) [16].

As técnicas de ionizagdo ambiente podem ser classificadas em trés grupos de
acordo com o seu mecanismo de ionizagao: (1) por pulverizagéo ou ionizagao por jato,
como DESI, em que gotas carregadas sao produzidas a partir de uma agulha de
electrospray a uma alta voltagem; (2) por descarga elétrica, tal como DART, onde s&o
produzidos ions, elétrons e atomos metastaveis usando hélio/nitrogénio e uma
descarga corona; (3) por dessorg¢ao/ionizagao assistida por gas, calor ou laser, tal
como ASAP, onde uma amostra sélida ou liquida € ionizada a pressdo ambiente entre
300°C e 500°C [8,171].

Fontes de ionizacdo que utilizam jato de spray vém tendo um consideravel
aumento em aplicacbes em diversas areas como farmacéutica, forense, bioldgica,
ambiental, dentre outras [18-22]. Por isso, tais técnicas vém tendo um rapido
desenvolvimento e recebendo grande atengdo. Como exemplos, podemos citar as
técnicas DESI, EASI (easy ambient sonic spray ionization) e PS (paper spray
ionization). Neste trabalho, o foco sera dado para a técnica de ionizagao por jato de

spray conhecida como paper spray ionization e suas modificagoes.

3.2 Fontes de ionizacao por paper spray

Paper spray ionization (PS) € uma das mais recentes técnicas de ionizagao
ambiente. Sua primeira descrigcao foi feita por Wang e colaboradores, em 2010, e vem
sendo amplamente empregada devido suas caracteristicas muito favoraveis, tais
como: simplicidade, baixo custo, possibilidade da eliminagao da etapa de preparo da

amostra, baixo consumo de solvente e eficiéncia em analises qualitativa e quantitativa

[5].

A PS-MS, Figura 2, utiliza como substrato um papel cromatografico, ou algum
outro papel poroso, cortado em formato triangular, sobre o qual a amostra de interesse
€ aplicada. Posteriormente, uma pequena quantidade (em média 10 pL) de solvente
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(geralmente metanol) € adicionado sobre o papel, o qual ira promover a extragédo e
ionizagao do(s) analito(s), e este é colocado a uma distancia de 0,5 cm entre a ponta
e a entrada do equipamento. Em seguida, uma diferenca de potencial é aplicada
através de um clipe metalico, conectado a base do triangulo, cuja ponta € mantida na
frente da entrada do espectrometro de massas. A alta voltagem induz a formagao de
cargas no analito, sendo que estas se concentram em maior quantidade na ponta do
papel e, com isso, ha a formagdo de um spray devido a repulséo eletrostatica. Em
sequéncia, os ions sao transferidos para a fase gasosa e atraidos para dentro do

espectrometro de massas [23].

Solugao

Garra / lons / analito
| /4

Papel triangular /
Entrada MS

Figura 2: Diagrama simplificado de uma fonte de ionizagao paper spray. Fonte: Adaptado da

referéncia [23].

No estudo e na aplicagdo dessa técnica de ionizagao € importante levar em
consideragao alguns fatores que estdo relacionados a intensidade dos sinais e
duragéo do spray, o que afeta diretamente seu desempenho. Alguns dos principais
fatores (variaveis criticas) que afetam o desempenho da técnica séo: (1) tipo de papel
utilizado como substrato, (2) posicionamento do papel em relagdo a entrada do
espectrémetro de massas, (3) geometria do papel, (4) volume e natureza do solvente

utilizado.

O tipo de papel utilizado como substrato € de grande importancia para adquirir

espectros de massas adequados, sendo que o papel cromatografico € o mais utilizado.
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O papel é constituido basicamente por estruturas de celulose, Figura 3, que, por sua
vez, caracteriza-se pela presenga de grupos hidroxila. Sendo assim, a escolha de
solventes € importante para as analises, permitindo a eluicdo de um dado analito pelo

papel [24].

Figura 3: Estrutura da celulose, formada por monémeros de celobiose.

Liu e colaboradores testaram o uso de diferentes substratos na analise de
amostras contendo cocaina, usando metanol/agua como solvente. Eles utilizaram
papel de filtro com diferentes porosidades (3-11 ym), papel cromatografico e papel
com fibras de vidro. Os resultados obtidos mostraram espectros de massas com
melhor e pior qualidade, em termos da relagdo sinal/ruido, quando papel
cromatografico e papel com fibras de vidro foram utilizados, respectivamente. A
explicacdo dada pelos autores esta relacionada com as diferentes afinidades e
interagédo do analito com os substratos. Os autores também verificaram que melhores
intensidades do sinal foram obtidas com uma distancia de 0,5 cm da ponta do papel

até a entrada do espectrémetro de massas [24].

A geometria do substrato também é um outro fator importante que afeta
diretamente na formacao do spray em sua ponta. Yang e colaboradores estudaram a
influéncia da angulagao da ponta do tridngulo, o potencial aplicado e a corrente gerada
em relagao ao formato do spray formado entre a ponta do substrato e a entrada no
MS, no que diz respeito a intensidade dos sinais dos espectros gerados [25]. Os

autores utilizaram papel cromatografico com cinco angulagdes diferentes na ponta (30,
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60, 90, 120 e 150°), Figura 4a, e perceberam que a formagéo do diametro do jato de
spray é favorecida para angulos menores, Figura 4b. Em contrapartida, o aumento da
diferenga de potencial aplicada favorece tanto a intensidade do sinal gerado quanto
no aumento da corrente, Figura 4c, o que pode ser explicado pelo acumulo maior de
cargas na ponta do substrato. E importante dizer que para o angulo de 150° nenhum
spray foi observado. Sendo assim, € recomendado pelos autores a utilizagcdo de um

tridngulo com angulo da ponta variando entre 60 — 90° [25].

A)
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Figura 4: (a) Diferentes geometrias angulares do papel, (b) variacdo do tamanho do
spray formado para diferentes angulos, (c) variagéo da intensidade dos sinais e da corrente

versus voltagem do spray. Fonte: Adaptado de [25].

E importante ressaltar também que a distancia da ponta do papel & entrada do
espectrdmetro de massas afeta diretamente na qualidade dos resultados. Distancias
muito grandes podem afetar na quantidade de goticulas que adentram o equipamento,
enquanto distancias muito curtas podem acabar gerando um aumento da corrente.
Segundo os estudos de Yang a distancia de 0,5 cm se mostrou a mais €ficiente para

ser usada nas analises.
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3.3 Modificacoes na técnica PS-MS

Devido a sua versatilidade e simplicidade no que diz respeito ao processo de
ionizagao, a PS-MS possibilita a realizagcao de modificagbes no sistema inicialmente
proposto a fim de difundir ainda mais a utilizagdo dessa técnica. Assim sendo, varios
estudos tém sido realizados ao longo dos ultimos anos com o intuito de analisar
algumas dessas modificagdes. Alteragdes na superficie e no tipo de substrato utilizado,
como também o uso de dispositivos que aumentam a performance e eficiéncia da
técnica vem sendo descritos na literatura, dando origem a novas técnicas de ionizagéo

similares.

Bin e colaboradores, 2011, utilizaram palitos de madeira (wooden toothpick)
como substrato para as amostras. A montagem realizada para as analises realizadas
com o palito de madeira neste trabalho pode ser vista na Figura 5. A natureza
hidrofilica e porosa da madeira possibilita uma adeséo eficaz da solugido da amostra,
permitindo a aquisi¢cao de sinais estaveis. Foi possivel analisar uma variedade de
compostos organicos e organometalicos, peptideos, proteinas e algumas amostras
que nao podem ser analisadas diretamente por técnicas convencionais de ESI, tais
como, amostras em pasta e em po. Além disso, os palitos também puderam ser
convenientemente aplicados em analises forenses devido as propriedades da ponta
da madeira (dura e fina), o que permite coletar amostras em locais de dificil acesso
[26].

HV

L_- X .»-.-,f}-_s% MS
\l

Figura 5: Configuracdo experimental da fonte de ionizagdo wooden toothpick
ionization mass spectrometry utilizada no trabalho de Bin e colaboradores.

Adaptado da referéncia [26].

Jackson e colaboradores, 2018, analisaram diferentes espécies de pimenta

passando fios de diferentes composi¢des (algodao, nylon e poliéster) pelas amostras,
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sem causar a destruicdo das mesmas, tendo sido a técnica denominada thread spray
ionization mass spectrometry. A aplicagao do solvente e de uma tensao na ponta do
fio gerou um spray na extremidade oposta, Figura 6, e os compostos capsaicinoides,
responsaveis pelo sabor pungente das pimentas, puderam ser detectados no
espectrédmetro de massas. Os resultados obtidos se mostraram promissores, pois a
amostragem foi rapida e os constituintes das amostras de pimenta puderam ser
identificados, com padrdes de fragmentagao idénticos aos compostos de referéncia
[27].

Solvente

C Fio
nl' s ~'._" .
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1

. Capilar de vidro

Figura 6: Configuracdo experimental da técnica thread spray ionization mass spectrometry
utilizada no trabalho de Jackson e colaboradores.
Adaptado da referéncia [27].

Liu e colaboradores, 2017, modificaram o papel usando um derivado de ureia,
Figura 7. Esta modificagdo foi proposta visando analisar compostos com alta
polaridade, no modo negativo, em amostras contendo um alto teor de sais. Os autores
observaram que os espectros de massas obtidos produziram melhores resultados em
comparagao com a técnica PS tradicional, uma vez que houve uma reducéao
acentuada da supressao ibnica através da captura (adsor¢cao) de anions, tais como
sulfatos, fosfatos e halogénios, pelas moléculas de ureia ancoradas na superficie do
papel. Além disso, os autores observaram um aumento significativo da sensibilidade
e dos limites de detecgdo em analises de acido salicilico em amostras de urina e de
terpenos em extratos de planta. Assim, demonstraram que a metodologia proposta

pode ser eficiente na analise de amostras com alta concentracéo salina [28].
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Figura 7: (a) Modificagao da superficie do papel para criar uma camada de
captura de anions com ureia, (b) ligagao de anions pela camada de captura.

Adaptado da referéncia [28].

Kim e Cha, 2015, desenvolveram uma nova técnica denominada paper cone
spray ionization (PCSI) modificando a geometria usual do papel, o qual foi utilizado de
forma piramidal-cénica, Figura 8a. Segundo os autores, as principais vantagens de se
utilizar o papel dessa forma esta no fato dele servir como um recipiente de amostras,
uma camara de extracido in situ para amostras sélidas e liquidas, um canal de
transporte de analitos, assim como uma ponta de electrospray. Os autores também
utilizaram diferentes tipos de papel, como cromatografico, de filtro, de impressao e de
pesagem, sendo este ultimo a melhor escolha. As analises foram feitas diretamente
com amostras sélidas de alimentos (carne, cha e formulas infantis) e medicamentos,
sendo obtidos fingerprints representativos, com uma boa relagao sinal/ruido e sendo
os componentes caracteristicos de cada amostra devidamente identificados. Como
perspectivas futuras, os autores esperam realizar analises quantitativas utilizando

essa técnica [29].
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Folhas de cha Formula infantil

Figura 8: (a) llustracao esquematica da técnica PCSI-MS, (b) folha de cha verde e
metanol posicionados em frente ao espectrobmetro de massas, (c) amostras sdlidas

investigadas. Adaptado da referéncia [29].

