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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidas trés metodologias analiticas
utilizando eletroforese capilar com a finalidade de diferenciar uisques
auténticos de amostras apreendidas por suspeita de falsificacdo, cedidas
pela Policia Técnico-Cientifica do Estado de Sdo Paulo. O primeiro
capitulo trata da determinacdo simultinea dos aldeidos fendlicos: vanili-
na, seringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido. Estratégias de pré-
concentrag¢do “on-line” (“stacking”) foram desenvolvidas para melhorar
a detectabilidade do método para determinacdo destes compostos. Os
valores de R? foram maiores que 0,99 para os métodos sem e com pré-
concentracio (respectivamente denominados, NSM e SWMR42). A
razdo sinal/ruido (S/N) de 3 e 10 foram consideradas para estimar o LD
e 0 LQ. Estes valores foram 100 ug L' ¢ 330 ug L' 22 pg L' e 73 pg L
! para NSM e SWMR42, respectivamente. Das 30 amostras analisadas,
14 apresentaram os aldeidos fendlicos estudados abaixo do limite de
detec¢do. O segundo capitulo se refere ao desenvolvimento de um mé-
todo para determinacdo dos agicares frutose, glicose e sacarose e, neste
estudo, foi utilizado um planejamento fatorial de 2 niveis e 3 varidveis
para otimizar os parametros instrumentais de temperatura do cartucho,
tempo de inje¢do e voltagem. As curvas de calibra¢do indicaram boa
linearidade na faixa de aplicacdo utilizada (50 a 500 mg L), assim co-
mo, boa correlagdo entre a drea dos picos e a concentragcdo dos acticares
e os coeficientes de determinacdo foram superiores a 0,99 para os trés
analitos. Quanto aos parametros de LD e LQ, estes foram de 68,42 e
228,06 mg L™, respectivamente. O terceiro capitulo se destina 2 deter-
minacdo dos dcidos aliféticos: acético, férmico, lactico e glicélico. Nesta
etapa, foram utilizados softwares de simulacio para otimizar a composi-
c¢do do eletrdlito de corrida. As curvas de calibra¢do para os quatro aci-
dos apresentaram coeficientes de determina¢do maiores que 0,99. Os
parimetros de LD e LQ foram melhores que 12,50 ¢ 41,70 mg L™, res-
pectivamente. A andlise por componentes principais possibilitou a dis-
tin¢do entre os uisques auténticos envelhecidos 8 e 12 anos, assim como,
a diferenciac@o entre as amostras auténticas e suspeitas, com base na
concentra¢do encontrada para os analitos. Os resultados obtidos nas trés
andlises demonstraram a aplicabilidade da eletroforese capilar na identi-
ficagdo de amostras falsificadas de uisque.

Palavras — chave: uisque, aldeidos fendlicos, dcidos alifdticos, actcares,
eletroforese capilar de zona, “stacking”.
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ABSTRACT

This work reports the development of three analytical methodologies
using capillary electrophoresis in order to differentiate authentic whis-
keys from samples seized under suspicion of forgery provided by the
Technical-Scientific Police of Sdo Paulo. The first chapter describes the
simultaneous determination of phenolic aldehydes: vanilline, syringal-
dehyde, coniferaldehyde and sinapaldehyde. On-line pre-concentration
techniques (stacking) were developed so as to improve the sensitivity of
the method for determining these compounds. Values of R? were higher
than 0,99 for the methods with and without pre-concentration (named
SWMR42 and NSM, respectively). The signal-to-noise ratio (S/N) of 3
and 10 were considered to estimate the LD and LQ. These values were
better than 100 mg L' and 330 mg L', 22 mg L' and 73 mg L' for
NSM and SWMRA42, respectively. Out of the 30 samples analyzed, 14
showed the phenolic aldehydes studied below the detection limit. The
second chapter refers to the development of a method to determine the
sugars fructose, glucose and sucrose, where we employed a factorial
planning with 2 levels and 3 variables to optimize the instrumental pa-
rameters of the cartridge temperature, injection time and voltage. The
calibration curves indicated good linearity in the range of application
(50 to 500 mg L"), as well as good correlation between the peak area
and the concentration of sugars. The determination coefficients were
above 0,9910 for the three analytes. The LD and LQ parameters were
better than 68,42 and 228,06 mg L, respectively. The third chapter
determines the aliphatic acids: acetic, formic, lactic and glycolic. Here
we used simulation software to optimize the running electrolyte compo-
sition. The calibration curves for the four acids presented correlation
coefficients greater than 0,9900. The LD and LQ parameters were better
than 12,50 and 41,70 mg L', respectively. The principal component
analysis enabled not only the distinction between authentic whiskeys
aged 8 and 12 years, but also the differentiation between the authentic
samples from the suspect ones based on the concentration found for the
analytes. The results obtained in the three tests showed the applicability
of capillary electrophoresis to identify samples of counterfeit whiskey.

Keywords: whiskey, phenolic aldehydes, sugars, aliphatic acids, capil-
lary electrophoresis, stacking.
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Capitulo I

Introducio e objetivos






1.1 Introducio
1.1.1 O uisque e seu processo de fabricacao

O uisque é um tipo de bebida alcodlica produzida a partir de va-
rios tipos de grios, entre os quais estd o milho, o centeio e, principal-
mente, a cevada. Este tltimo cereal € o mais tradicional na fabricacdo
deste destilado por ter sido o primeiro a ser utilizado em sua terra de
origem, a Escécia. Do seu malte (grios de cevada germinados) sdo obti-
dos os uisques mais valorizados do mundo, sendo que, o primeiro regis-
tro de uma transacdo comercial de uisque escocés data de 1494 entre um
mosteiro Beneditino da cidade de Fife e a corte do rei James IV em
Edinburgo, ambas na Escécia [1].

Um fator importante na classifica¢cdo dos uisques é o chamado
coeficiente de congéneres ou coeficiente de componentes secundarios.
Esta medida estd relacionada a porcentagem de substincias volateis
diferentes de dlcool presentes na bebida [2]. Estas substancias sdo ex-
pressas da seguinte forma:

¢ soma de acidez volatil, expressa em acido acético;

o &steres, expresso em acetato de etila;

¢ aldeidos, expresso em acetaldeido;

e ilcoois superiores, expresso pelo somatdrio dos mesmos;

e furfural.

Todos estes valores devem ser expressos em mg/100 mL de 4lco-
ol anidro [2].

De acordo com o tipo de cereal utilizado como matéria-prima, o
uisque pode ser classificado em:

I. uisque puro de malte: uisque feito, exclusivamente, com desti-
lado de malte com coeficiente de congéneres ndo inferior a 350 mg/100
mL de dlcool anidro;

II. blended whisky: é a bebida resultante da mistura de 30% de
destilado de malte com destilados alcodlicos de outros cereais (grain
whisky), envelhecido ou ndo, com coeficiente de congé€neres nao inferior
a 100 mg/100 mL em 4lcool anidro;

IIL. grain whisky: € a producio mais barata e resulta da destilagdo
de dlcool de trigo, milho e centeio, sacarificados, total ou parcialmente,
por diastases (enzimas que atuam sobre o amido) da cevada maltada,
adicionada ou ndo de outras enzimas naturais e destilada em alambique
ou coluna, envelhecido por um periodo minimo de dois anos, com coefi-
ciente de congéneres ndo inferior a 100 mg/100 mL em 4lcool anidro;



IV. bourbon whisky: quando a bebida for elaborada com no mi-
nimo 50% de destilado alcodlico simples de milho, sacarificado com
cevada maltada, envelhecido por um periodo minimo de dois anos, adi-
cionado ou ndo de dlcool etilico potdvel de origem agricola, podendo ser
envelhecido ou ndo, com o coeficiente de congéneres ndo inferior a 150
mg/100 mL em &lcool anidro [2].

O processo de fabricacdo do uisque envolve as etapas de: malta-
gem, moagem, maceracdo, destilacdo, fermentacdo e envelhecimento,
sendo que, os quatro dltimos estdgios sdo os mais interessantes do ponto
de vista quimico, pois na maceracdo ocorre a conversdo do amido do
cereal em acicar, que € transformado em 4lcool pela fermentagdo [3-5].
O dlcool, que entdo é chamado de “mosto fermentado de cereais”, passa
por uma, duas ou até trés destilagdes simples sucessivas até originar um
liquido transparente [1].

A destilagdo do mosto produz um tipo de destilado alcodlico de
cereais (maltado, se o cereal for a cevada) que é encaminhado para o
envelhecimento em barris de carvalho, etapa final da produgdo [3-5].
Durante a maturagdo ocorre uma série de reagdes quimicas com a bebi-
da, sendo estas as responsdveis pela cor, aroma e sabor caracteristicos
do uisque [6].

