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RESUMO

A autenticidade de alimentos, cosméticos e outras matrizes, tem sido uma
preocupagdo constante em todo mundo devido aos prejuizos econbmicos e
potenciais riscos a saude de individuos que consomem estes produtos fabricados
em condicdes e com insumos improprios. No Brasil, esta situacao é observada em
casos de falsificacao de bebidas, perfumes e outras amostras de interesse forense
que ocorrem frequentemente e a partir diversos modos. Estas fraudes dificimente
sdo percebidas pelos consumidores devido a sua similaridade com os originais.
Métodos para deteccédo destas fraudes nao estdao prontamente disponiveis para os
orgaos fiscalizadores sendo que a analise quimica € uma alternativa que garante
uma prova inequivoca da autenticidade ou ndo de determinado produto. Neste
trabalho, a espectrometria de massas com a ionizacao paper spray (PS-MS) é
sugerida como uma opg¢ao viavel para obtencdo de perfis quimicos (fingerprints)
objetivando a deteccdo rapida, simples e com baixo custo para investigar
falsificacbes em perfumes e uisques. As amostras falsificadas utilizadas foram reais
e obtidas de orgaos policiais por meio de apreensdo. Os fingerprints obtidos
apresentaram perfis distintos para as duas classes de amostras (originais e
falsificados) sendo possivel a determinagao visual da autenticidade, porém para uma
visdo mais clara e assertiva de todos os resultados simultaneamente, os dados
espectrométricos foram submetidos a ferramentas quimiométricas para a
diferenciagdo das suas classes utilizando a andlise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA). Figuras de mérito (FOM) para avaliar o desempenho
desta metodologia foram calculadas. Os modelos otimizados resultaram na
classificacdo correta de todas as amostras e valores perfeitos das FOM para os
perfumes e de valores muito proximos do ideal para os uisques, tendo apenas uma
amostra classificada erroneamente. O método apresentou potencial para ser
aplicado em rotinas de laboratérios de fiscalizacdo e pericia para detecgdo de
falsificacbes em perfumes e uisque podendo ser expandido para aplicagdo em

outros tipos de fraudes.

Palavras-chave: identificagdo de falsificagdes; fingerprints; autenticidade de perfume e

uisque; espectrometria de massas com ionizagao por paper spray; PLS-DA.



ABSTRACT

The authenticity of food, cosmetics and other matrices has been a worldwide concern
because of the economic losses and potential health risks of individuals who
consume these products manufactured under bad conditions and with improper
inputs. In Brazil, this situation is observed in cases of drinks, perfumes and other
samples of forensic interest forgeries that occur frequently and in different ways.
These frauds are hardly perceived by consumers because of the similarity and
quality of counterfeits. Methods for detecting such frauds are not readily available to
regulatory organs and chemical analysis is an alternative that guarantees
unambiguous proof of the authenticity of a particular product. In this work, mass
spectrometry with paper spray ionization (PS-MS) is suggested as a viable option for
obtaining chemical profiles (fingerprints) for fast, simple and low-cost for counterfeit
detection in perfumes and whiskeys. The counterfeited samples used were real and
obtained from police agencies through seizure. The obtained fingerprints presented
different profiles for the two classes of samples (original and counterfeited), being
possible the visual determination of authenticity, but for a clear and assertive view of
all the results simultaneously, the spectrometric data were submitted to chemometric
tools for the differentiation of their classes using partial least squares discriminant
analysis (PLS-DA). Merit figures (FOM) to evaluate the performance of this
methodology were calculated. The optimized models have resulted in the correct
classification of all samples and perfect FOM values for perfumes and values very
close to the ideal for whiskeys, having only one sample misclassified. The method
presents potential to be applied in routines of inspection laboratories and criminal
investigations to detect falsifications in perfumes and whiskey and could be

expanded for application in other types of fraud.

Keywords: counterfeit detection; fingerprints; perfume and whisky authenticity; paper
spray mass spectrometry, PLS-DA.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUGAO

A expansao da pirataria em diversos tipos de produtos tem se tornado motivo
de preocupacdo mundial devido aos prejuizos que frequentemente caminham

juntamente com essa pratica’.

A falsificacdo de um produto ocorre quando é feita uma cépia nado autorizada
deste com a intengdo de se comercializar como legitimo. Além disso, os produtos
falsificados gerados se assemelham as caracteristicas principais do produto
copiado, porém, geralmente, a falta de controle de produgéo e/ou a substituicdo dos

componentes por outros de menor custo podem acarretar diversos problemas?: 2.

Dessa maneira, a autenticidade e integridade de produtos, sejam alimenticios,
cosmeéticos, de vestuario, eletrbnicos, etc., € uma constante e crescente
preocupacado de o6rgaos competentes devido aos potenciais riscos associados a

essa atividade'.

No Brasil, a repressao a pirataria € uma atividade politica publica. Pois, dentre
os danos sofridos por tal pratica, podem ser citados os riscos a saude do
consumidor, os impactos econdmicos ocasionados pela perda da arrecadacido de
impostos, prejuizo da livre concorréncia e da imagem de marcas que porventura
tenham seus produtos associados a falsificacdo, além de normalmente estar
relacionada a outros crimes, como roubo, receptacao, contrabando, homicidios,

trafico de drogas, dentre outros’.

Para a correta tipificacdo do crime de adulteracdo ou falsificacdo de
determinado produto é necessaria a realizagdo de analises que comprovem o fato.
Porém, a ineficacia ou até mesmo inexisténcia de meétodos apropriados para
monitoramento da qualidade de determinados produtos pelos 6rgaos de fiscalizagao,
dificulta os processos investigativos e acaba por incentivar a pratica desses crimes

que usualmente terminam de maneira impune’.

Portanto, tendo em vista a relevancia do tema, o desenvolvimento de métodos

que sejam capazes de identificar falsificacdes de maneira rapida, simples e precisa &



de grande utilidade para atividades de fiscalizagdo que abordem a autenticidade de

produtos comercializados no pais3.

Neste trabalho foi proposta uma alternativa analitica compativel com a
necessidade de analises de amostras de interesse forense. A técnica de ionizagéo
paper spray combinada a espectrometria de massas foi utilizada como ferramenta
para a investigacao e discriminagdo de amostras de uisque e perfumes quanto a sua

originalidade frente a exemplares falsificados.

Os dados analiticos gerados foram submetidos a tratamentos quimiométricos
para uma visualizacdo mais ampla e clara dos resultados. Para tanto, aplicou-se a
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) com a construgao
de modelos que compreenderam amostras reais fruto de apreensdes em operacdes

policiais.
1.2 PROBLEMATIZAGAO DO TEMA

Perfumes nacionais e importados sédo recorrentemente alvo de falsificacao
assim como bebidas como o uisque. Ambos os produtos tém um alto valor agregado
e ampla relevancia no mercado. Devido a isso, séo artigos que quando falsificados e
comercializados geram enormes lucros para os criminosos, trazendo assim incentivo

para esta praticaZ 4.

Os métodos utilizados para falsificagdo costumam ser bem simples e de baixo
custo. No caso dos perfumes € comum o uso de fragrancias mais baratas que as
originais e o uso de outros componentes nao inspecionados. Ja o uisque pode ser
diluido com outro alcool e adicionado corante caramelo para disfarcar a cor, ou a
simples troca de rétulos de produtos mais caros por outros mais baratos ou a
fabricacdo de uma bebida com diversos componentes nao inspecionados e

corantes? 4,

Essas praticas n&o necessitam de uso de equipamentos elaborados e a
fabricacdo nao passa por nenhum tipo de controle de qualidade ou sanitaria. Além
de utilizar insumos de baixo custo e ndo inspecionados. O manejo inadequado dos
materiais expde 0s mesmos ao risco de contaminac&o por microrganismos ou até da
adicdo de compostos que possam ser prejudiciais a saude do consumidor. Muitas
vezes, na intengcdo de reduzir a percepgao de que o produto seja falsificado, os

2



produtores reutilizam garrafas, frascos, rétulos e tampas que podem, inclusive, ser

retirados do lixo e possivelmente acabam por ndo receber nenhum tipo de assepsia.

Apreensdes de uisque e perfume falsificados séo recorrentes na midia e
ocorrem em diversos estados do pais. Abaixo sdo apresentados casos de fraudes

desse tipo que tiveram repercussao midiatica.

JORNAL NACIONAL

Edigdo do dia 16/01/2016

Cosméticos piratas podem fazer mal a
saude, alertam especialista

Hearirdadsas 5 ~ e el itae dAa hala—s v
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w

dariley

Figura 1: Noticia sobre apreensio de perfumes falsificados e seus riscos a saude®.

Na noticia acima de 2016 (Figura 1), veiculada na webpage do Jornal
Nacional da Rede Globo, estima-se a partir de dados da policia federal que, em
2015, foram apreendidos R$ 28 milhdes em produtos de higiene e beleza nas ruas
do pais, dentre os quais estdo os perfumes. Sendo que, na semana da noticia,
haviam sido destruidos 7,5 toneladas de maquiagens e perfumes suspeitos de

falsificagao®.

De acordo com o balangco aduaneiro de 2014, a Policia Federal apreendeu
nas fronteiras mais de R$12 bilhdes de perfumes suspeitos que iriam adentrar o

paisb.

A noticia a seguir € de 2016 e foi veiculada na webpage G1 — Globo e
apresenta um caso de apreensao de produtos falsificados no Distrito Federal (Figura
2).7



Europeus sao presos por vender no
DF canetas e perfumes falsificados

Eles usavam carros de luxo e roupas de marca nas abordagens.
Grupo dizia que pretendia deixar o pais e faria comércio a preco de custo.

Figura 2: Apreens&o de perfumes e canetas no DF”.

Fraudes em alimentos e bebidas como o uisque também sao frequentes.
Recentemente, houve uma grande operagao policial chamada “Operagao Chicago”
(Figura 3) que desarmou o maior esquema de falsificacdo de bebidas do pais. A
noticia foi exibida no programa televisivo “Fantastico” da Rede Globo, em 2016. A
quadrilha era especializada na fabricagdo e comercializacdo de uisque e outras

bebidas falsificadas em bares, restaurantes e casas noturnas®.

=Gl FANTASTICO

Opéragéd déséﬁna O maior esquema
de falsificacao de bebidas do Brasil

Marcas famosas de uisque e vodca eram vendidas em bares, restaurantes e
casas noturnas de alto nivel. tudo de pri pe.

a linha, mas era golp:

OPERACAO CHICAGO

Figura 3: Noticia sobre a operagdo Chicago de apreenséo de bebidas falsificadas®.

O que chama a atencao sao as péssimas condicdes sanitarias onde ocorre a
producao das bebidas falsificadas. Além da falta de higiene, um perito entrevistado
na reportagem mencionou que 0 maquinario utilizado € comum no envase de

produtos de limpeza como cloro, detergentes e outros. Fatores como esse, além da
4



possibilidade do emprego de insumos perigosos como o metanol que foi

mencionado na reportagem, trazem riscos em potencial a salide dos consumidores8.

De acordo com a reportagem, as falsificagbes eram muito sofisticadas o que
as deixava imperceptiveis através de inspecao visual. Muitas vezes a verificagdo de
caracteristicas fisicas dos produtos ou a analise documental (rétulos, lacres, notas
fiscais) sdo o suficiente para detectar e coibir falsificacdes. Porém em alguns casos
€ indispensavel a analise quimica para oferecer uma prova inequivoca da
constatacido da falsificacdo de determinado produto. Com a evolugao das técnicas
de falsificagdo, que utilizam-se muitas vezes de componentes fisicos originais
(garrafas, selos, rétulos) fica mais dificil a comprovagao de uma falsificagao tornando
assim a analise quimica uma poderosa ferramenta para evidenciar e provar de forma

contundente o fato8.

1.3 JUSTIFICATIVA

Y

A espectrometria de massas associada a ionizagdo por paper spray € uma
alternativa altamente viavel para anadlises forenses objetivando a identificagdo de
falsificacoes em diferentes tipos de amostras. Esta técnica alia a simplicidade, baixo
custo e rapidez na execucao de analises que visem estimar a composi¢cao quimica
de matrizes complexas sem necessitar de tratamento da amostra. A obtencdo de
impressdes digitais quimicas (fingerprints) € de grande utilidade na interpretacéo
qualitativa e comparativa do comportamento de determinada amostra em detrimento
de outra.

Para tanto, a grande quantidade de dados gerados pela espectrometria de
massas necessita de ferramentas que possibilitem uma ampla visualizagdo dos
dados para uma interpretacdo melhor e mais clara dos resultados. Isso pode ser
obtido através da utilizacdo da quimiometria como suporte no reconhecimento de
padrdes entre as amostras.

O desenvolvimento de técnicas analiticas capazes de detectar falsificacbes de
modo eficaz, simples e rapido pode ser de grande valia para a facil implantacdo em
andlises de rotina em situagdes de investigacdo de casos suspeitos. E alta a
demanda de técnicas analiticas com esses atributos uma vez que, a quantidade e a
qualidade das fraudes vém crescendo continuamente e a necessidade de coibir

crimes desse tipo € enorme devido aos prejuizos associados a eles.



14 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho é aplicar a espectrometria de massas com
ionizagdo por paper spray na obtencao de fingerprints para detectar e discriminar

falsificacdes de perfume e uisque de modo simples, rapido e de baixo custo.
1.4.2 Objetivos especificos

I.  Avaliar o desempenho da espectrometria de massas com ioniza¢ao por paper
spray (PS-MS) para obtencédo de fingerprints de amostras de interesse

forense (perfume e uisque) na deteccgéo de falsificagoes.

Il.  Otimizar as condi¢cdes instrumentais para o uso do espectrometro de massas
com a fonte de ionizacdo por paper spray para obter fingerprints

representativos de perfume e uisque.

Ill.  Sugerir possiveis atribuigdes para alguns ions encontrados nos fingerprints
das amostras de perfume e uisque.

IV. Discriminar as amostras reais (perfumes e uisques) de acordo com sua
classificagdo (original ou falsificado) submetendo os espectros obtidos por

PS-MS a estudos por métodos quimiométricos.

V. Validar os modelos PLS-DA construidos através do calculo de figuras de
mérito para métodos qualitativos de classificagdo para verificar o desempenho

do método.



CAPITULO 2

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
211 Espectrometria de massas

A espectrometria de Massas (EM) € uma técnica analitica empregada na
identificacdo e quantificagdo de substancias organicas ou inorganicas presentes em
sélidos, liquidos ou gases, e na elucidagdo de suas propriedades quimicas e
estruturais. Nesta técnica, as moléculas do composto de interesse devem ser
ionizadas e seus ions, ja em fase gasosa, serdao separados eletromagneticamente

de acordo com suas razdes massa/carga (m/z)q.

Algumas caracteristicas dessa técnica fizeram com que ela tenha se tornado
uma ferramenta importante em analises forenses como sua especificidade, elevada

sensibilidade e limites de detecgdo cada vez mais baixos®.

Na Figura 4 é apresentado um diagrama esquematico que representa
simplificadamente um espectrémetro de massas. Cada etapa de uma analise por

espectrometria de massas sera brevemente apresentada.

Fonte de ionizagdo Analisador de massas Detector

— 5 | Separacdodosions | — Deteccdo dos

Formacgao de

ions
ions por m/z
&
Introducao -
da amostra : .l._L[..A 4l >
Espectro de massas Anélise dos dados

Figura 4: Diagrama simplificado de um espectrometro de massas'®.



A analise de um composto basicamente envolve cinco etapas: introducio da
amostra, ionizagdo das moléculas, separacdo dos ions (razdo massa/carga),
detecgao dos ions, conversdo do sinal elétrico em um espectro de intensidade por

m/z (razdo massa/carga)q.

2.1.11 Introducédo da amostra

A espectrometria de massas permite a introdu¢ao da amostra diretamente na
entrada do espectrdbmetro ou podem ser utilizadas técnicas de separacdo de
maneira acoplada. As técnicas cromatograficas, gasosa e liquida, e a eletroforese
capilar tém sido empregadas com sucesso em diversos trabalhos, inclusive na area

forense®.