Borges e colaboradores, 2019, usaram polimeros condutores (CPs), tais como
polianilina e polipirrol, como revestimento no substrato de papel. Algumas das
vantagens dessas substancias estao relacionadas a excelente condutividade elétrica,
estabilidade sob condigdes ambientes, facil preparacao e baixo custo. Além disso, a
presenca de grupos iminas e aminas em sua estrutura permitem interagcbes com
diferentes compostos organicos e inorganicos, ampliando a possibilidade de analises.
Como exemplo, os autores analisaram vinte e quatro diferentes tipos de compostos,
como drogas de abuso, adulterantes, farmacos, entre outros. O resultado das analises
mostrou que houve um aumento na intensidade do sinal das espécies analisadas e
com melhoras na estabilidade do spray. Resultados promissores em analises

qualitativas e quantitativas em urina sintética foram descritos [30].

Lee e colaboradores, 2012, propuseram o uso de dispositivos que possibilitam
a alimentacgao continua de solvente no papel prevenindo a variagcado do fluxo de spray
[31]. Os autores analisaram a ionizagao de sistemas em fluxo através do gotejamento
controlado de amostras [32]. Além disso, Shen e colaboradores analisaram o aumento
da frequéncia analitica através da automatizacdo do processo, permitindo analises

sequenciais [33].
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Diante de tantas possibilidades de alteracdes aplicaveis a técnica PS-MS que

se demonstraram eficazes, € possivel pensar em outras modificagdes. Pensando

nisso, uma nova técnica de analise derivada da PS sera demonstrada neste trabalho.

3.4 A técnica sandpaper spray mass spectrometry (SPS-MS)

O presente trabalho descreve a utilizagdo de lixa de parede, com diferentes
granulometrias, Figura 9, como um novo suporte para a realizagao de analises diretas
de amostras solidas com suficiente maleabilidade, tais como comprimidos de
farmacos, raizes, sementes e graos. Devido ao substrato escolhido, essa nova técnica
foi denominada sandpaper spray mass spectrometry (SPS-MS). Diante da
simplicidade de uso e manuseio, praticidade, ser economicamente viavel e poder fazer
a analise direta das amostras com o minimo preparo da técnica, evitando possiveis
perdas dos analitos, abre caminho para uma série de aplicacbes para analise de

matrizes sélidas poliveis.

Figura 9: Lixas de parede com diferentes granulometrias.

Em geral, uma lixa é constituida por papel, adesivo e um abrasivo. Abrasivos
sao substancias inorganicas naturais ou sintéticas empregadas para desgastar, polir,
ou limpar outros materiais. Os mais comuns de se encontrar na fabricagao de lixas

sdo o quartzo (SiO2), carbeto de silicio (SiC) e alumina (Al203), sendo esta o abrasivo
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encontrado nas lixas que foram utilizadas. Para que um mineral natural seja abrasivo,
ele precisa ser duro, resistente e afiado [34]. A composicdo quimica do papel baseia-
se na presenga de compostos organicos oriundos da celulose, hemicelulose e lignina.
O adesivo que também esta presente na lixa € constituido majoritariamente por uma

resina fenolica.

A resina fendlica, também denominada de resina fenol-formaldeido, € uma
resina sintética polimérica termofixa, que pode ser obtida como produto da reagao
entre fendis com formaldeido, Figura 10. Pode ser encontrada na forma liquida ou
sélida, de acordo com fatores como a propor¢do de cada reagente e o tempo de
polimerizagdo. A reacdo, conduzida em diferentes condi¢des, conduz a dois tipos de
resinas: as do tipo novolaca, termofixa ou de um estagio, obtidas em meio acido e
com ligeiro excesso de fenol, e as do tipo resol, termoplastica ou de dois estagios,
obtidas em meio alcalino e em excesso de formaldeido. Além disso, ha uma grande
aplicabilidade para os dois tipos, como o uso na impregnagéao de tecidos e papéis, na
fabricacdo de adesivos, em rebolos (como aglomerante), sendo também usadas na

fabricacao de vernizes [35-37].
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Figura 10: (a) Resumo da sintese do resol e novolaca, (b) Estrutura do polimero da
resina fendlica.

Adaptado da referéncia [36].
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3.4.1 SPS-MS: aplicacées

A proposta do desenvolvimento dessa nova técnica baseia-se na analise de
amostras solidas passiveis de serem lixadas. Assim, uma grande quantidade de

amostras pode ser analisada por SPS-MS.

A falsificagdo de medicamentos, por exemplo, é um problema de grande
preocupagao ao nivel mundial combatido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS).
Segundo a OMS (1999, p. 13-15) varios fatores podem contribuir para a proliferagao
dos medicamentos falsificados [38], entre eles: (a) a falta de uma legislacdo adequada;
(b) autoridade regulatéria de medicamentos nacional ausente ou com escasso poder;
(c) ndo cumprimento da legislacdo existente; (d) sancdes penais ineficazes; (e)
corrupgao e conflitos de interesses; (e) transagdes que incluem muitos intermediarios;
(f) demanda superior a oferta; (g) pregos altos; (h) complexidade na fabricacdo de
medicamentos clandestinos; (i) cooperagéao ineficiente entre os interessados diretos;
(j) falta de regulamentacdo nos paises exportadores e dentro das zonas de livre

COMercio.

Ainda de acordo com a OMS, as principais notificagdes recebidas de
medicamentos estdo ligadas a antibidticos de uso sistémico, corticoides,
medicamentos com agao no trato digestivo e metabolismo, anabolizantes, analgésicos
anti-inflamatérios e anti-reumaticos, medicamentos com ag¢ao no sistema
cardiovascular e no sistema génito-urinario [39]. Quanto aos tipos de falsificagdo e
magnitude, tais produtos podem ser agrupados em seis categorias, [40]: (1) produtos
sem principio ativo: 32,1% (placebo); (2) produtos com a quantidade incorreta de
principio ativo: 20,2 %; (3) produtos com o principio ativo errado: 21,4 %; (4) produtos
com as quantidades corretas de principios ativos, mas com embalagens falsas: 15,6 %;
(5) copia de um produto original: 1 % e (6) produtos com alto grau de impurezas ou
contaminantes: 8,5%.

Concomitantemente ao problema da falsificacdo de medicamentos, pode-se
citar também a adulteragcao de drogas ilicitas. Todo ano a policia federal faz milhares
de apreensdes pelo Brasil, sendo as principais encontradas a cocaina, o crack,

ecstasy e selos, todas na forma sélida [41,42]. A maioria das adulteragdes consiste
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na adigdo de adulterantes e diluentes, dentre eles a cafeina, benzocaina, paracetamol,
bicarbonato de sddio, cal, gesso, e outros, 0 que pode aumentar ainda mais o risco
de morte apds o seu consumo. Dessa forma, assim como a PS-MS, o uso da técnica
SPS-MS pode ser uma importante aliada para a identificacdo de adulteragcado dessas
matrizes através da comparagao de perfis quimicos caracteristicos (fingerprints) com
amostras originais.

Uma outra aplicagdo da SPS-MS pode ser na diferenciagao e comparagao dos
perfis quimicos de graos transgénicos ou geneticamente modificados, como acontece
por exemplo com a soja, o milho e o algoddo. A transgenia € uma evolugédo do
melhoramento genético convencional, que permite transferir caracteristicas de
interesse agrondmico entre espécies diferentes, com o objetivo de torna-las
resistentes a doengas ou mais nutritivas, entre outras varias aplicagdes. Pode-se
ainda usar a SPS-MS a fim de se determinar as origens geograficas de diferentes
espécies de uso agropecuario no Brasil, como por exemplo, o café.

Pelo fato da facilidade de aquisi¢do e valor de uma lixa, da analise ser feita
diretamente com a amostra, sem a necessidade de ter que dilui-la em algum solvente
ou até mesmo prepara-la, minimizando ao maximo a perda de analitos, o que é algo
fundamental para as analises, percebe-se como é vantajoso a aplicabilidade da SPS-

MS em analises de matrizes sdlidas frente a outras técnicas descritas anteriormentes.
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Capitulo 4.

Caracterizacao das lixas
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4.1 Materiais e reagentes

Metanol grau HPLC adquirido da J.T. Baker Chemicals foi utilizado como
solvente nas analises por PS-MS e SPS-MS. Lixas de parede dos tipos A257 da marca
Norton com diferentes granulometrias (100, 120, 150 e 180) foram recortadas no
formato de um tridngulo equilatero com dimensdes de 1,0 cm e utilizadas como
substrato nas analises envolvendo SPS-MS, Figura 11. Papel cromatografico
Whatman, modelo n°1 adquirido de Whatman (Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido), também recortado na forma de tridngulo com dimensdes iguais a 1,0 cm, foi

utilizado como substrato para aplicacdo das amostras e do solvente em PS-MS.

Figura 11: Lixas em formato triangular com a amostra.

4.2 Instrumentacao

4.2.1  Equipamento

Todas as analises foram realizadas em um espectrdmetro de massas LCQ
Fleet da ThermoScientific, Figura 12a, com um analisador de massas de baixa
resolucao do tipo ion trap (San Jose, Califérnia, EUA). Para a obtencéo, analise e

controle de dados foi utilizado o software ThermoScientific Xcalibur.
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4.2.2 Fonte

As fontes de ionizagdo paper spray e sandpaper spray, Figura 12b, foram
construidas no laboratoério e consistem em uma montagem em que um clipe metalico
(do tipo jacaré) segura o substrato e é ligado a um fio de cobre conectado a fonte de
potencial do aparelho. Esse aparato € suportado por uma plataforma médvel que
permite um ajuste do posicionamento do substrato ao longo dos eixos x, y e z
possibilitando, assim, o melhor alinhamento entre a ponta do triangulo e a entrada do

espectrdmetro de massas

Figura 12: (a) Espectrémetro de massas LCQ Fleet; (b) Detalhes da fonte de

ionizagao por paper spray e sandpaper spray.

As condi¢des experimentais do espectrdmetro de massas, bem como do
aparato montado em frente a ele, foram feitas através da otimizagdo de alguns
parametros, tais como: tipo e dimensdes do substrato (papel e lixa) utilizado,
posicionamento do substrato em relacdo a entrada do espectrémetro de massas,
volume e composi¢cédo do solvente, volume da amostra (no caso de amostra liquida,
analise por PS-MS), potencial aplicado na base do substrato e modo de aquisigao dos
espectros (positivo ou negativo). Os demais parametros, como temperatura do capilar,
potencial das lentes, potencial do capilar, presséo interna, foram ajustados através do
tune de calibracado do equipamento. Uma vez otimizados, todos os parametros foram
mantidos constantes. Os espectros de massas foram obtidos em modo de ionizagao
positivo (+) e negativo (-), numa faixa de massa de 100 a 2000 Da.
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4.2.3. Obtencéo dos espectros de massas via SPS-MS

As analises foram realizadas em triplicata. Todas as amostras soélidas foram
lixadas diretamente com a lixa de parede previamente cortada em formato triangular
(com medidas iguais a 1,0 cm). As lixas foram entdo conectadas ao clipe metalico e
posicionadas a uma distancia de 0,5 cm do espectrometro de massas (Figura 12). Em
seguida, um volume de 2,0 uL de metanol foi aplicado sobre a lixa, com a consequente
aplicagao do potencial otimizado na base do triangulo e a aquisi¢ao dos espectros de
massas, 0s quais foram gerados pelo software Xcalibur 2.2 SP1. Os espectros de
massas foram registrados por 15 segundos e a aquisicdo de dados foi feita
armazenando 20 varreduras. Para evitar leituras indesejadas entre as replicatas, tanto
a entrada do equipamento quanto o clipe metalico foram limpos com papel umedecido

em metanol e um novo triangulo foi utilizado.