O tempo de envelhecimento varia de pais para pais. No Brasil,
por exemplo, um destilado € considerado envelhecido se permanecer por
um ano, no minimo, em um barril de carvalho [2]. Porém, na Escécia, a
bebida deve ficar por pelo menos trés anos [7]. O fato é que quanto mais
envelhecido for o uisque mais apreciado e valorizado ele é.

Durante o processo de envelhecimento, a concentra¢do de aldei-
dos volateis e ésteres aumenta gradativamente por todo o tempo de ma-
turagdo, enquanto a acidez total aumenta somente nos primeiros anos
[5].

O aldeido mais abundante, encontrado em bebidas destiladas, é o
acetaldeido, formado principalmente durante a fermentac¢do. Entre os
acidos carboxilicos o que se apresenta em maior quantidade € o 4cido
acético devido a oxidacdo do acetaldeido [8]. As oxidac¢des dos aldeidos
a 4cidos sdo favorecidas pela presenca de fons metdlicos que se origi-
nam do aparelho de destilacdo ou da dgua utilizada para a corre¢do do
teor alcodlico das bebidas, pois estes fons, por exemplo, cobre, ferro,
manganés atuam como catalisadores [8-10].

O componente representativo da classe dos ésteres é o acetato de
etila, este se encontra em maior quantidade por causa do aumento da
concentragdo de dcido acético, o que desloca o equilibrio, mostrado
abaixo [6]:
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CH3COOH + CH3CH,OH « CH3COOCH,CHj3 + H,O

O carvalho € a principal madeira utilizada para o envelhecimento
de destilados devido a sua durabilidade, resisténcia, flexibilidade para
confec¢do dos tonéis, imunidade a pragas, entre outras qualidades [11].

O carvalho utilizado para a confec¢do dos tonéis na Europa sio
quase que exclusivamente, das espécies Quercus robur e Quercus pe-
traea. Enquanto que na América do Norte a espécie predominantemente
utilizada é a Quercus alba. No entanto, no Brasil o uisque é envelhecido
em tonéis reutilizados, provenientes da Europa e da América do Norte
[12].

Uma classe de substincias de suma importancia na modifica¢do
das propriedades organolépticas dos uisques durante a maturag@o sao os
compostos fendlicos; e a qualidade e a quantidade destes dependem do
poder de extracdo do destilado, do tipo de madeira que é feito o barril,
do tratamento térmico que € aplicado a ele e do tempo em que a bebida
fica em contato com o tonel [13,14,15].

Atualmente, a importincia do estudo dos polifendis e fendis em
alimentos e bebidas alcodlicas (ndo destiladas e destiladas envelhecidas)
se deve ao fato destes compostos diminuirem o risco de doengas cardia-
cas [16,17].

Enfim, de uma forma geral, o uisque que se encontra a venda nos
supermercados e outros estabelecimentos comerciais é uma mistura de
destilado alcodlico de cereais — que obteve a graduagdo alcodlica final
entre 38 e 54% — acrescido de dgua (para reducdo do teor alcodlico, se
necessdrio) e caramelo, para correc¢do da cor [2].

1.1.2 A problematica das falsificacoes

Anualmente, o Governo Federal brasileiro perde milhares de reais
em arrecadacdo de impostos com a venda de bebidas falsificadas e/ou
adulteradas [18]. No entanto, ndo sdo somente danos econdmicos que a
adulteracdo de bebidas provoca, a ingestio de bebidas alcodlicas adulte-
radas prejudica a saide dos consumidores devido a ma qualidade das
matérias-primas e das instalacdes utilizadas na fabricacdo destes produ-
tos [19].

Em diversos artigos de jornais verificou-se que, nas apreensdes
realizadas pelos 6rgéos fiscalizadores (por exemplo, Policia Civil de
Santo André (SP) e Vigilancia Sanitdria), em fabricas clandestinas, em



diversas partes do Brasil, foram encontradas garrafas e vasilhames reco-
lhidos do lixo por catadores, caixas de dgua servindo de barris e também
determinados “ingredientes” como perfumes e corantes [20,21].

O principal risco a saiude oferecido por estas falsificacdes € a
presenca de metanol. Este dlcool é um composto de estrutura quimica
simples que é produzido naturalmente durante o processo de fermenta-
¢do. Sendo assim, ele é um dos componentes secundarios das bebidas
alcodlicas e o limite aceitdvel de sua concentracio € de 0,25 mL/100 mL
de 4lcool anidro para aguardentes e outras bebidas destiladas e 0,35 g/L
para vinhos [2,22]. Porém, alguns destilados obtidos pela fermentagdo
de frutas (licores) constituem uma excecio e podem conter até 1g/100
mL (de dlcool anidro) de metanol devido a presenca de pectinas metoxi-
ladas e enzimas que podem favorecer a formacgao desse dlcool [23,24].

O élcool metilico € facilmente absorvido pelo aparelho digestivo
porque € bastante solivel em dgua e tem grande afinidade por lipideos
[22]. As rea¢des metabdlicas do metanol sdo catalisadas pela enzima
alcool desidrogenase hepdtica e, durante o seu processo metabdlico este
alcool se transforma em aldeido férmico e 4cido férmico, o que torna a
sua ingestdo muito perigosa pela toxicidade destes compostos [23]. Um
antidoto contra os maleficios deste tipo de intoxicagdo € o dlcool etilico,
que se ingerido a0 mesmo tempo inibe a oxida¢do metabdlica do meta-
nol [25].

Os sintomas da intoxicagdo por dlcool metilico estdo associados a
quantidade ingerida e vao desde dor de cabeca, nduseas e vOmitos, ce-
gueira (se consumido em torno de 20 mL deste dlcool) até a morte (em
torno de 60 mL) [23,25].

Geralmente, a falsificagd@o € realizada através da mistura de dlcool
(de cereais ou ndo-potdvel), dgua, aroma e corante caramelo a bebidas
de menor valor comercial ou por diluicdo de bebidas auténticas com
alcool e dgua [26].

Estudos da composicdo e andlises espectroscépicas podem ser
utilizadas para verificar a autenticidade de amostras de uisque. Pontes et
al. usaram a espectrometria de infravermelho préoximo (NIR) e métodos
quimiométricos para determinar a adulteragcdo de 69 amostras de bebidas
alcodlicas [27]. A estratégia proposta se mostrou uma ferramenta atrati-
va e poderosa na classificacdo e verificacdo da adulteracdo de uisque,
brandy, rum e vodka. Costa et al. desenvolveram uma nova metodologia
para avaliar a adulteracdo de bebidas alcodlicas através de medidas do
efeito Schlieren usando um sistema de injecdo em fluxo (FIA, do inglés
flow injection analysis) com deteccao fotométrica [19]. A verifica¢do da
autenticidade apresentou resultados satisfatérios, identificando 100%
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das amostras de bebidas adulteradas no laboratério e 93% das bebidas
alcodlicas adulteradas reais com limite de confianga de 95%. Gonzalez-
Arjona et al. determinaram quatro dlcoois superiores (1-propanol, 2-
metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol), selecionados
como descritores quimicos, utilizando cromatografia a gis (CG) com a
técnica de injecdo por “headspace”, para caracterizar e diferenciar uis-
ques irlandeses de escoceses e bourbons [28].

No Brasil, os 6rgdos fiscalizadores empregam a cromatografia a
gds para verificar a autenticidade de bebidas alcodlicas [2]. Neste con-
texto, a eletroforese capilar surge como uma técnica analitica atrativa,
pois engloba baixo custo por andlise, rapidez na aquisi¢do e tratamento
dos dados sem a necessidade de pré-tratamento das amostras com baixa
geragdo de residuos [29].

1.1.3 Eletroforese capilar

O fendmeno da eletroforese consiste no deslocamento de com-
postos i6nicos ou que podem ser ionizados, quando um campo elétrico é
aplicado. Esta técnica de separacdo foi desenvolvida pelo quimico Arne
Tiselius para o estudo de proteinas no soro sangiiineo, e por este traba-
lho ganhou o prémio Nobel em 1948 [30].

A eletroforese no formato capilar (EC) é uma técnica que foi
introduzida em 1981, por Jorgenson e Lukacs e, € considerada pela co-
munidade cientifica uma poderosa ferramenta analitica [31]. A EC tem
se mostrado muito eficiente na separacdo de fons pequenos, tanto orga-
nicos como inorgénicos, bebidas, alimentos, firmacos, explosivos, co-
rantes, polimeros, proteinas e peptideos, DNA e RNA, entre outros [32].