O grande diferencial, o que trouxe um notavel avanco a espectrometria de
massas, foram os métodos de ionizacdo de amostra. Atualmente as inovagdes em
espectrometria de massas tém permitido que a introducdo da amostra e a ionizacao
ocorram de maneira quase simultanea. Dessa forma, houve a ampliagdo do numero

e do tipo de compostos compativeis com a espectrometria de massas®.

2.1.1.2 Fonte de ionizagao

A passagem da amostra pela fonte de ionizacdo é a etapa que garante a
ionizagdo dos analitos da amostra antes de sua entrada no analisador de massas.
Os maiores avancos da espectrometria de massas sao devidos as inovagdes dessas
técnicas de ionizacdo que devem levar em conta as propriedades fisico-quimicas do
analito e a energia transferida durante o processo de ionizagao. Algumas técnicas de
ionizagao, por transferirem muita energia para a amostra, acabam por fragmentar
parcialmente ou totalmente os analitos, dificultando a detecgdo de um ion

caracteristico de maneira intacta®.

Dentre as diversas técnicas de ionizagdo existentes na EM a pioneira no
processo foi a ionizagao por elétrons (El -Electron lonization). Sua unido com a EM
trouxe diversos beneficios, pois possibilitou a quantificacdo e identificacdo de
compostos em misturas complexas, além da elucidagdo de compostos organicos.
Nesse método as moléculas sdo ionizadas através da retirada de um elétron e,
devido a grande quantidade de energia fornecida, ocorre também a fragmentagéo da

molécula. Em relacdo as propriedades fisico-quimicas dos analitos compativeis,



esse tipo de ionizagédo esta diretamente relacionada com a cromatografia gasosa

devido a necessidade de trabalhar em alta temperatura e em alto vacuo®.

Como mencionado anteriormente, além de provocar a fragmentacdo das
moléculas de interesse, o que nem sempre pode ser vantajoso, a El esta restrita a
substancias volateis e termicamente estaveis. Dessa maneira, um pequeno numero
de analitos & compativel com essa técnica. Compostos com massas altas ou
biomoléculas nao podem ser analisadas por essa técnica. Devido a essa limitacao, o
estudo de outros métodos de ionizagao ganhou forga até que em 1980, John Fenn,
vencedor do prémio Nobel de quimica de 2002, propds o Electrospray (ESI) como
uma alternativa nos processos de ionizacdo em espectrometria de massas,

trazendo, entao, grande revolugido nessa area'’.

2.1.1.2.1 lonizag&o por Electrospray

O electrospray se tornou a técnica de ionizagdo mais importante na
espectrometria de massas, pois permitiu a formacao de moléculas carregadas (ions)
em pressao atmosférica a partir de compostos polares e pouco volateis em fase
liquida. E uma técnica de ionizacdo branda, provocando pouca (ou nenhuma)

fragmentagéo dos analitos estudados®.

Na técnica ESI, a ionizacdo do analito pode ocorrer por remogao de elétrons,
captura de elétrons, protonagcao, desprotonacdo, formacdo de adutos ou
transferéncia de espécies carregadas da fase condensada para a fase gasosa

(spray)*2.

O processo de ionizagao por electrospray se da pela passagem de um
liquido através de um capilar de metal extremamente fino, onde € empregada uma
alta tensdo com formagao de microgotas altamente carregadas. A nebulizagdo ou
secagem da solugdo é facilitada pela ajuda de um gas nebulizador, normalmente o
nitrogénio. Na medida em que o solvente se evapora, a densidade de carga da
superficie da molécula aumenta até que as forcas repulsivas de Coulomb entre as
cargas superficiais exceda as tensdes superficiais, levando assim a divisbes

consecutivas da microgota inicial (Figura 5)% 2.



No decorrer do processo, finalmente, a gota contera apenas moléculas que
reterdo parte da carga inicial, ou seja, irdo formar ions protonados (M + H)* ou ions

desprotonados (M - H)- 9
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Figura 5: Esquema simplificado de uma fonte de ionizagao por Electrospray?s.

Entretanto, ainda que a técnica ESI permita analises a temperatura e pressao
ambientes, ainda ha limitagdes quanto ao grande preparo de amostras aplicado.
Esta técnica trabalha com amostras no estado liquido, sendo que para amostras
sélidas e até para amostras liquidas complexas, ha a necessidade de etapas de pré-
tratamento que muitas vezes envolve alto gasto de insumos e tempo. Dessa
maneira, outras técnicas de ionizagdo ambiente (DESI- Desorption Electrospray
lonization, MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption lonization, EASI — Easy
Ambient Sonic-spray lonization, Paper Spray, dentre outras), algumas com principios
parecidos com o ESI, foram surgindo e abrindo cada vez mais o leque de aplicagdes

da espectrometria de massas®.

As técnicas de ionizagcdo ambiente sdo brandas e ocorrem a pressao
atmosférica, além de permitirem a introducao direta da amostra, dispensando o uso
de técnicas de separagao prévias. Essas técnicas se caracterizam pela rapida e

eficiente analise de amostras complexas com a possibilidade de aplicagdo em
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amostras em diferentes estados fisicos (ex.: sangue, tecidos, drogas) com minima

necessidade de tratamento®.

Dentre essas técnicas, especial atencao sera dada ao Paper Spray lonization

Mass Spectrometry (PS-MS), que foi a técnica em destaque neste trabalho.

2.1.1.2.2 lonizagao por Paper Spray

A técnica de ionizagao por paper spray surgiu em 2010 e foi proposta por
Wang e colaboradores (2010) e desde entdo foi aplicada em diversos tipos de

amostras’4.

As caracteristicas desta técnica que a tornaram atrativa em diferentes areas
foram a possibilidade de aplicagdo em matrizes complexas com, rapidez,

simplicidade, baixo custo e eficiéncia’®.

O esquema da Figura 6 demostra de maneira simplificada a disposicéo e

funcionamento de uma fonte paper spray.

Solvente Entracda MS
Amostra

Clipe
metalico

Fonte de alta
Voltagem (KV)

Figura 6: Esquema simplificado de uma fonte de ionizagao por Paper Spray’S.

Construida de maneira simples, a fonte PS consiste na impregnagdo da
amostra, seja liquida ou sodlida, em um substrato poroso, normalmente papel
cromatografico, em formato triangular. Este tridngulo, que sera convencionalmente
chamado de papel, é posicionado na frente da entrada do espectrémetro de massas

com a distancia ajustada de acordo com a necessidade, auxiliado por um clipe

11



metalico preso a base do papel triangular. Este clipe metalico esta posicionado a
uma base moével ajustavel nos eixos X, Y, Z para facilitar a adequacédo das
distdncias e posicionamento do papel. Ao clipe metalico é acoplada uma fonte de
alta voltagem, que pode ser até mesmo fornecida pelo proprio espectrobmetro de

massas.

Para o funcionamento da fonte e a obtencéo de espectros, deve-se umedecer
o papel com a adicao de um solvente para promover a dessolvatagao dos ions de
maneira similar ao ESI e aplica-se a diferenca de potencial a fim de promover a
formagao de goticulas carregadas. As goticulas de solvente contendo os analitos
sdo entdo acumuladas na ponta do papel e, ao serem “expulsas”, um fino spray é
formado. A PS, diferentemente do ESI, ndo necessita do auxilio de gases inertes
para o processo de secagem do solvente. Ocorre com a evaporagao natural do
solvente e a repulsdo elétrica das cargas presentes nessas goticulas aumenta ao

ponto que os ions dessolvatados adentram ao espectrometro de massas'4.

O mecanismo paper spray ja foi relatado na literatura por alguns autores que
estudaram a robustez e confiabilidade do método avaliando a interferéncia de

determinados fatores nas analises.

A formacgao do spray durante o processo PS-MS foi abordado por Espy et
al.(2012) (Figura 7) que identificaram dois modos distintos de formagao do spray. No
Modo 1, o papel possui grande quantidade de solvente, favorecendo a formacgao de
multiplos cones de Taylor e goticulas de didmetros maiores (1 a 2 um). No modo 2, o
sistema ja se encontra pobre em solvente e devido a isso as goticulas formadas
mantiveram-se em um unico cone de Taylor e apresentaram didmetros menores
(<0,5 um). Outra observagao importante foi que no modo 1 foram registradas baixas
correntes de ions, predominando entdo a ionizagdo dos analitos por processos de
transferéncia de proétons. Ja no modo 2 notou-se uma alta corrente (~1A), favorecida
pela ionizagdo dos analitos por multiplos processos, tais como: transferéncia de
prétons por mecanismos acido-base de Bronsted, formagao de cations e anions

radicais e também pela formagdo de adutos com espécies inorganicas'’.

A formagado de multiplos cones de Taylor na ponta do papel é responsavel
pela grande capacidade de transferéncia de cargas e ionizagéo do paper spray. Os

autores observaram ainda que parametros tais como a voltagem, o tipo de solvente,

12



a distancia do papel até a entrada do espectrometro, a disposi¢cao das microfibras e
corte do papel influenciam no tamanho e velocidade das goticulas do spray e que

estes tém impacto direto na eficiéncia de ionizagdo dos analitos'”.
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Figura 7: Modos de formagao de spray e distribuicdo do tamanho das goticulas em PS-MS'".

O tipo de substrato foi analisado por Liu et al. (2010) que investigaram quatro
tipos de papéis de filtro com tamanhos de poro diferentes, papel de fibra de vidro e
papel cromatografico. Utilizaram uma solugdo modelo de cocaina em metanol/agua
para avaliar os fatores. Conclui-se que o melhor substrato foi o papel cromatografico
devido a menor presenca de ions provenientes do papel e a obtencao de espectros
com maior razao sinal/ruido, uma vez que este tipo de papel possui fibras orientadas
e ordenadas que favorecem a percolacido do solvente pelo papel e o direcionamento
do spray para a entrada do espectrdbmetro de massas. Também foi avaliado a
influéncia do posicionamento do papel em relagao ao espectrdbmetro de massas. Os
resultados foram avaliados quanto a intensidade do sinal analitico da cocaina para
diversas posi¢cdes do papel, concluindo-se que o posicionamento do papel ndo € um

fator determinante na qualidade das analises’.

O formato e angulacdo do papel foram estudados por Yang et al. (2012)
(Figura 8) que avaliaram a interferéncia desses fatores sobre a resposta de

intensidade do sinal e voltagem no espectrémetro de massas. Observou-se que o
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aumento do angulo do papel triangular tornou necessario o aumento da voltagem
aplicada para a formagao do spray. Esse aumento também diminuiu o didametro do
spray, diminuindo a quantidade de goticulas que adentraram o espectrometro de
massas e, consequentemente, reduzindo a intensidade do sinal analitico. O aumento
do angulo promoveu o aumento da quantidade de goticulas que adentraram o
espectrémetro de massas, porém demonstrou que pequenos desvios na posi¢ao do
papel frente a entrada do equipamento eram menos toleradas. Dessa forma, conclui-
se que a voltagem do spray aumentou a medida que o angulo foi aumentado. Ja o
campo elétrico aumentou a medida que o angulo diminuiu. Além disso, menores
angulos geram sprays mais estaveis e maior intensidade do sinal analitico. Este
efeito foi mais pronunciado no papel com angulo de 30°, pois o0 aumento da
voltagem teve maior efeito sob a densidade de cargas na ponta do papel e para a

formacao de goticulas com menor didmetro?é.
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Figura 8: Efeitos da geometria do papel e da voltagem em analises PS-MS: a) Variacdo dos didametros do cone
de Taylor, b) Variagéo da intensidade dos sinais, ¢) Variagao da corrente dos sinais com a voltagem aplicada, d)

Campo elétrico calculado para o papel com angulo de 60° e e) Variagdo do campo elétrico’®.

Varios trabalhos na literatura abordam diversos tipos de aplicagdo da técnica
paper spray, seja em analises qualitativas, seja em analises quantitativas de
amostras complexas. Dentre esses trabalhos destacam-se o PS-MS aplicado na
determinagdo de farmacos em sangue e urina'@ 20, discriminagdo da origem de
café?!, andlise direta de drogas de abuso em sangue e urina?, monitoramento de
reacbes?3 24 determinacdo de contaminantes em alimentos?® 26, deteccdo de

falsificagbes em cervejas?’, falsificagdo de documentos 28: 29,

Alguns artigos propuseram a obtengao de fingerprints de diferentes amostras
por PS-MS 2% 30: 31 sendo que esse tipo de andlise apresenta vantagens como a

simplicidade e rapidez de aquisicdo de espectros de massas. A comparagao dos
15



perfis quimicos pode ser feita visualmente, porém a grande quantidade de dados
presentes nos espectros requer o auxilio de ferramentas capazes de extrair

informacoes e facilitar a interpretacao dos dados.

21.1.3 Analisadores de massas

A adigdo de carga permite que a espécie seja afetada por campos elétricos.

Dessa maneira, apos serem gerados na fonte de ionizagdo, os ions adentram o
equipamento e sdo encaminhados para uma regidao conhecida como analisador de
massas, onde as razdes m/z sdo separadas®.
Os tipos de analisadores mais utilizados séo: quadrupolos (Q), armadilha de ions
(IT- fon Trap), tempo de véo (TOF — Time of Flight), setor elétrico (E) e setor
magnético (B), ressonéncia ciclotrénica de ions com Transformada de Fourier (FT-
ICR — Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance) e configuragdes hibridas (p. ex.:
IT-TOF). Na Espectrometria de Massas Sequencial (MS/MS) varios analisadores
podem ser combinados em série [p. ex.: triploquadrupolo (QgQ)]. Estes arranjos
permitem obter um espectro dos fragmentos de um ion selecionado no primeiro
analisador®.

Neste trabalho foi utilizado o analisador do tipo ion trap. Neste analisador os
ions sdo aprisionados dentro dele e sdo submetidos a um campo elétrico no seu
interior. Este campo é capaz de manter os ions em uma érbita estavel. Um potencial
de radio frequéncia (RF) é aplicado e os ions sdo entdo desestabilizados e expelidos

para fora do analisador, de acordo com seus valores de m/z°.

2114 Detectores

Os ions, ap6s a passagem pelo analisador de massas, alcangam o detector.
O detector tem a funcao de detectar e amplificar o sinal da corrente de ions que vem
do analisador e transferir o sinal correspondente para o sistema de processamento
de dados. Entre os diferentes tipos de detectores encontram-se as placas
fotograficas e os cilindros Faraday, que permitem a medida direta dos ions que
chegam ao detector, as fotomultiplicadoras, multiplicadoras de elétrons e com
arranjo em canais, que aumentam a intensidade do sinal, e ainda os detectores de

carga, que reconhecem cargas em movimento®.
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21.1.5 Tratamento de dados

Por fim, um computador dedicado ao espectrobmetro de massas registra os
dados de saida, convertendo-os em valores de m/z e intensidades, além de controlar
também toda a instrumentacdo pela introducdo de valores e variagcdo de diversos

parametros através de softwares especificos para tal®.

21.1.6 Espectrometria de massas em quimica forense

A espectrometria de massas tem aplicagdes em varias areas da quimica,
fisica, biologia, dentre outras areas, e tem sido empregada com sucesso nas
ciéncias forenses. A versatilidade da técnica que apresenta varias fontes de
ionizacdo que se adequam a diferentes tipos de amostras e estados fisicos € uma
excelente alternativa em analises forenses. Devido a isso, na literatura encontram-se
trabalhos que aplicam a espectrometria de massas em diversas situacdes forenses

conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Trabalhos que reportam a utilizagao da espectrometria de massas em quimica forense.