Inicialmente realizou-se analises utilizando apenas o solvente (branco) com as
lixas de todas as granulometrias e posteriormente com a obtencéo dos espectros de
massas optou-se por continuar apenas com a lixa de granulometria 120 para as

amostras.

4.3 Resultados obtidos

Nas Figuras 13 e 14 sado apresentados os fingerprints, nos modos positivo e

negativo, das lixas utilizando metanol como solvente.
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Figura 13: Espectros SPS(+)-MS obtidos em uma faixa de m/z de 100-2000 (ou 100-
1000) para as lixas com diferentes granulometrias: (a) 100; (b) 120; (c)150; (d) 180.

Percebe-se a presenca de varios sinais intensos que podem dificultar as
analises. Sendo assim, realizou-se uma lavagem das lixas com hexano e metanol,
deixando-as em repouso no ultrassom, para verificar se haveria melhora de sinais. Os

resultados obtidos podem ser vistos na Figura 15.

Conforme pode ser observado, houve uma intensa melhora dos sinais obtidos
no espectro de massas das lixas apds a lavagem. Além disso, os sinais foram bem
parecidos para as diferentes granulometrias (120 e 150), especialmente no modo
negativo, e optou-se por continuar fazendo as analises das amostras apenas com a

lixa de granulometria 120 apos a lavagem.
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Figura 14: Espectros SPS(-)-MS obtidos em uma faixa de m/z de 100-2000 (ou 100-
1000) para as lixas com diferentes granulometrias: (a) 100; (b) 120; (c)150; (d) 180.

Nao foi encontrado na literatura trabalhos que descrevem a caracterizagcao dos
componentes presentes em uma lixa, o que dificulta nossa identificacdo dos principais
ions detectados. No entanto, a ideia inicial € obter um fingerprint reprodutivel da lixa
para comparar com o resultado da analise das amostras por SPS-MS. Apesar da
dificuldade na caracterizacdo dos sinais da lixa, sabe-se que ela é composta pelo
abrasivo oxido de aluminio, cuja presenca talvez possa estar relacionada ao ion de
m/z 102, possivel de ser observado pela ampliacdo dos espectros de massas. Além
disso, o adesivo que esta presente em sua estrutura é formado por uma resina fendlica,
podendo ser do tipo novolaca® ou resol®, e pelos principais constituintes do papel e

seus derivados, hemicelulose, celulose e lignina.
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Assim sendo, pode-se especular que 0s ions observaveis nos espectros de
massas das lixas sejam oriundos de compostos presentes na resina fendlica e no

papel das lixas.
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Figura 15: Espectros SPS(+)-MS obtidos em uma faixa de massa de 100-2000 para
a analise de lixas com granulometria (a) 120 e (b) 150, apds lavagem com hexano e
metanol. Espectros SPS(-)-MS obtidos em uma faixa de massa de 100-2000 para a analise

de lixas com granulometria (c) 120 e (d) 150, apds lavagem com hexano e metanol.
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Capitulo 5.  Analise de graos de café verde: comparagao
entre as técnicas PS-MS, TS-MS e SPS-MS
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Andlises com grédos de café verde foram realizadas empregando-se trés
diferentes técnicas de ionizagdo ambiente para fins de comparacgao e eficiéncia dos
resultados: PS-MS), tissue spray mass spectrometry (TS-MS) e SPS-MS. Além das ja
conhecidas PS-MS e agora SPS-MS, a TS-MS tem como principio basico a analise
direta do grdo da amostra a ser analisado a partir de um corte em seu meio e o
posicionamento em frente ao espectrometro. Essas trés técnicas foram empregadas

para fins de comparacgao de similaridade dos espectros obtidos em cada uma delas.

O café é conhecido como uma das matérias-primas comercialmente mais
importantes a nivel internacional e é extremamente conhecido na Europa e América
do Norte [43], sendo que o seu consumo mundial tem aumentado anualmente. E
considerado o quinto produto mais amplamente negociado e milhdes de pessoas
dependem direta ou indiretamente da produgao e venda do café [44]. Além disso € a
terceira bebida mais consumida no mundo, ficando atras da agua e do ch4, para além
de que, atualmente, beber infusdes de café torrado ou instantaneo € uma rotina para

dois tercos da populagdo mundial [45].

O alto consumo mundial do produto tem estimulado o desenvolvimento de
estudos relacionados a atividade bioldgica do grao. Sobretudo, nos ultimos anos tem
surgido um interesse sobre os constituintes do café verde, pelo fato de que varios
constituintes deste produto tém sido sugeridos como potencialmente quimioprotetores
em diferentes sistemas quimicos e bioldgicos; a explicacdo estaria nos numerosos
antioxidantes presentes na bebida, sendo os principais os acidos clorogénicos, a
cafeina e outros compostos fendlicos [46]. Além desses componentes quimicos
podem ainda ser encontrado no café: agucares lipideos e proteinas. O aroma do café
verde é considerado estranho quando comparado ao do café torrado, o que pode ser
explicado pela combinacdo de centenas de compostos quimicos produzidos pelas

reagdes ocorridas durante a torrefagao [47].

Vale destacar ainda que o café é rico em polifendis, sendo o acido clorogénico
0 que esta presente em maior quantidade, seguindo-se dos acidos cafeico, ferulico e
p-cumarico [48]. Estes acidos, em conjunto, contribuem para o sabor tao diferente da

bebida do café, revelando também ter propriedades antioxidantes. Assim sendo, estes
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compostos tém sido alvo de atengdo por apresentarem capacidade de combater

radicais nocivos, estabelecendo assim o equilibrio oxidativo do sistema fisiologico [48].

5.1 Parte Experimental

Para analise por PS-MS houve uma etapa prévia de preparo da amostra. Graos
de café moido (0,5 g) foram extraidos com 10 mL de agua a 60 °C e em banho
ultrassénico por 30 min. Na sequéncia, 100 uL deste extrato foram misturados com
900 pL de metanol grau HPLC, e 25 uL desta solugdo foram adicionados ao papel
cromatografico (Whatman, numero 1) em formato triangular com dimensées de 1,0

cm.

Para a analise direta do grao, TS-MS, os graos de café verde foram divididos
ao meio e moldados em um tridngulo fino, sendo colocados diretamente na frente da
entrada do espectrémetro de massas e 20 yL de metanol de grau HPLC (JT Baker,

EUA) foram adicionados.

Para as analises com a lixa, SPS-MS, os graos foram lixados diretamente sobre
a lixa cortada em forma de um tridngulo equilatero de 1,0 cm e em seguida 25 pL de
metanol de grau HPLC (J. T. Baker, EUA) foi adicionado ao triangulo e os espectros

de massa foram adquiridos.

As medi¢des foram realizadas em um espectrometro de massas LCQ Fleet
(ThermoScientific, San Jose, California, EUA). Os espectros de massas foram
adquiridos nos modos de ions positivos € negativos com uma faixa m/z de 100-500 e
100-1000, respectivamente. As condigbes instrumentais foram as seguintes:
temperatura capilar, 275°C; tensao aplicada a base do tridngulo, 5 kV; distancia entre

a ponta do triangulo e a entrada do espectrémetro de massas, 0,5 cm.
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5.2 Resultados obtidos

Os espectros de massas dos graos de café foram registrados nos modos de
ions positivos e negativos para analise direta dos graos (TS-MS), PS-MS e SPS-MS.
Na Figura 16 sdo mostrados os espectros de massas no modo de ion positivo.
Observa-se que os ions mais intensos para TS-MS (Figura 16a) e SPS-MS (Figura
16¢) foram os de m/z 176 e 381. Esses ions foram relatados anteriormente e atribuidos
aos adutos de potassio de trigonelina e sacarose, respectivamente [49]. Outros ions
de m/z 104 e 138 foram propostos como a forma protonada de colina e trigonelina,
respectivamente, e pdde ser observado nos espectros obtidos pelos trés métodos. Por
fim, o ion m/z 317, atribuido ao aduto de potassio do acido linolénico, € exclusivamente
perceptivel no PS(+)-MS do extrato aquoso (Figura 16b).
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Figura 16: Espectros obtidos no modo positivo para graos de café verde via (a)
analise direta (TS-MS), (b) PS-MS, e (c) SPS-MS.
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Figura 17: Espectros obtidos no modo negativo para graos de café verde via (a)
analise direta (TS-MS), (b) PS-MS, e (c) SPS-MS.

Os espectros de massas no modo negativo sdo mostrados na Figura 17.
Observa-se que o ion m/z 353 é o mais intenso nos trés espectros de massas. Este
ion foi identificado como a forma desprotonada do acido cafeoilquinico, geralmente
encontrado nos graos de café como trés isdbmeros [50]. Outros ions nestes espectros
de massas referem-se a compostos normalmente encontrados em graos de cafe,
como o0 acido quinico e acido dicafeoilquinico (como seis isébmeros), que foram
detectados como suas formas desprotonadas de m/z 191 e 515, respectivamente [50].
O ion muito intenso de m/z 707, discernivel no SPS(-)-MS, foi atribuido a forma
desprotonada do dimero do acido cafeoilquinico, ou seja, [2M — H]~ [50]. Observa-se
também que no SPS(-)-MS (Figura 17c) os ions de m/z 279 e m/z 277 (as formas
desprotonadas dos acidos linoléico e linolénico, respectivamente) aparecem com

intensidades muito baixas.

O ion de m/z 869 é facilmente discernivel no SPS(-)-MS (Figura 17c), mas esta
ausente no TS(-)-MS (Figura 17a) e detectavel em menor intensidade no PS(-)-MS

(Figura 17b). Este ion refere-se ao aduto fracamente ligado [acido dicafeoilquinico +
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acido cafeoilquinico —H]". As maiores intensidades dos ions de m/z 515, 695, 707, 721
e 869 no SPS(-)-MS (Figura 17c) em comparagdo com 0s espectros de massas
registrados usando as outras duas metodologias (Figura 17a, b) provavelmente
indicam uma maior eficiéncia de extracao da lixa em comparagdo com as outras duas
abordagens. Outra possivel vantagem do método SPS comparado a extragdo com
agua seguida de PS é que nao ha diferengcas notaveis nos espectros de massas
obtidos ao aplicar ambas as abordagens aos graos de café. Isto é facilmente

discernivel comparando a Figura 17b e a Figura 17c.

