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RESUMO

O aumento no consumo seguido da supervalorizacdo de produtos considerados
funcionais faz com que eles se tornem alvo de adulteracbes. Nesse contexto, 0
desenvolvimento de métodos analiticos rapidos e confiaveis aplicados a fiscalizagcédo e
deteccdo dessas adulteracbes se faz necesséario. A espectrometria de massas por
Paper Spray (PS-MS) se destaca pela sua simplicidade, rapidez e capacidade de
analisar e quantificar compostos em matrizes complexas. A Quimiometria, por sua vez,
€ uma ferramenta analitica poderosa que auxilia na interpretacao da grande quantidade
de dados gerados. Neste trabalho, um método qualitativo para detectar a adicdo de
aclcar mascavo em amostras de acucar de coco e um método quantitativo para
determinar a adicdo de gordura vegetal hidrogenada em éleo de coco extra virgem foram
desenvolvidos. No método qualitativo proposto, a técnica PS-MS combinada a Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), foi capaz de detectar, de
maneira inequivoca, adicdes de agucar mascavo entre 2 e 30% m/m em 7 marcas
diferentes de aglcar de coco, o que indica uma elevada robustez do método, através de
uma andlise rapida e com minimo processamento da amostra. O método quantitativo,
desenvolvido com a aplicacéo da técnica PS-MS e Regresséo por Minimos Quadrados
Parciais (PLS), apresentou as mesmas caracteristicas de rapidez e simplicidade de
analise, sendo linear na faixa de trabalho proposta. No entanto, o método ndo
apresentou exatidao satisfatoria, sendo necessario alguns ajustes para a sua validacao
completa. Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a importancia da PS-MS aliada
a quimiometria como técnica analitica para detec¢do de fraudes e adulteracfes em
alimentos, com potencial de serem incorporados as analises de rotina de érgaos

fiscalizadores e laboratérios de controle de qualidade de alimentos.

Palavras-chave: Adulteracdo economicamente motivada, paper spray, quimiometria,

acucar de coco, 6leo de coco extra virgem



ABSTRACT

Mass spectrometry paper spray ionization and chemometric methods
applied to the identification of adulterations in sugar and coconut oil

The increase in consumption and overvaluation of functional products functional became
them subject to adulterations. The development of fast and reliable analytical methods
applied to detection of such adulterations is necessary. Mass spectrometry by Paper
Spray lonization (PS-MS) stands out for its simplicity, speed and ability to analyze and
qguantify compounds in complex matrices. Chemometrics is a powerful analytical tool that
assists in the interpretation of the large amount of data generated. In this work, a
qualitative method to detect the addition of brown sugar in samples of coconut sugar and
a quantitative method to determine the addition of hydrogenated vegetable fat in extra
virgin coconut oil were developed. In the qualitative method, the PS-MS technique
combined with the Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) was able to
detect, unequivocally, additions of brown sugar between 2 and 30% m / m in 7 different
brands of coconut sugar, which indicates a high robustness of the method, through a
quick analysis and with minimum processing of the sample. The quantitative method,
developed with the application of PS-MS technique and Regression by Partial Least
Squares (PLS) technique, presented the same characteristics of speed and simplicity of
analysis, being linear in the proposed work range. However, the method did not present
satisfactory accuracy and some adjustments were necessary for its complete validation.
The results obtained in this work reinforce the importance of PS-MS combined with
chemometrics as an analytical technique for the detection of food fraud and adulteration,
with the potential to be incorporated into the routine analysis of inspection agencies and

food quality control laboratories.

Keywords: Economically motivated adulteration, paper spray, chemometrics, coconut

sugar, virgin coconut oi
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade vem aumentando rapidamente
no Brasil e no mundo, sendo considerada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como uma epidemia mundial e um dos maiores problemas de saude
publica na atualidade.! Um artigo publicado na revista médica New England
Journal of Medicine estimou que 2,2 bilhGes de pessoas (aproximadamente
30% da populacdo mundial) possuem excesso de peso. A pesquisa, considerada
a mais abrangente sobre o tema, foi realizada em 195 paises ao longo de 35
anos e concluiu que o nimero de obesos mais que dobrou em 75 paises entre
os anos de 1980 e 2015.2

A obesidade é definida como uma doenca cronica caracterizada pelo
excesso de gordura corporal, que causa prejuizos a salde do individuo.! Existem
diversas maneiras de classificar e diagnosticar a obesidade. Uma das mais
utilizadas baseia-se na gravidade do excesso de peso calculado pelo indice de

Massa Corporal (IMC), através da relacdo mostrada na equacéo 1.:
IMC = Peso atual (kg) / altura? (m?) (1)

A Tabela 1 apresenta a classificacé@o internacional dos niveis (graus) de
obesidade, segundo os valores de IMC e seus respectivos riscos de doencas.
Convenciona-se chamar de sobrepeso o IMC de 25 a 29,9 kg/m? e obesidade o

IMC maior ou igual a 30 kg/m2.*

O excesso de gordura corporal é responsavel por desencadear ou agravar
uma série de doencgas, tais como, hipertensdo, diabetes tipo 2, osteoartrite,
acidente vascular cerebral (AVC), disfuncéo erétil, sindrome da apneia obstrutiva
do sono (SAOS) e alguns tipos de cancer.3>* Um estudo publicado no
periodico Journal of the American Medical Association concluiu que mais de

1



160 mil "excessos" de mortes por ano, nos Estados Unidos da América, sédo

causadas por doencas relacionadas a obesidade.®

Tabela 1 - Classificacéo internacional da obesidade e riscos de doenca segundo o indice de

massa corporal (IMC). Fonte: Organizagdo Mundial de Saude.

IMC (kg/m?) Classificagao Oﬁ(railijdiile Risco de Doenca
<18,5 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5- 24,9 Normal 0 Normal
25,0 - 29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30,0-34,9 Obesidade I Elevado
35,0-39,9 Obesidade Il Muito elevado
>40,0 Obesidade grave Il Muitissimo elevado

Acompanhando a tendéncia mundial, a obesidade no Brasil também
aumentou significativamente nos ultimos dez anos, passando de 11,8%, em
2006, para 18,9%, em 2016.6 A Pesquisa Nacional de Saude (PNS), realizada
pelo Ministério da Saude em parceria com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), divulgou que cerca de 57% dos brasileiros maiores de 18
anos estao acima do peso, 0 que representa aproximadamente 82 milhdes de

pessoas.’

O acumulo de gordura corporal esta fortemente associado ao risco de
desenvolver mais de 10 tipos de cancer, dentre eles cancer de esofago,
estbmago, pancreas, vesicula biliar, figado, intestino (célon e reto), rins, mama,
ovario, endométrio e tireoide. Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA), aproximadamente 13 em cada 100 casos
de cancer no Brasil sdo atribuidos ao sobrepeso e obesidade. Estima-se que
somente por meio da alimentacédo saudavel, pratica regular de atividade fisica e
peso corporal adequado, aproximadamente 1 em cada 3 casos de ocorréncia de
cancer no nosso pais possa ser prevenido.? A Figura 1 apresenta uma estimativa

dos principais fatores que contribuem para o desenvolvimento de cancer.®



Segundo a Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESO), o estilo de vida urbano moderno € uma das
principais causas do aumento de peso populacional. A diminuicdo do nimero de
refeicdes realizadas em casa, a necessidade de se realizar refeicdes em curto
espaco de tempo, 0 aumento compensatorio da alimentacdo em redes de fast
food, a privacdo de sono, o efeito do estresse no aumento do apetite e o
sedentarismo sé&o os fatores ambientais que mais contribuem para esse

quadro.®

InfecgBes Alcoolismo
7% 3%

Fatores ambientais
e ocupacionais
10%

Obesidade
Sedentarismo
Diabetes

o 35%
Fatores quimicos
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outros
15%
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Figura 1 - Principais fatores que contribuem para o desenvolvimento de cancer.
(Adaptado de 9)

As populacdes com maior grau de pobreza e menor nivel educacional
apresentam uma maior taxa de aumento de obesidade entre os individuos. Esse
fato é decorrente da inseguranga alimentar existente nos paises pobres e em
desenvolvimento. A inseguranca alimentar ocorre quando 0 acesso e a
disponibilidade de alimentos sé&o escassos, sendo um dos grandes fatores
causadores, tanto da inani¢do, quanto da obesidade. A vulnerabilidade social
impede que os individuos tenham o direito de escolher a qualidade da comida

gue chega a mesa, obrigando-os a trocarem alimentos de qualidade por

alimentos baratos que sdo, na maioria das vezes, ricos em gordura, agucar



refinado, sédio, contaminados com agrotéxicos e outros aditivos alimentares.!
Segundo o IBGE, cerca de 52 milhdes de brasileiros ndo tém acesso regular e
permanente a alimentacdo, em quantidade e qualidade adequadas, ou seja, se

encontram em situacdo de inseguranca alimentar.”

Desde 1999, o Ministério da Saude desenvolve a¢Bes com o objetivo de
conscientizar a populacdo e prevenir o sobrepeso. Uma dessas acodes foi a
homologacdo da Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo (PNAN), que
contém diretrizes programaticas que visam promover, proteger e apoiar praticas
alimentares e estilos de vida que levem a um nivel nutricional e de salde

ideal.12.13

O apelo por uma alimentacdo mais saudavel levou os consumidores a
buscarem por alimentos considerados funcionais que, além de suas funcdes
nutricionais basicas, também produzam efeitos benéficos a salde, reduzindo o

risco de obesidade, diabetes, doencas degenerativas e cancer.

Dentre a grande variedade de produtos lancados pela industria de
alimentos funcionais e divulgados pela midia nos ultimos anos, destaca-se o0 6leo
de coco extra virgem (VCO - Virgin Coconut Oil) por suas propriedades
terapéuticas e pelo seu potencial efeito emagrecedor. Além do VCO, o acguUcar
de coco também tem chamado atencédo por apresentar um baixo valor de indice

glicémico em relacdo ao agucar refinado.'*

A Figura 2 foi gerada utilizando o Google Trends, que € uma ferramenta
que apresenta graficos obtidos a partir da frequéncia com que um termo
particular é procurado em varias regides do mundo.*® O eixo horizontal do grafico
representa o tempo e o vertical a frequéncia relativa com que um termo €
buscado mundialmente. Um valor de 100 representa o pico de popularidade de
um termo. Para a construcdo dos graficos foram pesquisados os termos em
inglés “coconut oil” (2A) e “coconut sugar” (2B), entre os anos de 2004 e 2018.
Ambos os termos apresentaram um aumento continuo de buscas a partir do
inicio de 2012 e mantiveram sua popularidade, o que indica que esses alimentos

continuam a despertar o interesse da populagéo.


http://agenciabrasil.ebc.com.br/geral/noticia/2014-12/IBGE-52-milhoes-de-brasileiros-em-situa%C3%A7ao-de-inseguranca-alimentar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gr%C3%A1fico

O grande destaque na midia, seguido pela acentuada procura pelos
produtos, refletiu no aumento da demanda de producéo e consequentemente na
elevacdo do preco do Oleo e do agucar de coco. Esse aumento no valor
econdmico tornou os produtos mais propensos a sofrerem Adulteracdo com
Motivacdo Econbmica (EMA - Economically Motivated Adulteration), que
consiste na pratica fraudulenta de substituir ou adicionar intencionalmente uma
substancia em um produto com o objetivo de aumentar o seu valor de mercado

e reduzir os custos de producéo.t®
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Figura 2 - Graficos gerados pelo Google Trend para os termos “coconut oil” (2A) e “coconut
sugar” (2B) entre os anos de 2004 e 2018.

Apesar do empenho dos o6rgéos fiscalizadores em coibir praticas dessa
natureza, diversos casos envolvendo adulteracdo de alimentos sdo noticiados
rotineiramente pela imprensa. A ineficacia ou inexisténcia de métodos que
monitorem a qualidade dos alimentos dificulta o desenvolvimento dos processos
investigativos. Atualmente, técnicas espectroscépicas, tais como andlise por
infravermelho (préximo e médio), UV-vis e Raman tém sido empregadas para
detectar adulteracdo em alimentos.'”*® Técnicas como a cromatografia liquida
ou cromatografia gasosa acopladas a espectrometria de massas também tém
sido bastante utilizadas.® No entanto, essas técnicas geralmente demandam
muitas etapas de preparacdo de amostras e um longo tempo de analise. Nos
altimos anos, o emprego da Espectrometria de Massas com ionizagao por Paper
Spray tem se destacado por ser uma técnica altamente sensivel, seletiva e pela
sua capacidade de analisar compostos presentes em misturas complexas de

uma forma simples e direta.