Aplicagao forense Analise Matriz Técnica
] Autenticidade de Caneta
Documentoscopia _ DESI?*?
documentos esferografica
] Envelhecimento de Caneta
Documentoscopia ] _ EASI33
tintas de caneta esferografica
_ . ldentificagéo de Lubrificante de
Crimes sexuais . o _ DESI*
impressoes digitais preservativos
ANFO
Caracterizacao de ;
Explosivos N (Nitrato de ESIEASI®
explosivos amonio/dleo

combustivel)

Autenticidade de

] Adulteragéo de azeite Azeite de oliva ESI*
alimentos

, . Quantificagao de
Toxicologia ) Cérebro humano LC-MS¥
drogas em cérebro

Determinacao de

Toxicologia cocaina em casos de Figado humano CG-MS3®
overdose
21.2 Quimiometria

A quimiometria € uma disciplina que alia métodos matematicos e estatisticos
para extrair informacdes relevantes de dados obtidos quimicamente. A proposta é
conseguir entender padrdes e interpretar com mais clareza grandes conjuntos de

dados obtidos em analises quimicas3®.

Dentre as abordagens mais recorrentes da quimiometria estdo os

planejamentos de experimentos, modelos de classificagao, calibragdo multivariada,
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dentre outros, se tornando uma valiosa ferramenta para o tratamento de dados em

combinagdo com os métodos classicos de analises?C.

O avanco tecnoldgico e a evolugao de computadores e métodos instrumentais
contribuiram significativamente para a disseminacdo e desenvolvimento da
quimiometria em diversas areas do conhecimento tais como engenharia, fisica,

biologia e outras*0.

A quimica analitica foi uma das areas efetivamente beneficiadas com o
crescimento dos métodos quimiométricos, pois, com a rapida obtencado de dados
analiticos, e em grande quantidade, foi necessario o uso de ferramentas que
possibilitassem a interpretacdo e uma visualizacgdo ampla e mais clara dos

resultados em conjunto*!.

A quimiometria pode ser subdividida em diferentes subareas de acordo com o
modo de extragao e interpretacdo das informagdes quimicas. No presente trabalho
foram empregadas classificagdo supervisionada usando PLS-DA (Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais) para a discriminagdo das classes
das amostras de uisque e perfumes (originais e falsificados) e o PCA (Analise de
Componentes Principais) para fazer uma prévia classificacdo das amostras de

uisque.

2.1.2.1  Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais € um dos métodos mais utilizados na
quimiometria e pode ser considerada a base para a constru¢cdo dos demais métodos
quimiométricos, pois da uma tendéncia inicial do comportamento do conjunto de
dados por ser uma analise exploratoria. Isso quer dizer que este método utiliza
apenas a natureza dos dados instrumentais para classifica-los, sendo, também por

esse motivo, categorizado como um método ndo supervisionado de classificagao*’.

A PCA é normalmente utilizada com o objetivo de possibilitar a visualizagao
integral do conjunto de dados dando uma primeira ideia da similaridade ou diferenga
entre as amostras, além de permitir a deteccdo de outliers (amostras com

comportamento atipico)*!.

O principio da PCA consiste em reduzir o nimero de variaveis das matrizes

de dados, sem alterar as relacbes existentes entre as amostras, através da

19



constru¢do de um novo sistema de eixos denominado componentes principais.
Dessa maneira, € possivel visualizar a natureza multivariada dos dados em poucas
dimensdes e, consequentemente, facilitando a interpretacdo dos resultados que

serdo apresentados de maneira agregada“'.

A construgdo do modelo inicia-se pelo calculo das componentes principais
que dependem da organizacdo dos dados em matrizes, de forma que nas linhas
estejam dispostas as amostras e nas colunas estejam dispostas as variaveis,

conforme esquematizado na Figura 941.

Por definicdo, as componentes principais sédo tracadas nas diregcdes de maior
variabilidade dos dados e, teoricamente, o numero de componentes € sempre igual
ao numero de variaveis. Entretanto, poucas componentes sdo responsaveis por

grande parte da explicagdo do modelo*!.
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Figura 9: Principio basico da analise PCA com dados oriundos de espectros de massas*2.

2.1.2.2 Analise Discriminatéria por Minimos Quadrados Parciais
(PLS-DA)

A analise discriminatéria por minimos quadrados parciais € uma ferramenta

de classificacdo supervisionada capaz de reconhecer diferengas entre grupos
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conhecidos. As informacdes referentes as amostras sao pré-determinadas em

classes que sao utilizadas juntamente com os dados analiticos gerados*3.

Nesse modelo, uma matriz X contém os dados analiticos e uma matriz y
contém os valores codificados que representam as classes de interesse. Neste caso,
se atribui o valor 1 para as amostras pertencentes a classe das amostras originais e

0 para a as amostras falsificadas4.

Essas matrizes sao pré-processadas e decompostas para o calculo de fatores
(variaveis latentes) que estejam apontadas para a diregdo que seja a mais favoravel
para a discriminacdo das classes propostas. Na Figura 10 € apresentado um

esquema representativo da constru¢gdo de um modelo PLS-DA%4,

X

Classe A1)

Modelo Classe B (0)
PLS-DA

Figura 10: Principio basico de uma analise PLS-DA*.

By

a classe A

Desta forma, no modelo PLS-DA as amostras que pertencerem
ficarao preferencialmente dispersas em torno de 1 no grafico de estimativa do valor
de classe. Ja as amostras que pertencerem a classe B ficardo preferencialmente
dispersas em torno de 0, assim como pode-se observar na Figura 10. Os valores
previstos pelo modelo PLS-DA ndo sao exatamente 0 ou 1, mas sim uma
aproximagao desses valores. Assim, um limite (threshold) é estabelecido de tal
maneira que as amostras que ficarem acima desse limite sao classificadas como

pertencentes a classe A e as que ficarem abaixo pertencentes a classe B44.

Para a construgao de modelos supervisionados como o PLS-DA, as amostras
sdo separadas em dois conjuntos diferentes: o conjunto de treinamento contera os
dados das amostras que serao utilizadas para o calculo do coeficiente de regressao
do modelo e o conjunto de teste contera amostras conhecidas que nao foram

empregadas para o calculo dos parametros do modelo e serdo utilizadas para
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avaliar o seu desempenho, ou seja, se 0 modelo é adequado para discriminar os

parametros desejados*4.

A selecao desses conjuntos de amostras deve ser feita de forma que haja a
maior representatividade possivel da variabilidade dos dados e de forma que as
amostras de teste sejam bem representadas pelas amostras de treinamento. A
construcdo de um modelo de regressao confiavel e robusto depende desse
parametro, portanto a escolha do critério de selegcdo € de grande importancia para o
sucesso do modelo. Neste trabalho, utilizou-se tanto a selecdo manual das
amostras, respeitando alguns pontos que serdo explicitados mais a frente, quanto o

algoritmo Kennard-Stone#*.

O algoritmo Kennard-Stone foi apresentado em 1961 e tem sido muito
utilizado desde entdo devido a sua simplicidade de aplicacdo e adequacio para a
constru¢cdo de modelos de regressao multivariados. Esse algoritimo baseia-se na
selecdo das amostras com base nas suas distancias no espago X definido pelas
variaveis do conjunto de dados iniciando pela sele¢cdo das duas amostras com maior
distancia entre si. Para cada uma das amostras restantes, calcula-se a distancia
minima em relacao as amostras ja selecionadas. Posteriormente, a amostra com a
maior distancia minima é retida, e o procedimento é repetido até que um
determinado numero de amostras seja selecionado (convencionalmente 2/3 do

total).4>

2.1.2.2.1 Variaveis latentes

A determinagcdo do numero de variaveis latentes € um fator relevante para a
qualidade do modelo elaborado e, o numero ideal dessas variaveis deve ser
indicado através da validacao cruzada. Este método é fundamentado na habilidade
de previsdo de um modelo construido por parte de um conjunto de dados, seguido
pela previsdo do restante do conjunto de dados, a qual € realizada pelo modelo
construido. Por fim, os erros de classificagcdo obtidos para as variaveis latentes
estudadas sdo comparados e 0 menor valor, ou seja, aquele que produziu o menor
erro de previsdo sem perda significativa da variancia dos dados, é escolhido como
numero ideal. Com isso, espera-se que o modelo contenha informagdes importantes
do conjunto de dados e apresente boa habilidade de previsdo sem incluir

informagdes irrelevantes como ruidos e interferéncias*.
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2.1.2.2.2 Validagdo de modelos qualitativos

Para garantir a confiabilidade, precisdo e eficacia de uma determinada
metodologia é importante o emprego de testes e calculos de validagdo. No caso de
analises qualitativas, utiliza-se frequentemente a aplicacdo de figuras de meérito

baseadas nos resultados das classificacdes das amostras (corretas e incorretas)?.

Para avaliar a veracidade de métodos de classificagao constrdi-se uma tabela
de contingéncia que apresentara os resultados das classificagdes das amostras
conforme a Tabela 1. Sendo que o0 numero de amostras classificadas corretamente
como verdadeiras sera chamado de verdadeiro positivo (VP), 0 nUmero de amostras
classificadas corretamente como falsas de verdadeiro negativo (VN), o numero de
amostras classificadas incorretamente como verdadeiras de falso positivo (FP) e o
numero de amostras classificadas incorretamente como falsas de falso negativo
(FN)*8.

Tabela 2: Configuragao tipica de uma tabela de contingéncia.

Status da Amostra (Predicao)

Verdadeiro Falso
Resultado Verdadeiro VP FP
Previsto Falso VN EN

A partir dos resultados apresentados pela tabela de contingéncia, calculam-se

diversos outros parametros de mérito.

A sensibilidade (SEN) e a especificidade (ESP) representam a taxa de
classificacbes corretas para cada classe e, quanto mais préximas de 100%, mais
préximo do ideal estara o modelo. A taxa de falsos negativos (TFN) e taxa de falsos
positivos (TFP) representam a razao de amostras classificadas incorretamente em
relacdo as amostras de cada classe e quanto mais préximas de 0% mais proximo do
ideal estara o modelo. A exatidao (EXA) representa a taxa de classificagdes corretas
levando-se em consideracdo o numero total de amostras. A confiabilidade (CON)

indica o desempenho do método para a classificagdo das amostras considerando as
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previsbes corretas de cada classe independentemente. Ambos os parametros,

quanto mais proximos de 100% estiverem, mais préximo do ideal estara o modelo*6.

A figura 11 apresenta as equagdes utilizadas nos calculos das figuras de

meérito descritas acima.

VP FP
SEN = —————— FEP =
VP + FN g o o 3
VN VP + VN
ESP= —— EXA =
VN +FFP VE+ ¥VN+FP+EN
TEN — CON = SENF:ES5F —1
VB + PN

Figura 11: Equagdes para o célculo das figuras de mérito de modelos qualitativos*®.

O desempenho de modelos de classificagcdo também pode ser avaliado

através dos valores das éareas sob a curva dos receptores operacionais

caracteristicos (Area Under Receiver Operating Carachteristcs - AUROC). Essas

curvas conciliam a relagéo entre a sensibilidade e a especificidade do modelo?’.

Para tanto, a construgdo da curva AUROC é feita tracando-se um diagrama

que represente a sensibilidade em fungdo da taxa de falsos positivos (1-

Especificidade) obtidos através de diversos valores de limites de decisdao do método.

A Figura 12 mostra um exemplo de uma curva AUROC*’.
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Figura 12: Exemplo de curva AUROC*.

A anadlise grafica de uma curva AUROC deve ser feita quanto a proximidade
de seus valores a 1. Isso quer dizer que, quanto mais préoximo de 1 estiver o
AUROC, maior sera a capacidade de discriminacdo entres as classes do modelo
construido. Ou seja, valores préximos a 1 indicam que a sensibilidade esta proxima
de 100% e a taxa de falsos positivos proxima de 0%. Ja quando o valor de AUROC
estiver proximo de 0,5 o modelo fica inviabilizado, pois a probabilidade de se obter
verdadeiros positivos sera igual ou menor que a probabilidade de se obter falsos

positivos para uma determinada classe®’.
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CAPITULO 3

3.1 PERFUMES

Os aromas tém sido utilizados desde primérdios pela humanidade. Os
perfumes surgiram a aproximadamente 800 mil anos atras associados a rituais
religiosos. Inicialmente, os aromas eram difundidos através da queima de incensos
e, devido a essa utilizagao, o termo perfume surgiu a partir da jungao das palavras

latinas per (que significa origem de) e fumare (fumaca)?.

O uso de fragrancias pelos individuos iniciou-se posteriormente com a elite
egipcia e, apos a revolugao industrial, os avangos na quimica permitiram que os

perfumes atingissem o restante da humanidade*®.

O avanco das técnicas de extracdo permitiu que mais fontes odoriferas
fossem exploradas e, consequentemente, houve o aumento dos tipos de perfume.
Os odleos essenciais podem ser obtidos de folhas, flores, raizes, animais, cascas de

arvores, frutas, especiarias, dentre outros4é.

A vasta possibilidade de exploragdo de fontes naturais permite uma
diversificada e complexa composicao dos perfumes atualmente. Porém, o baixo
rendimento de extracdo de produtos como o jasmim (um quilograma de 6leo
essencial de jasmim requer cerca de oito milhdes de flores) incentivou a procura e

desenvolvimento de compostos sintéticos para compor as fragrancias?8.

Os perfumes produzidos atualmente sdo, em sua maioria, compostos por
produtos sintéticos. Alguns perfumes mais caros ainda tém o6leos essenciais em sua
composig¢ao, porém utilizam também compostos sintéticos para realgar algum aroma
natural. A quimica na perfumaria trouxe grandes beneficios como o barateamento
dos perfumes e, consequentemente, permitiram seu uso por um numero maior de
pessoas. Além disso, as fragrancias sintéticas contribuiram para a preservagao de

plantas e animais que eram explorados por seus 6leos essenciais*®.

Devido a sua grande utilizagdo, os perfumes se tornaram um produto
importante nas economias de diversos paises. No Brasil, o setor da industria

quimica voltada para a producdo de produtos de higiene pessoal, cosméticos e
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perfumaria teve, em 2015, um faturamento liquido de impostos sobre vendas de 42,6

bilhdes de reais®0.

A delicada producgao e o custo das matérias primas garantiram aos perfumes
um alto valor agregado. A comercializagcdo desses produtos gera uma enorme
lucratividade e, devido a isso, no Brasil e em outros paises vem crescendo
continuamente a falsificacdo de perfumes. Essa pratica, além de trazer prejuizos,
ainda pode causar danos a saude do consumidor, uma vez que a producdo nao

passa por nenhum rigor, podendo conter substancias perigosas>®’.

Na literatura existem muitos trabalhos que abordam o risco de algumas
substancias alergénicas que podem estar presentes em perfumes falsificados, ja que
sua producdo muitas vezes ndo passa por nenhuma inspecédo de qualidade. Casos
de neurotoxicidade, dermatites e alergias ja foram relatados e o potencial risco a

salde dos usuarios de perfumes falsificados € recorrentemente abordado®*: 52,

A elaboracdo de um perfume compreende basicamente os seguintes
componentes: etanol desnaturado, esséncia, fixador, propileno glicol e agua
destilada. Sendo que a esséncia pode ser totalmente sintética, mistura de sintética e
natural e totalmente natural e é a principal responsavel pelo custo de um perfume?s.
Podem ser adicionados também compostos como a benzofenona-2 para prevenir a
degradacao da fragrancia, ja que essa substancia absorve radiagéo ultravioleta. O
propileno glicol é adicionado para aumentar a solubilidade da esséncia no solvente e

o fixador tem a fungdo de retardar a evaporagao da esséncia*d.

Usualmente, um perfume é constituido por uma combinagao de fragrancias as
quais sado distribuidas de acordo com uma pirdmide olfativa (Figura 13). As
chamadas “notas” de um perfume variam de acordo com a volatilidade dos

compostos“.

27



Notas de saida
Citrico

Motas de corpo
Florais

Volatilidade

Notas de fundo
Amadeirados/Especiarias

Figura 13: Piramide olfativa dos perfumes®2.