Comparando-se os espectros obtidos por cada uma das técnicas, percebe-se
que nao ha diferengas notaveis entre elas ao se aplicar cada abordagem. As
intensidades relativas dos ions, bem como a soma das intensidades absolutas (NL)
apresentaram resultados muito proximos quando comparadas, sugerindo assim que
os ions foram ©produzidos com intensidades absolutas comparaveis,
independentemente da técnica empregada. Para fins de comprovagéao, os perfis de
fragmentacao de ions selecionados detectados nos espectros de massas SPS sao

mostrados nas Figuras 18 e 19.
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Esses perfis de dissociagao foram idénticos aos obtidos na selecdo em massas
e fragmentacao dos ions precursores detectados nos espectros de massas obtidos
pela aplicagdo das outras técnicas, PS-MS e TS-MS (resultados ndo mostrados). Além
disso, os perfis de fragmentagédo foram consistentes com os relatados na literatura
[49-51].
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Figura 19: Perfil de fragmentagéo de ions precursores negativos selecionados (m/z 191, 353
e 515).

A estabilidade do sinal e o numero de contagens de ions no SPS-MS foram
semelhantes aos verificados para PS-MS. O mecanismo de ionizagdo no SPS-MS é
sem duvida semelhante ao do PS-MS. Portanto, a pulverizacdo de microgoticulas
geradas na ponta da lixa triangular, auxiliada pela alta voltagem aplicada na base do
tridngulo, permite a transferéncia de espécies idnicas para a fase gasosa, que € entao
atraida dentro do espectrémetro de massas para ser detectada. Os trés métodos
detectaram compostos tipicos em graos de café verde, produzindo espectros de
massas bem parecidos. A principal diferenca entre as trés abordagens esta na
preparacdo da amostra e na intensidade dos sinais. O SPS-MS consiste no mais

simples entre os trés métodos comparados.
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5.3 Conclusoes Parciais

Os experimentos demonstraram que a aplicagao da lixa como substrato para
ionizagdo ambiente é bastante simples, rapida e oferece resultados semelhantes, mas
com maior intensidade, a diferentes abordagens, como PS-MS e TS-MS, podendo ter
potenciais aplicagbes em uma vasta gama de matrizes solidas passiveis de serem
lixadas, que serdo descritas posteriormente neste trabalho, com uma grande

vantagem de nao requerer o preparo da amostra.
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Capitulo 6.

Analise de farmacos
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Alguns comprimidos, contendo principios ativos diversos, foram escolhidos por
serem medicamentos de alto consumo no Brasil. Eles foram analisados por SPS-MS
a fim de se comprovar a eficiéncia da técnica na detecg¢ao de tais compostos. Tem-se
ainda como ideia realizar analises futuras com amostras de alguns medicamentos
adulterados e compara-los com os originais. Para tanto, fez-se uma simulacédo de uma
possivel adulteragdo com os medicamentos Viagra® e Cialis®, os quais contém,

respectivamente, os seguintes principios ativos: sildenafila e tadalafila.

6.1 Parte Experimental

Amostras comerciais dos diferentes farmacos analisados foram adquiridas em
farmacias na cidade de Belo Horizonte. As analises foram feitas esfregando-se
diretamente as amostras nas lixas triangulares com 1,0 cm de lado. A lixa triangular
era, entdo, colocada a aproximadamente 0,5 cm de distdncia do espectrémetro de
massas, conforme mostrado e descrito no item 4.2, pagina 23, dessa tese.
Posteriormente, foram adicionados 25 uL de solvente e aplicada alta tensao (4 kV) na

base do triangulo, com um tempo de aquisi¢ao de 30s.

Espectros de massas de varredura completa foram adquiridos no modo de
ionizagao (positivo ou negativo) mais adequado para o composto, com faixa m/z inicial
de 100-2000, ajustada com base nos ions detectados durante a analise. Experimentos
MS/MS foram conduzidos selecionando um ion precursor de interesse, que foi entao
fragmentado usando dissociagéo induzida por colisdo (CID), com hélio como gas de

colisao.

6.2 Resultados Obtidos

6.2.1 Caracterizacao dos medicamentos Viagra e Ciallis

A classe de medicamentos utilizada para tratar da disfuncéo erétil, cuja marca

mais conhecida é o Viagra®, é muito utilizada por homens de diferentes faixas etarias.
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Os principios ativos majoritarios que podem ser encontrados em sua
composi¢ao sao a sildenafila e a tadalafila, cuja massas nominais séo 474 e 389 Da,
respectivamente. E uma classe de medicamento que tem um grande interesse forense,
uma vez que muitos sao apreendidos pela policia devido a adulteragbes em sua
féormula para venda mais barata. A obtencdo do espectro de massas por SPS-MS
pode ser um importante aliado na deteccdo de praticas fraudulentas através da

comparagao de fingerprints.

A analise de um comprimido de Viagra produziu um espectro SPS(+)-MS com
a presencga de um ion intenso de m/z 475 (Figura 20a), designado como [sildenafila +
H]*, e nenhum outro ion foi detectado com intensidade relativa abundante (limite maior
que 2%). No SPS(-)-MS, o sildenafila também foi detectado em sua forma
desprotonada de m/z 473 (Figura 20b). Neste espectro de massas, ao contrario do
primeiro, observa-se a presenga de mais ions com intensidade relativa abundante.
Trés deles em especifico, de m/z 255, 283 e 191, podem ser atribuidos as formas
desprotonadas do acido palmitico, do acido estearico e do acido quinico,
respectivamente. Esses ions surgem do estearato de magnésio e do palmitato de

magneésio, excipientes comumente usados na formulagdo desses comprimidos.

Os perfis de fragmentagao (MS/MS), com os ions precursores selecionados de
m/z 475 e m/z 473 (Figura 21), correspondem aos relatados anteriormente na
literatura, indicando assim a correta atribuicdo das estruturas propostas e,

consequentemente, a confirmagao da presenca de sildenafila no comprimido [52].
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Figura 20: Espectros (a) SPS(+)-MS e (b) SPS(-)-MS de um comprimido de Viagra®

usando MeOH em ambos os modos de ionizagdo em uma faixa de m/z 150 — 700.
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Figura 21: MS/MS (CID 20) e proposta de fragmentacao do ion precursor de m/z 475

(sildenafila protonada) de um comprimido de Viagra®.

Uma amostra comercial do medicamento Cialis® também foi analisada por

SPS-MS e os espectros de massas nos modos positivos e negativos podem ser vistos

nas Figuras 22a e 22b, respectivamente. A tadalafila, principal principio ativo presente

em sua constituicdo, pode ser observada nas formas protonada e desprotonada em

m/z 390 e 388, respectivamente. A presencga da tadalafila pode ser confirmada pelos

perfis de fragmentacao das espécies protonadas e desprotonadas (Apéndice A1), os

quais foram consistentes com relatos prévios da literatura [53]. Os demais ions que

aparecem nos espectros de massas podem ser atribuidos aos excipientes presentes

no medicamento.
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Figura 22: Espectros (a) SPS(+)-MS e (b) SPS(-)-MS de um comprimido de amostra

comercial de Cialis® em uma faixa de massa de m/z 100 — 450.

6.2.2 Analgésicos e anti-inflamatérios ndo esteroidais

Os anti-inflamatoérios nao esteroidais, também conhecidos como antipiréticos,
sao utilizados para combater a febre ao inibir o mecanismo que eleva a temperatura
corporal. Os analgésicos sao medicamentos utilizados para combater qualquer tipo
de dor, como dor de cabega, dor de dente, dor muscular dentre outras. Alguns dos

medicamentos mais comuns desse grupo sdo o acido acetilsalicilico (180 Da), a
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dipirona (311 Da) e o paracetamol (151 Da). Tanto a dipirona quanto o paracetamol,
objetos de interesse nesse trabalho, podem ser encontrados geralmente em
comprimidos de 500 e 750 mg com administracdo de 4-6 horas, sendo a excregao

realizada de forma renal. A estrutura molecular desses farmacos pode ser vista na

\ﬂ/H ﬁ\@

Figura 23: Estrutura quimica do (a) paracetamol e da (b) dipirona.

Os espectros de massas obtidos para analise do paracetamol e da dipirona
podem ser observados nas Figuras 24 e 25, respectivamente. Em todas as triplicatas
os resultados apresentaram grande similaridade, por isso optou-se por mostrar o

espectro de massas de apenas uma das replicatas.
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Figura 24: Espectros SPS(-)-MS (a) e SPS(+)-MS (b) obtidos a partir de comprimidos
de paracetamol.
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Na analise do espectro de massas obtido no modo positivo para o paracetamol,
percebe-se a presenga de um ion muito intenso de m/z 325, o qual pode ser atribuido
a formagao de um dimero de sddio, i.e. [2M+Na]*. A formacao de tal aduto deve-se a
presenca de sodio em alguns excipientes utilizados na fabricagdo do comprimido, tal
como o amidoglicolato de sédio. O ion de m/z 174 corresponde ao aduto de sédio do
paracetamol, também conhecido por acetaminofeno, i. e. [M+Na]*. Ja no modo
negativo, o ion mais intenso € aquele de m/z 150, o qual pode ser atribuido a forma
desprotonada do paracetamol, i. e. [M-H]. Além desse, observa-se também um ion

de m/z 301 que corresponde ao dimero desprotonado do paracetamol, i. e. [2M-H]-.

Para o comprimido da dipirona o espectro de massas obtido no modo positivo
demonstrou a presenga do principio ativo metamizol, mais comumente conhecido
como dipirona, na forma protonada, [M + H]* de m/z 311. Outros sinais que aparecem

podem estar associado a fragmentacdes do ion-precursor de m/z 310.
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Figura 25: Espectro SPS-MS no modo negativo de um comprimido de dipirona.

Os perfis dos espectros obtidos para o paracetamol e a dipirona usando a
técnica de SPS-MS estdao de acordo com os relatados anteriormente pela literatura
aplicando a espectrometria de massas [57,58]. Além disso, eles também mostram
padrdes de fragmentacido que estdo associados a possiveis fragmentagdes dos ions-
precursores de m/z 150 e 310 [58].
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6.2.3 Ansioliticos

Ansioliticos, ou benzodiazepinicos, sdo medicamentos que tratam diversos
disturbios mentais, especialmente a ansiedade. Também sao chamados de calmantes,
como resultado de sua agao tranquilizante. Agem diretamente em determinadas
regides do ceérebro, reduzindo a euforia e a tensdo. Porém, podem provocar
dependéncia quimica e efeitos colaterais, tais como fadiga, sonoléncia, redugao da
atencdo e concentragdo, devendo, portanto, ser usados apenas sob prescrigao
meédica [57]. No Brasil, tém recebido uma atencéo especial e preocupante, devido ao

consumo sem prescricdo meédica, principalmente por parte dos jovens [58].

Alprazolam (308 Da), mais conhecido como Rivotril, e clonazepam (315 Da)
sao dois dos ansioliticos mais consumidos que agem rapidamente no sistema nervoso
central, cujas estruturas sdo similares e podem ser vistas na Figura 26. Comprimidos

contendo estes dois principios ativos foram analisados por SPS-MS.

(a)

Figura 26: Estruturas quimicas do (a) alprazolam e (b) clonazepam.