A guimiometria, por sua vez, € uma area de estudo que surgiu da
necessidade de extrair o maximo de informacdes quimicas do grande volume de
dados produzidos pela instrumentacdo moderna. Através da aplicacdo de
métodos matematicos e estatisticos é possivel, na maioria das vezes, minimizar
a sobreposicdo de sinais, auxiliar na interpretacdo dos resultados e agilizar o

processo de andlise dos dados.?°

Nesse contexto, na primeira parte deste trabalho foi proposto um método
para identificar amostras de acgucar de coco adulteradas com agucar mascavo
utilizando a espectrometria de massas com ionizagéo por paper spray (PS-MS)
e andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Na segunda
parte, foi proposto um meétodo para quantificar a adicdo de gordura vegetal
hidrogenada em o6leo de coco extra virgem utilizando a PS-MS combinada a

regressao por minimos quadrados parciais (PLS).



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Coco e derivados: Produtos de Interesse Comercial

O Coco € o fruto produzido pelo coqueiro Cocos Nucifera L., uma espécie
pertencente a familia das Arecaceae (palmeiras). O coqueiro é uma planta com
multiplas funcionalidades devido a vasta gama de produtos derivados do seu
cultivo. Em alguns paises, principalmente no sudeste asiatico, o coqueiro é
comumente chamado de “Arvore da Vida” em virtude dos valores nutricionais e

propriedades medicinais atribuidos ao coco e aos seus subprodutos.?!

O cultivo do coqueiro tem se intensificado em diversos paises.
Atualmente, a producdo mundial de coco é de 61 milhdes de toneladas por ano.
A Indonésia se destaca como o maior produtor mundial produzindo cerca de 19
milhdes de toneladas de coco por ano. O segundo lugar € ocupado pelas
Filipinas (14 milhdes t/ano), seguido da india (11 milhdes t/ano). O Brasil ocupa
o quarto lugar, produzindo aproximadamente 3 milhdes de toneladas de coco por

ano.22

No Brasil, o cultivo se destina principalmente a producdo de coco seco
“in natura” ou na forma de produtos industrializados (coco ralado e leite de coco).
Nos ultimos anos, houve um aumento significativo na producédo e no consumo
de agua de coco impulsionado, principalmente, pela inclusdo de habitos

saudaveis no comportamento da populacao brasileira. Esse aumento gerou uma



boa perspectiva ha comercializacdo da agua de coco tanto no mercado interno

brasileiro quanto no de exportagdo.??

Além da &gua, do 6leo e do agucar, outros produtos derivados do coco
tém chamado a aten¢éao dos consumidores. Dentre eles, destacam-se o leite e a
farinha de coco. O leite de coco deixou de ser usado apenas para fins culinarios
e passou a ser vendido como bebida pronta para consumo, disputando mercado
com outros extratos vegetais como, por exemplo, os leites de soja, de améndoas
e de arroz. A farinha de coco também tem conquistado os consumidores como
alternativa a farinha de trigo. Por ndo conter gluten, ela pode ser consumida por
celiacos. Além disso, por ser fonte de fibras, o consumo da farinha de coco
também é recomendado ao restante da populacdo brasileira que, no geral,
possui uma alimentacédo pobre em fibras, o que a predispée ao aumento da

obesidade e diabetes.?? 23

Um artigo publicado no Brazilian Journal of Medical and Biological
Research fez um levantamento de varios estudos que tinham como objetivo
identificar possiveis efeitos farmacoldgicos e atividades biolégicas em
substancias constituintes do coco. Nesses estudos, muitos extratos e fracfes de
diversas partes da fruta foram testados e compostos com diferentes atividades
foram isolados. Os efeitos farmacolégicos diferem de acordo com a parte da
planta, ou da fruta, utilizada. Entre as encontradas, pode-se destacar as

atividades:?!

¢ Antioxidantes: encontrada em maior quantidade na polpa (copra) e na
agua de coco.

e Analgésicas, anti-inflamatérias e bactericidas: extrato produzido a partir
da casca (fibra) do coco.

e Antidepressivas e anticonvulsivantes: raiz do coqueiro.

e Cardio e hepatoprotetoras: agua de coco.

¢ Antidiabéticas: polpa do coco.

e Anti-hipertensiva: extrato produzido a partir do endocarpo do coco.

Outros setores, além das industrias farmacéutica e alimenticia, se

beneficiam do cultivo do coco. A induUstria de cosméticos utiliza amplamente os



derivados do coco na producéo de shampoos, hidratantes, sabonetes e lo¢es.?*
As fibras do coco sdo usadas na producdo de tecidos e aproveitadas por
artesdos para a fabricacdo de cestas e chapéus. A casca € considerada um
excelente adubo natural e suas fibras servem de base para a fabricacdo de

biomantas, que ajudam a evitar a eroséo do solo e recompor a vegetacdo.?®

As fibras naturais extraidas da casca do coco também s&o utilizadas na
fabricacdo de assentos, encostos de bancos e de cabeca, que equipam 0sS
veiculos Mercedes-Benz produzidos no Brasil.26

Industrias de reciclagem utilizam a biomassa do coco como alternativa ha
geracdo de eletricidade. A companhia SGFE (Sustainable Green Fuel
Enterprise) desenvolve um projeto que transforma cascas de coco em carvao
vegetal ou em briquetes de material cru. Desde 2009, esses produtos tém sido
usados na substituicdo da lenha para a queima industrial e residencial no
Camboja, onde 80% das residéncias usam madeira ou carvdo como principal
fonte de combustivel.?”?2 No Brasil, como publicado no jornal da UNICAMP, a
tecnologia estd em desenvolvimento e ainda ndo foi implantada em escala

comercial.?®

2.2 Adulteragdo de Alimentos

A adulteracdo de alimentos é definida como sendo a diminuicdo da
qualidade de um alimento através da substituicdo, intencional ou ndo, de parte
do alimento por produtos de menor valor financeiro ou nutricional. De acordo com
o Ato Federal Sobre Alimentos, Drogas e Cosméticos (FFDCA, do inglés Federal
Food, Drugs and Cosmetics Act), a lei priméaria sobre seguranca alimentar do
FDA (Food and Drug Adminstration) disp6e que um alimento pode ser declarado

adulterado se:30

a. alguma substancia danosa a saude é adicionada;
b. ingrediente de menor qualidade ou valor é adicionado;

c. algum componente de alto valor é extraido do alimento;



d. a qualidade do alimento esta fora dos padrdes minimos;

e. o produto foi adicionado de algum ingrediente visando o aumento
de volume/peso;

f. o produto for alterado de forma a parecer mais caro.

A adulteracéo de alimentos € um assunto debatido e estudado ha mais de
200 anos. No passado, ela era restrita a alguns produtos, como péaes, cervejas
e vinho, pelo fato de poucos alimentos serem produzidos em escala comercial.
Até antes da revolucgéo industrial, praticamente ndo havia comércio de alimentos
industrializados. O consumidor podia ver, tocar e analisar algumas
caracteristicas sensoriais (cor, cheiro, textura) dos produtos que estavam sendo
consumidos. Com o aumento da comercializacdo em massa de alimentos
industrializados, o consumidor perdeu o controle sobre a qualidade do alimento

a ser consumido, ficando a mercé do controle de qualidade dos fabricantes.3!

Em 1820, o quimico alemé&o Fredrick Accum, em seu trabalho “A treatise
on adulterations of food and culinary poisons” (Um tratado sobre adulteracéo de
alimentos e venenos culinarios), ja alertava sobre a presenca de alguns
adulterantes em alimentos, sendo alguns deles extremamente toxicos para 0s
consumidores. Segundo Fredrick, era comum a adicdo de azul da Prassia em
chas, sais de chumbo e mercurio em queijos com casca vermelha e doces, sais
de cobre para melhorar a cor de picles, e sais de aluminio, gesso e giz para

deixar a farinha mais branca.31:32

A TREATISE
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Figura 3 - Frederick Accum e seu trabalho “A treatise on adulterations of food

and culinary poisons”, publicado em 1820. (Adaptado de 32)
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Atualmente, escandalos envolvendo adulteracdo de alimentos sé&o
frequentemente divulgados pela imprensa. No cenario mundial, a China ocupa
um lugar de destaque. Em 2007, um esquema de adulteracao de leite utilizando
melamina foi descoberto. Sua adi¢do visava aumentar o teor de nitrogénio total
do leite, aumentando assim a remuneragao dos produtores. A melamina porém,
possui forte efeito nefrotdxico, o que provocou problemas renais em mais
300.000 pessoas e resultou na morte de 6 bebés, uma vez que os leites
adulterados foram utilizados na producao de formulagdes infantis. Em 2016, um
levantamento feito por Wenjing e Jianhong identificou 1553 noticias envolvendo

fraudes ou adulteracées de alimentos na China.33

No Brasil, foram descobertos esquemas de adulteracdo de carne bovina,
pescado e leite em grande escala. Esquemas similares foram reportados na
Europa, envolvendo a substituicdo de carne bovina por carne de cavalo, e a

adicao de agua e a utilizacao de aditivos proibidos em carne de frango.

O Anexo | apresenta a Lei N° 9.677 do Cddigo Penal, que dispde sobre a
falsificacdo, corrupcdo, adulteracdo ou alteragdo de substancias ou produtos

alimenticios, considerados crimes hediondos contra a saude publica.

Com o aumento no numero e sofisticagdo das adulteracdes, o
desenvolvimento de métodos analiticos mais rapidos e eficientes torna-se
necessario. Neste cenario, o0 emprego de técnicas envolvendo um minimo
preparo de amostras, como a espectrometria de massas com ionizacao por
paper spray, combinada a metodos quimiométricos tem se destacado na analise

e controle de qualidade de alimentos.

2.3 Espectrometria de Massas

2.3.1 Conceitos Gerais

A Espectrometria de Massas (MS - Mass Spectrometry) € uma ferramenta
analitica de grande aplicabilidade, uma vez que esta técnica € capaz de fornecer

informacdes sobre:3

e acomposicado elementar de amostras;
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as estruturas de moléculas inorganicas, organicas e bioldgicas;

a composicao qualitativa e quantitativa de misturas complexas;

a estrutura e a composicao de superficies solidas; e

as raz0es isotopicas de atomos nas amostras.

Os principios fundamentais da espectrometria de massas datam do final
dos anos 1890, quando J. J. Thomson determinou a razdo massa/carga do
elétron, mas sua primeira aplicacdo em analises de rotina ocorreu no inicio da
década de 40, quando a técnica comecou a ser adotada pela industria petrolifera
para analise quantitativa de misturas constituidas por até nove hidrocarbonetos.
Antes, as andlises de misturas desse tipo eram feitas por destilacéo fracionada
seguida por medidas de refracdo dos componentes separados, o0 que consumia,
em média, 200 horas de trabalho do analista. Com o uso do espectrébmetro de
massas, informacdes semelhantes passaram a ser obtidas em poucas horas ou

menos.3*

A partir de 1950, os espectrbmetros de massas comerciais foram
aperfeicoados e adaptados para a identificacdo e elucidacdo estrutural de
diversos compostos organicos. Essa aplicacdo da MS, combinada a invencao da
ressonancia magnética nuclear e ao desenvolvimento da espectrometria no
infravermelho, revolucionou 0 modo como os quimicos organicos determinavam
a estrutura das moléculas, sendo de fundamental importancia até os dias de

hoje.3%

Nas décadas de 80 e 90, as aplicacbes da espectrometria de massas
tiveram mudancas significativas. O desenvolvimento de técnicas de ionizacéo a
pressdo atmosférica permitiu que moléculas nao-volateis, com alto peso
molecular ou termicamente instaveis como, por exemplo, a maioria das
moléculas presentes nos alimentos ou amostras biologicas, fossem ionizadas e
analisadas por MS. Em 2002, o pesquisador americano John B. Fenn,
juntamente com Koichi Tanaka e Kurt Withrich, foi laureado com o prémio Nobel
de Quimica pelo desenvolvimento de métodos suaves de ionizagdo e dessorgao

em andlises espectrométricas de massas de macromoléculas biolégicas.3®
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A Figura 3 apresenta, de maneira esquematica, os componentes de um
espectrometro de massas. Em geral, a analise de um composto por MS
compreende as seguintes etapas: (1) a introducdo da amostra, (2) a ionizagéo
das moléculas, (3) a passagem por um analisador de massas, responsavel por
separar os ions formados de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z), (4) em
seguida os ions sdo contados pelo detector que transforma o sinal em corrente
elétrica e, por fim, (5) o processador converte a magnitude do sinal elétrico em

fungdo da razdo m/z em dados, resultando no espectro de massas

correspondente.
T
Vacuo ou Pressao I Alto Vacuo
Ambiente : (10% - 102 atm)
|
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de Dados

Figura 4 - Diagrama esquematico de um espectrometro de massas

O analisador de massas e o0 detector sdo sempre mantidos sob alto vacuo,
enquanto a fonte, em diversas técnicas de ionizacdo, opera a pressao

atmosférica (API - Atmospheric Pressure lonization).