Atualmente, o termo eletroforese tem sido utilizado genericamen-
te para designar todos os tipos de técnicas de separacdo, que englobem o
estabelecimento de um campo elétrico ao longo de um capilar [33]. No
entanto, cada modo de separagdo eletroforético possui suas préprias
caracteristicas. Alguns destes modos sdo:

. Eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés “capillary zone elec-
trophoresis”).
. Eletroforese capilar em gel (CGE, do inglés “capillary gel elec-
trophoresis”).

. Focalizagdo isoelétrica capilar (CIEF, do inglés “capillary isoe-
lectric focusing”).

. Isotacoforese capilar (CITP, do inglés “capillary isotachophore-
sis”).



. Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés “micellar
electrokinetic chromatography”).

° Cromatografia eletrocinética em microemulsio (MEEKC, do
inglés “microemulsion electrokinetic chromatography”).
. Eletroforese capilar em meio ndo-aquoso (NACE, do inglés “non-

aqueous capillary electrophoresis”).

O presente trabalho baseou-se no modo CZE da CE também co-
nhecida com eletroforese em solucdo livre (FSCE, do inglés “free solu-
tion capillary electrophoresis”), que consiste em introduzir a amostra
num tubo capilar na presenca de uma solug@o tampao, ao qual € aplicado
uma diferenca de potencial. Apds a geracdo de um campo elétrico ao
longo do tubo capilar, os componentes da amostra migram com veloci-
dade constante, independentemente uns dos outros, como conseqiiéncia
de suas mobilidades [29,33].

Entre as caracteristicas favordveis inerentes a técnica estdo a
rapidez, e, a capacidade de se aplicar varios métodos de andlise & mesma
amostra utilizando o mesmo tubo capilar [34]. Além da quantidade re-
duzida de amostra (injecdo na ordem de nanolitros), outras vantagens
relacionadas a eletroforese capilar sdo, o baixo custo por andlise, alto
poder de separagdo, baixo consumo de reagentes e solventes e a comple-
ta automacdo da andlise, com possibilidade de injecdo e deteccdo em
fluxo [34]. Outro beneficio é o fato de ser compativel com diversos tipos
de detectores, entre eles os de absor¢do no UV-VIS e de espectrometria
de massas [30].

Entre todos os modos eletroforéticos, a CZE se destaca por per-
mitir através da utilizag@o de capilares, a dissipacio do calor gerado pelo
efeito Joule no seu interior com maior eficiéncia, devido a aplicagdo de
campos elétricos altos. Este melhor desempenho estd relacionado a ge-
ometria do capilar, cuja drea superficial externa € bem maior em relacio
ao volume interno [35].

1.1.3.1 Instrumentacio

O instrumento € composto de uma fonte de alta tensdo, capilares
(geralmente de silica fundida com didmetro interno de 15 a 100 pm e
comprimento entre 30 e 150 cm), eletrodos (os de platina s3o os mais
utilizados) e um detector (Figura 1.1) [35]. A fonte de alta tensdo estabe-
lece um campo elétrico ao longo do capilar podendo operar com tensio
constante (-30 a 30 kV) e/ou corrente constante (-200 a 200 pA) [35].



Nos instrumentos disponiveis comercialmente, os capilares sdo
mantidos dentro de um dispositivo, denominado cartucho, que facilita a
introdugdo do capilar no aparelho além de facilitar a dissipacdo do calor.
O controle de temperatura do capilar é muito importante para assegurar
a repetitividade das separacdes. O controle é realizado geralmente por ar
ou liquido refrigerante, confinado no interior do cartucho onde se encon-
tra o capilar [34,35].

O tubo capilar é, entdo, preenchido com um eletrélito de corrida
que pode ser uma solucdo tampao e suas extremidades sdo mergulhadas
em recipientes (contendo a mesma solu¢do), onde é aplicada uma
diferenca de potencial, que gera uma corrente elétrica no interior do
capilar. Os eletrodos também sdo mergulhados na solucdo para fechar o
circuito. O capilar possui uma “janela de deteccdo”, a qual é convenien-
temente posicionada em um sistema de deteccdo, usualmente um detec-
tor espectrofotométrico de absor¢do no UV/Vis [30].

Recipiente de eletrdlito Recipiente de eletrdiito

Computador —— Eefilerograma

|- AAM

Figura 1.1. Diagrama esquemadtico de um instrumento de eletroforese
capilar.

Em EC, a amostra pode ser injetada de forma eletrocinética ou

hidrodindmica. Na injecdo eletrocinética a amostra € introduzida no



capilar devido a uma variacdo de potencial que se forma ao longo do
tubo. Como conseqiiéncia, a quantidade de material injetado é uma fun-
cdo da mobilidade eletroforética do soluto, das condutividades da amos-
tra e do eletrdlito e da grandeza do fluxo eletrosmético. No modo de
inje¢do hidrodindmica, a amostra € introduzida no capilar por uma dife-
renga de pressdo (pressdo positiva, vacuo, sifonagem) que se estabelece
entre o reservatério do eletrélito e o capilar, sendo assim, o volume
injetado depende do tempo de inje¢do, dimensdes do capilar e viscosi-
dade da solucdo tampao [34].

O detector mais freqiientemente utilizado em EC € o espectrofo-
tometro de absorcdo no UV/Vis, pois ele € versitil, barato e atende a um
leque considerdvel de substincias de interesse. A maioria dos instru-
mentos também possui detectores com arranjo de diodos disponiveis, o
qual pode fornecer um espectro de UV/Vis para substancias que apre-
sentam absortividade molar compativel [34]. Na Tabela 1.1, sdo mostra-
dos alguns tipos de detectores e seus limites de detecgao.

Tabela 1.1. Detectores para Eletroforese Capilar [36].

Tipo de Detector Limite de Detecciao
Tipico (em mol L'l)
Indice de Refracao Direto (laser) 10°-10°
Condutividade 10°-10°
Absorbancia Direto 10°-10°
Indireto 10*-10”
Fluorescéncia Direto (lampada) 107-10%
Direto (laser) 107 - 10"
Indireto 10°-107
Espectrometria de Massas 10*-10"
1.1.3.2 Fundamentacio tedrica

Conforme o tipo de analito presente na amostra, cada componente
se desloca com uma mobilidade caracteristica e, devido aos diferentes
tipos de mobilidades existentes, cada uma recebe uma denominagdo
correspondente, a saber:

. mobilidade i6nica: é a mobilidade do ion totalmente dissociado a
dilui¢do infinita;

° mobilidade efetiva: é a mobilidade de um ion num determinado
pH;
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. mobilidade eletrosmoética: é o valor da mobilidade do fluxo ele-
trosmético (FEO);
. mobilidade aparente: é a mobilidade obtida diretamente de um
eletroferograma [29,34].

A mobilidade i6nica ou eletroforética (u.) é diretamente propor-
cional a carga (g) e inversamente proporcional ao raio hidratado (r) e a
viscosidade do meio (1), conforme pode ser observado na Equagéo 1.1:

g =—1
6xnr
Com a aplicacdo da tensdo, as espécies carregadas adquirem ve-
locidades eletroforéticas (v.) dependentes do campo elétrico (E) gerado

no capilar e da mobilidade eletroforética (u.) de cada espécie (Equagao
1.2).

ve :l[leE (12)

A (u.) pode apresentar variacdes em seus valores para uma mes-
ma espécie dependendo do eletrdlito de corrida utilizado na separagao.
Neste momento, introduz-se o conceito de mobilidade efetiva (u.r) for-
mulado a partir da func@o de distribuicdo das espécies (a), conforme a
Equacdo 1.3:

/’lef = zaﬂe (1 3)

O conceito de mobilidade efetiva € muito importante, pois a reso-
lucdo entre dois analitos com mobilidades muito préximas em uma de-
terminada matriz € obtida através da escolha adequada dos componentes
do eletrélito de corrida e, consequentemente, do seu pH ou pela adicdo
de alguma substancia ao eletrélito de corrida, bastando que os pK,s das
espécies de interesse sejam diferentes para que se promova a separaciao
com uma boa seletividade.

Além da mobilidade, outro fendmeno responsédvel pela separagéo
das substancias em EC € o fluxo eletrosmético.