No espectro de massas obtido no modo positivo para o alprazolam, Figura 27,
€ possivel observar que o ion mais intenso é o de m/z 309, correspondente a molécula
protonada, [M+H]*. Por ter um atomo de cloro em sua estrutura, observa-se também
o isotopdlogo de m/z 311, com uma abundéncia relativa de cerca de 30 % em relagcéo
ao ion de m/z 309. Duas fragmentagdes que podem ser observadas no espectro de
massas em baixas intensidades correspondem a perda de N2, [M+H-N2]*, originando
o ion produto de m/z 281, e a perda de um atomo de cloro, gerando um ion produto
de m/z 273.
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Para o clonazepam (Figura 28), percebe-se a presenga de um numero maior
de ions no espectro de massas. A espécie protonada do clonazepam é observada
como um ion de m/z 316. O sinal de m/z 174, o mais intenso no espectro de massas,

talvez seja relacionado a uma fragmentagao do ion-precursor de m/z 316.
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Figura 27: Espectro SPS-MS no modo positivo de um comprimido de alprazolam.
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Figura 28: Espectro SPS-MS no modo positivo de um comprimido de clonazepam.

6.2.4 Medicamentos para hipertensao e colesterol

O farmaco Pressat® é indicado como medicamento de primeira escolha no
tratamento da hipertensao (pressao alta) e angina de peito (dor no peito, por doenga
do coracéao) devido a isquemia miocardica (falta de sangue no coragao) e possui como
principio ativo o anlodipino (408 Da). O seu principio ativo pode ser identificado no
espectro obtido por SPS(+)-MS na forma protonada em m/z 409 (Figura 29). Como
ele possui cloro em sua estrutura, o isotopologo é facilmente observado em m/z 411.
Ainda é possivel observar dois ions importantes no espectro em m/z 431 e 816 que
correspondem aos adutos de sodio, [anlopidino + Nal*, e [(anlopidino)2 + H]T,
respectivamente. Foi escolhido apenas o modo positivo pelo fato de sua estrutura ser

mais facilmente ionizavel nesse modo. O espectro MS/MS do ion precursor m/z 409
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pode ser visto na Figura 30, em que os fragmentos gerados estdo consistentes com a

estrutura quimica do anlodipino.
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Figura 29: Espectro SPS(+)-MS de um comprimido de Pressat® em uma faixa de m/z
100-1000.
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Figura 30: Espectro MS/MS (CID 20) do ion precursor de m/z 409 de um comprimido
de Pressat®.

O Ramipril® também é utilizado como um anti-hipertensivo que promove a

queda dos niveis elevados da pressao arterial. Seu principio ativo possui massa de

416 Da e também pode ser chamado de altace. Devido a sua estrutura quimica, foi

possivel obter os espectros de SPS-MS em ambos os modos de ionizagao (Figura 31).

Devido a sua estrutura quimica, foi possivel obter os espectros de SPS-MS em

ambos os modos de ionizagao (Figura 31). No SPS(+)-MS, o ramipril foi detectado em

suas formas protonada (m/z 417), sodiada (m/z 439) e como um dimero sodiado (m/z

855). lons significativos que ndo puderam ser identificados incluem m/z 234 e m/z 399.

No SPS(-)-MS, o ramipril foi caracterizado pela presenga dos ions m/z 415 ([ramipril
— Hl-), m/z 831 ([(ramipril)2 — H]), e m/z 451/453 ([ramipril + CI]). Para confirmar a

presenca do principio ativo, os perfis de fragmentagao do ion precursor protonado

(m/z 417) foi submetido a selegdo e dissociagdo e pode ser visto no Apéndice A2,

estando coerentes com o que se espera da estrutura quimica do ramipril.
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Figura 31: Espectro (a) SPS(+)-MS e (b) SPS(-)-MS de um comprimido de Ramipril®

em uma faixa de m/z 100-1000.
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O maleato de enalapril, um medicamento genérico, também é um remédio
indicado para o controle da hipertensdo. Seu principio ativo € o enalapril (376 Da),
pode ser facilmente identificado no espectro SPS(+)-MS na forma protonada como um
ion em m/z 377 (Figura 32). Além desse ion, também é possivel identificar os ions m/z
399, como sendo um aduto de sddio [enalapril + Na]*, m/z 775 o aduto [(enalapril)2 +
Na]*, m/z 797 o [(enalapril)2— H + 2 Na]* e m/z 819 o aduto [(enalapril)2—2 H + 3 Na]*.

' 399, 0
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Figura 32: Espectro SPS(+)-MS de um comprimido de Maleato de Enalapril em uma
faixa de m/z 100-1000.

Os espectros MS/MS que representam as fragmentagdes dos ions precursores
m/z 377 e 399 podem ser vistos no Apéndice A3, sendo que tais fragmentacdes estao
de acordo com a estrutura quimica do enalapril. A partir dos espectros obtidos para
estes medicamentos utilizados no controle da hipertensdo, pode-se dizer que a
técnica SPS-MS pode ser facilmente aplicada e utilizada na distincdo entre um

medicamento original e o seu genérico.

O medicamento Crestor®, cujo principio ativo é a rosuvastatina (481 Da), inibe
uma importante enzima para produgao endégena do colesterol, chamada HMG-CoA
redutase e, portanto, o seu uso continuo reduz o nivel de lipideos no sangue. No

SPS(+)-MS (Figura 33a) a rosuvastatina foi detectada na sua forma protonada (m/z
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482) e no seu aduto de sodio (m/z 504), bem como no aduto de sédio de um dimero

de lactose. Ja no SPS(-)-MS (Figura 33b), sua forma desprotonada (m/z 480), o aduto

clorado (m/z 516/518) e o dimero desprotonado (m/z 961/963) do principio ativo foram

detectados. Alguns outros ions detectados incluem o acido palmitico desprotonado

(m/z 255), o aduto clorado de lactose (m/z 377/379) e o aduto clorado de um dimero

de lactose (m/z 719/721).
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Figura 33: Espectros (a) SPS(+)-MS e (b) SPS(-)-MS de um comprimido de Crestor®

com uma faixa de m/z de 100-1000.

Esses ions surgem de compostos adicionados como excipientes nesta
formulacdo. Assim como foi feito para os medicamentos anteriores, os dados de
MS/MS foram adquiridos com o ion precursor de m/z 480 correspondendo ao perfil

esperado para a estrutura quimica da rosuvastatina (Apéndice A4).

6.2.5 OQutras classes de farmacos

Algumas outras classes de farmacos também foram estudadas neste trabalho:
(i) antialérgico, através do medicamento denominado Histyn (maleato de
dexclorfeniramina); (ii) relaxante muscular, através do Miosan; (iii) tratamento de
célicas gastrointestinais e desconforto muscular, através do Buscopan (butilbrometo

de escopolamina) e (iv) multivitaminico.

Os antialérgicos, também conhecidos como anti-histaminicos, sdo farmacos
que bloqueiam a substancia que atua em processos alérgicos. Um anti-histaminico é
um medicamento que busca inibir a acdo da histamina. Este ultimo € um mediador

quimico secretado pelo corpo, especialmente no caso de reagdes

800 700 800 200 1000
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alérgicas. Relaxantes musculares s&o uma classe de medicamentos voltada para
problemas musculares, como espasmos. Espasmos musculares podem causar um
variado numero de  patologias, incluindo dores  lombares, dores  no
pescoco e fibromialgia. As estruturas quimicas correspondentes aos principios ativos
dos medicamentos maleato de clorfeniramina (274 Da), cloridrato de ciclobenzaprina

(275 Da) e butilbrometo de escopolamina (303 Da) podem ser vistas na Figura 34.

7@\/\, LD

— N

Figura 34: Estrutura quimica dos principios ativos dos medicamentos: (a) Histyn, (b)

Miosan, (c) Buscopan.

O espectro de massas obtido no modo positivo por SPS-MS de um comprimido
de Histyn mostra os ions caracteristicos do seu principal principio ativo, o maleato de
clorfeniramina. No espectro da Figura 35 & possivel observar o principio ativo
protonado em um sinal m/z 275, sendo este o ion mais intenso. Por ter um atomo de
cloro em sua estrutura, observa-se também o isotopélogo em m/z 277, com uma
abundancia relativa de cerca de 30 % em relagdo ao ion de m/z 275. O sinal presente
em m/z 230 pode ser atribuido a uma fragmentacao da espécie protonada pela perda
de dimetilamina, NH-(CH3)2.


https://www.hong.com.br/tratamento-de-lombalgia-ou-dor-lombar/
https://www.hong.com.br/dor-no-pescoco-quando-voce-deve-se-preocupar/
https://www.hong.com.br/dor-no-pescoco-quando-voce-deve-se-preocupar/
https://www.hong.com.br/faq/a-fibromialgia-pode-causar-uma-sensacao-de-alfinetadas-e-agulhadas/
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Figura 35: Espectros SPS-MS no modo positivo do farmaco Histyn.

O principio ativo do farmaco Miosan € a ciclobenzaprina (275 Da), claramente

evidenciado em sua forma protonada no ion m/z 276 no espectro SPS-(+)-MS da

Figura 36.
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Figura 36: Espectro SPS-MS no modo positivo do farmaco Miosan.

O principio ativo do Buscopan é a escopolamina (303 Da), porém pode ser

comumente encontrado como n-butilescopolamina, cuja massa nominal € 360 Da. No

espectro de massas SPS-(+)-MS obtido, pode-se observar a presenga de um ion

intenso em m/z 360 correspondente a este composto.
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Figura 37: Espectro SPS-MS no modo positivo do farmaco Buscopan.
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Figura 38: Proposta de fragmentac¢ao do ion-precursor de m/z 360 para o principio
ativo do farmaco Buscopan.

Adaptado da referéncia [59].

A literatura descreve a presenga de um espectro semelhante ao obtido neste
trabalho e ainda retrata a fragmentacao desse ion-precursor em que aparece como
um dos ions-filho intensos um sinal em m/z 194 correspondente a perda de CoH1003
de sua estrutura (Figura 37), e que também apareceu no espectro de SPS-MS [59].
Sendo assim, podemos dizer que a técnica SPS-MS se mostrou como uma técnica

rapida e eficaz na identificagao do principio ativo deste medicamento.

Multivitaminico

Os suplementos alimentares sdo produtos alimenticios, constituem-se em
fontes concentradas de determinados nutrientes ou de outras substancias com efeito
nutricional ou fisiolégico, administradas isoladas ou em combinacdo, destinados a
complementar e/ou suplementar a alimentagao. Sua finalidade é fornecer nutrientes,
substancias bioativas, enzimas ou probioticos em complemento a alimentacéo. Nesse
contexto, Alencar e Morais descrevem a ingestdo de suplementos como um aliado
para a manutencdo da saude prevenindo manifestagbes patoldgicas e estado de
caréncia nutricional, as quais podem ter um impacto significativo na manutengao ou
melhora da condicdo de saude dos pacientes [63]. Além disso, quando utilizados
adequadamente podem evitar enfermidades, prolongar as consequéncias do
envelhecimento e aperfeigoar a aparéncia fisica, auxiliando para o bom funcionamento

do organismo. No entanto, sua ingestdo deve ser feita sob orientagdo médica e sua



71

regulamentacao é prescrita pela ANVISA, de acordo com a RDC n° 243 de 26 de julho
de 2018 [64].

Um multivitaminico, em geral, contétm em sua composicdo uma série de
vitaminas como C, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, A, E, D2 (ou D3), K, além de
minerais como potassio, iodo, selénio, borato, zinco, calcio, magnésio, manganés,
molibdénio, beta-caroteno e /ou ferro. Pensando na importancia desse medicamento,
realizou-se a analise por SPS-MS de um multivitaminico para acessar o perfil quimico
dos seus constituintes e o espectro de massas obtido no modo positivo pode ser visto

na Figura 39.