O tipo da fonte de ionizagdo e do analisador de massas € o que determina
a aplicabilidade da MS. InUmeros métodos de ionizagéo, aplicaveis praticamente
a todo tipo de analito, foram desenvolvidos ao longo da historia da

espectrometria de massas.36
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O método mais simples e comum de converter a amostra em ions é a
lonizacao por Elétrons (El - Electron lonization). Na EI, um feixe de elétrons de
alta energia é emitido a partir de um filamento aquecido e colide com as
moléculas do analito. Na colisio um ou mais elétrons sdo retirados das
moléculas e cations sao criados. A energia transmitida a amostra durante o
processo € alta e pode levar a uma grande quantidade de fragmenta¢cdes do ion
molecular. Uma desvantagem da El € que a amostra deve ser relativamente

voléatil, o que impede a andlise de compostos de alto peso molecular.®®

Na lonizacdo Quimica (CI - Chemical lonization), as moléculas da amostra
colidem com as moléculas de um de gas reagente (ex.: Hz, CHa, NH3, CH3OH)
pré-ionizado. Com a colisdo, algumas moléculas da amostra séo ionizadas por
varios mecanismos, como transferéncia de protons, transferéncia de elétrons e
formacéo de adutos. Assim como a El, a lonizacdo Quimica exige que a amostra

seja volatil (baixo peso molecular).3®

Existem também as chamadas técnicas de dessor¢cdo (DI - Desorption
lonization), como a Espectrometria de Massas de fon Secundario (SIMS -
Secondary lon Mass Spectrometry), o Bombardeamento de Atomos Rapidos
(FAB - Fast Atom Bombardment) e a lonizac&o por Dessor¢ao a Laser Assistido
por Matriz (MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization). Na ionizag&o
por dessorcdo, a amostra a ser analisada € dissolvida ou dispersa em uma
matriz. Em seguida, € emitido sobre a mistura (amostra + matriz) um feixe de
ions de alta energia (SIMS), um feixe de atomos neutros (FAB) ou de fétons de
alta intensidade. Na colisdo com esses ions/atomos/fétons, algumas moléculas
da amostra séo ionizadas, expelidas da superficie e aceleradas na direcdo do
analisador. Os métodos SIMS e FAB séo capazes de analisar compostos com
peso molecular de até 20.000 Da, como polipeptidios e oligonucleotideos. Ja a
MALDI pode ser aplicada na andalise de compostos com pesos moleculares
proximos de 300.000 Da.®®

Até a déecada de 80, as fontes de ionizagcdo operavam somente sob alto
vacuo. As fontes El e Cl eram, até entdo, os métodos de ionizacdo mais
utilizados e os que apresentavam melhor desempenho, uma vez que a

quantidade de ions e solventes que adentram o equipamento ndo sao capazes
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de comprometer o vacuo. No entanto, o0 emprego dessas técnicas se limitava a

andlise de substancias volateis e termicamente estaveis.36

Em 1989, o trabalho publicado por John Fenn et al. revolucionou o campo
de estudo da espectrometria de massas ao divulgar uma nova técnica de
ionizacdo, menos “agressiva’ e que opera a pressao atmosférica: a Fonte de

lonizacédo Electrospray (ESI - Electrospray lonization).36

Na ESI, os ions sdo formados fora do espectrdbmetro de massas. A
amostra é diluida em um solvente volatil, em meio acido ou bésico, e as
moléculas do analito sdo protonadas (modo positivo) ou desprotonadas (modo
negativo). Os ions também podem ser observados na forma de adutos,
coordenados com cations ou anions. O processo de ionizacdo por Electrospray
(Figura 5) ocorre, basicamente em trés etapas: (1) a nebulizacdo da solucao
contendo a amostra em goticulas carregadas produzidas diretamente pela
aplicacao de voltagem no capilar (2-5 kV), (2) a liberacdo de ions a partir das
goticulas e (3) o transporte dos ions da regido de pressao atmosférica da fonte

de ionizacdo para a regido de alto vacuo do analisador.%’

Gas de

Gas de Secagen'.l (N3)
nebulizacdo (N a X
¢ ! 2) Condide Capﬂ_ar \

Taylor aquecn:io \

Cap'ilar
(2-5kv) . ;
Formacdo do ions na

fase gasosa
+
+
+
@ a9l
++
+ + T+
6 + T4
@ oy

Figura 5 - llustragédo do processo de lonizag&o por Electrospray.
(Adaptado de 38)
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A transferéncia dos ions presentes em solucdo para a fase gasosa se da
do seguinte modo: o tubo capilar expulsa pequenas goticulas carregadas (spray)
para dentro da camara de ionizacdo. As goticulas carregadas enfrentam um
contrafluxo de um gas de secagem (em geral, nitrogénio) que evapora as
moléculas de solvente. Assim, a densidade de carga de cada goticula aumenta
até que as forcas repulsivas excedam a sua tensado superficial (limite de
Rayleigh), a goticula entdo se divide em tamanhos menores (explosdo
couldbmbica). O processo se repete até que os ions da amostra, livres de

solvente, se encontrem em fase gasosa.®’

Com o surgimento da ESI, analises de moléculas nao volateis e de grande
massa molecular, como as macromoléculas biologicas, se tornaram possiveis.
Como a amostra a ser analisada deve ser introduzida em solucéo, é possivel o
acoplamento da ESI-MS com técnicas de separacdo, como a cromatografia
liquida (LC-ESI-MS). Outra peculiaridade da lonizacdo por Electrospray esta no
fato de ser uma técnica de ionizacao branda, o que permite a analise da molécula
intacta (sem ou com pouca fragmentac¢ao), mantendo inclusive as interacdes nao

covalentes.37:39

Nas andlises por MS, apds a ionizacdo da amostra, 0s ions sao
acelerados, por acao de um campo elétrico, na direcéo do analisador de massas,
onde sdo separados de acordo com as suas razdées m/z. Os analisadores de
massas se diferenciam pelo seu modo de trabalho, pela sua exatiddo e pela
resolucdo. A exatiddo é medida pelo erro calculado (em ppm) do desvio da
medida experimental em relacdo ao valor de massa tedrico. A alta exatidao de
massas oscila entre valores de 0,1 a 50 ppm de erro. A resolugcdo pode ser
definida como a capacidade de o analisador medir a razdo m/z com a menor
diferenca possivel da razdo m/z teérica. Os analisadores de massas comerciais
possuem resolucdo que vai de 1.000 (resolucdo unitaria), até 100.000 (alta

resolucdo) e de 100.000 até 1.000.000 (altissima resolugéo).3®

Dentre os analisadores de massas, o0 mais comum é o quadrupolar (Q).
Esse analisador é composto por quatro barras solidas paralelas na direcédo do
feixe de ions. Uma voltagem de corrente continua (CC) e uma radiofrequéncia

(RF) séo aplicadas as barras gerando um campo oscilante entre elas. A RF é
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entdo variada para que apenas os ions de uma razdo m/z especifica obtenham
uma trajetoria estavel ao longo do quadrupolo e atinjam o detector. Os demais
ions de diferentes razdes m/z passam por uma oscilacao instavel e colidem com
uma das barras. Analisadores do tipo quadrupolo possuem baixo custo, facil
operacdo e manutencdo. O uso de equipamentos hibridos, tais como o
analisador triplo quadrupolo, permite a realizacdo de experimentos de
espectrometria de massas do modo sequencial (MS/MS). A desvantagem
desses analisadores sdo a baixa resolu¢cdo, o que torna impossivel a

determinacdo da composi¢do elementar exata da amostra.®®

Outro analisador amplamente utilizado é o analisador por “aprisionamento
de ions” (IT - lon Trap). O IT (Figura 6) € composto de dois eletrodos hiperbdlicos
terminais e um eletrodo em forma de anel. Uma corrente alternada (CA) e um
potencial (RF) sdo aplicados entre os eletrodos terminais e o eletrodo em forma
de anel. No lon Trap, ions de todos os valores de razdo m/z ficam “aprisionados”
em uma mesma regido do espaco, oscilando em trajetérias concéntricas. Em
seguida, é feita uma varredura no potencial de RF e os ions, com valores de m/z
crescentes, adquirem uma trajetdria instavel e sdo ejetados rumo ao detector.
Um analisador do tipo IT apresenta uma maior sensibilidade em relacdo ao

quadrupolo linear, mas tem capacidade de resolucéo igualmente baixa.3>4°

Eletrodo
terrpinal

ions Injetados

Eletrodo em
forma de anel

Voltagem de
Ressonancia

Voltagem de RF

_—"___ % ~Detector

Figura 6 - Analisador de Massas lon Trap.
(Adaptado de 40)
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O analisador de massas por tempo de voo (TOF - time-of-flight) possui
resolucdo de massas na casa dos milhares e € muito utilizado no
sequenciamento de peptideos em andlises de proteinas. Os analisadores
FT-ICR (Fourier-transform lon Cyclotron Resonance) e Orbitrap sao
considerados de altissima resolucédo e exatiddo. O mecanismo do FT-ICR é
baseado na trajetdria circular de particulas carregadas sob acdo de um forte
campo magnético e tem sido utilizado na caracterizagcdo quimica do petréleo e
derivados (petroledmica). O Orbitrap € o mais avancado analisador de massas
da atualidade, podendo ser aplicado nas mais diversas areas, desde analise de
residuos e contaminantes em aguas e alimentos, controle de drogas e dopagem,
toxicologia, até as modernas ciéncias “6micas” (protedbmica, glicomica,

lipiddmica, metaboldmica, alimentdmica, petroledmica, etc).36:40

2.3.2 Fontes de lonizacdo Ambiente

Embora tenham simplificado, de forma significativa, as analises por
Espectrometria de Massas e estendido sua aplicacdo a uma grande variedade
de moléculas, as técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica, como ESI, APCI
(atmospheric pressure chemical ionization) e APPI (atmospheric pressure photon
ionization), apresentam algumas limitagdes. A maior delas é a aplicacao
exclusiva de amostras em solucdo, o que demanda algumas etapas de preparo
como, por exemplo, extracdo, preparo de solucbes em solventes ultrapuros,
ajuste do pH da solucdo contendo a amostra e, em alguns casos, 0 uso de
técnicas de separacéo. Tais etapas aumentam o tempo e o custo da andlise.*+#2

Com o intuito de solucionar esses problemas, a partir de 2004, surgiram
as técnicas de lonizagdo ambiente (AMS - Ambient Mass Spectrometry), que tém
como principal caracteristica a capacidade de formar ions em um ambiente
externo ao espectrometro de massas, a partir de amostras em seu estado
natural, com o minimo ou nenhum pré-tratamento. As primeiras técnicas de
ionizacdo ambiente, DART (Direct Analysis in Real Time) e DESI (Desorption
Electrospray lonization), foram desenvolvidas a partir de modificagcbes de
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técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica ja consolidadas, como ESI e
MALDI.41.42

Dentre as inUmeras vantagens da ionizacdo ambiente, destaca-se a
possibilidade realizar analises “in loco”, com espectrOmetros de massas

portateis, sem nenhum preparo de amostras.

2.3.3 Fonte de lonizagao por Paper Spray e aplicagdes da PS-MS em analise

de alimentos

Umas das técnicas de ionizacdo a pressdo ambiente desenvolvidas
recentemente € a lonizacdo por Paper Spray. Desenvolvida por Wang et. al.,
essa técnica possui caracteristicas similares ao ESI. Desde a sua divulgacéo, a
PS-MS tem sido amplamente utilizada devido a sua simplicidade, eficiéncia e
capacidade de analisar amostras complexas com um minimo ou nenhum

preparo de amostras.*?