O capilar é constituido de silica fundida, nesse material existem
grupos silanéis (SiOH) que, em um determinado intervalo de pH se
ionizam, deixando as paredes do capilar carregadas negativamente e
cargas positivas livres em solu¢do, para manter a eletroneutralidade
dentro do tubo, uma camada de cétions formada pelos contra-ions do
eletrdlito de corrida se adere a parede do capilar, resultando em um fe-
ndmeno de dupla camada elétrica. A concentracio de fons de carga o-
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posta na superficie diminui com a distdncia da parede e, esta regido é
conhecida como camada difusa da dupla camada elétrica [29].

Quando um campo elétrico € gerado no capilar, a camada difusa é
afetada por forgas elétricas e comeca a migracdo dos fons em direcio
aos eletrodos de carga oposta; como esses fons estdo solvatados por
moléculas de dgua, esse deslocamento promove um fluxo de solugéo
chamado fluxo eletrosmético (Figura 1.2). Esse fluxo é o responsavel
por arrastar os analitos, independentemente de suas cargas, em direcdo
ao detector [29].

Plano de cisalhamento

o o %%,ﬁ -

Fluxo Eletrosmético -

Figura 1.2. Representacdo esquemadtica do fluxo eletrosmético.

A magnitude do fluxo eletrosmético pode ser mensurada em ter-
mos de velocidade ou mobilidade segundo as Equagdes 1.5 e 1.6 [37,

38].
Vosm ='§0£E (14)
o =205 (19

Onde:

Vosm = velocidade do FEO;

€y = permissividade ao vicuo;
¢ = constante dielétrica;
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; = potencial zeta;

n = viscosidade;

E = potencial aplicado;
Useo = mobilidade do FEO.

De acordo com estas expressoes, o fluxo eletrosmético é direta-
mente proporcional ao potencial zeta ({), uma vez que, as outras incog-
nitas s@o constantes fisicas. O potencial zeta é uma diferenca de potenci-
al existente muito proxima a superficie do capilar, gerada a partir da
dupla camada elétrica. Este depende da carga na superficie da parede do
capilar e a carga depende do pH, sendo assim, o FEO € diretamente
proporcional ao pH do eletrdlito [37]. Abaixo de pH 4, a ionizacdo dos
grupos silandis é pequena e o FEO ndo € significante, enquanto que
acima de pH 8 os grupamentos silandis ficam completamente ionizados
e portanto o FEO é considerado alto [39].

O potencial zeta é gerado em todo o comprimento do capilar e
produz uma velocidade de fluxo uniforme sem geracio de pressdo. Sen-
do assim, pode-se dizer que o perfil do FEO € planar e esta caracteristica
faz com que a EC ndo promova o alargamento dos picos em razdo do
fluxo, pois os analitos se movem com velocidades muito préximas (Fi-
gura 1.3). Esta é uma importante vantagem da EC quando comparada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “high perfor-
mance liquid chromatography”) em relagdo a eficiéncia dos picos, uma
vez que, o perfil parabdlico do fluxo, induzido por pressdo, (fluxo lami-
nar) contribui para picos mais largos [29].

Figura 1.3. Perfil de fluxo gerado por pressdo (A) e o fluxo eletrosmoti-
co (B).

Em EC, existem dois modos de andlise: o co-eletrosmético (em
que os analitos migram na mesma direc@o e sentido do FEO) e o contra-
eletrosmético (os analitos migram na mesma dire¢do, mas em sentido
oposto ao FEO) [40].

Com a existéncia do FEO fica claro que a migracdo das espécies
em EC ndo depende apenas das prdprias mobilidades eletroforéticas,
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mas também da mobilidade do fluxo eletrosmético e, esta por sua vez,
depende da escolha da composicao do eletrélito condutor.

1.1.3.3 Técnicas de pré-concentracao

Como mencionado anteriormente, a eletroforese capilar oferece
vérias caracteristicas atrativas como técnica analitica para a verificacio
da autenticidade de bebidas. Porém, as metodologias desenvolvidas por
EC tém frequentemente a sua detectabilidade diminuida em comparac¢io
a outros métodos de separacdo, tal como HPLC, devido ao limitado
caminho 6ptico proporcionado pelo capilar para a deteccio espectrofo-
tométrica, e aos pequenos volumes de amostras que podem ser injeta-
dos. Visando melhorar a sensibilidade da técnica, muitos estudos t€ém
investigado diferentes estratégias de pré-concentracdo. Entre eles, “stac-
king” tem sido extensivamente descrito na literatura e tem se mostrado
como um método eficiente para aumentar a detectabilidade em EC [32].

A pré-concentracdo “on-line” ocorre quando um volume de a-
mostra maior do que o convencional € introduzido no capilar e os anali-
tos que estdo em uma longa zona da amostra sdo focalizados em uma
estreita zona antes da separagdo. O principio da maioria das técnicas de
pré-concentracdo realizados em eletroforese capilar de zona é baseado
na mudanga de velocidade dos analitos entre a zona da amostra e a zona
do eletrdlito carreador. Esta mudanga na velocidade de migragdo € cau-
sada pela mudanga na intensidade do campo elétrico entre a zona da
amostra ¢ a zona de separacdo ou pela mudanga na carga efetiva do
analito [41-47].

Entre as técnicas de pré-concentra¢do “on-line” mais utilizadas
estdo:

. NSM (“Normal stacking mode”): a amostra, numa matriz de
baixa condutividade elétrica € introduzida hidrodinamicamente no capi-
lar como uma longa zona de amostra, entdo a tensdo € aplicada sem
quaisquer procedimentos adicionais. A quantidade de amostra injetada
deve ser reduzida, para manter a eficiéncia da separacdo alta. Se o fluxo
eletrosmético € suprimido, a eficiéncia na pré-concentra¢do € maior do
que com o fluxo alto. E a mais simples entre os modos de “stacking”, e
o ganho na concentragdo € de cerca de 10 vezes [32].

. SWMR (“Stacking with matrix removal”): neste modo de “stac-
king”, a matriz da amostra deve ser removida do capilar antes da separa-
cdo eletroforética. Por exemplo, para a pré-concentra¢do de anions sob
um alto e positivo fluxo eletrosmético (na direcio do citodo), primeiro é
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aplicada uma tensdo, com polaridade negativa, para a remocao da matriz
da amostra. Quando a corrente atinge 90 a 99 % da corrente observada,
quando todo o capilar € preenchido apenas com o eletrélito de corrida, a
polaridade € invertida e a separacdo ocorre. Para que a pré-concentragio
seja eficiente, a velocidade eletroforética dos analitos deve ser maior
que a velocidade do fluxo, isto acontece devido a intensidade do campo
elétrico na zona da amostra ser maior que na zona do eletrélito. Com
este “stacking”, a eficiéncia da pré-concentra¢io pode chegar a mais de
100 vezes [32].
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Estudar a viabilidade de utilizacdo da eletroforese capilar como
metodologia para investigar a autenticidade de uisques nacionais e im-
portados, através do desenvolvimento e da otimizagdo de métodos anali-
ticos que possibilitem a identificagdo de compostos marcadores.

1.2.2 Objetivos Especificos

. Desenvolvimento de métodos rapidos, de baixo custo e eficiéncia
satisfatéria para diferenciacdo de uisques apreendidos por suspeita de
falsificac@o de uisques auténticos.

. Otimizagdo da composi¢do do eletrdlito de corrida e parametros
instrumentais de separacao.

. Utilizacdo de ferramentas de simulacio para auxiliar na otimiza-
cdo das condi¢des analiticas de separacao.

. Identificacdo, caso possivel, dos componentes que comprovem a
autenticidade da bebida, através da utilizagdo de padrdes analiticos au-
ténticos e do espectro de UV-Vis dos compostos, especificamente, alde-
idos fenodlicos, dcidos alifaticos e aguicares.
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Capitulo 11

Analise de aldeidos fenélicos em amostras de uisque
mediante uso de “stacking”






2.1 Introducio

Através do contato do uisque com a superficie do barril de car-
valho, muitas substincias s@o incorporadas ao destilado durante o enve-
lhecimento. Estas substancias tanto podem ser extraidas diretamente da
madeira dos tonéis, como podem se originar da degradacdo de molécu-
las formadoras da parede celular, como por exemplo, a lignina, a celulo-
se e a hemecelulose. Independentemente da via como sdo associados ao
destilado, estes compostos sofrem complexas mudangas quimicas duran-
te a maturacdo, modificando as propriedades organolépticas da bebida
[1-4].

Entre estas transformacdes quimicas, pode ser citada a etandli-
se, que ocorre com a lignina da madeira, levando a formagao de aldeidos
cindmicos e compostos do tipo seringil [5].