Conforme pode ser observado, foi possivel identificar grande parte das
vitaminas presentes como principio ativo no modo positivo, uma vez que suas
estruturas possuem grupos funcionais passiveis de serem protonados, sendo elas
identificadas na prépria figura. Tal identificagdo foi possivel através das estruturas
quimicas de tais vitaminas, como mostrado na Figura 40. Com isso, pode-se dizer que
a SPS-MS se mostrou como uma técnica eficiente para a identificagdo de vitaminas

presentes na dragea deste multivitaminico
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Figura 40: Estrutura quimica das principais vitaminas identificadas na amostra de uma

dragea de multivitaminico.
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6.3 Conclusoes Parciais

Os resultados que acabamos de descrever seriam definitivamente uteis na
deteccéo de certas fraudes. Por exemplo, o homosildenafila, anteriormente relatado
como uma alternativa e/ou adulterante ao sildenafila, possui efeitos farmacolégicos
bem distintos ao sildenafila e pode ser detectado em sua forma protonada, m/z 489,
ou como seu aduto sodiado, m/z 497, como falsificacdes de sildenafila. A presenca de
homosildenafila também pode ser confirmada pelo perfil de fragmentagao de sua
forma protonada (MS/MS) [54] Conforme indicado pelos resultados aqui apresentados,
os dados de SPS-(+)-MS poderiam detectar prontamente a ocorréncia de tais

falsificagoes.

Outra pratica particularmente preocupante, diz respeito a substituicao de
comprimidos contendo tadalafila por sildenafila. O lucro dos fraudadores ocorre pelo
fato da sildenafila ser um principio ativo mais barato. Este tipo de fraude também tem
sido detectada por técnicas mais complexas, como a espectroscopia no infravermelho
préoximo (NIRS) [55].

Outras técnicas espectroscopicas, muitas vezes em conjunto com a analise
quimiométrica, também foram empregadas [56]. O SPS-MS apresenta vantagens
consideraveis sobre as técnicas mencionadas, principalmente devido a deteccao
pronta e conclusiva do sildenafila e do tadalafila, que sao capazes de utilizar ambos

0s modos de ionizagao.

Além disso, foi possivel também identificar rapidamente e claramente os sinais
correspondentes aos principios ativos de variadas classes de medicamentos

utilizando a técnica SPS-MS, mostrando a eficacia da sua aplicabilidade.
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Capitulo 7.

Produtos processados:

Balas e gomas de mascar
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Amostras comerciais de balas e gomas de mascar do tipo Halls e Trident,
respectivamente, foram analisadas pela técnica SPS-MS, com o intuito de comparar
a veracidade da presenca ou auséncia do principal componente do agucar nas
amostras ditas “com” e “sem” a presencga desse principio em seus rétulos. O estudo
dessas amostras se faz importante uma vez que o consumo de agucar na populagao
mundial e brasileira vem se tornando cada vez maior, principalmente entre criangas e
adolescentes, de acordo com a Organizagao das Nacdes Unidas para a Alimentagao
e a Agricultura (FAO). Além disso, o carater viciante do agucar preocupa devido aos
efeitos na qualidade e expectativa de vida da populagao, o que também contribui para

um maior carater de obesidade se nio ingerido de maneira correta na dieta alimentar.

A sacarose (C12H22011) € o principal constituinte de balas, responsavel pelo
sabor adocicado, além de contribuir para a textura do mesmo, podendo ser utilizada
na forma de cristais ou de acucar liquido e com baixo teor de cinzas para evitar a
formacdo de espumas no processamento. Outros carboidratos que também sao
utilizados como ingredientes no processamento de balas s&o o acgucar invertido, o
xarope de glicose, além de alguns acidulantes, estabilizantes, aromatizantes e

corantes que ajudam a manter o sabor, cor e aroma [60].

Assim como nas balas, a sacarose também €& um dos principais ingredientes
na producdo de goma de mascar. Como base do produto sdo utilizados compostos
petroquimicos como polimeros, agentes plastificantes como o poliacetato de vinila
(PVA) para conferir elasticidade. Além disso, edulcorantes, aromatizantes e alguns

aditivos especiais para sua conservagao sao empregados no processo [61].

Os edulcorantes, popularmente conhecidos como adocantes, sdo definidos
pela ANVISA como substancias naturais ou artificiais, diferentes dos agucares, que
conferem sabor doce aos alimentos, sendo que possuem pouco valor calérico e, em
sua maioria, ndo sao absorvidos pelo organismo. Apesar do menor valor calérico, de
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estes estao associados ao risco
do desenvolvimento de doencas crénicas nao transmissiveis como diabetes, doencas
do coragao, hipertensao, dentre outras, devendo, pois, 0 seu uso ser de maneira

controlada.
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7.1 Parte experimental

Trés diferentes amostras comerciais de bala do tipo halls: halls preto com
acucar, halls vermelho e verde sem agucar e uma amostra de goma de mascar do tipo
trident sem agucar foram adquiridas no comércio de Belo Horizonte. Os
procedimentos adotados para as analises, assim como o equipamento utilizado foram

semelhantes aos descritos no item 4.2 desta tese.

7.2 Resultados obtidos

Os espectros de massa obtidos no modo positivo e negativo para essas

amostras podem ser observados nas Figuras 41,42, 43 e 44, respectivamente.
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Figura 41: Espectro SPS(+)-MS da bala do tipo halls preto com agucar.
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Figura 42: Espectros SPS-MS nos modos (+) e (-) da bala do tipo halls vermelho

sem acgucar.

No SPS(+)-MS para a amostra de halls preto com acgucar, Figura 41, observa-
se claramente a presenca de um sinal intenso em m/z 365 que corresponde ao aduto
de sodio [sacarose + Na]® e o ion em m/z 707 ao dimero [(sacarose)2 + Na]*

confirmando a presencga da sacarose na bala.
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Figura 43: Espectro SPS(+)-MS da bala do tipo halls verde sem agucar.

Ja nos espectros de SPS-MS nos modos (+) e (-) obtidos para as amostras de

halls vermelho e verde, Figuras 42 e 43, respectivamente, ndo se observa a presenga

de tal ion, evidenciando assim a auséncia de sacarose em ambas as amostras,

confirmando o que vem descrito em seu rétulo. Entretanto, foi possivel identificar a

presenca do edulcorante isomalte em ambas. Tanto para o halls vermelho, quanto

para o verde, esse composto aparece no modo positivo como um aduto de sodio em

m/z 367 e 711 e de potassio em m/z 383, e aparece ainda como um aduto de cloro

com sinais m/z em 379 e 723, no modo negativo para o halls vermelho.
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Figura 44:. Espectro SPS-MS (+) e (-) de uma amostra de goma de mascar Trident

sem agucar.

Para a amostra de goma de mascar sem agucar, Figura 44, observa-se a
presenca de sinais intensos correspondentes ao edulcorante manitol na forma de
adutos, tanto nos espectros obtidos na forma positiva, quanto negativa do
equipamento. No SPS-MS-(+) ele aparece em m/z 205 e 387, como adutos de sddio,

[manitol + Na] * e [(manitol)2 + Na]*, respectivamente. Ja no modo negativo os ions
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correspondentes ao manitol aparecem em m/z 181 em sua forma desprotonada,

[manitol — H]" e em m/z 363 como o aduto [(manitol)2 — HJ-.

Os perfis de fragmentagao (MS/MS) com os ions precursores selecionados de
m/z 365, Figura 45, para a sacarose, e m/z 367, 383 e 711, para o edulcorante,
Apéndice B1, correspondem aos relatados anteriormente na literatura, indicando
assim a correta atribuicdo das estruturas propostas e, consequentemente, a

confirmacgao da presenca ou auséncia da sacarose na bala [62].
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Figura 45: MS/MS (CID 19) e proposta de fragmentagéo do ion precursor de m/z 365

(sacarose) de uma bala halls com agucar.

Os espectros de fragmentagéo para alguns ions-precursores selecionados da
amostra de goma de mascar podem ser vistos no Apéndice B2 e confirmam a

presenca do composto manitol.
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7.3 Conclusoes parciais

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a analise de amostras de
balas e gomas de mascar pela técnica de SPS-MS apresentou resultados rapidos e
significativos para a comparagao da presenga ou auséncia de sacarose, quando sé&o
ditas com ou sem a presenca de acucar em seus rotulos, pela simples comparagao

entre os sinais obtidos em seus respectivos espectros de massas.
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Capitulo 8.

Analise de alimentos
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8.1 Analise de Oleaginosas

Foram realizadas também analises por SPS-MS, nos modos positivo e negativo,
de algumas oleaginosas, tais como, nozes, macadamia, améndoa, amendoim,
pistache, castanha de caju e castanha do Para. As oleaginosas s&o as ditas fontes de
gordura “boa” para o organismo e s&o altamente recomendadas pela maioria dos
nutricionistas. Sao fontes de gorduras insaturadas, proteinas, fibras e antioxidantes.
Também fornecem vitaminas E, B e minerais como zinco, potassio, manganés, ferro,
cobre e selénio e ajuda na saciedade do organismo [65]. Sdo constituidas
principalmente por lipideos (acidos graxos), proteinas (cujas fontes formadoras sao
0s aminoacidos através das ligacoes peptidicas) e carboidratos. Por serem amostras
de facil acesso e sélidas, que € o interesse da técnica SPS-MS, optou-se por escolhé-

las para este trabalho.

Os espectros de massas obtidos foram complexos, mas o objetivo foi identificar
os fingerprints caracteristicos de cada amostra. Todas as analises foram feitas em
triplicatas. Para as amostras onde o grao estava contido numa casca, esta foi retirada
previamente a analise. O procedimento experimental seguiu como descrito no item
4.2.3 desta tese.
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Os espectros de SPS-MS obtidos nos modos positivo e negativo destas

oleaginosas podem ser vistos nas Figuras 46, 47 e 48.
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Figura 46: Espectros SPS(+)-MS e SPS(-)-MS, respectivamente, de amostras de

nozes (a,b) e macadamia (c,d).
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Figura 47: Espectros SPS(+)-MS de amostras de (a) améndoa, (c) amendoim, (e) pistache.

SPS(-)-MS de amostras de (b) améndoa, (d) amendoim, (f) pistache.
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Figura 48: Espectros SPS(+)-MS de amostras de (a) castanha de caju, (c) castanha do

Para. SPS(-)-MS de amostras de (b) castanha de caju, (d) castanha do Para.

Em todos os espectros de massas obtidos acima, percebe-se um padrao de
semelhancga entre eles, principalmente na faixa de m/z 200-1000. Em m/z 200-500
pode-se atribuir a presenga dos acidos graxos saturados e insaturados, dependendo
da extensao de sua cadeia. Como exemplos, nos espectros SPS(-)-MS em m/z 255,
279 e 281 temos respectivamente os acidos palmitico, estearico e oléico [65]. Os
demais sinais que aparecem na faixa citada podem estar associados a presencga de

proteinas, lipideos e carboidratos presentes em suas estruturas.
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Além disso, o perfil quimico caracteristico € diferente para cada uma dessas
oleaginosas. Podemos associar esse fato as diferentes composi¢cées de proteinas,
lipideos, carboidratos e aminoacidos de cada uma. Comparando os perfis no modo
negativo das nozes e macadamia, percebe-se que a macadamia possui uma maior
constituicdo de acidos graxos mono-insaturados, enquanto a nozes de poli-
insaturados. Além disso, enquanto a primeira tem um maior teor de lipideos, a

segunda apresenta uma maior quantidade de carboidratos.