Na PS-MS, um papel cromatografico cortado em formato triangular &
usado como substrato para a amostra e posicionado em frente a entrada do
capilar do espectrobmetro de massas. Apés a adicao da amostra, aplica-se uma
diferenca de potencial entre o papel e a entrada do equipamento, 0 que promove
a formacao de um spray de goticulas do solvente contendo os analitos ionizados
devido ao acumulo de cargas na ponta do papel. A geracao de ions na ionizacao
por Paper Spray se da pelo mesmo mecanismo do ESI. A elevada diferenca de
potencial faz com que que as goticulas formadas tenham um excesso de cargas
(positivas ou negativas), e com a evaporacao do solvente o volume da gota vai
se reduzindo e se dividindo devido as forcas de repulsdo eletrostaticas, até

restarem apenas moléculas do analito isoladas e carregadas.344
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Figura 7 - Fonte de lonizacéo por Paper Spray.
(Adaptado de 45)

Por sua capacidade de analisar compostos em baixas concentracdes em
matrizes complexas, a PS-MS vem sendo utilizada em diversas areas e, dentre
elas, a andlise de alimentos, podendo ser aplicada na andlise de uma grande
variedade de alimentos, no controle de qualidade ou na deteccao de fraudes e/ou

adulteragtes.*?

A Tabela 2 apresenta, de forma reduzida, alguns trabalhos desenvolvidos

com PS-MS aplicada a andlise de alimentos publicados nos ultimos anos.

Tabela 2 - Trabalhos desenvolvidos com PS-MS aplicada a analise de alimentos.

Matriz Objetivo Referéncia

Cha Obtencao de fingerprint Deng e Yang (2013)*6

Diferenciacéo entres espécies,

Café origem geografica e valor Garret et al (2013)%7
comercial
Bebidas néo AT T . 48
alcodlicas Andlise de 4-metilimidazol Li et al (2013)

Desenvolver um método de
triagem para identificacdo dos

Frutas e vegetais pesticidas aldicarb, methomyl, Evard et al (2015)49
methiocarb, imazali e
tiobendazol
: Identificacéo de falsificacdes : 50
Cerveja em cervejas Pereira et al (2016)
Bebidas cafeinadas Determinagao de cafeina Taverna et al (2016)°1
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Bebidas cafeinadas Determinacao de cafeina Sneha et al (2017)°?

Identificacdo de whishy

Whisky falsificados

Teodoro et al (2017)°3

Vinhos Determinagao de resveratrol Di Donna (2017)%

Bebidas alcoolicas e  Deteccéo e quantificacdo de seis

55
n&o alcoolicas corantes proibidos Guo et al (2017)

Determinacéo de verde
Peixe e gua malaquita e leuco verde Wei et al (2018)°®
malaquita

2.4 Quimiometria

A quimiometria pode ser definida como a disciplina que utiliza métodos
matematicos e estatisticos visando planejar ou selecionar experimentos de
forma otimizada e para extrair o maximo de informacéo quimica a partir de dados
analiticos. As técnicas quimiométricas podem ser agrupadas em trés grandes
grupos: planejamento e otimizacdo de experimentos, calibragdo multivariada e
reconhecimentos de padrdes, sendo que esta Ultima ainda pode ser subdividida

em técnicas supervisionadas e nédo supervisionadas.?°

Nesta dissertacdo, foram utilizadas técnicas de calibracdo multivariada,
através da regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial
Least Squares), e de reconhecimento de padrdes, através da aplicacdo da
andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés

Discriminant Analysis Partial Least Squares).

2.4.1 Minimos Quadrados Parciais (PLS)
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O meétodo dos minimos quadrados parciais (PLS) tem, em sua base, um
conceito similar a PCA (Analise de Componentes Principais, do inglés Principal
Component Analysis). Na PCA, ocorre uma decomposi¢ao de uma matriz X em
um somatorio de componentes principais (PCs) ortogonais entre si. Ja para a
construcdo dos modelos PLS, é feita uma decomposicao simultanea entre duas
matrizes: uma matriz X, de tamanho n x p, que contém as p variaveis
independentes (nessa dissertacdo, intensidade relativa em diferentes razdes
m/z) medidas para n amostras, € uma matriz Y, que contém os valores de
referéncia, que podem ser obtidos através de uma analise quimica realizada por
outras técnicas ou serem previamente conhecidos, quando as amostras séo

preparadas especificamente para a constru¢do dos modelos.®’

Diferente do que ocorre na PCA, durante o processo de decomposicao da
matriz X ha uma perda da ortogonalidade entre as componentes principais (PCs),
visando maximizar a variancia explicada por cada uma delas simultaneamente
em X e, e, devido a essa rotacao, as PCs passam a ser chamadas de variaveis
latentes (VLs).>’

A matriz Y pode ser um vetor n x 1, quando apenas um valor de referéncia
€ utilizado no processo de decomposicdo matricial. Neste caso, o método
quimiométrico é denominado PLS1. Quando Y € uma matriz n x z (sendo z >1)
dois ou mais valores de referéncia séo utlizados simultaneamente na
decomposicao matricial, sendo denominado entdo PLS2. A codificagao”1” ou “2”
se refere a ordem do tensor que contém os valores de referéncia, sendo PLS1
guando os valores de referéncia estdo contidos em um vetor (tensor de 12 ordem)
e PLS2 quando os valores estdo contidos em uma matriz (tensor de 22

ordem).20:57

A base matematica do método PLS1 é dada pelas seguintes equagdes:

X=TP'+E (2

Y=UQ'+F (3
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T - Matriz de escores da matriz X

U - Matriz de escores da matriz Y
P - Matriz de pesos (loadings) de X
Q - Matriz de pesos (loadings) de Y
E - Residuos de X

F - Residuos de Y

O vetor de coeficientes de regresséo linear b correlaciona X e Y de
maneira linear, para h variaveis latentes, de acordo com o descrito pela

equacao 4.

up = byt (4)

Os valores de bnh sdo agrupados em uma matriz diagonal B, que contém
os coeficientes de regressao entre as matrizes T e U, e a melhor relacdo linear
entre 0s escores dessas matrizes € obtida a partir das rotacdes das VLs de X e
Y descritas anteriormente. A partir da matriz conjugada transposta T* é possivel
a obtencdo de valores de predicdo para novas amostras (Y), utilizando a

equacao 5.

Y =T'BQ (5)

Analisando as equacdes 4 e 5, pode-se concluir que o nimero de VLs
selecionadas para a construcdo do modelo PLS é de fundamental importancia
para evitar o sobreajuste (escolha de um nimero de VLs excessivo), 0 que pode
incluir informacao nédo relevante no modelo, e para evitar o subajuste, quando

informacéo relevante pode ser deixada de fora do modelo. 20:57:58

Para a escolha do numero adequado de VLs, um método de
reamostragem chamado validacao cruzada pode ser utilizado. Nesse método, o

namero de VLs ideial € aquele que apresentar o menor RMSECV (erro
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quadratico médio de validacdo cruzada, do inglés Root Mean Square Error of
Cross Validation). Diversos métodos para realizar a validacdo cruzada sao
descritos na literatura, sendo o leave-one-out o mais simples dentre eles. Nesse,
uma amostra € removida do conjunto e um modelo é construido sem essa
amostra. Essa amostra € entdo predita pelo modelo e o erro de predicédo é
computado para modelos construidos com diferentes nimeros de VLs. Esse
processo é repetido até que todas as amostras tenham sido preditas, e entdo o
RMSECV para cada numero de VLs é estimado. Apesar de simples, o leave-
one-out ndo € muito recomendado para modelo com muitas amostras (n>20)
devido ao risco existente de sobreajuste. Partindo do mesmos principios, outros
métodos de validagdo cruzada sdo descritos na literatura, como 0 métodos da
venezianas (venetian blinds, em inglés), no qual amostras séo selecionadas para
serem removidas do conjunto de calibracdo considerando um intervalo pré-
determinado entre elas e 0 método dos blocos continuos (contiguous blocks, em
inglés), no qual um bloco de amostras em sequencia é retirado a cada rodada
do processo de validacéo cruzada. 20:57:58

Nesse trabalho, em todas as aplicacdes desenvolvidas, foi utilizado o
método de validacdo cruzada por subconjuntos aleatdrios. Nesse método, as
amostras a serem removidas do conjunto sdo selecionadas de modo

aleatorio.20:57.58

2.4.2 Anélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

O PLS-DA pode ser considerado uma adaptagdo do método PLS para a
aplicacdo em analises qualitativas. Os principios mateméticos utilizados nos dois
meétodos sdo os mesmos, sendo que a diferenca entre eles € a matriz Y. No PLS,
a matriz Y €& composta por valores numéricos que representam alguma
propriedade da amostra, enquanto no PLS-DA, ela é composta por valores
binarios (normalmente 1 e 0), que indicam se uma amostra pertence ou ndo a
uma classe pré-definida. Outra diferenca entre o PLS e o PLS-DA é a maneira
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como o numero de VLs ideal é definido. Ao invés de se utilizar o RMSECYV, utiliza-
se 0 ECVC (Erro de classificacao de validacdo cruzada). Este parametro € mais
robusto, pois leva em consideragdo apenas a classe na qual uma amostra foi

classificada, e ndo seu valor predito.?°:5°

Como a base matematica € comum aos dois métodos, a resposta
fornecida pelo dois também é a mesma. O modelo PLS-DA também fornece
como resposta valores numéricos, que na maioria das vezes ndo Ssao
exatamente 0 ou 1. Para a classificacdo das amostras preditas é entédo
estabelecido um limite de decisdo (treshold). Este limite pode ser definido
arbitrariamente pelo analista (0,5 por exemplo) ou estimado a partir da teoria
bayesiana, que leva em consideragdo conhecimentos a priori sobre o conjunto
de dados para estabelecer esse limite. Amostras com valores preditos abaixo do

limite deverdo ser consideradas como 0 e acima do limite como 1.20:59

CAPITULO 3

PS-MS APLICADA A IDENTIFICACAO DE ADULTERACAO DE
ACUCAR DE COCO COM ACUCAR MASCAVO

3.1 Acucar de Coco

O acucar de coco € produzido a partir da seiva retirada das inflorescéncias
do coqueiro. As inflorescéncias (Figura 8A) sdo submetidas a um processo
chamado de “tapping”, no qual elas sao unidas e amarradas, formando um feixe.

Em seguida, a ponta do feixe é cortada, fazendo com que a seiva seja liberada.
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(Figura 8B). A seiva é entdo recolhida em recipientes plasticos (Figura 8C). Cada

arvore pode gerar de 1 a 3 litros de seiva por dia.®°

Figura 8 - Etapas do processo de fabricacédo do aglcar de coco. (Adaptado de 60)

Esta seiva é rica em agua (83 - 87% m/m) e, para ser transformada em
acucar, é submetida a fervura por, aproximadamente, 3 horas. Durante este
processo, grande quantidade de agua é removida, o que reduz seu total para

menos de 5% m/m.6°

O acucar de coco é formado por mais de 90% de carboidratos, sendo os
5% restantes divididos entre proteinas, gorduras, flavonoides, polifendis e
minerais. Dentre os minerais presentes no agucar, pode-se destacar o potassio,
que possui concentracdes proximas a 1000 mg/kg, correspondendo a mais de
80% do total de minerais contidos no acucar de coco. Também estédo presentes
o sadio (150 mg/kg), ferro (0,5 mg/kg), zinco (0,1 mg/kg) e célcio (3,4 mg/kg). Se
comparado a outros agucares, o agucar de coco possui 10 vezes mais ferro e

zinco que o acgucar refinado.6062

Embora possua nutrientes benéficos a salde, o aclcar de coco tem
ganhado destaque nos ultimos anos devido, principalmente, ao seu indice
glicémico (IG). O IG é uma escala de classificagdo de alimentos baseada no
aumento da glicose sanguinea causado por um alimento quando comparado a
um aumento causado por uma solucao de glicose. Quanto menor o IG de um
alimento, menos agucar o mesmo libera na corrente sanguinea. Valores abaixo
de 55 indicam baixo IG, entre 56 e 75, médio IG e entre 75 e 100, alto I1G. O
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acucar de coco apresenta um IG igual a 35, sendo classificado como alimento

com baixo indice glicémico.5!