A hidrdlise de ligninas do tipo guaiacil e seringil, assim como,
de lactonas (cis- e trans-f-metil-y-octalactona), originam os dcidos vani-
lico e seringico e, também, os aldeidos fendlicos sinapaldeido, seringal-
deido, coniferaldeido e vanilina, Figura 2.1 [2, 4, 6, 7].

H._.O
H._O il
-~
-
E B
OH
vanilina coniferaldeido
pka 7,396 pka 7,94
H. O Hue0

L
/]ij H3CO J NP 0CH;
HzCO 0OCH3 OH

Sinapaldeido siringaldeido
pka 8,2 pka 7,34

Figura 2.1. Estruturas dos aldeidos fendlicos determinados no presente
estudo e seus respectivos pKas [8].
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Entre os produtos que se originam da quebra da lignina, a vani-
lina € a principal responsdvel pelo aroma das bebidas envelhecidas em
barris de madeira [9].

A determinagdo da composi¢do quimica dos uisques pode ser
empregada para o estudo dos processos envolvidos na sua produgdo,
para determinagdo da qualidade e para verificacdo de sua autenticidade,
pois, se espera que a composi¢do de um produto falso ou adulterado seja
diferente da sua correspondente amostra auténtica [10,11].

O presente estudo teve por objetivo desenvolver uma metodolo-
gia utilizando EC para a determinagdo de aldeidos fendlicos em amos-
tras de uisque, visando monitorar a concentra¢do destas substancias em
amostras auténticas e apreendidas por suspeita de falsificacdo. Estraté-
gias de pré-concentragcdo “on-line” (“stacking”) foram empregadas para
aumentar a detectabilidade do método.

2.2 Procedimento experimental
2.2.1 Instrumentacio

Todos os experimentos foram realizados em um equipamento de
eletroforese capilar modelo HP°CE da marca Agilent Technologies
(Palo Alto, CA, E.U.A.) equipado com um detector de arranjo de diodos
ajustado em 360 nm (vanilina e seringaldeido) e 410 nm (coniferaldeido
e sinapaldeido), respectivamente.

As medidas foram realizadas a 25°C em um capilar de silica fun-
dida com revestimento externo de poliacrilato (48,5 cm x 75 um D. L. x
365 um D. E.) adquirido na Microtube (Sao Paulo, Brasil). O capilar
foi, primeiramente, condicionado com hidréxido de sédio 1,0 mol L'e
dgua desionizada por 30 min cada e com eletrdlito de corrida por 10
min. A cada dia, antes do inicio das andlises, o capilar também foi lava-
do com hidréxido de sodio, dgua desionizada e com eletrélito de corrida
por 5 min cada. Entre as determinagdes o capilar foi condicionado du-
rante 1 min com o eletrélito de corrida.

As solugdes contendo os padrdes e as amostras foram introduzi-
das pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”) e injetadas
hidrodinamicamente sob pressdo de 50 mbar (50 mbar = 4996.2 Pa).

A tensdo aplicada para a separagio foi de 25 kV, com polaridade
positiva no lado da inje¢ao.

A aquisicdo e tratamento dos dados foram realizados com o pro-
grama HP Chemstation.
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2.2.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados na preparacdo do tampdo sdo de
grau analitico. Tetraborato de sédio (TBS) foi obtido da Merck (Rio de
Janeiro, Brasil) e metanol (MeOH) foi adquirido da Tedia Brazil (Rio de
Janeiro, Brasil). Os padrdes de vanilina, seringaldeido, coniferaldeido e
sinapaldeido foram obtidos da Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil).

Agua desionizada (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA,
E.U.A)) foi utilizada no preparo das solu¢des. Uma solucdo padrio esto-
que (20 mg L™") dos aldeidos foi preparada em 4gua desionizada, dissol-
vendo estes compostos em um volume de 10 mL, contendo 40 % (v/v)
de etanol.

Uma solucdo estoque de TBS (colocada em equipamento de ul-
tra-som e banho termostatizado para a dissolu¢do do sal) na concentra-
¢do de 100 mmol L™ foi utilizada para a preparacio do eletrélito de
corrida.

2.2.3 Amostras
2.2.3.1 Procedéncia das amostras

Para este trabalho, 30 amostras de uisque foram utilizadas, sendo
que 29 amostras foram gentilmente cedidas pela Policia Técnico-
Cientifica do Estado de Sdo Paulo e uma foi adquirida no comércio
local.
2.2.3.2 Preparacao das amostras

As amostras de uisque foram transferidas diretamente para os re-
servatérios de amostra antes da injecdo no equipamento de EC, sem
nenhum tratamento prévio.
2.3  Resultados e Discussao
2.3.1 Otimizacio do eletrélito de corrida

Pelo fato do pK, dos analitos estudados variar de 7,0 a 8,5 [8], foi
escolhido TBS, pH 9,3, como eletrélito de corrida, pois neste pH, os

compostos de interesse estdo na forma anidnica e quase totalmente dis-
sociados. Como apresentam valores de mobilidade eletroforética meno-
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res que a mobilidade do fluxo eletrosmético, a andlise é conduzida no
modo contra-eletrosmético.

Para otimizagdo da composi¢do do eletrélito de corrida utilizado
no método desenvolvido para eletroforese capilar de zona, a concentra-
¢dio de TBS a ser utilizada foi variada entre 10 e 20 mmol L™, pois con-
centragdes menores do que 10 mmol L ndo apresentam uma boa capa-
cidade tamponante e concentragdes acima de 20 mmol L', provocam
uma corrente elétrica elevada. A porcentagem de MeOH avaliada foi de
0, 10 e 20 %. Este estudo foi realizado com uma solugdo padrao conten-
do 10 mg L dos aldeidos aromaticos preparada em EtOH:4gua (40:60,
v/v) a fim de mimetizar a matriz do uisque, e também com uma amostra
de uisque auténtica, gerando uma combinagdo de seis resultados, cujos
eletroferogramas sio apresentados na Figura 2.2. A fim de minimizar o
tempo de andlise, optou-se pela inje¢do hidrodindmica, na extremidade
do capilar mais préxima ao detector (injecdo pelo “outlet™).

De acordo com os eletroferogramas D e E, quadro II na Figura
2.2, optou-se pela concentragdo de 20 mmol L" de TBS como tampao
porque este valor apresentou ganhos na resolucdo e eficiéncia das ban-
das eletroforéticas na amostra.

Observando-se os eletroferogramas D, E, F, nos quadros I e II,
percebe-se que o aumento do teor de metanol diminui a eficiéncia dos
picos. Entretanto, com a utiliza¢do de 10 % do solvente organico, hd um
ganho em resolugdo entre os analitos, tanto nos padrdes quanto na amos-
tra (eletroferogramas E), possibilitando a identificagio do composto 2
(coniferaldeido) na amostra de uisque. No entanto, a adi¢do de 20 % de
MeOH provocou um consideravel alargamento das bandas (eletrofero-
gramas F).

O eletrdlito de corrida considerado satisfatério para a separacdo
dos analitos foi constituido por 20 mmol L' TBS com 10 % MeOH.
Este eletrdlito apresentou bons resultados em relagdo ao tempo de andli-
se, formato do pico, resolucio e corrente elétrica, adequados para a se-
paracdo eletroforética.
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A 0% MeOH A
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Figura 2.2. Otimizacdo da composi¢io do eletrdlito de corrida. I: eletroferograma de uma solugdo padrio (10 mg L) de
sinapaldeido (1), coniferaldeido (2), seringaldeido (3) e vanilina (4), em 360 nm. II: eletroferogramas de uma amostra de
uisque auténtico, em 360 nm. Condi¢des experimentais: capilar de silica fundida (L, = 48,5 cm; Ly, = 8,5 cm; D. 1. =75
um); tensdo 25kV (polaridade positiva na injecdo); temperatura 25 °C; inje¢do hidrodindmica 50 mbar por 3s.
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A injecdo das amostras pela extremidade mais proxima ao detec-
tor mostrou a possibilidade de diferenciacdo de amostras de uisque sus-
peitas de adulteracdo das amostras auténticas. Como pode ser observado
nas Figuras 2.3 e 2.4, na amostra de uisque auténtica é possivel identifi-
car as bandas dos aldeidos fendlicos (B) e auséncia dos mesmos na a-
mostra apreendida por suspeita de adulteragdo (A).

4 mAU

025 05 075 1 125 min

Figura 2.3. Eletroferogramas de uma amostra suspeita de adulteracio
(A) e de um uisque auténtico (B), em 360 nm. 3: seringaldeido, 4: vani-
lina. Condi¢des experimentais: capilar de silica fundida (L = 48,5 cm;
Lyt = 8,5 cm; D. 1. = 75 um); tensdo 25kV (polaridade positiva na inje-
¢do); temperatura 25 °C; injecdo hidrodinamica 50 mbar/3 s. Eletrélito:
20 mmol L TBS e 10 % MeOH, pH 9,3.