As notas de saida sdo as que se destacam primeiro, nos primeiros 15 minutos
da evaporagao e, geralmente sao leves, frescas e com odor citrico. As notas de
corpo sdo como a “personalidade” do perfume. Correspondem a parte intermediaria
do perfume e levam um tempo maior para evaporar, de 3 a 4 horas. O odor é
geralmente floral. As notas de fundo sdo as esséncias com maior poder de fixagao e

sédo percebidas depois de 4 a 5 horas de uso. O odor é geralmente amadeirado e

denso*s.

Quanto as fragrancias, o sistema moderno de classificagdo as organiza em 14

grupos conforme a volatilidade de seus compostos.
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Figura 14: Escala de notas de um perfume e a participagéo de diferentes fragrancias nessas notas*e.

A fragrancia € o componente mais susceptivel a falsificagdo devido a seu alto
valor. Muitas vezes as falsificagdes ocorrem com a substituigdo da fragrancia original
por alguma de custo inferior e que ndo tem sua qualidade testada. E importante que
uma fragrancia receba testes de estabilidade, fotoquimico, alergénicos, etc., antes

de ir para o mercado®'.

Orgédos de inspegdo sdo cada vez mais carentes de técnicas de andlise
compativeis com essa finalidade, pois a alta demanda e a crescente qualidade das
falsificacdes dificultam as analises de rotina e impulsionam os estudos voltados para

a obtengao de métodos analiticos simples, rapidos, eficientes e confiaveis.

Dessa maneira, na literatura ha diversos trabalhos focados em atestar a
autenticidade de perfumes, seja quanto sua composi¢cdo, seja a partir da

comparagao do perfil quimico com exemplares originais.

R. Haddad et al. (2008), utilizaram a técnica Easy Ambient Sonic-spray
lonization Mass Spectrometry (EASI-MS) para a rapida detecgao de falsificacbes em
perfumes. Foram analisados perfumes originais e falsificados e foi obtido um método
capaz de adquirir fingerprints de perfumes de maneira rapida, simples e reprodutivel.
Para a discriminagdo entre os exemplares originais e falsificados foram utilizadas

ferramentas quimiométricas. A desvantagem desta técnica é a necessidade do uso
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de um gas inerte para auxiliar na secagem do solvente, além de necessitar de um
suporte de vidro para as analises, o que pode ser um limitador para o niumero de

amostras®.

A espectrometria de massas ja foi utilizada com outras fontes de ionizagao na
obtencédo de fingerprints em analises discriminatérias de perfumes. L de Azevedo
Marques et al. (2006) utilizaram o Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-
MS) para tal finalidade e K. Chingin et al. (2008) aplicaram a técnica Extractive
Electrospray lonization Mass Spectrometry (EESI-MS) na classificacdo e

identificacdo de amostras de perfume falsificados®4: %5,

M. Cano et al. (2011) construiram um sensor chamado de “electronic
olfactory system (EOS)” que utiliza uma camara com seis tipos de sensores
baseados em diferentes 6xidos metalicos semicondutores para a rapida detecgao e
discriminagédo de falsificagbes em perfumes. Esse método é realizado com a
obtencao de fingerprints dos perfumes originais, falsificados e inspirados (perfumes
com formulagdo e embalagens diferentes das originais, porém com fragrancias
semelhantes a do perfume original). e avaliou dois métodos de preparo de amostra.
Ao fim do estudo conclui-se que o sistema EOS obteve bons resultados na
discriminacdo dos trés tipos de perfume. Porém, a necessidade do preparo de
amostra, mesmo que simples, pode ser um fator limitante devido ao elevado numero
de amostras. Além disso, a construcao de um sistema sensorial pode ser laboriosa e

cara®b.

Assim como M.Cano et al., J. Gebicki et al. (2015) utilizaram um sensor
chamado de “Electronic nose” para analises de autenticidade de perfumes. Gomes
et al. (2016) classificaram perfumes como originais ou falsificados através da analise
do etanol presente na composicdo dos dois tipos de produto bem como a analise
dos ions sddio, potassio e cloreto por cromatografia gasosa e de troca idnica,
respectivamente. Conclui-se que as amostras de perfume falsificadas apresentam
teores de etanol menores que as originais e teores de cloreto maiores que as
originais. Os dados foram tratados com ferramentas quimiométricas e obteve-se um
método eficiente para a diferenciacdo de amostras originais e falsificadas. Esse
método, apesar de apresentar bons resultados, necessita de duas técnicas
cromatograficas diferentes que, além de terem custo elevado, tem um tempo de

analise longo>7: 58,
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A composicao e detecgdo de compostos alergénicos em perfumes também é
um tema bastante abordado na literatura. Sendo que a principal técnica aplicada
para andlises desse tipo é a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas 52; 59; 60; 61; 62_
3.2 PRODUGAO DE PERFUMES

Como mencionado anteriormente, a composicido basica de um perfume
compreende o solvente, majoritariamente etanol, fragrancias, propileno glicol,
fixadores, que podem ser adicionados ou até mesmo naturalmente presentes nas

fragrancias, agua, produtos para protegéo a raios UV e outros.

Dentre esses componentes, as fragrancias sdo a de maior importancia, pois
sdo a “personalidade” e a caracteristica principal de um perfume. Além disso, a
obtengéo das fragrancias no processo de produgcdo de um perfume é a etapa que

requer maior trabalho e atengao*°.

Em meio aos diversos tipos de fragrancias podemos destacar os oleos
essenciais, substancias naturais, volateis e aromaticas desempenham inumeras
funcdes dependendo da sua localizacdo na planta. Estes dleos podem ser obtidos a
partir de métodos de extracdo, sendo que alguns dos métodos mais utilizados seréo

descritos brevemente®3.
3.21 Expressao a frio

Este método é geralmente utilizado para a extracdo de dleos essenciais
citricos, presentes principalmente nas cascas de frutas citricas. Nesse método, as
cascas sao submetidas a prensagem a frio e o liquido gerado é coletado. A
vantagem da expressédo a frio € que os 6leos essenciais ndo sao submetidos a altas

temperaturas o que, devido a sua delicadeza, pode degradar alguns componentes®3.
3.2.2 Destilagao por arraste a vapor

Esse tipo de destilagao ¢é utilizado para isolar os compostos volateis da planta
separando-os das partes insoluveis da planta em agua. Devido ao aquecimento e
pressdo nem todos os tipos de plantas podem ser submetidas a esse método de

extragdo. Neste processo, o vapor de agua circula através da planta forgando a
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liberacdo de seus 6leos essenciais pela quebra das bolsas intercelulares onde ficam
armazenados. O dleo fica misturado a agua que sdo juntamente condensados.

Depois, 6leo é separado por decantagdo e coletado®s.
3.2.3 Extragdo por solventes volateis

Um solvente seletivo, que seja capaz de dissolver rapidamente e
completamente os compostos odoriferos da planta, atoxico e com baixo ponto de
ebulicdo é escolhido. A planta é colocada em um extrator e passa por uma
sequéncia de lavagens com solventes. A mistura de extrato e solvente é, entao,
concentrada e parcialmente destilada originando um produto que é misturado ao
alcool. Apds a evaporacao do alcool obtém-se o 6leo essencial puro. Esse método é
geralmente empregado em plantas delicadas como flores, pois apresenta um

rendimento maior que os outros métodos®3.
3.24 Diéxido de carbono ou CO: supercritico

Neste processo o dioxido de carbono é utilizado sob pressdo e em baixa
temperatura deixando-o em um estado supercritico. As plantas sdo misturadas ao
CO2 supercritico que, ao retornar ao seu estado gasoso, deixa o 6leo essencial puro
e sem residuos de solvente. Este método mantém a integridade dos compostos

ativos da planta, sendo de grande utilidade para plantas delicadas e sensiveis®.

3.25 Enfloragao

E um processo feito artesanalmente e em pequenas quantidades, é dificil,
demorado e muito caro, pois consiste na aplicacdo de pétalas de flores sobre
gordura animal para que esta absorva os 6leos essenciais. Em sequéncia, a gordura
é tratada com alcool que, devido a sua maior afinidade com os perfumes, os extrai
deixando um extrato puro do dleo essencial desejado. Este método é geralmente
aplicado em flores que tenham baixa concentracdo de 6leo essencial e que sejam

sensiveis a temperaturas elevadas®3.

Depois da extragdo do d6leo essencial, ou da sintese de uma fragrancia em
laboratério, a elaboracao do perfume para uso pessoal consiste na adicdo dos

outros componentes ja listados anteriormente em quantidades pré-determinadas,
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sendo que a fragrancia geralmente € uma mistura de varias matérias primas
diferentes escolhidas para criar um aroma unico e harmonioso. O produto é entdo

envasado geralmente em frascos de vidro, e comercializado®3.
3.3 PARTE EXPERIMENTAL

Um total de 60 amostras de perfume foram analisadas, sendo que este total

compreende amostras originais e falsificadas.

Os perfumes analisados neste trabalho sdo da marca Boticario, uma marca
bastante popular no Brasil. Além da sua popularidade, a empresa Boticario destaca-
se por ser a maior rede de franquias do mundo, produzindo cosméticos com elevado

padrao de qualidade®4.

As amostras originais foram coletadas em trés lojas fisicas da cidade de Belo
Horizonte e as amostras falsificadas foram objetos de apreensao pela Policia Civil

de Sao Paulo. A Tabela 3 apresenta a distribuicdo das amostras.
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Tabela 3: Quantidade e nome das amostras de perfumes originais e falsificados.

Amostras
Marca Caédigo de originais Amostras
identificagao falsificadas
(Lotes diferentes)

Arbo AB 3 2
Egeo Dolce ED 3 4
Egeo Feminino EW 3 1
Egeo Masculino EM 3 3
Floratta in Blue FB 2 3
Floratta in Rose FR 3 2
Malbec MB 3 8
Portinari PT 3 3
Quasar Azul QA 3 4
Quasar Vermelho Qv 3 1
TOTAL 29 31

Para cada perfume original abordado neste estudo foram obtidas amostras de
trés lotes diferentes para incluir possiveis pequenas variagdes na elaboragado dos
produtos ou na armazenagem dos mesmos. Além de poder englobar as variagoes
das amostras, a inclusao de lotes diferentes tem por objetivo aumentar a robustez do

modelo quimiométrico.
3.31 Materiais e reagentes

O solvente utilizado para as analises no PS-MS foi metanol de grau HPLC, da
marca J.T. Baker Chemicals (Center Valley, Pennsylvania, EUA). Como suporte para
as amostras nas analises PS-MS, foi utilizado papel cromatografico grau 1 da marca

Whatman International Ltd (Maidstone, England) cortado com uma tesoura em
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formato triangular (10 mm de altura e 5 mm de base) e posicionado a

aproximadamente 1 cm da entrada do espectrometro de massas.
3.3.2 Instrumentagao

As amostras foram coletadas em tubos plasticos de fundo cénico do tipo

“Eppendorf” que ficaram fechados até o momento das analises.

Para a aquisi¢ao dos espectros de massas, foi utilizado um equipamento LCQ
FLEET da Thermo Scientific (San Jose, Califérnia, EUA) com analisador de massas
de baixa resolugado do tipo jon trap. A fonte de ionizagéo paper spray utilizada foi

construida no laboratério (Figura 15).

Figura 15: Aparato instrumental utilizado para obtengéo dos espectros PS-MS: A) modelo LCQ FLEET da

Thermo Scientific com analisador do tipo ion trap e B) Detalhes da fonte de ionizagdo paper spray.

A fonte consiste em uma plataforma (X, Y e Z) ajustdvel para melhor
posicionamento do papel na entrada do espectrometro de massas. O papel é preso
a um clipe metalico ligado a fonte de alta tensdo do espectrémetro de massas por

um fio de cobre.

Foi escolhido um perfume como modelo para avaliar variaveis como: distancia
do papel a fonte, tamanho do tridngulo, volume do solvente, diferenga de potencial
aplicada, volume de amostra e modo de aquisicdo dos espectros (positivo ou

negativo).
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As condicdes instrumentais do espectrometro de massas com a fonte paper
spray foram selecionadas depois de varios testes de otimizagéo visando a obtengao

de espectros de massas mais limpos e reprodutiveis.

Dessa maneira, as melhores condigdes para a analise dos perfumes foram:
potencial do PS-MS de + 4,5 kV, temperatura do capilar 275 °C, voltagem do capilar
35 V, voltagem das lentes 65 V, distadncia do papel a entrada do espectrémetro de

1,0 cm e faixa de massas de 150 — 1000 m/z.

As andlises foram executadas de modo aleatério. Nao houve nenhum tipo de
pré-tratamento das amostras, sendo que as mesmas foram transferidas do tubo
“Eppendorf’, onde estavam armazenadas, diretamente para o papel no momento da

analise.

Foram utilizadas aliquotas de 10 uL de cada perfume, e transferidas para o
papel que estava previamente preso ao clipe metalico ligado a fonte de alta tenséo e
corretamente posicionado na frente do espectrdbmetro de massas. Em seguida, 30
ML de metanol foi adicionado ao papel e acionada a fonte de potencial para a

aquisicao dos espectros de massas apos o processamento de 30 microscans.

O software utilizado foi o Xcalibur 2.1.0 - Thermo Fisher Scientific (San Jose,
Califérnia, EUA).

3.3.3 Métodos quimiométricos

A anadlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi
executada no software MATLAB 7.9.0.529 (Natick, Massachusetts, EUA) com adi¢cao
de um pacote de métodos quimiométricos pela instalagdo do PLS Toolbox 5.2.2

(Manson, Washington, Estados Unidos da América).

Para a construgcdo do modelo PLS-DA, além da matriz X também foi utilizado
um vetor y (60x1) contendo as informagdes qualitativas codificadas referentes aos
perfumes originais e falsificadas. Sendo que as amostras originais receberam

atribuicdes iguais a 1 e as amostras falsificadas rotuladas como 0.

As amostras para o conjunto de treinamento e teste foram selecionadas
manualmente, sendo que cerca de 2/3 das amostras foram para o conjunto de

treinamento e 1/3 para o conjunto teste. Os dados foram centrados na média e o
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melhor modelo foi construido com duas variaveis latentes, escolhidas por meio da

validagao cruzada no modo subconjuntos aleatérios com 10 splits e 20 interagdes.

3.3.3.1 Figuras de mérito para a validagdo dos modelos PLS-DA

A partir da tabela de contingéncia gerada pelo modelo PLS-DA calculou-se as
figuras de mérito para avaliagdo de seu desempenho, tais como: taxa de falsos
negativos (TFN), taxa de falsos positivos (TFP), taxa de verdadeiros positivos ou
sensibilidade (SEN), taxa de verdadeiros negativos ou especificidade (ESP),
exatiddo (EXA) e confiabilidade (CON). As medidas de areas sob as curvas AUROC
foram realizadas pelo PLS Toolbox 5.2.2 apds a construcdo dos modelos.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de massas dos fingerprints dos perfumes foram obtidos apds a
otimizagdo dos parametros do equipamento. As analises foram realizadas no modo
positivo de ionizacdo, pois neste modo os espectros de massas foram obtidos com
maior qualidade (maior relagéo sinal/ruido) do que no modo negativo de ionizagéo. A
Figura 16 apresenta espectros de massas (PS (+) — MS) representativos dos pares
de amostras (original e falsificado) dos perfumes abordados neste trabalho. Algumas
marcas de perfume tinham mais de um exemplar falsificado, porém sera
apresentado apenas um espectro de massas de um desses exemplares para fins de

comparacao.

Embora haja ions coincidentes em perfumes de marcas diferentes, € possivel

notar a grande variabilidade e complexidade da composi¢cao dos perfumes originais.

Em todos os pares é notavel a diferenga entre os PS (+) — MS dos perfumes
originais e falsificados. Novamente uma simples comparagao visual € parametro

suficiente para classificar um perfume como original ou falsificado.
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Figura 16: PS (+) — MS obtidos representativos do perfume Arbo original (a) e falsificado (b).