O baixo indice glicémico do agUcar de coco esta relacionado ao teor de
fibras soluveis presentes no alimento e, especialmente, a inulina (um
polissacarideo da frutose com uma unidade de glicose terminal). As fibras
soluveis retardam a absorcdo dos carboidratos e evitam a ocorréncia de picos

de glicose e, consequentemente, picos de insulina no sangue.5?

3.2 Objetivos

O objetivo do trabalho apresentado neste capitulo foi desenvolver e
validar um método rapido e com minimo processamento da amostra para
detectar a adulteracdo de acucar de coco por acucar mascavo utilizando
espectrometria de massas com ionizacdo por paper spray e analise

discriminante por minimos quadrados parciais.

3.3 Parte Experimental

3.3.1 Amostras e Reagentes

Sete amostras de acUcar de coco de diferentes marcas e uma amostra de
acucar mascavo foram adquiridas em supermercados da regido metropolitana

de Belo Horizonte.

Diluiu-se 0,10 g de cada amostra de acucar em 10,0 mL de &gua
deionizada, obtida em um sistema modelo Millipak 40 Express (Mili-Q,
Corporacao Millipore, Bedford, MA, EUA). Um mL de cada solucéo preparada foi
transferido para um baldo de 10,0 mL, que teve seu volume completado com
metanol grau HPLC (J.T. Baker Chemicals, Center Valley, Pennsylvania, EUA).

Em seguida, foram preparadas misturas de solu¢cbes de acucar de coco

27



contendo aliquotas da solucdo de acucar mascavo, simulando adulteracées em
uma faixa de 2 a 30%, com intervalos de 2% (15 pontos). Esse procedimento foi
repetido para cada uma das 7 marcas de agucar de coco totalizando
105 amostras adulteradas.

As amostras foram aplicadas em papel cromatografico (1 CHR Whatman,
GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), cortados na forma de

triangulos isésceles de 1,0 cm de altura e 0,5 cm de base.

3.3.2 Instrumentacao

Os espectros de massas foram adquiridos em um equipamento modelo
LCQ FLEET (Thermo Fisher Scientific, San Jose, Califérnia, EUA) com
analisador de massas de baixa resolucéo do tipo lon Trap. O software utilizado
foi o Xcalibur 2.1.0 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, Califérnia, EUA).

A fonte de ionizacdo paper spray foi construida no laboratério e consiste
de um conector de cobre do tipo jacaré soldado a um fio de cobre e fixado a um
suporte universal contendo uma plataforma mével (nas direcdes x, y e z) que
permite o alinhamento do papel na entrada do espectrbmetro de massas. A

Figura 9 ilustra os detalhes da fonte de ionizacdo por paper spray.
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Figura 9 - A) Espectrémetro de massas modelo LCQ FLEET (Thermo Fisher) com
analisador do tipo ion trap e fonte de ionizacéo por paper spray.

B) Detalhes da fonte de ionizag&o paper spray.

As condicdes experimentais para aquisicao dos espectros foram definidas
por meio da otimizag&o de diversos parametros, tais como: dimensodes do papel
usado como substrato, composicdo do solvente, diluicdo da amostra,
temperatura do capilar, faixa de massas (m/z) analisada, posicionamento do
papel em relacéo a entrada do espectrémetro, diferenca de potencial aplicado e
modo de aquisicdo dos espectros (positivo ou negativo). As condi¢des
otimizadas para a andlise dos acucares foram: potencial do paper spray de
+5,0 kV (modo positivo) e -4,5 kV (modo negativo), potencial do capilar de 13V,
potencial das lentes de 85 V, temperatura do capilar de 275 °C, distancia entre
o papel e a entrada do espectrédmetro de massas de 0,5 cm, volume de amostra
aplicado sobre o papel de 25,0 pL e faixa de massas de 100-900 m/z.

As 105 amostras de aclUcar de coco adulteradas, as 21 amostras de
acucar de coco ndo adulteradas e 1 amostra de acucar mascavo foram

analisadas de modo aleat6rio e em triplicata.

3.3.3 Métodos Quimiométricos

A Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) foi
realizada utilizando o pacote estatistico PLS ToolBox, versdo 6.3.1 (Manson,
Washington, EUA), operando em ambiente MatLab versdo 2009b (Natik,
Massachusetts, EUA).

Para a construcdo do modelo PLS-DA, os espectros PS-MS foram
arranjados em uma matriz 126 x 801, na qual as linhas representam cada
amostra (105 adulteradas e 21 auténticas, totalizando 126 amostras) e as
colunas representam a abundéncia relativa de cada razao m/z na faixa de 100 a
900. As amostras foram divididas entre conjunto de treinamento (84 amostras) e
conjunto de teste (42 amostras), selecionadas de maneira igualmente espacadas

(uma a cada trés amostras foi destinada ao conjunto de teste).

Para a construcdo do modelo, os dados foram centrados na média e a

selecdo do numero de variaveis latentes se deu com base na avaliagdo do ECVC
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(erro de classificacdo da validacdo cruzada), obtido por meio do método dos
subconjuntos aleatérios. O desempenho do modelo gerado foi avaliado com
base na sensibilidade (SEN), especificidade (ESP), confiabilidade (CONF) e
F-score.

Para avaliacdo da precisdo do modelo foram analisadas trés amostras de
concentracdes de adulteracdo distintas em sextuplicata em trés dias diferentes.
O desempenho da validacéo foi avaliado com base na acordancia (ACO) e
concordancia (CON).

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 PS-MS do Acucar de Coco e do Aglcar Mascavo

Apos o ajuste das condi¢cdes de ionizacdo na fonte paper spray, foram
obtidos os espectros PS-MS das amostras de acucar de coco adulteradas, ndo
adulteradas e do acucar mascavo. A Figura 10 apresenta 0s espectros para uma
amostra de acucar de coco ndo adulterada (AC1), obtidos nos modos positivo e

negativo.

Os sinais mais intensos obtidos no modo positivo (Figura 10A) indicam a
formacdo de adutos de sodio, potassio, calcio e magnésio de sacarose e demais
oligossagarideos presentes no acucar de coco. O pico base, m/z 365, e o0 ion
m/z 381 séo descritos na literatura como sendo os adutos de sédio [M + Na]* e

de potassio [M + K]* da sacarose (342 Da).53

Os sinais em m/z 362 e m/z 354 ndo foram descritos na literatura, mas
sugerem a formacdo de adutos de duas moléculas de sacarose com calcio
[2M + Ca]** e magnésio [2M + Mg]?*, respectivamente. Essa sugestdo €

fundamentada no teor desses minerais presentes no acglcar de coco.%6!
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Figura 10 - Espectros de massas com ionizagdo paper spray obtidos para o agUcar de coco

AC1 nos modos positivo (A) e negativo (B).

O segundo sinal mais intenso do espectro PS(+)-MS, m/z 533, sugere a
formacdo de um aduto de célcio com trés moléculas de sacarose [3M + Ca]?".
Outro sinal obtido nessa regido do espectro indica a formacéo de um aduto de

magnésio [3M + Mg]?* (m/z 525) também com trés moléculas de sacarose.

Na faixa de m/z 700-750 foram observados sinais que sugerem a
formacdo de um aduto de célcio [4M + Ca]?* (m/z 704) com quatro moléculas de
sacarose, e de um aduto de sédio [2M + Na]* (m/z 707) formado com duas

moléculas de sacarose.

O ion observado em m/z 785 sugere a formacdo de um aduto de calcio
coordenado com uma molécula de um trissacarideo (T; 504 Da) e trés moléculas
de sacarose (M; 342 Da), resultando no aduto [4M + T + Ca]?* {[(3x342) + 504 +
40] / 2 = 785 Da}. O trissacarideo mencionado pertence a uma classe de
polimeros da frutose chamados de frutooligossacarideo (FOS), e a sua formagéao

se da pela adicdo de uma unidade de frutose (frutosil) a sacarose por meio de
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uma ligacao glicosidica, com a perda de uma molécula de agua [(342 + 180) -
18 =504 Da].

Os frutooligossacarideos (FOS) estdo presentes em uma grande
variedade de plantas (mais de 30 mil), e além dos produtos derivados do coco,
também podem ser encontrados em alcachofras, aspargos, beterraba, chicoria,
banana, alho, cebola, trigo, tomate, mel, agucar mascavo e em tubérculos como
a batata yacon. Uma das formas de producéo dos FOS € a hidrdlise enzimatica
da inulina (fibra relacionada ao baixo indice glicémico do acglcar de coco),

processo que ocorre com grande frequéncia na natureza.5?

Devido as suas caracteristicas funcionais, os frutooligossacarideos tém
impactado a industria do acucar, sendo também chamados de agucares ndo
convencionais. Esses aguUcares auxiliam na manutencdo da chamada “flora
amigavel” do trato intestinal e sdo conhecidos como prebidticos, uma vez que
eles estabilizam e aumentam a proliferacdo das bactérias benéficas, como por
exemplo, os Lactobacillus e as Bifidobacterias, no trato gastrointestinal do
hospedeiro. O consumo dos FOS, na dieta ou por meio de suplementacéo,
intensifica a viabilidade e adesdo dessas bactérias benéficas no trato
gastrointestinal, provocando uma mudanc¢a na composi¢cdo de sua microbiota e,

ao mesmo tempo, inibindo o crescimento de bactérias patogénicas.®?

O frutooligossacarideo presente no aduto de célcio sugerido, referente ao
sinal detectado em m/z 785, possui grau de polimerizacdo 1, ou seja, uma
unidade monomeérica (frutosil) foi adicionada a sacarose. Esse trissacarideo €

denominado kestose (Figura 11).64
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Figura 11 - Férmula estrutural do fructooligossacarideo Kestose.
(Adaptado de 64)

O ion de razdo m/z 443, assim como o de m/z 785, sugere a formacgéo de
um aduto de calcio coordenado com uma molécula do FOS kestose com, nesse
caso, uma molécula de sacarose [M + kestose + Ca]?* {(342 + 504 + 40) / 2 =
443 Da}.

Outros sinais de menor intensidade relativa foram identificados no
espectro PS(+)-MS do acgucar de coco AC1 como, por exemplo, o ion de razdo
m/z 723, que sugere a formacdo de um aduto de potassio com duas moléculas

de sacarose [2M + K]*.63

No espectro PS-MS do acucar de coco gerado em modo negativo
(Figura 10B) foram observados trés sinais de maior intensidade. O ion m/z 377
é descrito na literatura como sendo o aduto de cloro da sacarose [M + CIJ".%° A
formacdo do aduto [cloro + sacarose] pode ser confirmada através da presenca
do ion m/z 379 e da proporcao 3:1 existente entre as intensidades relativas dos
ions m/z 377 e 379. Essa proporcdo € bem definida e esta relacionada a
abundancia isotdpica entre os atomos de cloro (3*Cl e 3'Cl) existentes na
natureza. O pico base do espectro PS(-)-MS, m/z 404, sugere a formag&o de um

aduto de sacarose com o0 anion nitrato [M + NO3].5°
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Comparando os espectros gerados nos modos positivo e negativo, foi
observado que no modo positivo foram obtidos espectros mais informativos
(maior quantidade de sinais), mais reprodutiveis e com maior relagéo sinal/ruido,
estimada pelo valor de NL (normalized intensity level), um parametro
instrumental que indica essa relacdo. Quanto maior este parametro, maior € a
relacéo sinal/ruido. Os espectros no modo positivo apresentaram valores de NL
aproximadamente 102 vezes maiores que 0s espectros do modo negativo. Além
disso, os ionogramas gerados em modo positivo apresentaram maior
estabilidade, com abundéncia relativa em torno de 80%, atribuindo maior
confiabilidade aos dados gerados. Os ionogramas dos modos positivo e negativo
dos espectros da Figura 10 sdo mostrados no Anexo Il. Pelos motivos descritos,
o método de identificacdo de acucar de coco adulterado com acglcar mascavo

foi desenvolvido apenas com os espectros gerados em modo positivo.

A Figura 12 mostra os espectros PS(+)-MS das demais marcas de acucar

de coco e do aglcar mascavo.
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Figura 12 - Espectros obtidos por PS(+)-MS para as amostras de aglcar de coco nao
adulteradas AC2, AC3, AC4, AC5, AC6 e AC7 e para a amostra de agicar mascavo AM.