Ja para a améndoa, o amendoim e o pistache, a primeira apresenta maior teor
de acidos graxos mono-insaturados, enquanto o ultimo de poli-insaturados. Ademais,
as trés amostras possuem um teor de lipideos bem préximos entre si, sendo que o
amendoim possui um teor majoritario de proteinas, enquanto que o pistache de

carboidratos.

Por fim, comparando-se as castanhas de caju e do para, a primeira possui uma
constituicdo majoritaria de acidos graxos mono-insaturados, de carboidratos e
proteinas, enquanto a segunda de poli-insaturados e de lipideos em sua constituigcao.
Essas diferentes constituicdes presentes em cada uma das amostras, explica o perfil

quimico diferente e caracteristico obtido nos espectros de massa.

8.2 Analise de raizes

Raizes de curcuma e ginseng brasileiro foram analisadas diretamente através
da técnica SPS-MS com a finalidade de caracterizacdo dos seus constituintes
quimicos. A curcuma, também chamada de acafrdo-da-terra ou apenas acgafrao, &
uma planta bastante conhecida mundialmente devido suas propriedades medicinais e
de seu uso culinario (condimento). Muito usada como corante natural, também possui
Oleos essenciais de qualidades organolépticas e técnicas com caracteristicas
antimicrobiana e antioxidante e por isso tem alta aplicacdo nos mercados medicinal,
téxtii e alimenticio [66]. Seus principais constituintes sdao a curcumina,
demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina (Figura 49) e os sinais de m/z destas

substancias puderam ser identificados no espectro de massas, SPS-MS, obtido.
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Figura 49: Principais constituintes da curcuma. Adaptado da referéncia [49].

No espectro de massas obtido no modo negativo (Figura 50) é possivel

observar a presenca dessas trés espécies em suas formas desprotonadas: curcumina

(m/z 367), demetoxicurcumina (m/z 336) e bis-demetoxicurcumina (m/z 307). O ion de

m/z 833, o mais intenso no espectro de massas, provavelmente refere-se a um aduto

entre duas moléculas de curcumina e o anion bifosfato (H2PO4").
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Figura 50: SPS(+)-MS (a) e SPS(-)-MS (b) para uma amostra de curcuma com uma
faixa de m/z de 100-900.

O ginseng brasileiro pertence a espécie do género Pfaffia e a familia

Amaranthaceae, € uma planta de pequeno porte que facilita o seu cultivo, inclui cerca
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de 170 géneros e 2000 espécies e no Brasil podem ser encontrados cerca de 20
géneros e 100 espécies. E uma planta que foi muito utilizada na medicina popular na
cura de males que acometiam os povos da América Latina. Possui interesse de estudo
devido suas propriedades terapéuticas, tais como atividades antioxidante, anti-
inflamatadria, antimicrobiana, antitumoral, melhorador da memoria e ténico. No Brasil,
a planta é bem adaptada ao clima quente e seu cultivo ocorre, preferencialmente, em
matas e orlas de rios, onde é possivel obter mais nutrientes e agua para o seu melhor

desenvolvimento [67-69].

Em relagcdo a sua composicdo quimica, estudos demonstraram que um dos
principais componentes presentes em sua raiz € um fitoesteréide denominado (-
ecdisona, Figura 51b, um esterdide terpénico pertencente a classe das saponinas. As
saponinas, Figura 51a, sédo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos que
possuem em sua estrutura uma porg¢ao glicosidica com carater polar (hidrofilico) e
uma por¢ao esteroidal ou triterpénica com carater apolar (lipofilico), caracterizando-

as como “sabao” [67-69].

(a)

Figura 51: Estrutura quimica das saponinas (a) e (b) B-ecdisona.

Adaptado da referéncia [69].

Na analise do SPS(+)-MS obtido para a raiz do Ginseng brasileiro, percebe-se
a presenca de muitos sinais, os quais podem ser atribuidos as varias estruturas

triterpénicas de acordo com sua terminagao, sendo que algumas delas ja foram
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estudadas e identificadas, como por exemplo os sinais em m/z 365 (sacarose), 519,
851 e 1030 [69].
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Figura 52: Espectro SPS(+)-MS para uma amostra de Ginseng brasileiro com uma
faixa de m/z de 100-2000.

Ja no modo negativo obteve-se um espectro mais “limpo”. A espécie B-ecdisona
€ observada em sua forma desprotonada em m/z 477. Outros ions observados no
SPS(-)-MS referem-se as seguintes espécies de adutos, provavelmente: [sacarose +
sacarose + Cl]" (m/z 377/ 379], [B-ecdisona + B-ecdisona — H]" (m/z 955). O ion mais
intenso neste espectro de massas é o de m/z 793, o qual se refere, provavelmente, a

espécie com a seguinte constituicdo: [B-ecdisona + B-ecdisona — 9 H20 — HJ~.

782
NL: 1,75ES

00

Figura 53: Espectro SPS(-)-MS para uma amostra de Ginseng brasileiro com uma
faixa de m/z de 100-900.

8.3 Analise de sementes e graos

Sementes de coentro e pimenta do reino, além de graos de feijao e milho,
também foram analisados por SPS-MS. O coentro, pertencente a espécie Coriandrum
sativum L., é frequentemente usado na alimentacdo e em aplicacdes medicinais e

estéticas. Possui uma elevada atividade antioxidante que pode ser atribuida a sua
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fonte de polifendis e outros fitoquimicos. Estudos anteriores propuseram a
caracterizagao do seu 6leo essencial, sendo que este € constituido majoritariamente
por compostos de baixa massa molecular como mono e sesquiterpenos e seus
analogos oxigenados e derivados fendlicos [53]. Os principais constituintes
caracterizados nos estudos foram o linalool, o geraniol, a canfora, alguns terpenos e

acido oleico e linoleico [70-72].

O SPS(+)-MS do coentro (Figura 54) apresentou uma grande variedade de ions.
Vale destacar o ion de m/z 155 que pode ser atribuido a espécie protonada do linalool
ou geraniol. Os ions referentes aos sinais de m/z superiores a 700 podem estar
relacionados a presencga de antocianinas. Ja no SPS(-)-MS, vale destacar a presenca
do ion m/z 281 caracteristico do acido oléico.

Q08 :
100 NL: 3,96E6

50 1791

1202 4300 1350 1?83‘J
AL

1527
1500 1883 1975

L ™9
200 400 GO0 200 1000 1200 1400 1600 1800 2000

miz
100 NL: 7,37E5
50
' 1174 1357 1387 1616 1588 1708 1811 1987
0 LI B N N R B DN N BN RN R RN SR N NN BN N E—
200 400 G00 S00 1000 1200 1400 1600 1200 2000

msz

Figura 54: SPS(+)-MS (a) e SPS(-)-MS (b) para uma amostra de coentro com uma
faixa de m/z de 100-2000.

A pimenta-do-reino, Piper Nigrum L., também conhecida como pimenta-da-
india, ¢ uma planta trepadeira de grande produtividade e uma das mais valorizadas
condimentares do mundo, com grande valor econémico. O Brasil € um dos maiores
produtores de pimenta-do-reino, oscilando entre a segunda e terceira posicao no
mercado mundial. E vendida no mercado externo como pimenta-preta, pimenta-
branca e pimenta-verde ou em salmoura, ao passo que no mercado interno, ela é
comercializada como pimenta-preta e branca, pimenta em p6 e misturada a outros

condimentos, principalmente cominho [73].
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Subprodutos como piperina e oleorresina — extraidos de graos chochos de
pimenta — sdo utilizados nas industrias de embutidos, perfumaria e farmacéutica, cujos
precos podem atingir até trés vezes o valor obtido do produto comercializado na forma
de graos, além de também possuir uso para fins medicinais, como no tratamento de
disturbios gastrointestinais e ainda a malaria crénica [74]. Quanto a sua constituigdo
quimica, apresenta em sua maioria terpenos (cerca de 45%), seguida de alcaldides
(21%) e flavonas (7%) [75,76]. Entre esses constituintes, aqueles de maior interesse
e estudo sao a piperina (metabdlito secundario presente em maior concentragao na

semente) e a capsaicina (Figura 55).
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Figura 55: Estrutura quimica da (a) piperina e (b) capsaicina.

Adaptado da referéncia [74].

No SPS(+)-MS de uma amostra de pimenta-do-reino (Figura 56) aparecem
varios ions. A espécie protonada da piperina € observada como um ion de m/z 286.
Os demais ions podem estar relacionados ao alto numero de terpenos presentes em
sua estrutura. Ja no SPS(-)-MS, destaca-se o ion de m/z 304 que corresponde a

espécie desprotonada da capsaicina.
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Figura 56: SPS(+)-MS (a) e SPS(-)-MS (b) para uma amostra de pimenta do reino

com uma faixa de m/z de 100-2000.
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Graos de feijao preto e milho também foram analisados neste trabalho,
cortando-os ao meio e passando a lixa diretamente sobre um dos pedagos obtidos. O
feijao é importante fonte de proteinas (aminoacidos), apresentando elevado teor de
lisina, fibras alimentares, fendis, carboidratos complexos, minerais, como calcio e,
principalmente, ferro, além de vitaminas do complexo B [77]. Em relacdo a
composi¢ao quimica do milho, a maioria dos conhecimentos disponiveis se restringe
ao processo de acumulo de reservas em espécies utilizadas para alimentagao e
industrias de transformagdo, com maior destaque para aquelas contempladas em
programas de melhoramento genético. Na semente estdo presentes carboidratos,

proteinas, lipideos (gordura), acidos graxos e fibras [78].

Os espectros de SPS(+)-MS e SPS(-)-MS para amostras de grao de feijao e

milho podem ser vistos na Figura 57.
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Figura 57: SPS(+)-MS e SPS(-)-MS para uma amostra de feijao preto (a) e (b) e
milho (c) e (d) com uma faixa de m/z de 100-2000.
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Comparando-se os espectros obtidos para as amostras de feijao preto e de
milho, percebe-se que existe uma certa similaridade entre eles, principalmente na
faixa de m/z 800-1000 no SPS(+)-MS e 200-400 no SPS(-)-MS. Nas outras regides,
existem diferengas quanto as intensidades dos sinais e também aos valores relativos

de m/z.

Tal fato pode estar associado a composi¢cao quimica de cada um deles. O feijao
€ considerado um alimento de fonte proteica, além de apresentar uma alta presenca
de nitrogénio durante o seu cultivo. Ja o milho tem um alto teor de amido (carboidrato)
em sua estrutura (61-78 %), fato este que pode estar associado a essas diferengas

nos sinais apresentados em seus respectivos espectros de massa.