A analise visual dos PS (+) — MS permite a percepgao clara das diferengas
encontradas nos espectros de massas e nos leva a inferir as provaveis formulacoes

utilizadas na fabricagcao dos perfumes.

Os ions mais abundantes na Figura 16 de m/z 224, 240, 313, 371, 496, 512 e
o conjunto de ions entre m/z 614-966, separados por 44 unidades de massa, os
quais sugerem a presenca de um polimero polietoxilado com aduto de aménio,
constituem a assinatura quimica do perfume Arbo Original (Figura 16a). Esses ions
de

predominantes da composicdo do perfume. Em contrapartida, esses mesmos ions

correspondem, provavelmente, a moléculas protonadas compostos
caracteristicos da autenticidade ja ndo estdo presentes no PS (+) — MS do perfume
falsificado. A mudanga do perfil caracteristico é um diagndstico inequivoco da
inidoneidade do perfume, uma vez que os ions mais abundantes nesse caso sado 0s
de m/z 157, 215, 349, 391, 547 e o grupo de ions separados por 44 unidades de
massa. O polimero continua presente PS (+) — MS do perfume Arbo falsificado
(Figura 16b), porém com intensidade maior do que no PS (+) — MS do perfume
original (Figura 16a). A presenca de polimeros polietoxilados ja foi relatada na
literatura®! e sugere o emprego do composto polietileno glicol (PEG), que é
frequentemente encontrado na formulacao de perfumes de baixa qualidade como um
emulsificante. A alta intensidade desses ions no espectro de massas (Figura 16a e
16b) é um possivel indicio da utilizagdo desse insumo em maior quantidade na

fabricagdo do perfume falsificado.

O mesmo perfil foi observado para as outras amostras desse mesmo perfume

original de frascos diferentes, evidenciando a reprodutibilidade da técnica. Na Figura
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17 os espectros obtidos das amostras de trés lotes diferentes foram sobrepostos
para facilitar a visualizagdo. E possivel notar que apesar de algumas diferencas nos

PS (+) — MS, a técnica se apresentou reprodutivel, mesmo entre amostras de lotes

distintos.
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Figura 17: Sobreposi¢édo dos PS (+) — MS obtidos para o perfume Arbo de trés lotes diferentes.

Q99

100§757) NL: 2.76E4 1003 NL: 2.42E4 728743

903 a) 90 b) MIRIE
< 1
£503 S 80
&3 2
=703 =70

= Q

ﬁ 604 &~ 60
S end <
% 503 5 50
—540g Sé 40

303
< 3 530

203 <20

103 10

260 360 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 18: PS (+) — MS obtidos representativos do perfume Egeo Dolce original (a) e falsificado (b).
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Os ions de maior intensidade de m/z 157, 291, 299, 433, 575 e o conjunto de
ions de massa m/z 701-966, separados por 44 unidades, constituem a assinatura
quimica do perfume Egeo Dolce original. O mesmo perfil foi observado para as
outras amostras desse mesmo perfume de lotes diferentes, evidenciando a
reprodutibilidade da técnica. A Figura 18 mostra o espectro de massas que
representa o fingerprint de uma amostra falsificada e comercializada como o
perfume Egeo Dolce. E notavel, a partir da inspegdo visual dos espectros de
massas, a diferenca nos perfis dos dois perfumes. Os ions caracteristicos de maior
intensidade presentes no PS (+) — MS do perfume original (Figura 18a) ja nao
aparecem no perfume falsificado (Figura 18b). Sendo que os ions de maior
intensidade nesse caso sado caracteristicos cadeias poliméricas protonadas

distintamente com adutos de so6dio ou amédnio.
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Figura 19: PS (+) — MS representativos obtidos do perfume Egeo Feminino original (a) e falsificado (b).

A Figura 19 apresenta os PS (+) — MS do perfume Egeo feminino, original
(Figura 19a) e falsificado (Figura 19b), sendo que o mesmo comportamento foi
observado. Os espectros de massas foram muito diferentes para os dois tipos de
amostras. Para o exemplar original, os ions caracteristicos foram 299, 433, 575 e o
grupo de ions de massa m/z 658-966, separados por 44 unidades. Ja o PS (+) - MS
da amostra falsificada apresentou o ion de m/z 157 com grande intensidade e

grupos de ions referentes a duas cadeias poliméricas distintas.
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Figura 20: PS (+) — MS representativos obtidos do perfume Egeo Masculino original (a) e falsificado (b).

No PS (+) — MS do perfume Egeo Masculino, os ions mais intensos foram os
de m/z 157, 218, 284, 371, 412 e um grupo de ions com m/z entre 652-984
referentes a duas cadeias poliméricas distintas. O PS (+) — MS do perfume
falsificado ndo apresentou os polimeros observados na amostra original e os ions
mais intensos foram os de m/z 157 e 215. O ion de m/z 157 é coincidente nos dois
espectros de massas (Figuras 20a e 20b), porém no perfume falsificado sua

intensidade & maior.
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Figura 21: PS (+) — MS representativos obtidos do perfume Floratta in Blue original (a) e falsificado (b).

No PS (+) — MS do perfume Floratta in Blue pode-se observar os ions com
intensidades elevadas (m/z 223, 299, 313, 467, 521) e o mesmo polimero presente
nos outros perfumes originais. O PEG esta aparentemente presente na composicao
de todos os perfumes originais empregados neste trabalho, porém sua intensidade é

variavel entre eles. O perfume falsificado ndo apresenta nenhum dos ions
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caracteristicos do perfume original com exceg¢ao

agregado a uma segunda cadeia polimérica.
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Figura 22: PS (+) — MS representativos obtidos do perfume Floratta in Rose original (a) e falsificado (b).

O PS (+) — MS do perfume Floratta in Rose apresentou os ions de m/z 218,

274, 313, 371, 467 com maior intensidade, além do PEG. O perfume falsificado nao

apresentou nenhum dos ions caracteristicos do perfume original, tendo os ions de

m/z 157, 507 e 551 mais intensos. Além disso, a distribuicdo dos ions indica a

possivel presenca de dois polimeros diferentes do encontrado nos outros perfumes.
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Figura 23: PS (+) — MS representativos obtidos do perfume Malbec original (a) e falsificado (b).

O PS (+) — MS do perfume Malbec, além do PEG, que € comum a todos, tem

os ions de m/z 313, 371, 575 com maior intensidade. A amostra falsificada nao

apresenta nenhum dos ions caracteristicos do perfume original e tem apenas dois

ions com intensidade consideravel: m/z 152 e 269.
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O PS (+) — MS do perfume Portinari original apresenta os ions do polimero

PEG com baixa intensidade e os ions de m/z 266 e 313 como principais (Figura

24a). Ja o PS (+) — MS do perfume falsificado (Figura 24b) mostrou os ions de m/z

157, 547 e 819 presentes em maior abundancia.
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O PS (+) — MS do perfume Quasar Azul apresentou os ions caracteristicos do

PEG e os ions de m/z 157 e 299 como os mais intensos (Figura 25a). Ja o PS (+) —

MS do perfume falsificado tem os ions de m/z 192 e 391 presentes em maior

abundancia (Figura 25b).
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Figura 26: PS (+) — MS representativos obtidos do perfume Quasar Vermelho original (a) e falsificado (b).

O PS (+) — MS do perfume Quasar Vermelho apresentou os ions tipicos do
PEG e o ion de m/z 224 como o mais intenso. Ja PS (+) — MS do perfume falsificado
mostrou apenas os ions referentes a uma cadeira polimérica, em destaque no

espectro (Figura 26b).

Esses ions destacados podem ser considerados os marcadores quimicos dos
perfumes originais pois, considerando as variagdes instrumentais, sdo0 os mesmos
para os perfumes de lotes diferentes. Isso € possivel devido ao controle de
qualidade aplicado na producdo desses cosméticos. No caso dos falsificados, a
diversidade de produtores e a falta de rigor na fabricacdo ndo permite a atribuicdo de
ions marcadores para eles. Dessa forma, utiliza-se o perfil dos originais como um
padrao e, em caso de amostras suspeitas, compara-se o espectro de massas obtido

atentando-se para as variagoes nesses marcadores.

Outros parametros, perceptiveis ao consumidor, menos especificos podem
também ser indicativos da falsificacdo do perfume como odor, fixacao, aparéncia do
liquido ou do frasco, selos, caixa, etc. Porém, com o avango das técnicas e da
habilidade dos adulteradores, fica cada vez mais dificil perceber uma falsificacdo
apenas com esses dados. Dessa maneira, a analise quimica e comparativa dos
espectros de massas caracteristicos dos perfumes oferece uma prova irrefutavel de

autenticidade e garantia do produto.

A andlise por espectrometria de massas, além de poder ser utilizada para
garantir a autenticidade do produto, ainda pode ser ferramenta importante no
diagnostico da presenca de compostos potencialmente danosos a saude que podem

ser utilizados na fabricagao de perfumes falsificados. A producédo desses perfumes
44
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nao passa por nenhum tipo de controle de qualidade, sanitaria ou de higiene,
podendo conter compostos perigosos. A obtencéo de fingerprints por paper spray
pode ser aliada a espectrometria de massas sequencial promovendo a
fragmentagdo dos compostos e sua provavel identificagcdo. Neste trabalho, sera
apresentada, posteriormente, uma tabela com algumas possiveis atribuicbes a
alguns ions mais frequentemente encontrados nos espectros dos perfumes feitas

com base na literatura.

A Figura 27 mostra trés amostras falsificadas comercializadas como o
perfume Malbec. E possivel notar a grande diversidade dos perfis para cada
amostra, evidenciando novamente a falta de rigor no preparo desses perfumes.
Além disso, existem varias fontes de falsificagées, sendo que cada produtor utiliza
insumos e modos de preparo diferentes. Isso corrobora mais ainda a afirmacao de

qgue as amostras falsificadas tém muitas distingdes nos seus perfis quimicos.
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Figura 27: Espectros do perfume Malbec Original (a) e trés amostras falsificadas da mesma marca (b) (c) e (d).

A variabilidade das amostras falsificadas requer um método analitico capaz
de lidar com essa variedade de fatores envolvidos e, mesmo assim, oferecer
resultados confiaveis quanto a autenticidade ou n&o do produto investigado. Assim,

apesar de a comparacao visual ser suficiente para a diferenciacdo de amostras de
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perfumes, em muitos casos essa caracterizacdo nao é tao simples. Espectros de
massas fornecem um grande numero de dados analiticos que dificultam a
visualizagc&o de caracteristicas de um grande grupo de amostras. Dessa maneira, a
analise de dados de maneira multivariada € uma ferramenta importante e de grande
utilidade para a classificagdo de grupos de amostras. Para uma visualizagdo mais
uniforme e agrupada de todo o conjunto de dados, foram construidos dois modelos
quimiométricos (PCA e PLS-DA).

3.4.1 Modelo PCA

Para perceber diferencas e padrdes naturais entre amostras foi elaborado um
modelo PCA. Os dados foram centrados na média e selecionou-se as duas
componentes principais que representaram 64,09% da varidncia total. Nao foi
observado tendéncia significativa nos PC’s restantes, portanto, nenhuma outra

componente foi incluida na discussao.

A Figura 28 ilustra o grafico de escores (PC1 versus PC2) ao tratar os dados
obtidos por PS (+) — MS. E possivel notar que PC1 ndo foi capaz de discriminar
entre amostras auténticas e falsificadas. No entanto, em PC2 houve uma
discriminacdo razoavel uma vez que os perfumes auténticos apresentaram uma
tendéncia de valores mais negativos na PC2, em oposicdo a amostras falsas.
Observou-se também que as amostras falsificadas estdo mais dispersas neste
grafico do que as amostras auténticas o que evidencia a grande distincao e

variabilidade na fabricacdo dos perfumes falsificados.
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Figura 28: Escores de PC1 e PC2 obtidos com os dados de PS (+) - MS das as amostras de perfume.
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A avaliagdo do grafico de loadings de PC2 (Figura 29) aponta as variaveis
que estdo mais relacionadas com cada grupo de amostras. Sendo que o grupo de
ions com faixa de m/z 600-1000 apresentam valores positivos na PC2 e estao
associados as amostras falsificadas. Por outro lado, os ions de m/z 224, 239, 273,
299, 313, 371, 467 e 575 apresentam valores negativos e estdo associados com as
amostras auténticas. Os loadings de PC1 nao contribuiram para a discriminacéo das

amostras auténticas das falsificadas.
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Figura 29: Loadings de PC2 calculados a partir dos dados PS (+) - MS das amostras de perfume.

O modelo PCA, por sua caracteristica exploratéria dos dados, nos oferece
uma tendéncia inicial do comportamento do conjunto de dados, porém, apesar de
através da PCA ser possivel obter uma razoavel classificagao das amostras, o
modelo PLS-DA é mais indicado para discriminar as amostras de perfumes originais
e falsificados, uma vez que as informacgdes das classes a que cada uma pertence é

incorporada ao modelo.

3.4.2 Modelo PLS-DA

Com o intuito de obter mais informacdes e ter uma perspectiva mais direta e
abrangente de todo o conjunto de perfumes analisados, construiu-se um modelo
PLS-DA. Para tanto, os conjuntos de treinamento e teste foram definidos
manualmente, respeitando-se a aleatoriedade e as propor¢cdes de amostras para
cada conjunto. Dessa forma, esse procedimento acarretou na selegdo dos
resultados de 19 amostras originais e 17 amostras falsificadas para o conjunto de

treinamento e de 10 amostras originais e 14 amostras falsificadas para o conjunto de
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teste. O modelo PLS-DA construido descreveu 58,52% da variancia da matriz X e

75,86% da variancia do vetor y utilizando 2 variaveis latentes.

A Figura 30 ilustra os valores previstos pelo modelo PLS-DA para as
amostras de perfume e o threshold utilizado para discriminacdo das classes. Nao

houve erros de classificagao do modelo.
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Figura 30: Valores previstos pelo modelo PLS-DA, para as amostras de perfume. Os cédigos entre asteriscos

correspondem a amostras de perfume falsificadas.

A analise PLS-DA permitiu a discriminagao correta de todas as amostras de
perfume. Isto se deve a caracteristica do modelo supervisionado PLS-DA que é
construido visando a obtencdo do maximo de correlagcdo entre os conjuntos de
dados de modo a maximizar a discriminacdo das classes através da decomposi¢ao

simultdnea das matrizes dos conjuntos X e y.

O vetor de regressao do modelo esta apresentado na Figura 31. Nesta figura,
observa-se que os ions (razbes m/z) que mais contribuem para a diferenciagcao das
classes. Sendo que os valores positivos contribuem mais para classificar uma
amostra como original e os valores negativos contribuem para classificar uma

amostra como falsificada. Estes dados confirmam as analises qualitativas dos
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espectros PS (+) — MS. Os ions mais importantes para a discriminagdo de um
perfume como original ou falsificado, encontrados no grafico de coeficientes de
regressao no modelo PLS-DA sdo compativeis com os ions obtidos no grafico de
loadings de PC2 (Figura 29).

A avaliagdo do vetor VIP Escores (Importancia da Variavel na Projegao)
permitiu confirmar que estes foram os ions que mais contribuiram para a
discriminagéo das classes no modelo, sendo que todos eles tiveram resultado acima
de 1.
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Figura 31: Coeficientes de regressdo do modelo PLS-DA obtidos a partir dos dados PS (+) — MS das amostras

de perfume.

Para a construgao dos modelos qumiométricos e para analises comparativas
de fingerprints ndo é necessario conhecer as substancias relacionadas aos ions
encontrados. Porém, algumas sugestdes, baseadas na literatura, podem ser feitas
objetivando entender a contribuicdo de tais compostos na discriminagao dos
perfumes. Dessa maneira, de posse das razbes m/z mais importantes para a
classificagdo dos perfumes, foram feitas sugestdes de possiveis atribuicbes dos ions

a compostos comumente encontrados nesse tipo de matriz.
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A Tabela 4 apresenta as atribuicbes realizadas bem como sua fungao na

composic¢ao de um perfume.