Como é possivel observar na Figura 12, existe uma semelhanca entre os
espectros PS(+)-MS dos acgucares de coco e do acucar mascavo. Em todos os
espectros foram observados sinais dos adutos de sacarose com soédio
(m/z 365), potassio (m/z 381) e calcio (m/z 533 e 704), com algumas variacdes
nos valores das abundancias relativas. Ja o sinal correspondente ao aduto de
calcio (m/z 785) com quatro moléculas de sacarose e uma de kestose foi
observado em todos 0s espetros, exceto no espectro da amostra de acucar de
coco AC7, e apresentou uma grande variagdo nos valores de abundancia
relativa, sendo o pico base em alguns espectros (AC4 e AC5), e no espectro da

amostra AC3, um sinal com intensidade inferior a 20%.

Nos espectros PS(+)-MS de alguns acucares, além dos ions citados,
também foram observados outros sinais de menor intensidade, como o ion de
razdo m/z 696 , presente nos espectros correspondentes as amostras AC3 e AM.
Esse sinal sugere a formacéo de um aduto de magnésio com quatro moléculas
de sacarose [4M + Mg]?*.

A Tabela 3, apresenta de forma resumida os principais adutos de
sacarose (M), em ordem crescente de m/z, detectados nos espectros PS-MS do
acucar de coco, nos modos positivo e negativo. Alguns adutos, como os de sédio
e potassio, estdo descritos na literatura e os demais foram propostos com base
nos valores de massa nominal das moléculas e dos ions presentes no agtcar. E
importante destacar que ndo é possivel fazer uma atribuicdo inequivoca dos

sinais obtidos com a técnica utilizada e com um analisador de massas de baixa
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resolucdo, uma vez que o0s oligossacarideos sdo constituidos por
monossacarideos (hexoses ou pentoses) com a mesma massa molecular, e que
a combinacao entre eles pode resultar em diversos isobmeros de massa. No
entanto, a ndo-atribuicdo exata dos sinais detectados, nao inviabiliza (e nem
prejudica) a aplicacdo da técnica para o fim proposto.

Tabela 3 - Adutos observados nos espectros PS-MS das amostras de acUcar de coco e

mascavo, nos modos positivo e negativo.

m/z Aduto
354 [2M + Mg]?*
362 [2M + Ca]?*
365 M + NaJ*
381 [M + K]*
443 [M + kestose + Ca]?*

92}

= 525 [3M + Mg]?*

n

N 533 [3M + CaJ?*

o
696 [4M + Mg]?*
704 [4M + CaJ?*
707 [2M + NaJ*
723 [2M + K]*
785 [3M + kestose + Ca]?*

n 377 [M + 35CIJ-

=

& 379 M + 37CIf

n

o 404 [M + NO3]

Em alguns espectros foram observados os ions m/z 338 e 675, que
também estavam presentes no branco da analise (Anexo Il). O ion m/z 338 indica
a presenca de erucamida [M + H]* e o ion m/z 675 corresponde ao seu dimero
[2M + H]*.5668 A erucamida é um aditivo comumente usado na indUstria de
polimeros e atua como agente deslizante, diminuindo o coeficiente de atrito entre
duas camadas adjacentes de um material, tais como as superficies de um filme

plastico utilizado em maquinas de empacotamento automatico. Além disso, a

37



erucamida também € usada como aditivo na fabricacdo de papéis, cosméticos e
em industrias téxteis. A deteccéo dos sinais m/z 338 e 675 no branco da analise
sugere que o aditivo erucamida tenha sido aplicado como revestimento do papel

utilizado para a aquisi¢éo dos espectros PS-MS.

Em quase todos os espectros foi observado um sinal em m/z 301 e, em
alguns deles, um sinal de razdo m/z 279. Esses sinais correspondem,
respectivamente, a molécula sodiada [M + Na]* e protonada [M + H]* do

plastificante dibutil-ftalato (DBP), que é um contaminante frequentemente

observado em analises por espectrometria de massas no modo positivo.®°

A Figura 13 mostra os espectros PS(+)-MS de duas amostras de acgUcar
de coco adulteradas, uma com 2% e outra com 30% de aglUcar mascavo.
Analisando a figura, ndo € possivel identificar visualmente, diferencas entre os
espectros do acucar de coco menos adulterado com o do aglUcar mais
adulterado, o que justifica a aplicacdo de técnicas estatisticas multivariadas para

diferenciar as amostras de AC puras das amostras adulteradas com AM.
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Figura 13 - Espectros de massas PS(+)-MS de uma amostra de acglcar de coco adulterada com
1% (A) e 30% (B) de agucar mascavo.

3.4.2 Construcdo de um modelo qualitativo utilizando Analise

Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

A Figura 14 mostra os valores preditos para cada amostra no modelo
PLS-DA gerado. As amostras adulteradas estédo representadas por triangulos e
as auténticas por quadrados, sendo que os itens cheios correspondem as
amostras do conjunto de treinamento e 0s vazios ao conjunto de teste. Com base
no ECVC, foram selecionadas 5 VLs, explicando 73,2% da variancia em X e
71,9% da variancia em Y. As amostras foram classificadas em adulteradas ou

nao adulteradas considerando o treshold igual a 0,535.
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Figura 14 - Valores previstos pelo modelo PLS-DA. [amostras adulteradas treinamento (V) e

teste (V) e amostras auténticas treinamento (H) e teste ()]

Analisando a Figura 14, conclui-se que ndo houve nenhum erro de
classificagdo para nenhuma das classes. A partir da avaliagédo dos VIP scores,
(Figura 15) é possivel definir quais os ions contribuiram com maior intensidade
para a separacéo entre as amostras adulteradas e néo adulteradas. Os sinais

gue apresentaram maiores VIP scores foram relativos aos ions de razdo m/z 704
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e 533, que correspondem aos adutos de célcio com duas e trés moléculas de
sacarose, respectivamente, o que sugere que a diferenca entre o teor de calcio
dos acgucares foi o fator que mais contribuiu para a separagédo. De acordo com a
literatura, a concentragcéo de calcio no agucar de coco é de, aproximadamente,
3,5 mg/ 100 g,% enquanto no aclcar mascavo é de 83 mg / 100 g.”° Esse fato
indica que a adulteracdo do acucar de coco, feita pelo acréscimo do agucar

mascavo, aumenta o teor de calcio nas amostras adulteradas.
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Figura 15 - VIP scores do modelo PLS-DA.

Outro ion importante na separacao das classes foi o de razdo m/z 723,
que corresponde ao aduto de potassio com duas moléculas de sacarose. De
maneira semelhante ao que foi discutido para os adutos de calcio, a diferenca
na concentracdo de potassio entre 0s agUcares mascavo e de coco também foi
um fator importante na distingdo entre amostras puras e adulteradas. Nesse
caso, o agucar de coco (1000 mg/ 100 g) possui um teor de potassio muito maior
do que o agtcar mascavo (133 mg/ 100 g).5%:7° Ao observar o vetor de regressao
gerado pelo modelo (Figura 16), nota-se que os valores correspondentes aos
ions m/z 533 e 704 sdo negativos, enquanto o valor correspondente ao ion m/z

723 é positivo, o que reforca a ideia de que a diferenca do perfil mineral das

40



Vetor de Regressao

amostras (Ca e K) foi o fator que mais contribuiu na separacéo entre as amostras

adulteradas e auténticas.

A identificacdo de variacdes no perfil mineral de amostras através da
técnica PS-MS ja foi descrita na literatura. Pereira et al (2017) construiram um
modelo capaz de diferenciar amostras de cerveja do tipo American Standard
Lager brasileiras de acordo com a sua faixa de pre¢o.>® Segundo os autores, 0S
fatores mais relevantes na diferenciacédo dessas amostras foram adutos de sédio
e de potéssio, o que reflete diferencas no perfil mineral dessas amostras.
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Figura 16 - Vetor de regressdo do modelo PLS-DA.

As figuras de mérito que avaliam o desempenho do modelo com relagéo
a veracidade (SEN, ESP, CONF e F-score) e precisdo do modelo em nivel de
repetibilidade (ACO) e em nivel de precisdo intermediaria (CON) estdo
apresentadas na Tabela 4. Como ndo houve nenhuma amostra classificada de
forma incorreta no conjunto de treinamento e nem no conjunto teste, 0s
parametros de veracidade do modelo foram todos iguais a 1. A ACO foi avaliada
analisando-se 3 pontos em condicfes de repetibilidade (mesmo dia e mesmo
analista, cada ponto em sextuplicata) e a CON foi avaliada em condi¢cdes de
precisdo intermediaria (mesmo analista, trés dias diferentes, cada ponto em
sextuplicata).
41
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De acordo com a diretiva 657/2002 da Unido Europeia,’t um método que
sera utilizado como triagem para a deteccao de ndo conformidade em alimentos
deve preconizar a minimizacdo de erros falsos negativos (classificar uma
amostra adulterada como néo adulterada). Um resultado falso positivo € menos
preocupante, pois as amostras classificadas dessa maneira devem ser
confirmadas posteriormente por métodos de referéncia. A diretiva ainda
estabelece que um método de triagem adequado deve apresentar sensibilidade
acima de 0,950. Tanto para o conjunto de treinamento quanto para o teste, 0s
valores encontrados foram de 1,000, o que habilita este modelo a ser utilizado

como um método de triagem.

Tabela 4 - Figuras de mérito calculadas para o modelo PLS-DA

Figura de Mérito Estimada Treinamento Teste
SEN 1,000 1,000
ESP 1,000 1,000
CONF 1,000 1,000
F-Score 1,000 1,000
ACOm 100%

CON 96,5%

Para a avaliacdo da ACO, todas as amostras foram corretamente
classificadas como adulteradas nos trés pontos estudados, o que fornece uma
acordancia média (ACOm) de 100%. J& para a CON, uma das replicatas
analisadas apresentou um resultado falso negativo, com isso, a CON calculada

para o modelo foi de 96,5%.
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3.5 Conclusdes Parciais

Um método inédito para a identificacdo de adulteracdo de agulcar de coco
utiizando acucar mascavo foi desenvolvido e validado. Esse método
mostrou-se capaz de detectar adicbes de até 2% m/m do adulterante através da
aplicacao da espectrometria de massas com ionizacao por paper spray, com o
auxilio do método de analise discriminante por minimos quadrados parciais. O
método proposto é rpido (em média um minuto para a analise em triplicata de
uma amostra), ndo demanda pré-tratamento complexo da amostra e consome

uma guantidade minima de amostra e solvente.

O modelo foi validado através da avaliacao de algumas figuras de mérito
que atestam seu desempenho satisfatorio, confirmando que esse método esta

apto a ser utilizado no controle de qualidade do agucar de coco.
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CAPITULO 4

PS-MS APLICADA A QUANTIFICACAO DA GORDURA
VEGETAL HIDROGENADA ADICIONADA AO OLEO DE COCO
EXTRA VIRGEM

4.1 Oleo de Coco Extra Virgem (VCO)

Nos ultimos anos, o consumo mundial de 6leo de coco aumentou
significativamente em virtude de uma intensa divulgacéao feita pela midia sobre
as suas propriedades terapéuticas e, principalmente, sobre o seu potencial efeito
emagrecedor. Ele é considerado, por alguns especialistas da area de saude, o
“6leo mais saudavel do mundo”, e dentre os beneficios relacionados ao uso do
VCO descritos na literatura, estdo a aceleracdo do metabolismo, melhora da
digestdo e fortalecimento do sistema imunoldgico. Suas propriedades estao
associadas ao seu perfil lipidico, rico em acidos graxos de cadeia média, que
favorecem um bom funcionamento do sistema cardiovascular, além de serem
fonte de calorias e vitaminas lipossoluveis. Como mostrado na Figura 17, o acido
graxo majoritario na composicéo do 6leo de coco € o acido laurico (C12:0), que
corresponde a aproximadamente 50% do total de acidos graxos.’?74

O 6leo de coco é produzido a partir da polpa de cocos frescos e maduros
(até 12 meses apos a polinizacdo), através de processos mecanicos ou naturais,
com ou sem a aplicacado de calor. O Oleo de coco nédo necessita de nenhum
processo de refino, branqueamento, desodoriza¢ao ou outro tratamento quimico,
podendo o mesmo ser consumido no seu estado bruto. O 6leo de coco virgem é

incolor, livre de sedimentos e possui um aroma natural de coco fresco.”
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Esse grande destaque na midia, seguido pela acentuada procura pelo
produto, refletiu no aumento da demanda de producdo e consequentemente na
elevacao do preco do 6leo de coco. Atualmente, a Republica das Filipinas é o
maior pais produtor de 6leo de coco do mundo, com uma producdo aproximada
de 1480 milhdes de toneladas, o que representa mais de 40% de toda a
producdo mundial. Outros paises asiaticos também figuram como os maiores
produtores, como a Indonésia e a india, com 29% e 13% de toda a producio
mundial. Fora da Asia, podemos destacar o México, que responde por 4% de

toda a producdo mundial, e a Costa do Marfim, que responde por 0,5%.