0.25 05 075 1 125 min

Figura 2.4. Eletroferogramas de uma amostra de uisque suspeita de
adulterac@o (A) e de um uisque auténtico (B), em 410 nm. 1: sinapaldei-
do, 2: coniferaldeido. Condi¢des experimentais, idem Figura 2.3.
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Uma vez que a relagdo sinal/ruido do coniferaldeido (pico 2), e
do sinapaldeido (pico 1) € inferior a dez, a quantifica¢io nas amostras se
torna impossibilitada. Para tentar aumentar a detectabilidade dos aldei-
dos no método, o tempo de injecdo foi aumentado para 6 e 9 segundos.

Na Figura 2.5, é possivel notar que a estratégia empregada nio
foi eficiente, pois ocorreu a co-migragdo dos analitos.

3 4
2
1

A

I4 mAU
B
C

04 06 08 i min

Figura 2.5. Variacdo no tempo de injecdo de uma solugdo contendo os
padrdes de aldeidos fendlicos 1 mg L', em 360 nm. A: 3s. B: 65. C: 9
s. 1: sinapaldeido, 2: coniferaldeido, 3: seringaldeido, 4: vanilina. Con-
di¢des experimentais, idem Figura 2.3.

Tendo em vista que o aumento no tempo de injecdo diminuiu a
resolucdo entre os analitos e, a fim de melhorar a detectabilidade do
método, optou-se entdo pela injecdo das amostras e dos padrdes pela
extremidade mais afastada do detector (“inlet”), aumentando assim o
Lger. Estas andlises ocorreram em um tempo mais longo, observando-se
um aumento de eficiéncia e resolucio (Figura 2.6).
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2.3.2 Estratégias de pré-concentracio ‘“on line”
2.3.2.1 “Normal stacking mode”

Utilizando o mesmo eletrélito de corrida, considerado 6timo para
a andlise pelo método outlet, e a mesma tensdo aplicada (25 kV), variou-
se o tempo de injecdo de 3 a 15 segundos no modo normal de injecdo,
utilizando-se, nestes testes, uma solu¢do padrdo dos aldeidos fendlicos
na concentracio de 2 mg L.

O tempo de injecdo para que fossem obtidos picos com maior si-
nal analitico sem perda de eficiéncia entre eles foi de 9 s com pressdo de
50 mbar (em torno de 3,7 % do volume do capilar). A Figura 2.6 mostra
o eletroferograma obtido usando a metodologia NSM desenvolvida.
Nesta Figura pode ser observado que uma boa resolucao foi alcangada
para os analitos em menos de 4 minutos.

Para a determinagfo da vanilina e do seringaldeido foi utilizado o
comprimento de onda de 360 nm e, para o coniferaldeido e o sinapaldei-
do 410 nm, a fim de maximizar o sinal analitico e a seletividade (espec-
tros de UV estéo inseridos na Figura 2.6).

1 2 3
2 2
£ £4
2
00 300 400nm 200300 400nm
4
2,
S
2
1
200 300 400 nm 200 300 400 nm A
]5 mAu
B
T T T .
1 2 3 min

Figura 2.6. Eletroferograma de uma solucio padrio (2 mg L) de sinapaldeido (1),
coniferaldeido (2), seringaldeido (3) e vanilina (4). A: A = 360 nm. B: A = 410 nm.
Condig¢des experimentais: capilar de silica fundida (L, = 48,5 cm; Ly, = 40 cm; D.
I. =75 pm); tensdo 25kV (polaridade positiva na injecdo); temperatura 25 °C; inje-
¢do hidrodinamica 50 mbar/9 s. Eletr6lito: 20 mmol L' TBS e 10 % MeOH, pH 9,3.
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A Figura 2.7 compara o eletroferograma de um uisque auténtico
com o de uma amostra apreendida, nos dois comprimentos de onda de
interesse, utilizando o método desenvolvido. Como pode ser observado,
ha uma consideravel diferenca no perfil eletroforético das duas amostras
e a auséncia de picos relacionados aos analitos estudados na amostra
apreendida, sugerindo que esta tenha sofrido adulteracio.

12

4 mA

é \l; .‘; min

Figura 2.7. Eletroferogramas de um uisque auténtico (A e C) e de uma
amostra suspeita de adulteracio (B e D), nos comprimentos de onda dos
compostos determinados: sinapaldeido (1) e coniferaldeido (2) em 410
nm. seringaldeido (3) e vanilina (4) em 360 nm. Condi¢des experimen-
tais, idem Figura 2.6.

2.3.2.2 “Stacking with matrix removal”

No pH do eletrélito otimizado hd um alto fluxo eletrosmético ca-
tédico. Com isso, a estratégia utilizada para aumentar a detectabilidade
foi baseada na pré-concentragdo da amostra durante a injecao, denomi-
nada “stacking with matrix removal” (SWMR). Primeiramente, um
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grande volume de amostra € injetado hidrodinamicamente no capilar (10
— 240 s x 50 mbar), como ilustrado na Figura 2.8 (A). Entdo, uma tensao
negativa (-15 KV) foi aplicada para remover a matriz da amostra (Figura
2.8 (B) e a polaridade foi invertida, quando a corrente alcangcou 95% do
valor da corrente observada na presenca do eletrdlito de corrida (-37 LA,
quando a polaridade negativa estd sendo aplicada), (Figura 2.8 (C e D)).
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Figura 2.8. Ilustracdio do fendmeno de “stacking” no modo de pré-
concentragdo “on-line” denominada SWMR.

A Figura 2.9A exibe o grifico da corrente versus tempo sob as
condi¢gdes de estudo, onde € possivel observar que o aumento da detec-
tabilidade é proporcional ao tempo de introducdo da amostra no capilar.
Portanto, além do tempo de injecdo, hd um aumento no tempo requerido
para a corrente alcancar 95% do valor total e para a separagfo ser inicia-
da.

A Figura 2.9B mostra o gréfico de altura (H) versus tempo de in-
jecdo (fi,;) para uma amostra de uisque auténtica. Como pode ser obser-
vado, o sinal maximo foi obtido em 120 segundos de inje¢do hidrodi-
namica (SWMR120), em torno de 50% do volume do capilar. Usando
um tempo de inje¢cdo maior, houve um decréscimo na altura do pico na
deteccdo do seringaldeido, devido a diminui¢do da eficiéncia, mas a
altura dos picos dos outros componentes permaneceu constante.
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Figura 2.9. Variag¢do do tempo de injecao hidrodinamica. A — Perfil da
corrente elétrica durante o procedimento de SWMR. (a=30; b=42;c =
60; d = 90; e = 120; f = 180 segundos). B — Altura do pico versus tempo
de injecdo usando SWMR. Condi¢des experimentais: capilar de silica
fundida (L = 48,5 cm; Lgee = 40 cm; D. 1. = 75 um); tensdo 25kV (po-
laridade positiva na injeco); temperatura 25 °C; injecdo hidrodindmica
50 mbar. Eletrélito: 20 mmol L™ TBS e 10 % MeOH, pH 9,3.

A fim de avaliar o desempenho do método SWMR120, dois tipos
de amostras foram analisadas: uma amostra de uisque suspeita de adul-
teracdo, com e sem adi¢cdo dos analitos, e uma solugdo padrio preparada
em uma mistura EtOH:4gua (40:60 v/v). A Figura 2.10 apresenta os
eletroferogramas obtidos.

Na Figura 2.10A observa-se que na amostra de uisque suspeita de
adulterac@o ndo foi possivel detectar a presenga dos analitos estudados.
A Figura 2.10B mostra os resultados para a adicdo de 200 pg L™ dos
analitos, onde é possivel visualizar o formato simétrico dos picos, assim
como, a boa resolugdo e sensibilidade do método. A Figura 2.10C mos-
tra a andlise da solu¢io composta de 200 ug L' das substincias prepa-
radas em uma mistura EtOH:dgua. H4 um decréscimo na eficiéncia dos
picos, quando as substincias sdo diluidas em solvente, causada pela
diferenca na composi¢do da matriz.
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Figura 2.10. Eletroferogramas. (A) Amostra suspeita de adulteracio
sem adicdo de padrdo. (B) Amostra suspeita de adulteracdo com adigdo
dos padrdes dos quatro aldeidos fendlicos (200 ug L™). (C) Amostra
simulada com EtOH:H,O (40:60, v/v) e adicio de padrdo (200 pg L™).
Identificagdo dos picos: seringaldeido (1), vanilina (2), sinapaldeido (3)
e coniferaldeido (4). Condi¢des experimentais, idem Figura 2.6.