Tabela 4: Atribuigdes sugeridas para os ions encontrados experimentalmente nas analises PS(+) - MS.

Espécie Aplicagao em
m/z Atribuicao sugerida
do ion perfumaria
157 [M+H]* Citronelol®? 62 Fragrancia
[M+Na]* Damascone®? Fragrancia
215
[M+Na]* Dimetil benzil carbonil acetato (DMBCA )2 Fragrancia
Filtro de
[M+Na]* Benzofenona-255: 66
radiagédo UV
Musk ambrette (2-tert-butil-4,6-dinitro-5 metilanisole) 67
269 [M+H] Fragrancia
(Almiscar)
Precursor de
[M+Nal]* Metil cedril cetona (Acetylcedrene) €2
fragrancia
[M+H]* Bis (2-etil hexil) ftalato (DEHP)8": &7 Solvente/Fixador
391
[M+H]* Di-n-octil- ftalato (DNOP)&” Solvente/Fixador
Filtro de
313 [M+Na]* Etilhexil metoxicinamato®®
radiacao UV
371 [M+H]* Decametilciclopentasiloxano® Solvente

A Tabela 4 apresenta alguns dos ions mais importantes destacados na Figura
31 dos coeficientes de regressao e os possiveis compostos a eles atribuidos através
de busca bibliografica. A Tabela 5 apresenta a formula estrutural de cada composto

sugerido na Tabela 4.
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Tabela 5: Férmulas estruturais para os compostos relatados na literatura.

Composto Formula estrutural
CHz
Citronelol
m/z 157 OH
HsC CH3
CHy [o]
Damascone
/
CHzy
CH
m/z 215 ’
CHy
DMBCA ° CHs
T T
CH. (o)
m/z 215 ’
CH3
Almiscar OaM N
CHjy
H:C CH.
m/z 269 o
CHgy NOI,

Metil cedril cetona

m/z 269

Benzofenona-2

m/z 269

DEHP

m/z 391

Continua
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Continuagdo

Composto Formula estrutural

Q
DNOP N NN
m/z 391 N NP\
o]
Etilhexil metoxicinamato

o
\)1\
o CH,
i Q“ /j/\/\
HaC

HaCO

\
Si
Decametilciclopentasiloxano T/ Nt
— i~ o
m/z 371 /N
//Sl\o/ \

O citronelol, predominantemente encontrado na composi¢cao dos perfumes
falsificados, estd na lista regulatéria da Unido Europeia como composto de uso
restrito. J& o Musk ambrette e o0 DEHP estdo na mesma lista como compostos de
uso proibido na fabricacdo de cosméticos. Benzofenona-2 é um filtro de radiagdo UV
muito comum na formulagao de cosmeéticos. A ANVISA autoriza o uso desse produto

na concentragdo maxima de 10%>52 61; 62; 65; 66; 67, 70,

O Damascone, metil cedril cetona e decametilciclopentasiloxane sao
compostos que recentemente entraram na lista de atencao do Scientific Committee
on Consumer Safety (SCCS)62: 69,

O DNOP nao é de uso proibido, porém esta na lista de produtos controlados
pela Environmental Protection Agency EUA (EPA). O DMBCA e o Etilhexil
metoxicinamato ndo estao relacionados em listas de controle, porém, cinamatos em
geral ja estiveram relacionados a casos de alergia. Em geral, os compostos
descritos na Tabela 3, proibidos ou nao, ja foram relacionados a possibilidade de

alergia ou toxicidade por érgaos de controle2 6768,
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A baixa quantidade de atribuicdo aos ions encontrados experimentalmente
nos perfumes originais € compativel com a grande diversidade e complexidade na
composicao dos mesmos. Além disso, os rotulos dos perfumes ndo descrevem com

detalhes suas composigdes.

N&o é possivel afirmar com certeza se os compostos sugeridos sao realmente
coincidentes com os ions encontrados, uma vez que as analises foram realizadas
em um espectrdmetro de massas de baixa resolugado e nao foi feita fragmentagao
dos ions para confirmagdao. Porém, a possibilidade da presengca de compostos
perigosos chama a atengdo para o potencial risco a saude dos consumidores de

perfumes falsificados.

Os resultados dos calculos das figuras de mérito dos modelos PLS-DA estao
expostos na Tabela 6. Pela analise das figuras de mérito verifica-se que o modelo
obteve um 6timo desempenho na discriminagao de perfumes, obtendo valores de
sensibilidade, especificidade, exatidao e confiabilidade de 100%. As taxas de falsos

negativos e de falsos positivos foram nulas.

A area sobre a curva do receptor caracteristico operacional (AUROC) foi
determinada a partir da verificagdo da area sobre a curva AUROC calculada com os
parametros do modelo. O valor igual a 1 indica que este modelo é perfeitamente
capaz de discriminar os perfumes como originais ou falsificados e indica que existem
valores de threshold capazes de classificar todas as amostras do conjunto teste

corretamente.

Tabela 6: Figuras de mérito calculadas para o modelo PLS-DA a partir dos dados de PS (+) — MS de perfume.

Figuras de mérito Conjunto de Treinamento (%) Conjunto de Teste (%)
Taxa de falsos negativos (TFN) 0 0
Taxa de falsos negativos (TFP) 0 0
Sensibilidade (SEN) 100 100
Especificidade (ESP) 100 100
Exatidao (EXA) 100 100
Confiabilidade (CON) 100 100
AUROC 1
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O modelo quimiométrico construido mostrou-se eficaz e preciso para a
discriminagdo dos perfumes originais e falsificados. A construgdo do modelo com
amostras reais demonstra sua aplicabilidade em andlises de rotina de 6rgaos
fiscalizadores com a possivel criagado de um banco de dados de amostras originais e

comprova a robustez do modelo PLS-DA obtido.
3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

A técnica PS-MS foi um método eficaz, eficiente, reprodutivel, simples e

rapido para obter impressoées digitais de perfumes.

O método proposto com a construgdo de um modelo PLS-DA permitiu a
discriminagédo de perfumes originais e falsificados, o que caracterizou esta proposta
como uma boa alternativa a analise de perfumes para fins de monitoramento e
inspecao ou para controle de qualidade para a industria. Apesar da heterogeneidade
das amostras, foi gerado um modelo PLS-DA robusto, confiavel e exato. Além disso,
a discriminacao obtida pelo modelo permite a construcdo de bancos de dados para

facilitar as analises.

A possivel presenga de compostos potencialmente perigosos na composi¢cao
dos perfumes falsificados enfatiza a importancia da realizacdo de analises quimicas
desses produtos. A técnica é capaz de identificar a presenca destes compostos e, se
necessario, confirmar suas estruturas via espectrometria de massas sequencial e/ou

de alta resolugéo.
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CAPITULO 4

4.1 UisQuE

O nome uisque surgiu da expressao uisge beatha, equivalente gaélico do
latim aquae vitae — “agua da vida”. A origem dessa bebida é incerta uma vez que

nao ha registros que realmente confirmem onde se originou sua produgéo’’.

No livro “Um brinde a vida: a histéria das bebidas de Marco de La Roche”, o
uisque comegou a ser produzido devido a crise da filoxera que devastou os vinhedos
e, consequentemente, as bebidas produzidas a partir deles. Dessa maneira, em
1494 houve a primeira mengao ao uisque em um documento tributario escocés que
fala da venda de barris de malte a um frei, o que criou uma ligacdo da bebida ao
monges e mosteiros. Com isso, houve a suposi¢do de que o uisque tenha sido
produzido primeiramente na Irlanda antes mesmo que na Escécia, uma vez que a
primeira era o centro religioso e, na idade média, os monges eram 0s principais

responsaveis pela produgéo da bebida para fins medicinais’".

Inicialmente, o uisque era produzido a partir da maltagem dos graos de
cevada em alambiques com uso de turfa como combustivel e para conferir aromas
defumados a bebida. Posteriormente, devido a grande demanda, a bebida passou a
ser produzida também a partir de outros cereais, como trigo, centeio e milho. Com as
variacdes de produgao do uisque, 0 mesmo passou a obter diferentes classificacdes

e definicoes’2.

O uisque € uma bebida destilada de sabor marcante e de alto teor alcodlico
feita a partir de cereais, levedura e agua, e maturada em barris de madeira por
determinado tempo. Sua definicdo ndo é bem determinada, pois varia de acordo

com as regulamentacdes legais de cada pais’2.

De acordo com a legislagao brasileira, a definicdo de uisque, uisque ou

whiskey, é a seguinte:

“Bebida com graduacédo alcodlica de trinta e oito a cinquenta e quatro por
cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida do destilado alcodlico simples de

cereais envelhecido, parcial ou totalmente maltados, podendo ser adicionado de
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alcool etilico potavel de origem agricola, ou de destilado alcodlico simples de
cereais, bem como de agua para redugédo da graduagao alcodlica e caramelo para

correcao da cor e deve ser envelhecido em barril de madeira por no minimo 2 anos”
73

Apesar de o uisque estar normalmente associado a consumidores exigentes e
sofisticados, essa bebida atraiu diversos apreciadores ao longo do tempo e, devido a
isso vem movimentando um enorme mercado mundial de produgdo. S6 no Brasil,

foram vendidos cerca de 38,4 milhdes de litros de uisque em 201574,

Embora todos os uisques tenham caracteristicas organolépticas semelhantes,
ha diferentes tipos da bebida de acordo com o tipo ou tipos de cereais utilizados
como matéria-prima na sua producio e o tempo de envelhecimento. Dessa maneira,
de acordo com a formulacdo utilizada na fabricacdo, o uisque recebe diferentes
nomes. O Decreto n° 6871 de 04 de junho de 2009 do MAPA classifica o uisque

como:

“l - Uisque malte puro ou uisque puro malte, quando a bebida for elaborada
exclusivamente com destilado alcodlico simples de malte envelhecido ou malte
uisque, com o coeficiente de congéneres (volateis nao-alcool) nao inferior a

trezentos e cinquenta miligramas por cem mililitros em alcool anidro;

Il - Uisque cortado ou blended uisque, quando a bebida for obtida pela
mistura de, no minimo, trinta por cento de destilado alcodlico simples de malte
envelhecido ou malte uisque, com destilados alcodlicos simples de cereais, alcool
etilico potavel de origem agricola ou ambos, envelhecidos ou ndo, com o coeficiente

de congéneres nao inferior a cem miligramas por cem mililitros, em alcool anidro;

Il - Uisque de cereais ou grain uisque, quando a bebida for obtida a partir de
cereais reconhecidos internacionalmente na produg¢ao de uisque, sacarificados, total
ou parcialmente, por diastases (enzimas que atuam sobre o amido) da cevada
maltada, adicionada ou ndo de outras enzimas naturais e destilada em alambique ou
coluna, envelhecido por periodo minimo de dois anos, com o coeficiente de

congéneres nao inferior a cem miligramas por cem mililitros, em &lcool anidro;

IV - bourbon uisque, bourbon whiskey, tennessee uisque ou tennessee
whiskey, quando o uisque for produzido nos Estados Unidos da América de acordo

com a sua legislacao.
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O uisque engarrafado no territério nacional somente podera fazer uso das
denominagbes de origem, ou seja, scotch uisque, canadian uisque, irish uisque,
bourbon uisque, tennessee uisque e outras reconhecidas internacionalmente,
quando elaborado, exclusivamente, com matérias-primas importadas a granel, cujos
destilados sejam produzidos e envelhecidos em seus respectivos paises de origem e
que mantenham as caracteristicas determinadas por suas legisla¢gdes, podendo
apenas ser adicionado de agua para reduc¢ao da graduacgao alcodlica e de caramelo

para a corregao da cor.

A porcentagem do destilado alcodlico simples de malte envelhecido, de milho
ou de outros cereais empregados na elaboragdo do uisque sera calculada em

funcdo do teor alcodlico expresso em volume, em alcool anidro” 73,

4.2 PRODUGAO DO UiSQUE

A producao do uisque conta com trés ingredientes basicos: grao (cereais),
agua e fermento e, por ultimo, o envelhecimento em barris de carvalho, principais
responsaveis pelo aromas e sabores da bebida. As variacdes desses ingredientes
conferem a peculiaridade de cada uisque, como por exemplo o tipo de cereal
utilizado, a levedura empregada na fermentagcéo, o tempo de envelhecimento e o

tipo de barril utilizado?2.

O processo de producédo do uisque é bastante complexo e envolve varias
etapas que serdo brevemente apresentadas. A Figura 32 representa um esquema

resumido das etapas de produgdo de um uisque’2,
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Maceragdo

Engarrafamento

Figura 32: Diagrama simplificado das etapas de produg&o de uisque.

4.2.1 Maltagem

A etapa de maltagem é importante para elevar o teor enzimatico dos graos de
cereais que serdo utilizados na produgdo. Nesta etapa a cevada €& germinada
artificialmente e ocorre a liberagdo de enzimas que facilitardo a transformacao dos
amidos da cevada em agucares fermentaveis que serdo posteriormente convertidos

em alcool.

A maltagem ¢ iniciada com a adicao de agua em tanques apropriados para
favorecer a germinagéo da cevada. Depois que o grao chega ao grau de germinagao

7

desejado, o0 mesmo é secado em estufa ou fornos que podem ter propriedades
defumadoras que sdo responsaveis por transferir fendis a cevada, conferindo-lhe
sabor e aroma peculiares. Depois da secagem, a cevada ja pode ser chamada de
malte e contém um teor de agua reduzido para aproximadamente 4%. Essa etapa &
importante para a armazenagem e para impedir o desenvolvimento de atividade

biolégica’.
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4.2.2 Maceracgao

O malte seco € moido para formar uma espécie de farinha chamada de “grist”.
Essa farinha é misturada a agua quente em tonéis de cobre, aco inoxidavel ou
madeira para a ativagdo das enzimas que transformardo o amido em agucares

soluveis. O liquido resultante desta etapa é chamado de mosto?2.
4.2.3 Fermentacao

O mosto é encaminhado para o resfriamento e acrescido de fermentos
(leveduras). Nesta etapa o agucar é metabolizado e convertido em etanol, CO2 e
outros produtos. O liquido produzido tem o aspecto semelhante ao da cerveja e é

chamado de “wash” (mosto fermentado) com graduacgéo alcodlica de 5 a 8%72.

4.2.4 Destilagao

Apds a fermentacdo, o “wash” é encaminhado para a destilacdo na qual
basicamente ocorre a separagdao entre a agua e o alcool pelas diferentes

temperaturas de ebuligdo (100 °C e 78 °C, respectivamente).

Geralmente sado utilizadas duas etapas de destilagdo sendo que alguns
produtores de uisque utilizam até trés etapas. Nos destiladores, o liquido é
submetido a aquecimento. Quando atinge aproximadamente 80 °C, os vapores de
alcool comegam a atingir o condensador. O liquido gerado é chamado de “low wine”

e tem teor alcodlico de aproximadamente 20%.

Esse liquido é encaminhado para a segunda destilacédo e, no final desta

etapa, a bebida gerada apresenta teor alcodlico de aproximadamente 70%72.
4.2.5 Maturagao

A etapa de maturacdo consiste no armazenamento do uisque em barris de
madeira, geralmente carvalho, que sera responsavel por conferir caracteristicas
sensoriais a bebida. O tempo de envelhecimento varia de acordo com
especificagdes do tipo de uisque. Essa informacao deve estar presente na garrafa e

geralmente o tempo de envelhecimento esta intimamente ligado ao custo da bebida.
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Muitos fatores podem influenciar as caracteristicas e qualidade do produto
final. O tipo de madeira utilizada na maturacao € um fator importante no sabor e
aroma da bebida. Fatores como cor, pH, acidos, ésteres e acgucares presentes no
uisque também séao influenciados pelo tipo do barril. O carvalho americano (Quercus
alba) por exemplo, confere sabores e aromas de avela, baunilha, canela, caramelo,
castanhas, gengibre e mel. Ja o carvalho europeu (Quercus robur) confere sabores

e aromas de figo, frutas cristalizadas, frutas secas, laranja, noz-moscada e passas’?.
4.2.6 Homogeneizagao, filtragem e engarrafamento

Depois do tempo de maturacdo, bebidas envelhecidas em barris diferentes
sdo misturadas para homogeneizar as caracteristicas do produto final uma vez que,

mesmo que os barris sejam idénticos, podera haver pequenas diferengas no uisque.