C18:1; 5,2% C182,115% o0 s gy
C18:0; 3,1% B

C16:0; 8,0% C10:0; 5,3%

A

C14:0; 18,3%

C12:0;49,1%

Figura 17 - Composi¢do em acidos graxos do 4leo de coco extra virgem.

4.2 Objetivos

O objetivo do trabalho apresentado neste capitulo foi desenvolver e
validar um método rapido e com minimo processamento da amostra para
quantificar a adicdo de gordura vegetal hidrogenada em 6leo de coco extra
virgem utilizando espectrometria de massas com ionizacao por paper spray e

regressao por minimos quadrados parciais.
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4.3 Parte Experimental

4.3.1 Amostras e Reagentes

As amostras de Oleo de coco extra virgem e de gordura vegetal
hidrogenada foram adquiridas em supermercados da regido metropolitana de
Belo Horizonte.

Diluiu-se 0,1 g de Oleo de coco extra virgem em 10,0 mL de Hexano
(Labsynth, SP, Brasil). Um mL da solucédo preparada foi transferido para um
baldo de 100,0 mL que teve seu volume completado com Metanol grau HPLC
(J.T. Baker Chemicals, Center Valley, Pennsylvania, EUA). O mesmo
procedimento foi usado no preparo da solucao de gordura vegetal hidrogenada.
Em seguida, foram preparadas solucdes de 6leo de coco contendo aliquotas da
solucdo de Gordura Vegetal Hidrogenada (GVH), simulando adulteracbes em
uma faixa de 0,3 a 21%, com intervalos de 0,3%, totalizando 70 amostras
adulteradas.

As amostras foram aplicadas em papel cromatografico 1 CHR (Whatman,
GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), cortados na forma de

tridngulos isésceles de 1,0 cm de altura e 0,5 cm de base.

4.3.2 Instrumentacao

Para aquisicao dos espectros PS-MS do 6leo de coco e da GVH foram
utilizados os mesmos equipamentos e fonte de ionizacdo paper spray descritos

na seccéo 3.2.2.

As condigbes experimentais para a andalise do 6leo de coco foram
otimizadas de modo semelhante ao da analise dos acgucares e 0s seguintes
parametros foram estabelecidos: potencial do paper spray de 5,0 kV, potencial

do capilar de 24V, potencial das lentes de 65V, temperatura do capilar de 275°C,
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distancia entre o papel e a entrada do espectrdmetro de massas de 0,5 cm,
volume de amostra aplicado sobre o papel de 25,0 pL e faixa de massas de 300-
1800 m/z.

As 70 amostras de 6leo de coco adulteradas, 1 amostra de 6leo de coco
ndo adulterada e 1 amostra de GVH foram analisadas em sequéncia aleatoria e

em triplicata.

4.3.3 Métodos Quimiomeétricos

Os equipamentos e softwares utilizados para o desenvolvimento do
meétodo descrito nesta aplicacdo foram os mesmos descritos na se¢éo 3.2.3.

Para o desenvolvimento do modelo PLS as 70 amostras foram separadas
entre conjunto de calibragdo e conjunto de validacdo, através da selecdo de
amostras igualmente espacadas (1 a cada 3 amostras). 46 amostras foram
destinadas para o conjunto de calibracdo e as 24 amostras restantes foram
utilizadas no conjunto de validacdo. Antes da constru¢cdo do modelo PLS, os
espectros de massa foram normalizados pelo valor maximo do vetor e
centralizados na média. A normalizacao foi utilizada para que o espectro fosse
corrigido em funcéo do pico base. O numero de VLs do modelo foi definido com
base na validacao cruzada por subconjuntos aleatérios (6 divisdes e 6 iteracdes).

Para se estimar o desempenho do modelo, sua linearidade foi avaliada de
acordo com métodos descritos na literatura, através da avaliacdo da
normalidade, homocedasticidade e independéncia dos residuos da regresséo,
utilizando os testes de Ryan-Joiner (RJ), Brown-Forsythe (BF) e Durbin-Watson

(DW), respectivamente.’’

4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 PS-MS das Amostras de Oleo de Coco Extra Virgem e GVH
Apbés o ajuste das condi¢Bes de ionizagdo da fonte paper spray, foram
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adquiridos os espectros PS-MS para as amostras de 6leo de coco puras,
adulteradas e para a amostra de GVH. Por terem apresentado espectros mais

reprodutiveis, a aquisicdo dos espectros aplicados a quantificacdo da GVH
adicionada ao VCO foi feita no modo positivo.

A Figura 18 mostra os espectros PS(+)-MS para uma amostra de 6leo de

coco néo adulterada (A) e uma amostra do adulterante GVH (B).
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Figura 18 - Espectros PS(+)-MS obtidos para uma amostra de VCO né&o adulterada (A) e para

uma amostra de GVH (B).

O espectro PS-MS obtido para a amostra de 6leo de coco auténtica
(Figura 18 A) apresentou um perfil caracteristico de diacilglicer6is (DAGS) e
triacilglicerdis (TAGS) presentes nos 0leos vegetais. Os sinais de maior razao
m/z detectados, observados na faixa de m/z 1150 - 1450, sugerem a presenca
de TAGs formados por acidos graxos saturados de cadeia média. Nessa faixa,
0s sinais apresentaram uma diferenca de 28 Da, que corresponde a um grupo

CH2-CH: pertencente a cadeia carbdnica de um dos acidos graxos ligados ao
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glicerol.

O sinal de m/z 1299 indica a formacao de um aduto de sédio coordenado
com duas moléculas de um TAG formado por &cidos graxos saturados que,
somados, possuem 36 atomos de carbono (C 36:0). Como descrito na literatura,
cerca de 50% do VCO é composto por acido laurico, C12:0 (La).”* Sendo assim,
€ provavel que o sinal observado em m/z 1299 seja referente ao aduto [2M +Na]*
do TAG formado por trés moléculas do acido, TAG LalLalLa. N&o é possivel,
entretanto, afirmar que esta atribuicao esté correta, uma vez que os TAGs podem
ser formados por diversos acidos graxos, com inumeras combinacdes entre eles,
podendo gerar isdmeros de mesma razao massa/carga.

Os sinais observados a esquerda e a direita do ion de razdo m/z 1299
apresentam uma diferengca de 28 Da em relagdo ao sinal adjacente. Essa
diferenca é devida ao grupo CH2-CH2, pertencente a cadeia carbdnica dos
acidos graxos que formam o TAG.

A Figura 19 mostra, de forma ampliada, a faixa entre m/z 900 - 1100 do
espectro PS-MS da amostra de 6leo de coco ndo adulterado. Nessa faixa foram

observados quatro séries de sinais, separados por 28 Da.
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Figura 19 - Faixa ampliada do espectro PS-MS do VCO néo adulterado.

O ion de razdo m/z 935 sugere a formacdo de um aduto de soédio,
[2M + Na]*, coordenado com dois dialcilgliceréis C24:0, formados por duas

moléculas de &cido laurico, DAG Lala.
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A regido do espectro que apresentou 0s sinais mais intensos, m/z 550 -
850, sugere a presenca de compostos descritos na literatura como surfactantes
a base de &cidos graxos (SDAG) do coco.?* Surfactantes, ou tensoativos, séo
substancias que atuam na superficie de contato entre dois liquidos imisciveis,
reduzindo (ou modificando) a tensédo superficial entre eles e aumentando a
estabilidade da emulséo formada.

O uso de SDAG do coco em industrias de cosmeéticos e higiene pessoal
tem aumentado devido ao baixo grau de irritagdo cutanea, oral e ocular causado
por eles, em comparacdo aos demais surfactantes, quando adicionados a
produtos como shampoos, condicionadores, sabonetes, sabdes liquidos, cremes
dentais, hidratantes, etc.?*

A cocobetaina (Figura 20), surfactante anfétero muito utilizado pela
industria de cosméticos, é€ formada pela conjugacao dos acidos graxos saturados
de cadeia média, contidos no Gleo de coco, com uma molécula de betaina.

Em 2001, Peter Eichhorn et. al., avaliam residuos de surfactantes a base
de &cidos graxos presentes no 6leo de coco, em amostras de efluentes, por LC-
ESI-MS, e observaram a formac&o de uma série de sinais (“clusters”) de adutos
de CAPB do tipo [M+H]*, [M+Na]* e [M+K]*, detectados no modo positivo,
observados na faixa de massas entre m/z 600-800.787°

HG O
HaC N
N (CH | 0
CHy

Cocobetaina;'n' = 6, 8, 10,12, 14

Figura 20 - Estrutura dos surfactantes cocobetaina.
(Adaptado de 78)

O espectro PS(+)-MS obtido para a amostra de GVH (Figura 16B)
apresentou sinais mais intensos na regido de m/z 800 - 950, que correspondem

a adutos de sodio [M + Na]* de TAGs. Sabe-se que a GVH é fabricada a partir
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da hidrogenacéo de Oleos vegetais compostos por acidos graxos com 16 ou 18
carbonos em suas cadeias alifaticas, como os acidos palmitico (P; C 16:0), oleico
(O; C18:0), linoleico (L; C18:2) e linolénico (Ln; C18:3), que constituem mais de
80% dos 6leos de soja, canola, milho e girassol. Os ions de razdo m/z 851, 877
e 901 sao descritos na literatura como os adutos de sodio [M+Na]* dos TAGs
PPLn, PLL e LLL, respectivamente. Os sinais acima de m/z 1600 Da sugerem a
presenca de dimeros de TGAs formados pelo aguecimento durante o processo
de hidrogenagéo.®°

Assim como nos oligossacarideos, a determinacéo exata da estrutura dos
lipidios derivados de &cidos graxos requer o uso de analisadores de massas de
alta resolucdo ou analise de massas sequencial, devido a grande quantidade de
isbmeros de massas possiveis de serem formados na combinacdo entre os
acidos graxos.

A Figura 21 mostra os espectros PS(+)-MS de duas amostras de VCO
adulteradas com 14% (A) e 21% (B) de GVH. O perfil dos espectros adquiridos
paras as amostras adulteradas € muito semelhante ao da amostra de VCO
auténtica. Apesar de apresentar uma diferenca perceptivel nos valores da
intensidade dos sinais, ndo € possivel estabelecer uma relacéo linear univariada
entre esses sinais e a concentracdo do adulterante, o que faz necesséria a
aplicacdo de métodos quimiométricos na quantificacdo da GVH adicionada ao
Oleo de coco extra virgem.
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Figura 21 - Espectros PS(+)-MS obtidos para uma amostra de VCO adulterada com
(A) 14% de GVH e (B) 21 de GVH

4.4.2 Construcdo de um modelo quantitativo utilizando Regressao por

Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Apbs a construcdo do modelo PLS, foi possivel verificar que, para as
amostras com concentraces menores que 4,5% de adulteracéo, os erros de
predicdo foram excessivamente elevados, com valores entre 80 e 150% de erro
relativo. Por esse motivo, a faixa de estudo do modelo foi reduzida de
0,3% - 21,0% para 4,5% - 21%, totalizando 56 amostras (Tabela 5 - Modelo 1).
Esse novo conjunto de amostras também foi dividido entre conjuntos de
calibracdo e validacdo, sendo 37 amostras destinadas ao conjunto de calibracéo
e 19 ao conjunto de calibragdo. Foram utilizados os mesmos pré-
processamentos e métodos de validacdo cruzada descritos anteriormente, e 0
melhor nimero de VLs foi definido como sendo 4. Os erros desse modelo com
faixa de adulteracdo reduzida (entre 4,5% - 21%) foram menores que o do
modelo anterior, com erros relativos maximos proximos de 30%, o que indica
gue o0 método proposto nesse trabalho ndo possui sensibilidade suficiente para
quantificar adulteragcées de VCO com GVH menores que 4,5% m/m.