A fim de verificar o efeito de matriz, curvas de calibracdo foram
construidas pela adi¢do de padrdo utilizando as amostras de uisque sus-
peitas de adulteracdo. Estas curvas foram comparadas com as curvas
construidas com solvente (EtOH:4gua, 40:60, v/v). Os coeficientes an-
gulares obtidos foram estatisticamente diferentes. Desse modo, conclu-
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iu-se que a quantificacdo usando o método SWMR120 deve ser realiza-
da pelo método de adi¢do de padrdo devido a efeitos de matriz.

Com a reducdo no tempo de injecdo hidrodindmica, uma signifi-
cativa diminuicio nos efeitos de matriz foi verificada. O maior tempo de
injecdo utilizado, sem uma aprecidvel reducdo na eficiéncia dos picos,
foi 42 segundos de injecdo hidrodindmica (SWMR42). As curvas de
calibracdo construidas pelo método de adicdo de padrio aplicadas a
diferentes amostras e a mistura EtOH:4gua (40:60, v/v) ndo apresenta-
ram significativas diferencas, indicando a possibilidade do uso de cali-
bracdo externa com este método.

A Figura 2.11 mostra os eletroferogramas obtidos da andlise da
amostra de uisque A3 usando as trés diferentes estratégias de pré-
concentracgdo estudadas. Um considerdvel aumento no sinal pode ser
observado na ordem dos eletroferogramas obtidos nos métodos NSM,
SWMR42 e SWMR120, respectivamente. O tempo total para a introdu-
cdo da amostra considerando a troca de reservatorios foi 20, 150, 300
segundos, respectivamente. O tempo de andlise aumentou devido ao
tempo gasto para a inversdo da polaridade, que pode ser visualizado no
registro da corrente elétrica, e através de um degrau na linha de base. A
marca do FEO (degrau na linha) causado pelo plugue do solvente injeta-
do, diminuiu quando o plugue de amostra foi removido do capilar. Esta
observacdo pode ser comprovada pela comparacdo do sinal apresentado
pela Figura 2.11A, cujo tempo de injecdo foi somente de 9 segundos,
com os eletroferogramas dos dois outros métodos. Nas inje¢des hidrodi-
namicas de 42 (Figura 2.11B) e 120 segundos (Figura 2.11C), respecti-
vamente, o sinal do FEO foi menor e praticamente constante.
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Figura 2.11. Eletroferogramas de uma amostra de uisque auténtico ana-
lisado nos trés métodos desenvolvidos: (A) NSM, (B) SWMR42, (C)
SWMR120, nos comprimentos de onda dos compostos estudados: serin-
galdeido (1), vanilina (2), sinapaldeido (3) e coniferaldeido (4). Condi-
cOes experimentais: capilar de silica fundida (L, = 48,5 cm; Lge, = 40
cm; D. I. = 75 pum); tensdo 25kV (polaridade positiva na injecdo); tem-
peratura 25 °C; injecdo hidrodindmica 50 mbar A: 9's, B: 42s; C: 120 s.
Eletrélito: 20 mmol L' TBS e 10 % MeOH, pH 9,3.

2.3.3 Figuras de mérito

Os valores de R? foram maiores que 0,99 para NSM e SWMRA42.
Os valores para a precisdo dos métodos sdo expressos em termos do
desvio padrdo relativo (RSD). A repetibilidade foi estabelecida por duas
preparacdes de amostra independentes e injecdo em triplicata. As varia-
coes para 4rea do pico e tempo de migragdo foram: NSM 2,1 a 3,.3% e
1,2a1,8%; SWMR42 3,4 a4,5% ¢ 2,8 a 3,6 %; SWMR120 4,2 a 5,7%
e 4,7 a 5,8%, respectivamente.
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A raz@o sinal/ruido (S/N) de 3 e 10 foram consideradas para es-
timar o LD e o LQ, respectivamente. Estes valores foram melhores que
100pg L' e 330 pg L 22 pg L'e 73 ug L 9 pg L' e 30 pg L' para
NSM, SWMR42 e SWMR 120, respectivamente.

A Tabela 2.1 apresenta algumas figuras de mérito das curvas de
calibracdo externa avaliadas nos métodos NSM e SWMR42. Como as
amostras ndo foram quantificadas pelo método SWMR120, os pardme-
tros de validagdo referentes a este método foram omitidos, pois s6 pode-
riam ser obtidos pelo método de adi¢do de padrio.

Tabela 2.1. Algumas figuras de mérito dos dois métodos de “stacking”
utilizados (NSM e SWMRA42), na quantificagdo das amostras.

NSM
a b R2 LD* LQ*
Seringaldeido 6,937 2,473 0,9994 100 330
Vanilina 7,886 -1,420 0,9991 30 99

Sinapaldeido 6,166 -1,152 10,9989 40 132
Coniferaldeido 7,7378 -1,370 0,9945 50 165

SWMR42
a b R2 LD* LQ*
Seringaldeido 28,168 0,232 0,9992 22 73
Vanilina 31,228 0,291 0,9980 6 22

Sinapaldeido 24,596 -0,213 09987 9 30
Coniferaldeido 30,975 0,136 0,9991 11 37

* concentragdo em ug L.

2.3.4 Analise das amostras

Um total de 30 diferentes amostras de uisque foram analisadas,
sendo 8 amostras auténticas, 21 amostras apreendidas por suspeita de
falsificacdo e 1 adquirida no comércio local (amostra A3). Todas as
amostras foram, inicialmente, analisadas no método NSM, desenvolvido
neste estudo. As amostras auténticas e a adquirida no comércio local
apresentaram valores de concentragdes dos analitos maiores do que o
LQ, com excec¢do da amostra D1, que resultou em um sinal analitico
menor do que o LQ para o sinapaldeido.

Das 21 amostras apreendidas, somente quatro tiveram um sinal
analitico maior do que o LD, todos para vanilina. Estas quatro amostras
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e a amostra auténtica D1 foram analisadas usando o método SWMRA42.
A Tabela 2.2 apresenta os resultados das amostras analisadas.

As 17 amostras restantes foram analisadas pelo método SW-
MR120 e apresentaram valores abaixo do LD para as quatro substancias
analisadas.

Embora quatro amostras apreendidas tenham apresentado concen-
tracdes de vanilina detectdveis, as mesmas diferiram de suas respectivas
amostras auténticas em relacdo ao perfil eletroforético e, também, na
concentragdo analitica dos outros aldeidos aromdticos, incluindo a vani-
lina. Isto sugere que estas amostras foram adulteradas, uma vez que elas
sdo amostras de uisques envelhecidos 12 anos, e espera-se que a concen-
tracdo destes compostos, apds este tempo de maturagdo, seja alta. Com-
parada as outras amostras de uisques auténticos, a amostra D1 apresen-
tou valores de concentracdo inferiores para as substincias estudadas,
provavelmente, devido ao pouco tempo de envelhecimento (um ano).

39



Tabela 2.2. Concentracdes (ug L) dos aldeidos fendlicos nas amostras de uisque obtidas pelos métodos desenvolvi-
dos utilizando eletroforese capilar.

Amostra  Origem Maturacdo  Seringaldeido Vanilina  Sinapaldeido Coniferaldeido
Al* Auténtica 8 anos 1792 +39 805+ 19 354 £ 10 380+ 12
A2* Auténtica 8 anos 2171 £ 47 945 £23 419 11 401 =11
B1* Auténtica 12 anos 2269 + 64 1100 + 34 436 + 14 394 £ 13
c1* Auténtica 12 anos 2733 +58 1288 + 38 487+ 15 465 +15
DI* Auténtica 1 ano 1660 = 37 651 +£19 284 £8 227 +7
E1* Auténtica 12 anos 4345 + 143 1997 + 63 701 £22 715 £23
F1* Auténtica 12 anos 4592 + 147 2249 +73 739 £23 51116
F2* Auténtica 12 anos 3386 £ 112 1596 + 47 38311 481 +13
G1* Auténtica 12 anos 2979 +91 1413 + 44 529 £18 463 + 14
H1* Auténtica  desconhecido 22055 £551 6996 £ 178 9068 + 268 8775 + 255
A3? Comprada 8 anos 1986 + 58 795 £23 508 + 16 374 £ 12
G2° Suspeita 12 anos <LOD 269 + 12 <LOD <LOD
2’ Suspeita 12 anos <LOD 280+ 13 <LOD <LOD
B2® Suspeita 12 anos <LOD 271 £ 11 <LOD <LOD
H2" Suspeita  desconhecido <LOD 367+ 16 <LOD <LOD
F3° Suspeita 12 anos <LOD 450 + 15 <LOD <LOD
DI° Auténtica 1 ano 1984 + 71 802 £ 24 124 £5 166 £7

a: quantificadas pelo método NSM.
b: quantificadas pelo método SWMR42.
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2.4 Conclusao

Os resultados obtidos demonstraram o potencial da eletroforese
capilar para a identificacdo de amostras falsas de uisque, através da
comparagdo dos aldeidos fendlicos identificados em amostras de uisques
auténticos.