Nesta etapa também ocorre a diluicdo da bebida pela adicdo de agua

desmineralizada, gerando um produto com teor alcodlico de aproximadamente 40%.

O uisque pode ainda ser filtrado, normalmente a frio, para a retirada de
particulas em suspensdo. Finalizada essas etapas, o uisque esta pronto para ser

engarrafado e comercializado.

No processo descrito acima foi mencionado apenas o malte como matéria-
prima na produgdo do uisque. Porém sua fabricagdo pode utilizar outros cereais
como insumos. O Scotch uisque, que foi a bebida estudada nesse trabalho, pode ser
classificado de acordo com o tipo de matéria prima empregada na sua elaboragao. A

Figura 33 mostra as categorias de Scotch uisque existentes’2.

60



Scotch Uisque

Puro Malte Diversos graos

¥ x e 4 N

Blended de

Blended Malte Blended Scotch =
outros graos

uisque
(Malte e outros
graos)

Figura 33: Diagrama simplificado das categorias de Scotch Uisque’®.

Puro Malte: produzido com 100% de cevada maltada em uma unica destilaria.

Diversos graos: produzido com diferentes tipos de graos, podendo conter ou

nao malte, em uma unica destilaria.

Blended Malte: produzido através da mistura de dois ou mais uisques do tipo

puro malte de destilarias diferentes.

Blended Scotch uisque: produzido a partir da mistura de pelo menos um
uisque puro malte e um uisque de diversos graos, sendo que normalmente
sdo feitos com mais de 40 tipos de uisque diferentes. E o tipo mais

comercializado no Brasil.

Blended de outros graos: produzido através da mistura de dois ou mais

uisques de diversos graos de destilarias diferentes.

O Blending € um procedimento importante para garantir um equilibrio e

harmonia dos sabores e caracteristicas do uisque. Quando é feito com uisques do

mesmo tipo, serve para homogeneizar os sabores e aromas. Ja quando mistura

tipos diferentes (Blended Scotch uisque) € importante pois o uisque puro malte é

geralmente muito encorpado, diferente do uisque puro de outros graos. Dessa

forma, a mistura dos dois tipos balanceia os aromas e sabores, trazendo maior

popularidade a bebida pois agrada a mais tipos de paladares’.
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4.3 A QUIMICA DO UISQUE

A Figura 34 apresenta um esquema simplificado da produgéo do uisque e dos

compostos responsaveis por importantes caracteristicas sensoriais da bebida’”.
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A Quimica do Uisque
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O uisque é uma bebida de composicado quimica complexa cuja produgao
requer condigdes controladas para obtencdo de um produto de qualidade. Sendo
assim, a presenca de certos compostos quimicos é de extrema importancia para seu

sabor e aroma’®.

Apesar de varios trabalhos terem se ocupado em verificar e conhecer a
composicao quimica do uisque, ainda ha muito a ser explorado. A maior parte dos
componentes presentes na bebida sdo provenientes dos barris de madeira utilizados

na etapa de maturagéo’®.

O carvalho consiste de aproximadamente 10% (m/m) de éleos volateis, acidos
volateis e ndo volateis, acucares, taninos, pigmentos e compostos inorganicos.
Porém os compostos que serao absorvidos pelo uisque dependem de varios fatores
como o tempo de maturacdo, as variacbes de temperatura e o pré-tratamento

recebido pela madeira®.

Os compostos majoritariamente encontrados na composi¢ao do uisque séo os
alcoois como etanol, isobutanol, n-propanol e 2,3-metilbutanol, além de outros
compostos como acetato de etila e acetaldeido. Além desses, compostos com
menores concentragcbes também podem estar presentes e, geralmente, sdo os
principais responsaveis pelas caracteristicas sensoriais da bebida. Compostos como
alcoois, acidos graxos, aldeidos, ésteres, fendis e compostos contendo nitrogénio e
enxofre sdo chamados de compostos minoritarios e sao importantes marcadores em
anadlises de autenticidade de uisques, pois sdo muito caracteristicos de cada

processo de produgdo’®.

Os fendis contribuem com aromas e sabores defumados e amargos. Os
aldeidos e algumas lactonas transferem sabores amadeirados, de coco e
apimentados. Além disso, algumas lactonas contribuem com caracteristicas de
cereais, vegetais e baunilha. Os ésteres trazem sabores e aromas frutados de pera,

maca, e banana’®.

Devido a presencga de diversos componentes, a legislagéo brasileira preconiza
valores padrbes exigidos para a identidade do uisque. A Tabela 7 apresenta os

valores legislados segundo o MAPAS0,
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Tabela 7: Constituintes que compdem o padrao de identidade dos uisques.

Item Limite Minimo Limite Maximo Classificagao

Acidez volatil, em acido acético, 150 ---
em mg/100mL de é&lcool anidro

Alcool superior (somatério do
alcool n-propilico, alcool isso- 300

2 putilico e alcoois isso-amilicos) o o
em mg/100mL de alcool anidro.
3 Aldeidos, em aldeido acético, . 20 .
mg/100mL de alcool anidro
>350 . Uisque malte
puro
- R Uisque cortado
4 Coeficiente de congéneres, em >100 - ou uisque de
mg/100 mL de alcool cereais
>150 - Bourbon uisque
5 Esteres, em acetato de etila, em . 150 .
mg/100mL de alcool anidro
5 . o
6 Graduacéo alcoolica, em %v/v a 38 54 .

20°C

Somatadrio de furfural e
7 hidroximetilfurfural, em - 5 -
mg/100mL de alcool anidro

Na literatura encontram-se muitos trabalhos voltados para a verificacao da

autenticidade de uisques a partir de diferentes técnicas analiticas.

Mgller et al. (2005) utilizaram a técnica ESI-MS para obter fingerprints de
uisque com o objetivo de provar sua autenticidade. Amostras originais e falsificadas
foram submetidas a analises por ESI-MS sem passar por tratamentos complexos
como extracdo, derivatizacdo ou diluicdo. No caso das analises em modo positivo,
foi adicionado acido formico para favorecer a protonagao das espécies. Uma simples
inspecao visual dos espectros de massas permitiu a diferenciagao dos dois tipos de
amostras (original e falsificada) e o método proposto mostrou ser rapido, simples e
facilmente aplicavel a analises de rotina e controle de qualidade da bebida. A técnica

ESI-MS tem diversas vantagens, porém, o possivel efeito de memodria que pode
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ocorrer entre uma analise e outra traz problemas em numerosas amostras, além da

necessidade de um gas nebulizador?.

Heller et.al (2011) utilizaram a eletroforese capilar com detector ultravioleta na
determinagao de compostos como marcadores quimicos para identificar falsificacdes
em uisque. O método se mostrou aplicavel para esta finalidade e se concentrou em
comparar a presenga e concentragcao de aldeidos fendlicos nas amostras originais e

falsificadas. Os resultados foram confirmados com andlises de LC-MS/MS#&2,

J.S. Garcia et al. (2013) aplicaram a técnica Eletrospray lonization- Fourier
Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (ESI-FT-ICR MS) na
obtencdo de fingerprints de uisques originais e falsificados. Os perfis quimicos
especificos para cada tipo de amostra foram obtidos e comparados para discrimina-
los. Além disso, a alta resolugdo do equipamento utilizado permitiu a atribuicdo de
ions encontrados experimentalmente a substancias importantes na composicdo da
bebida. A técnica se mostrou aplicavel a propdsitos como a garantia da
autenticidade de uisques, bem como no controle de qualidade desta e de outras

bebidas®3.

Outros trabalhos utilizaram diferentes técnicas para estudar a composi¢cao do
uisque como separagdes cromatograficas 8% 85; espectroscopia UV-VIS86 87
espectroscopia de infravermelho®, sensores potenciométricos®® e espectrometria de
massas?’: 83 0 Porém, muitos destes métodos tém as desvantagens de serem
lentos, laboriosos e destrutivos, consumindo reagentes ou solventes e gerando

residuos quimicos.
44 PARTE EXPERIMENTAL

Neste trabalho foram utilizadas amostras (auténticas e falsificadas) de trés
diferentes marcas cedidas pela Policia Federal. O conjunto de exemplares
auténticos totalizou 44 amostras das marcas: White Horse (WH), Johnnie Walker -
Red Label (RL) e Johnnie Walker — Black Label (BL). No mercado total de uisques, a
marca lider € Johnnie Walker (da Diageo), seguida por Teacher's (Pernod Ricard),
Old Eight (Campari), Natu Nobilis (Pernod Ricard) e White Horse (Diageo)?'. O
conjunto de exemplares falsificados também totalizou 44 amostras das mesmas

marcas tais amostras foram apreendidas pela Policia Federal e cedidas para a

66



realizacao das analises. A Tabela 8 apresenta a distribuicao das amostras de uisque

utilizadas neste trabalho.

Tabela 8: Nome e numero das amostras de uisque analisadas.

Amostras originais

M Caodigo de Amostras
arca
identificagao (Lotes diferentes) falsificadas
WH 16 16
White Horse
Johnnie Walker — Red
RL 14 14
Label
Johnnie Walker — Black
BL 14 14
Label
TOTAL 44 44

O uisque Red Label da Marca Johnnie Walker e o uisque White Horse sao
uisques classificados como “standard’, ou seja, uisques que receberam um periodo
de maturacdo de no minimo trés anos, e o uisque Black Label - Johnnie Walker foi

maturado por oito anos.

As amostras utilizadas no trabalho foram recebidas em vials e ficaram
lacradas até o momento das analises e nao foram submetidas a nenhum tipo de pré-

tratamento. As analises de PS-MS foram realizadas em duplicata.

O solvente utilizado para as analises PS-MS foi metanol de grau HPLC, da
marca J.T. Baker Chemicals (Center Valley, Pennsylvania, EUA). Como suporte para
as amostras nas analises PS-MS, foi utilizado papel cromatografico grau 1 da marca
Whatman International Ltd (Maidstone, England) cortado com uma tesoura em
formato triangular (10 mm de altura e 5 mm de base) e posicionado a

aproximadamente 1 cm da entrada do espectrémetro de massas.
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441 Instrumentagao

As amostras foram transferidas para tubos plasticos de fundo cénico do tipo
Eppendorf que ficaram fechados até o momento das analises. Para a aquisicao dos
espectros de massas, foi utilizado um equipamento LCQ FLEET da Thermo
Scientific (San Jose, Califérnia, EUA) com analisador de massas de baixa resolugao

do tipo ion trap.

As condicdes instrumentais do espectrometro de massas com a fonte paper
spray foram escolhidas depois de varios testes de otimizagao visando a obtencéo de

espectros de massas mais limpos e reprodutiveis.

Foi escolhido um uisque como modelo para avaliar varidveis como: distancia
do papel a entrada do espectrémetro de massas, tamanho do tridngulo, volume do
solvente, diferenca de potencial aplicada, volume de amostra e modo de aquisi¢ao

(positivo ou negativo).

Dessa maneira, as melhores condicdes para a analise de uisque foram:
potencial do PS-MS - 4,0 kV, temperatura do capilar 215 °C, voltagem do capilar -12
V, voltagem das lentes -85 V, distancia do papel a entrada do espectrémetro de

massas 1,0 cm e faixa de massas de 100 — 600 m/z.

As analises foram executadas de modo aleatério e nao houve nenhum tipo de
pré-tratamento das amostras, sendo que as mesmas foram transferidas do
Eppendorf, onde estavam armazenadas, diretamente para o papel no momento da

analise.

Aliquotas de 2 uL de cada amostra de uisque, foram transferidas, com o
auxilio de uma micropipeta para o centro do triangulo de papel. Este estava preso ao
clipe metalico, posicionado na frente do espectrébmetro de massas e conectado a
fonte de alta tensdo. Em seguida 30 uL de metanol foi adicionado ao papel e a fonte
de potencial ligada. Os espectros de massas foram adquiridos continuamente (30

scans).

O software utilizado foi o Xcalibur 2.1.0 da Thermo Scientific (San Jose,
Califérnia, EUA).
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4.4.2 Modelos quimiométricos

A analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi
executada no software MATLAB 7.9.0.529 (Natick, Massachusetts, EUA) com adi¢cao
de um pacote de métodos quimiométricos pela instalagcdo do PLS Toolbox 5.2.2
(Manson, Washington, EUA).

Para construcdo do modelo PLS-DA, além da matriz X também foi utilizado
um vetor y (88x1) contendo as informagdes qualitativas codificadas referentes aos
uisques originais e falsificados. Sendo que as amostras originais receberam

atribuicdes iguais a 1 e as amostras falsificadas rotuladas como 0.

As amostras para o conjunto de treinamento e teste foram selecionadas com
o auxilio do algoritmo Kennard-Stone, sendo que aproximadamente 2/3 das
amostras, foram para o conjunto de treinamento e 1/3 para o conjunto teste (57
amostras e 31 amostras respectivamente). Os dados foram centrados na média e o
melhor modelo foi construido com trés variaveis latentes, escolhidas por meio da

validagao cruzada no modo subconjuntos aleatérios com 10 splits e 20 interagdes.

4.4.21 Figuras de mérito para a validagdo dos modelos PLS-DA

A partir da tabela de contingéncia gerada pelo modelo PLS-DA, calculou-se
as seguintes figuras de mérito para avaliacdo de seu desempenho: taxa de falsos
negativos (TFN), taxa de falsos positivos (TFP), taxa de verdadeiros positivos ou
sensibilidade (SEN), taxa de verdadeiros negativos ou especificidade (ESP),
exatidao (EXA) e a confiabilidade (CON). As medidas de areas sob as curvas
AUROC foram feitas pelo software PLS Toolbox 5.2.2 apdés a construgdo dos

modelos.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de massas (fingerprints) das amostras de uisque foram obtidos
depois da otimizagdo dos parametros do equipamento. O modo negativo de
ionizacao foi escolhido, pois gerou espectros de massas com maior qualidade (maior
relagdo sinal/ruido e maior quantidade de informagdes relevantes). A Figura 35
apresenta espectros de massas (PS (-) — MS) representativos dos pares de

amostras (original e falsificado) das marcas de uisque abordadas neste trabalho.
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Apesar de o conjunto de amostras conter varias amostras falsificadas, sera

apresentado o PS (-) — MS de apenas um desses exemplares para fins de

comparacgao.
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Figura 35: PS (-) — MS representativos das amostras de uisque por PS-MS. Os pares RL original (a) e falsificado

(b), BL original (c) e falsificado (d) e WH original (e) e falsificado (f).

A visualizacdo dos PS (-) — MS dos uisques originais permite perceber
algumas semelhancgas entre as diferentes marcas como a presenca dos ions de m/z
311, 325, 339, 486 com intensidades variadas (Figuras 35a, 35c e 35e). Mesmo
tendo ions coincidentes, os perfis quimicos das amostras originais sao distintos,
permitindo a discriminagao visual dos mesmos. Nesse caso, porém, a distingdo por
inspecao visual, ndo é tao simples quanto no caso dos perfumes, no qual a distingéo

€ mais evidente.

Em todos os pares é perceptivel a diferenca entre os espectros de massas

dos uisques originais e falsificados. Novamente a simples comparagao visual é
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parametro suficiente para classificar um uisque como original ou falsificado. Apesar
de haver ions coincidentes entre os dois tipos de amostras, os ions marcadores dos
uisques originais permitem classificar corretamente uma amostra qualquer. Além
disso, nas amostras falsificadas € comum a presenca de outros ions que nao
aparecem nas amostras originais. Esses ions podem estar relacionados a

compostos adicionados para adulterar ou forjar a fabricagdo de um uisque auténtico.