Como o Modelo 1 apresentou erros satisfatérios, seguiu-se com a
avaliacdo da presenca de amostras anémalas (outliers), utilizando o método de
residuos padronizados de Jackknife.”” Os outliers foram removidos inicialmente

no conjunto de calibracdo até um limite de 22,2% dos dados. De acordo com a
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literatura, devem ser realizadas no maximo trés rodadas de remocéao de outliers
para se evitar o efeito snowballing (remogédo excessiva de amostras).8!

Como indicado na Tabela 5, foi necessaria apenas uma rodada de
remogéo de outliers, na qual foram removidas 8 amostras do conjunto de
calibracdo. O modelo otimizado (Modelo 2) foi construido com 4 VLs, explicando
72,3% da variancia em X e 98,6% da variancia em Y. E possivel verificar que
houve uma reducao de 41% no valor do RMSEC (1,54% para 0,90%), e de 55%
no RMSEP (de 2,53% para 1,14%).

Tabela 5 - Otimizacdo dos modelos PLS pela deteccao de amostras anébmalas

MODELOS

1 2
Amostra de calibracéo 37 29
Amostras de validacao 19 18
Variaveis latentes 4 4
RMSEC (%) 1,54 0,90
RMSEP (%) 2,53 1,14
RPDcal 1,5 55
RPDval 2,4 4,0

Uma maneira mais robusta de se comparar os modelos gerados é através
dos valores de RPD, sigla do inglés Residual Prediction Deviation. Para um
modelo ser considerado bom, ele precisa apresentar RPD > 2,4 e como
mostrado na Tabela 5, os valores de RPD do modelo néo otimizado s&o baixos.
No primeiro modelo o RPDca € de 1,5, 0 que o classifica apenas como
satisfatorio. Ja no segundo modelo, tanto RPDca quanto RPDva foram superiores
a 2,4, o que confirma a melhoria do modelo com a retirada dos outliers.’”

Apés a remocdo dos outliers, o modelo otimizado foi submetido a
avaliacdo de algumas figuras de mérito para a confirmacéo da sua linearidade.
Os residuos do conjunto de calibracdo foram avaliados com relacdo a sua

independéncia, normalidade e homoscedastidade. Com base nesses testes, foi
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possivel verificar que os residuos do conjunto de calibracdo do modelo proposto
sao independentes, normais e homoscedasticos a um nivel de confianca de 95%,
0 que confirma a linearidade do modelo na faixa de estudo proposta. A Figura
22 apresenta a curva dos valores reais versus valores preditos obtida para o

modelo PLS proposto.
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Figura 22 - Grafico dos valores de referéncia x valores preditos em % m/m

[Amostras de calibracdo (@) e amostras de validacao ('V)].

A exatiddo do modelo também foi avaliada por meio do erro relativo médio
da validacdo e do viés. A Figura 23 mostra que as amostras de validacéo
apresentaram, na maioria das vezes, erros entre = 15%. Apenas 4 amostras
apresentaram erros fora desta faixa. De acordo com o guia de validacdo da
AOAC, o erro relativo médio aceitavel para analises com fracdo massica de 102
(analito na concentracédo entre 1 e 9%) € de + 3% e para analises com fracdo
massica de 10 (analito em concentrages acima de 10%) é de + 2%. Para esse
modelo, o erro relativo médio foi de 1,7%, sendo considerado satisfatorio mesmo

para 0s parametros mais rigorosos.®?

54



25
20
15
10

Erro relativo (%)
o

-10
-15
-20

-25
Valores de referéncia (% m/m)

Figura 23 - Erro relativo das amostras do conjunto de validacdo do modelo PLS.

A partir da avaliagdo do viés foi possivel verificar a auséncia de erro
sistematico do modelo. Com base nas amostras de validacao foi estimado um
tvies= 0,10, que € menor que o valor tabelado considerando 18 graus de liberdade
(numero de amostras do conjunto de calibragdo) e a=0,05 (tcac= 2,10).

Analisando os VIP Scores do modelo otimizado (Figura 30), € possivel
obter informacfGes importantes sobre as variaveis mais relevantes para a

construcdo do modelo.
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Figura 24 - VIP scores do modelo PLS.
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Observando a Figura 24, verifica-se que 0s sinais que mais contribuiram
para a constru¢cdo do modelo estdo divididos em trés grupos: m/z 600 - 750,
m/z 950 - 1100 e m/z 1200 - 1500, sendo o sinal de razdo m/z 1272 o mais
relevante. Esse sinal possui um valor positivo no vetor de regressao (Figura 25),
0 que indica que ele se relaciona com o aumento da concentracdo de GVH nas

amostras adulteradas.
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Figura 25 - Vetor de regressao do modelo PLS.

A precisdo do modelo também foi avaliada em dois niveis, repetibilidade
e precisdo intermediaria. Porém, para esses testes, o resultado obtido nao foi
satisfatorio, sendo obtidos desvios padrées relativos da ordem de 100% ou mais.
Varios parametros podem ter contribuido para a baixa precisdo do método. Um
deles é o processo de corte do papel usado como substrato, que foi feita de
maneira artesanal, utilizando uma tesoura. Para se obter uma maior
homogeneidade dos triangulos de papel usados na analise, oS mesmos
poderiam ser fabricados com o auxilio de, por exemplo, um plotter de recorte,
facilmente encontrada em graficas de comunicacao visual. Outro fator que pode
ter contribuido € o posicionamento do papel na entrada do espectrometro de
massas, uma vez que durante a analise foi observado que uma pequena
mudanca nessa posi¢ao provoca alteracdes no ionograma e no perfil do espectro

gerado. Outros fatores, tais como, instabilidade da rede elétrica e variagdo da

56



temperatura da sala onde o espectrometro de massas se encontra, também
podem ter contribuido para um aumento da variabilidade no sistema resultando,

consequentemente, na baixa precisdo obtida.

45 Conclusoes Parciais

Um método para a quantificacdo de gordura vegetal hidrogenada em 6leo
de coco extra virgem utilizando espectrometria de massas com ioniza¢ao por
paper spray, com o auxilio do método de regressdo por minimos quadrados
parciais, foi desenvolvido. Esse método permite quantificar a adicdo do
adulterante em uma faixa entre 4,5 - 21% através de uma técnica simples, rapida,
gue ndo demanda pré-tratamento complexo da amostra, além de consumir uma

guantidade minima de amostra e solvente.

Entretanto, ndo foi possivel realizar a validacdo completa desse método,
uma vez que 0 mesmo n&o apresentou precisdo satisfatoria. E provavel que o
simples ajuste de alguns parametros, tais como padronizacdo das dimensdes
dos triangulos usados como substrato e posicionamento constante do papel na

entrada do espectrébmetro, aumentem a precisdo do método.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES GERAIS

A aplicacao da espectrometria de massas com ioniza¢ao por paper spray
mostrou-se eficiente no controle de qualidade de produtos derivados do coco. A
associacdo dessa técnica com métodos quimiométricos permitiu 0
desenvolvimento de um método qualitativo e um quantitativo capazes de
identificar e/ou quantificar adulterantes comumente adicionados nesses

produtos.

O modelo qualitativo construido a partir dos espectros obtidos por
PS-MS apresentou um excelente desempenho na detec¢cdo de amostras de
acucar de coco adulteradas com acuUcar mascavo, com nenhuma amostra
classificada de maneira incorreta.

A técnica PS-MS também se mostrou promissora para a analise
guantitativa de amostras complexas, tendo apresentado um modelo com boa
linearidade para a quantificacdo de gordura vegetal hidrogenada em 6leo de
coco extra virgem, sendo necessarios alguns ajustes nos parametros que
influenciam a precisdo do método.

A espectrometria de massas com ionizagcao por paper spray combinada a
métodos quimiométricos tem se mostrado uma ferramenta analitica poderosa na
deteccado de fraudes em alimentos, apresentando uma grande possibilidade de
novas aplicagfes e chances de ser implementada em andlises de controle de
qualidade na industria alimenticia, bem como na verificacdo de autenticidade por

orgaos fiscalizadores.
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ANEXO |

LEIN°9.677, DE 2 DE JULHO DE 1998.

Altera dispositivos do Capitulo Il do Titulo VIII do
Cédigo Penal, incluindo na classificacdo dos delitos
considerados hediondos crimes contra a saude
publica, e da outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA Faco saber que o Congresso Nacional decreta e eu
sanciono a seguinte Lei:

Art. 12 Os dispositivos a seguir indicados do Decreto-Lei n2 2.848, de 7 de dezembro de
1940 - Cédigo Penal, passam a vigorar com a seguinte redacao:

"Falsificacdo, corrupcédo, adulteracdo ou alteracdo de substéncia ou produtos alimenticios"

"Art. 272. Corromper, adulterar, falsificar ou alterar substancia ou produto alimenticio destinado
a consumo, tornando-o nocivo a saude ou reduzindo-lhe o valor nutritivo:"

"Pena - reclusao, de 4 (quatro) a 8 (oito) anos, e multa.”

"§ 19-A. Incorre nas penas deste artigo quem fabrica, vende, expde a venda, importa, tem em
deposito para vender ou, de qualquer forma, distribui ou entrega a consumo a substancia
alimenticia ou o produto falsificado, corrompido ou adulterado."

"§ 19 Est4 sujeito as mesmas penas quem pratica as a¢des previstas neste artigo em relacdo a
bebidas, com ou sem teor alcodlico.”

"Modalidade culposa
§ 29 Se o crime é culposo:
Pena - detencéo, de 1 (um) a 2 (dois) anos, e multa.”

"Falsificacdo, corrupcédo, adulteracdo ou alteragcéo de produto destinado a fins terapéuticos ou
medicinais"

"Art. 273. Falsificar, corromper, adulterar ou alterar produto destinado a fins terapéuticos ou
medicinais:"

"Pena - recluséo, de 10 (dez) a 15 (quinze) anos, e multa."

"8 12 Nas mesmas penas incorre quem importa, vende, expde a venda, tem em depdsito para
vender ou, de qualquer forma, distribui ou entrega a consumo o produto falsificado, corrompido,
adulterado ou alterado."

"§ 19-A. Incluem-se entre os produtos a que se refere este artigo os medicamentos, as
matérias-primas, 0s insumos farmacéuticos, 0s cosmeéticos, os saneantes e 0s de uso em
diagnéstico."

"8 10-B. Esta sujeito as penas deste artigo quem pratica as agfes previstas no § 12 em relagéo
a produtos em qualquer das seguintes condi¢cfes:

| - sem registro, quando exigivel, no 6rgao de vigilancia sanitaria competente;
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Il - em desacordo com a férmula constante do registro previsto no inciso anterior;

Ill - sem as caracteristicas de identidade e qualidade admitidas para a sua comercializacéo;
IV - com redugéo de seu valor terapéutico ou de sua atividade;

V - de procedéncia ignorada;

VI - adquiridos de estabelecimento sem licenca da autoridade sanitaria competente.”
"Modalidade culposa

§ 22 Se o crime é culposo:

Pena - detencéo, de 1 (um) a 3 (trés) anos, e multa."

"Emprego de processo proibido ou de substancia ndo permitida

Art. 274,

Pena - reclusdo, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa."(NR)

"Invélucro ou recipiente com falsa indicacdo

Art. 275. Inculcar, em invélucro ou recipiente de produtos alimenticios, terapéuticos ou
medicinais, a existéncia de substéncia que ndo se encontra em seu conteldo ou que nele
existe em quantidade menor que a mencionada:"

"Pena - reclusao, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa.”

"Produto ou substéncia nas condi¢6es dos dois artigos anteriores
Art. 276.

Pena - reclusédo, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa."
"Substéncia destinada a falsificacao

Art. 277. Vender, expor a venda, ter em depdsito ou ceder substancia destinada a falsificacao
de produtos alimenticios, terapéuticos ou medicinais:"

"Pena - recluséo, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa."
Art. 29 Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.
Brasilia, 2 de julho de 1998; 1772 da Independéncia e 1102 da Republica.

FERNANDO HENRIQUE CARDOSO
Renan Calheiros
José Sena

Este texto ndo substitui o publicado no D.O.U. de 3.7.1998
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Figura All: lonograma e espectro PS-MS obtido para o agucar de coco AC1 no modo negativo.

Abundancia Relativa (%)

90

80

70

60

50

a0

20

14897

67511

33825

36027

697.07

73236
779.29 81609

284,35
27417

20001
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