8.4 Analise de alho

O alho (Allium Sativum L.) € uma especiaria amplamente consumida no mundo,
seja como vegetal cru para fins culinarios ou como ingrediente da medicina tradicional
e moderna. Tem sido proposto como uma fonte rica em compostos fendlicos totais e
por isso tem sido classificado positivamente quanto a sua contribuicdo na dieta
humana. Além disso, estudos mostram que o alho contém diversos compostos
bioativos, como a alicina, aliina, sulfeto, dissulfeto e trissulfeto de dialila e o ajoeno
(Figura 58) levando a conclusdao de que tais constituintes apresentam atividades
antioxidantes, antiinflamatodrias, antibacterianas, antifungicas, imunomoduladoras,
protetoras cardiovasculares, anticancerigenas, hepatoprotetoras, protetoras do
sistema digestivo, antidiabéticas, antiobesidade, neuroprotetoras e protetoras renais
[79].
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Figura 58: Principais constituintes do alho.

O espectro SPS(+)-MS obtido de uma amostra comercial de alho pode ser visto
na Figura 59. Nele é possivel observar a identificagdo de um dos principais principios
ativos presente em sua composicdo e responsavel por alguns dos beneficios
medicinais, como atividade anti-inflamatdria, a alicina, sob diferentes formas. Os picos
correspondentes as razbes m/z 163; 180; 198 e 324 podem ser associados,
respectivamente, a alicina protonada [alicina + H]*, [alicina + NH3 + H]*, [alicina + NH3
+ H20 + H]* e ao aduto [(alicina)2 + H]" sendo confirmado em comparagdo com o
trabalho descrito na literatura [80]. Como uma ideia futura, a SPS-MS pode ser

aplicada para analise de comparacéo e distingao de diferentes espécies de alho.
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Figura 59: Espectro SPS(+)-MS para uma amostra de alho.
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8.5 Cebola branca, pimentiao e cenoura

Os vegetais sao de grande importancia para as dietas alimentares. Sao
caracterizados por alta densidade nutricional com baixo conteudo energético e contém
uma variedade de fitonutrientes bioldgicos que os tornam uma parte importante da
dieta basica. Possuem um complexo conteudo quimico importante para o corpo
humano em que inclui substancias organicas (carboidratos, proteinas, lipidios e acidos
organicos), substancias antimicrobianas, um alto conteudo de minerais (Ca, P, Fe, K,
Mg, S, Cl, Zn e Cu) e de vitaminas (A, complexo B, C, E, F, K, P e PP) [81].

Além disso, os complexos produtos quimicos dos vegetais tém um efeito
favoravel no corpo humano porque proporcionam hidratacdo devido ao seu alto teor
de agua, regulam o metabolismo em geral, estimulam os sistemas muscular e
esquelético, as glandulas internas e a atividade enzimatica. Dentre os varios vegetais
existentes, realizou-se também a analise por SPS-MS de outros trés importantes

muito consumidos pela populacgéo: a cebola, o pimentao verde e a cenoura.

A cebola € uma especiaria notavel em todo o mundo, provavelmente nativa do
sudoeste da Asia e origina inimeras fitomoléculas, como substancias polifendlicas,
acidos fendlicos, flavondides e acido ascérbico, que sao responsaveis pela sua cor,
sabor e aroma, bem como por suas possiveis vantagens a saude, como propriedades

antitoxicas, anticancerigenas, dentre outros [82].

O pimentdo verde também contém em sua estrutura importantes substancias
ativas, com acgao antioxidante, antiinflamatadria, antitumoral e inseticida. Um déleo volatil
pode ser obtido a partir dele e alguns estudos vem sendo feito ao longo dos ultimos
anos sobre esse tema [83]. Por fim, a cenoura é considerada um dos vegetais mais
importantes ricos em compostos bioativos, como carotendides e fibras alimentares,
com niveis apreciaveis de varios outros componentes funcionais com propriedades

significativas de promocéao da saude [84].

Os espectros obtidos a partir da analise por SPS(+)-MS desses trés vegetais

apresentaram altam similaridade conforme pode ser visto na Figura 60. Foi possivel
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identificar em todos eles a presenga do monossacarideo hexose (CeH1206) e do
dissacarideo sacarose (C12H22011) com intensidades bastante semelhantes, conforme
indicado nas correspondentes razées m/z nos espectros. Como ha a presenca de
minerais nesses vegetais, todos eles foram identificados na forma de aduto com o
sddio ou o potassio. Os espectros de fragmentagcdo MS/MS obtidos a partir de alguns

ions-precursores selecionados para essas amostras podem ser vistos no Apéndice C.
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Figura 60: Espectros SPS-MS-(+) das amostras de (a) cebola, (b) pimentdo verde e

(c) cenoura.
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8.6 Analise de frutas

Analise por SPS-MS com cascas de uva verde e de banana também foram
realizadas neste trabalho. O consumo de uma variedade de frutas regularmente traz
uma série de beneficios a saude, incluindo a redugéo de alguns problemas como a
hipertensao e doengas cardiacas. A uva é uma importante fonte de nutrientes capazes
de contribuir para uma alimentagao saudavel. Seus principais componentes sdo agua,
seguida pelos agucares, sendo principalmente a frutose, glicose e sacarose. Além
disso também contém acidos organicos e compostos fendlicos. O interesse em
estudos sobre sua composi¢cao esta associado aos seus possiveis beneficios a saude,
pois sado fontes ricas de micronutrientes, agucares e algumas outras substancias

importantes, como fitoquimicos [85].

A banana é uma das frutas mais acessiveis e amplamente consumidas em todo
o mundo. Foi relatado que uma banana de tamanho médio, 100 g, possui cerca de 15
g de acgucares, 28 g de carboidratos e varios nutrientes como vitaminas e minerais.
Além da glicose, a frutose € 0 monossacarideo mais comum encontrado em sua
estrutura. Eles se diferem quanto ao seu processo de metabolismo. Enquanto a
glicose requer insulina para a sua digestao, a frutose € diretamente metabolizada pelo
figado [86].

Os espectros de massa SPS-MS obtidos no modo positivo para a analise da
casca de uva e da banana podem ser vistos na Figura 61. Em ambas as amostras &
possivel identificar a presenca do aduto de potassio da frutose, em uma razédo m/z
219 e 237, respectivamente. No espectro da uva foi possivel identificar também a
presenca da sacarose também como um aduto de potassio e agua no pico

correspondente a m/z 381 e 398.

Essas pequenas diferengas atribuidas nos espectros podem estar associadas
as constituicdes quimicas presentes na casca de cada uma delas. Uma casca de
banana possui cerca de 89,47 g umidade, 0,95 g cinzas, 0,99 g lipideos, 1,69 g
proteinas, 1,99 g fibras e 4,91 g carboidratos, enquanto que uma de uva verde possui

58,01 % de fibras, 17,62 % de carboidratos e 12,46 % de cinzas, além de serem fontes
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de antocianidinas e antocianinas [87,88]. Um trabalho recente publicado na literatura,
analisou por PS-MS o perfil quimico da farinha de casca de banana com seus
principais componentes e suas propriedades antioxidantes indicando a presenca da
frutose, como encontrado no espectro de SPS-MS [89]. Os espectros de fragmentagao
MS/MS dos ions precursores selecionados para cada uma das amostras podem ser

vistos nos Apéndices D1 e D2.
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com uma faixa m/z 100-800.



100

Capitulo 9. Concluséao e perspectivas futuras
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Uma nova técnica derivada da PS-MS tradicional, denominada de sandpaper
spray mass spectrometry (SPS-MS), foi desenvolvida no intuito de se realizar analises
diretas de matrizes solidas passiveis de serem lixadas. Neste contexto, amostras de
diferentes classes de farmacos, oleaginosas, raizes, sementes, graos, vegetais com
propriedades flavorizantes, de balas, gomas de mascar e multivitaminico, foram

analisadas.

A técnica de ionizagcdo ambiente SPS-MS foi utilizada para obtencao de
fingerprints. Utilizando um procedimento analitico simples, as amostras foram lixadas
diretamente com lixas de parede com diferentes granulometrias, cortadas em formato
triangular. Utilizando uma quantidade insignificante de solvente, espectros de massas
com uma boa relagao sinal/ ruido foram obtidos, apresentando sinais intensos e
estaveis, mostrando o potencial desta técnica para analises futuras de diferentes

matrizes solidas.

Assim sendo, este trabalho demonstra uma potencial viabilidade do uso da
técnica SPS-MS na analise de diferentes matrizes solidas passiveis de serem polidas
como uma alternativa rapida, econémica e simples em relagdo a outras técnicas que
envolvem etapas de preparo de amostras. Pretende-se a partir dos resultados obtidos
aplicar essa técnica em outras amostras solidas como, por exemplo, na comparagao
entre diferentes espécies de madeiras, alhos, na diferenciacdo entre gréos de
especies transgénicas e nao transgénicas e também uma possivel utilizagdo da
técnica por parte da policia como uma analise rapida em apreensdes feitas em

aeroportos, por exemplo.
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APENDICE A: Espectros de fragmentagdo ms/ms de ions precursores
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Figura A.1: Espectro MS/MS (CID 19) e proposta de fragmentagao do ion precursor

de m/z 390 (tadalafila protonada) a partir do SPS(+)-MS de um comprimido de Cialis®.
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A.2. Ramipril®
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Figura A.2: Espectro MS/MS (CID 16) e proposta de fragmentacgao do ion precursor
de m/z 417 (ramipril protonado) a partir do SPS(+)-MS de um comprimido de
Ramipril®.
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A.3. Enalapril®
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Figura A.3: Espectro MS/MS (CID 20) e proposta de fragmentagao do ion precursor
de m/z 377 (enalapril protonado) a partir do SPS(+)-MS de um comprimido de
Enalapril®.
A.4. Crestor®
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Figura A.4: Espectro MS/MS (CID 21) e proposta de fragmentacao do ion precursor
de m/z 480 (rosuvastatina protonada) a partir do SPS(-)-MS de um comprimido de
Crestor®.
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APENDICE B: Espectros de fragmentagdo ms/ms de ions precursores

selecionados para amostras de balas do tipo halls e goma de mascar do

tipo trident.
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Figura B.1: Espectros MS/MS (+) (CID 20) para a fragmentagido dos ions precursores m/z

367 e 711 correspondentes aos adutos de isomalte no Halls vermelho sem agucar.
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Figura B.2: Espectros MS/MS (CID 20) para a fragmentac¢ao dos ions precursores m/z 205 e

181 correspondentes aos adutos de manitol nos modos (+) e (-) no Trident sem agucar.
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APENDICE C: Espectros de fragmentagdo ms/ms de ions precursores

selecionados para amostras de vegetais flavorizantes
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Figura C.1: Espectros MS/MS (CID 15) para a fragmentacao dos ions precursores m/z 163,

180 e 198 correspondentes aos adutos de alicina presents no alho.

C.2. Cebola
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Figura C.2: Espectro MS/MS (CID 22) para a fragmentag¢ao do ion precursor m/z 383 (aduto

de sacarose) presente na cebola.
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C.3. Pimentao
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Figura C.3: Espectro MS/MS (CID 17) para a fragmentacao do ion precursor m/z 381 (aduto

de sacarose) presente no pimentao.
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APENDICE D: Espectros de fragmentagdo ms/ms de ions precursores

selecionados para amostras de frutas
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Figura D.1: Espectro MS/MS (CID 20) para a fragmentac¢ao do ion precursor m/z 399 (aduto

T 1 T
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de sacarose) presente na casca de uva.
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Figura D.2: Espectro MS/MS (CID 18) para a fragmentacao do ion precursor m/z 399

(aduto de sacarose) presente na casca de banana.