Excluindo-se as variacbes instrumentais, o mesmo perfil foi observado para
as outras amostras da mesma marca de uisque original de lotes diferentes,

evidenciando a reprodutibilidade da técnica.

No caso dos falsificados, a diversidade de produtores e a variabilidade de
insumos utilizados fabricacdo nédo permite a atribuicdo de ions marcadores. Porém,
alguns ions identificados neste trabalho ja foram apresentados na literatura como
comuns em uisques falsificados. Dessa forma, utiliza-se o perfil dos originais como
um padrao e, em caso de amostras suspeitas, compara-se o PS (-) — MS obtido

atentando-se para as variagoes nesses marcadores.

Outros parametros menos especificos podem também ser indicativos da
falsificacdo de bebidas como sabor, cor, garrafa, teor alcodlico, rétulos, selos de
autenticidade, dentre outros. Porém, com o avanco das técnicas e da habilidade dos
adulteradores, fica cada vez mais dificil perceber uma falsificagdo apenas com os
parametros organolépticos ou aspectos visuais do produto. Assim como nas
amostras de perfume, a analise quimica e comparativa dos espectros de massas
caracteristicos dos uisques pode se tornar uma alternativa capaz de dirimir duvidas

quanto a autenticidade da bebida.

A espectrometria de massas é apropriada para a obtencgao de fingerprints que
permitem uma verificagado rapida da idoneidade da amostra por comparagao com um
exemplar auténtico, bem como para a obtencao de informagdes importantes da sua
composig¢ao quimica. Dessa forma, caso haja compostos potencialmente danosos a
saude, empregados na fabricagdo de bebidas falsificadas, estes podem ser
detectados e confirmados com o PS conjugado a espectrometria de massas
sequencial ou de alta resolugao. Neste trabalho, sera apresentada, posteriormente,

uma tabela com algumas possiveis atribuicbes a alguns dos ions mais
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frequentemente encontrados nos espectros de massas dos uisques feitas com base

na literatura.

A Figura 36 mostra o PS (-) — MS de trés amostras falsificadas
comercializadas com a marca Black Label. E possivel notar a grande diversidade
dos perfis para cada amostra falsificada. Além disso, existem varias fontes de
falsificacao sendo que cada falsario utiliza insumos € modos de preparo diferentes, o
que corrobora a afirmacao de que as amostras falsificadas possuem perfis quimicos
distintos. Por exemplo, os procedimentos seguintes sao normalmente utilizados
pelos falsificadores: (a) mudanga de etiquetas em garrafas de uisque mais baratos;
(B) diluigbes com alcool e adigao de caramelo para corregao de cor; (C) substituicao

e/ou adicao de bebidas alcodlicas alternativas (cachaga, vodca e outras).
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Figura 36: PS (-) — MS de amostras de uisque BL Original (a) e trés amostras falsificadas da mesma marca (b),

(c)e(d).

Conforme mencionado anteriormente, uma diferenciagao visual dos espectros
de massas € possivel, sendo, porém, dificultada pela grande quantidade de dados
gerados e pela similaridade dos espectros de massas de uisques de marcas

diferentes. Diferentemente dos perfumes, mesmo entre marcas distintas, a
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fabricagdo e os insumos utilizados na produgdo de uisques segue um protocolo
devido as semelhantes caracteristicas sensoriais dos produtos, além do controle de

qualidade pelo qual eles passam.

Dessa maneira, € indicado o emprego de ferramentas que possibilitem uma
visdo agrupada de todo o conjunto de dados e que deem uma nog¢édo melhor da
distribuicdo dessas amostras em classes. Para tanto, construiu-se dois modelos
quimiométricos (PCA e PLS-DA) para que as tendéncias de comportamento das
amostras de uisque sejam visualizadas e para facilitar a implantacdo das analises

em rotinas de laboratoérios forenses.
451 Modelo PCA

Construiu-se o0 modelo PCA com os dados centrados na media e duas
componentes principais resultando em 46,82% da variancia total. As componentes
restantes foram verificadas e ndo foram observados padrdes evidentes dos escores.

Por este motivo, nenhum PC extra foi incluido na discussao.

Assim, a Figura 37 ilustra o grafico de escores (PC1 versus PC2) ao tratar os
dados obtidos por PS (-) — MS.
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Figura 37: Escores de PC1 e PC2 obtidos com os dados de PS (-) — MS das amostras de uisque.
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Enquanto os escores de PC1 (33,3%) ndo foram capazes de discriminar entre
as amostras auténticas e falsificadas, os escores de PC2 (13,6%) proporcionaram

uma discriminacao razoavel.

Como pode ser observado na Figura 37, todas as amostras auténticas
apresentaram escores negativos em PC2 (circulos), enquanto 77% (34 de 44) das
amostras falsificadas apresentaram valores positivos (quadrados). Assim, o PC2
pode ser definido como um componente que caracteriza os uisques auténticos em
seus valores de escores negativos. Por outro lado, PC1 pode ser definido como um
componente relacionado com o envelhecimento dos uisques auténticos. Com efeito,
este componente proporcionou uma discriminagdo moderada entre as amostras
auténticas em funcao do seu envelhecimento, sendo que a maioria das amostras de
BL com mais tempo de envelhecimento (8 anos) apresentou valores positivos em
PC1 em contraste com a maioria das amostras de RL (3 anos) que apresentaram
escores negativos. Este comportamento pode ser observado pela analise do grafico
de PC1 versus PC2, em que os escores de cada marca sao indicados por simbolos

diferentes, conforme ilustrado na Figura 38.
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Figura 38: Escores de PC1 e PC2 obtidos com os dados de PS (-) — MS das amostras de uisque com separagéo

entre as marcas.
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Figura 39: Loadings de PC2, calculados a partir dos dados de PS (-) — MS das amostras de uisque.

O exame dos loadings de PC2 (Figura 39) revela que apenas alguns
anions/variaveis que apresentam os valores mais negativos foram responsaveis pela
discriminagdo dos uisques auténticos. As amostras auténticas (escores negativos)
receberam maior contribuicdo dos ions de m/z 143, 171, 199, 301, 427 e 486. Por
outro lado, as amostras falsificadas, apesar de sua origem e métodos de produgao
diferentes, foram principalmente diagnosticadas pelos ions de m/z 179, 195, 215,
225, 269, 359, 377, 387, 431.

Estes resultados s&o consistentes com trabalho anterior de Mgller e
colaboradores que diferenciaram uisques escoceses auténticos e falsificado por
insercao direta por ESI(-)-MS. Estes autores observaram que os uisques escoceses
auténticos sao caracterizados pelos anions de m/z 143, 171 e 199, enquanto que os
anions de m/z 179, 377 e 387 foram considerados marcadores diagndsticos para as

amostras falsificadas?®’.

Alguns desses anions também foram relatados por Garcia e colaboradores,
que analisaram amostras de uisque usando a insercdo direta com ionizacdo por
electrospray com espectrometria de massas com transformada de Fourier (ESI-FT-
MS). O uso de espectrometria de massas de alta resolugao permitiu a proposigéo de
possiveis estruturas para esses compostos. A Tabela 9 ilustra as estruturas

propostas para alguns dos analitos diagnosticos detectados neste trabalho®3.
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Tabela 9: Estrutura dos compostos propostos.

Composto
Estrutura proposta
[M-HJ

Acido Caprilico

OH
\/\/\/\rol/
m/z 143
Acido caprico
OH

\/\/\/\/r
m/z 171

\/\/\/\/\/\g/OH
m/z 199

O to]
HO o]
m/z 269 e o ];Igo
HO OH HO' 7, OH

Acido elagico

m/z 301

0O ~oy
m/z 399 HomH

Os anions de m/z 143 e 171 correspondem as formas desprotonadas dos
acidos caprilico e caprico, respectivamente, que ja tiveram suas presengas relatadas

em amostras de cachaca e sdo comumente encontrados em outros tipos de
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alimentos. O anion de m/z 301 é atribuido ao acido elagico desprotonado, que ja foi
identificado em outras bebidas destiladas e tem propriedades antioxidantes. O anion
de m/z 399 foi mencionado como resultante de reacdes redox dos tambores de
madeira durante o processo de maturacido do uisque. Garcia e colaboradores
também detectaram um anion de m/z 269, que é um importante marcador de
uisques falsificados e propuseram duas possiveis estruturas (Tabela 9) para este
composto. No entanto, estes autores também detectaram outros anions como os de
m/z 179, 431 e 521 exclusivamente em amostras falsificadas. Estes resultados estdo
em concordancia com os sinais mais intensos observados nos loadings de PC2
(Figura 39). O anion de m/z 179 ja foi relatado como a forma desprotonada de um
monossacarido (por exemplo, glucose). A predominéancia destes ions nas amostras

falsificadas pode revelar a adicdo de caramelo para ajuste de e sabor8": 83,
4.5.2 Modelo PLS-DA

Nos métodos quimiométricos nao supervisionados, como PCA, as
informacbes de classes ndao sdo incorporadas ao modelo. Assim, amostras
desconhecidas sao atribuidas visualmente a um grupo especifico, sem um critério
para definir os limites de classe. Em contraste, os métodos supervisionados
permitem a classificacdo de forma automatizada e mais sistematica. Assim, um
método quimiométrico supervisionado (PLS-DA) foi aplicado aos dados PS (-) - MS.
Deve-se ressaltar a importancia de analisar amostras em uma ordem aleatéria,
visando evitar a influéncia de efeitos sistematicos nos resultados. O melhor modelo
PLS-DA foi construido com trés variaveis latentes, representando 53,18% e 83,31%
da variancia total de X e y, respectivamente. A figura 40 ilustra os valores preditos
resultantes da aplicagdo do modelo PLS-DA para o conjunto de treinamento e para o

conjunto de teste.
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Figura 40: Valores previstos no modelo PLS-DA calculados a partir dos dados de PS (-) — MS das amostras de

uisque.

Pode-se observar que apenas uma amostra foi classificada erroneamente por

esse modelo PLS-DA, um excelente resultado considerando a variabilidade natural

inerente ao processo de blending que engloba misturas de diferentes maltes e/ou

uisques de graos. A amostra mal classificada refere-se a um uisque BL falsificado

(falso positivo) no conjunto de treinamento. Apesar das notaveis disparidades entre

as amostras falsificadas, apreendidas em diversas operagdes da Policia Federal

Brasileira em diferentes locais e datas, ndo foram observados erros no conjunto de

validagao. Este resultado, portanto, mostra a alta capacidade do modelo para

realizar a discriminacao entre os uisques falsificados e auténticos.
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Figura 41: Coeficientes de regressdo do modelo PLS-DA calculados a partir dos dados de PS (-) — MS das

amostras de uisque.

A Figura 41 mostra o grafico dos coeficientes de regressdao do modelo PLS-
DA. Este grafico permite a interpretacdo do modelo e a detec¢ao das variaveis mais
importantes para a discriminagdo das classes de uisque pré-definidas. Este grafico
mostra que os anions de m/z 105, 143, 171, 301 e 486 tém os coeficientes positivos
e estdo relacionados aos uisques auténticos (y = 1). Em outras palavras, estas
variaveis indicam anions diagndstico para as amostras auténticas. Por outro lado, os
anions de m/z 124, 179, 195, 215, 347, 387 e 521, que apresentaram coeficientes de
regressdo negativos, desempenham um papel importante para prever valores de y

proximos de zero, isto €, amostras falsificadas.
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VIP escores

Figura 42: VIP escores do modelo PLS-DA calculados a partir dos dados de PS (-) — MS das amostras de

uisque.

A Figura 42 exibe o vetor de VIP escores do modelo PLS-DA. A linha
vermelha tracejada representa o limiar que indica a variavel mais relevante para
diferenciar as classes 1 e 0. Normalmente, esse limiar é definido como 1,0, mas nés
arbitrariamente definimos esses valores como 5,0, a fim de selecionar um conjunto
menor de quinze anions como diagnostico para uisques auténticos (m/z 124, 143,
171, 179, 195, 215, 225, 269, 301, 347, 359, 387, 427, 486 e 521). Observe a
excelente correspondéncia entre as variaveis selecionadas por esses vetores
informativos (Figuras 41 e 42) com os loadings de PC2 no modelo PCA (Figura 39).
Ambos os modelos confirmam a notavel capacidade do PS-MS na identificagao de

amostras de uisque falsificadas.

A Tabela 10 mostra a exatiddo excepcional do modelo PLS-DA como
verificado pelo calculo das figuras de mérito. Uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de 96,6% revelam que apenas uma amostra foi classificada
erroneamente no conjunto de treinamento, ao passo que nao foram observadas
classificagbes erradas no conjunto de teste. Estes resultados demonstram que,
apesar da heterogeneidade das amostras (como explicado anteriormente) e a
auséncia de procedimentos de pré-tratamento da amostra, o modelo atingiu taxas de
confiabilidade muito altas, de 96,6% e 100% para os conjuntos de treinamento e

teste, respectivamente.
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Tabela 10: Figuras de mérito calculadas para o modelo PLS-DA construido calculados a partir dos dados de PS

(-) = MS das amostras de uisque.

Conjunto de Treinamento

Figuras de mérito (%) Conjunto de Teste (%)
Taxa de falsos negativos (TFN) 0 0
Taxa de falsos positivos (TFP) 3.4 0
Sensibilidade (SEN) 100 100
Especificidade (ESP) 96,6 100
Exatiddo (EXA) 100 100
Confiabilidade (CON) 96,6 100
AUROC 1

Outra figura de mérito que indica o alto desempenho da metodologia atual é
AUROC, que atingiu o valor maximo de 1,0. Esse resultado reflete a capacidade do
modelo de discriminar entre as amostras e, portanto, indica que este modelo pode
ser aplicado com sucesso para detectar amostras falsificadas e discrimina-las de das
auténticas. Este modelo pode ser tornado mais robusto e expandido pela adicao de

outras marcas de uisque.
4.6 CONCLUSOES PARCIAIS

Foi descrito um método baseado na aplicacdo direta da espectrometria de
massas com ionizagdo por paper spray combinado a modelos de classificagdo
quimiométrica (PCA e principalmente PLS-DA) para distinguir entre amostras
auténticas e falsificadas de uisque. A metodologia desenvolvida inclui uisques
auténticos de diversas marcas e lotes e um numero de amostras falsificadas
produzidas pela adogao de varios procedimentos. Apesar da heterogeneidade das
amostras, foi gerado um modelo PLS-DA robusto, confiavel e exato. Este modelo foi
capaz de classificar as amostras em auténtico e falsificado com quase 100% de taxa
de sucesso. A utilizagdo de PS-MS também permitiu identificar os principais analitos

de diagnéstico que sdo compostos marcadores para cada classe de amostras.
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CAPITULO 5

5.1 CONCLUSOES GERAIS

Uma nova abordagem baseada na aplicagdo da técnica PS-MS combinada
com PLS-DA foi desenvolvida para uma aplicagcao forense: a diferenciacao efetiva e

direta de uisques e perfumes originais e falsificados.

O procedimento analitico completo é muito rapido e minimo preparo de
amostra e demanda um consumo de solvente insignificante. Foram desenvolvidos
modelos quimiométricos a partir dos resultados de amostras dessas matrizes
provenientes de diferentes lotes e de amostras falsificadas reais que foram
provenientes de apreensdo em operacdes policiais, de modo a obter um método

representativo e robusto.

A diferenciacao e classificacdo de bebidas, cosméticos e outros produtos sao
de grande importancia tanto para os fabricantes quanto para os consumidores, pois
os garante confianga nas informagdes contidas no rétulo e autenticidade do produto
consumido. Portanto, a combinacdo do PS-MS e PLS-DA se mostrou uma poderosa
ferramenta analitica para se alcancar esse objetivo. Considerando ainda que esta é
uma metodologia pouco explorada e com grande capacidade de novas aplicagdes
este trabalho traz boas inovagbes no campo da quimica forense com chances de

implementagcéo em andlises de 6rgaos fiscalizadores.
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CAPITULO 6

10
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