A injecdo das amostras pela extremidade mais proxima (“outlet”)
ao detector mostrou a possibilidade de diferenciacio de amostras de
uisque suspeitas de adulteracdo das amostras auténticas. Porém, como a
relacdo sinal/ruido do coniferaldeido e do sinapaldeido foi inferior a dez,
a quantifica¢do nas amostras se tornou impossibilitada. A fim de melho-
rar a detectabilidade do método, optou-se entdo pela inje¢cdo das amos-
tras e dos padrdes pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”),
aumentando assim o L.

O procedimento de “stacking” com remog¢do de matriz mostrou
ser uma ferramenta poderosa no ganho de detectabilidade do método,
através dos compostos fendlicos analisados. Usando SWMR, a detecta-
bilidade foi aumentada em cerca de 10 vezes em relagdo ao modo de
“stacking” NSM para as quatro substancias utilizadas neste estudo. En-
tretanto, o uso de tempos de injecdo longos acarreta em efeitos de matriz
e a calibragdo deve ser feita pelo uso de adi¢do de padrdo. O novo méto-
do pode ser utilizado para o estudo de aldeidos fendlicos em amostras de
uisque. A determinagdo destes compostos em amostras de uisque pode
ser empregada para o estudo dos processos envolvidos na produgdo de
uisque, para verificar a qualidade e a autenticidade da bebida. Novos
estudos devem ser realizados para verificar a relacdo entre o teor de
aldeidos fendlicos e o tempo de envelhecimento da bebida.
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Capitulo I1I

Analise de frutose, glicose e sacarose em amostras de uisque utili-
zando eletroforese capilar






3.1 Introducio

Os carboidratos estdo entre os compostos mais abundantes
encontrados na natureza, tendo um papel importante do ponto de vista
nutricional, uma vez que sdo fontes de energia e vitalidade [1,2]. No
entanto, os agucares sdo comumente utilizados como aditivos alimenta-
res [3].

A andlise de agucares é muito importante para a inddstria ali-
menticia, pois eles contribuem para as propriedades organolépticas e
para o paladar dos alimentos e bebidas [1].

Em se tratando da fabricagcao de bebidas envelhecidas em barris
de madeira, a presenca de monossacarideos como frutose e glicose, pode
estar relacionada ao tipo de madeira utilizada na confec¢do dos barris
[4,5].

O uisque, assim como o conhaque e o vinho, € tradicionalmente
envelhecido em barris de carvalho. Durante a sua maturagdo muitos
compostos fendlicos sdo incorporados a bebida modificando suas pro-
priedades organolépticas, como a cor, que com o passar dos anos se
torna bastante intensa [6-9].

Com o intuito de imitar a coloragdo castanho escuro dos uisques
envelhecidos, os falsificadores de bebidas comumente adicionam coran-
te caramelo as suas adulteragdes [10]. Assim sendo, 0 monitoramento do
teor de agicares € um importante parimetro no controle de qualidade de
alimentos e bebidas, pois através da sua andlise é possivel avaliar o grau
de maturidade, a autenticidade e uma possivel modificacdo microbiold-
gica dos produtos durante o seu armazenamento [11].

Varias técnicas de analise de agtcares ja foram desenvolvidas,
entre elas podem ser citadas a espectroscopia de infra-vermelho [12], a
cromatografia a gds [13], a cromatografia de troca i0nica [14]; mas, uma
vez que, os aclcares sdo compostos ndo-voldteis, a técnica de andlise
comumente utilizada é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLA-
E) com detectores de indice de refrag¢do [15], de arranjo de diodos [16] e
amperométricos [17]. A eletroforese capilar também ¢ utilizada na anali-
se de agucares e entre os métodos desenvolvidos a partir desta técnica,
se pode citar o trabalho de Liping He e colaboradores que realizaram a
separacdo de sacarideos derivatizados com acido 2-aminobenzéico por
EC e compararam as suas estruturas por ressonincia magnética nuclear
[18].

Devem ser considerados dois fatores antes do desenvolvimento
de um método eletroforético para determinag¢do de agucares: 1) com a
exce¢do de alguns mono e oligossacarideos que sdo naturalmente carre-
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gados, a maioria dos carboidratos ndo € facilmente ionizdvel, o que im-
pede a sua migracdo e, conseqiiente, separa¢do em eletroforese em valo-
res baixos de pH; 2) a maioria das espécies de carboidratos apresenta
baixa absortividade molar na regido do UV/Vis, uma caracteristica que
impede a sua sensivel deteccdo por técnicas analiticas que utilizam este
tipo de detector [3,19,20].

Entre as metodologias relacionadas a andlise de carboidratos, vé-
rias utilizam derivatizacdo das amostras antes da andlise [18, 21-23].
Embora estes métodos melhorem a detectabilidade, a complexidade da
derivatizacdo limita o seu uso.

Como alternativa, métodos para a determinagdo de actcares sem
derivatizacdo foram desenvolvidos. Estes métodos incluem o uso de
eletrélitos em meio fortemente bdsico para ionizar os carboidratos e
tornd-los adequados para a detec¢do UV indireta, por exemplo, Soga e
colaboradores utilizaram como eletrdlito de corrida 4acido 2,6-
piridinodicarboxilico (como croméforo) com brometo de cetiltrimetila-
monio (como inversor do FEO), em pH 12,1 (ajustado com hidréxido de
s6dio) em duas andlises: a primeira, na determinacdo de carboidratos em
alimentos [19] e a segunda, na determina¢do de monossacarideos em
glicoproteinas [24]. Em outro trabalho, Zeman et al. separou ¢ quantifi-
cou agucares em refrigerantes, utilizando sorbato de potassio, brometo
de hexadimetrina, em pH 12,1, também ajustado com hidréxido de sédio
[25].

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de
um método rapido e eficiente para a determinacdo de agucares, sem a
necessidade de derivatizagdo, a fim de diferenciar amostras de uisques
auténticos de amostras apreendidas por suspeita de serem falsificadas.

3.2 Procedimento Experimental
3.2.1 Instrumentacio

Todos os experimentos foram realizados em um equipamento de
eletroforese capilar modelo P/ACE™ MDQ da marca Beckman Coulter
(Fullerton, CA, USA) equipado com um detector de arranjo de diodos
ajustado em 254 nm (deteccdo indireta).

As medidas foram feitas a 30 °C em um capilar de silica fundida
(40 cm x 50 um D. I. x 375 wm D. E.) adquirido da Polymicro (Phoe-
nix, AZ, E.U.A.). O capilar foi condicionado com o eletrdlito de corrida
durante 1 minuto entre as andlises.
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As solugdes padrio e as amostras foram introduzidas pela extre-
midade mais afastada do detector (“inlet”) e injetadas hidrodinamica-
mente sob pressdo de 0,5 psi.

A tensdo de separacdo aplicada foi 30 kV, com polaridade nega-
tiva. A aquisi¢do e tratamento dos dados foram realizados com o pro-
grama Karat.

3.2.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de grau anali-
tico. Hidréxido de sédio e o padrdao de glicose foram obtidos da Merck
(Rio de Janeiro, Brasil). Acido sérbico, brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB) e os padrdes de frutose e sacarose foram adquiridos da Sigma
Aldrich (Sao Paulo, Brasil).

Agua desionizada (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA,
E.U.A)) foi utilizada no preparo das solu¢des. Uma solugéo padrio esto-
que (10 mg L™") dos actcares foi preparada em dgua desionizada para
construcdo das curvas de calibragio.

3.2.3 Amostras
3.2.3.1 Aquisicao das amostras

Das 30 amostras analisadas, 29 foram gentilmente cedidas pela
Policia Técnico-Cientifica do Estado de Sdo Paulo e uma foi adquirida
no comércio local. Porém, como esta etapa do estudo foi realizada um
ano apods a aquisi¢do das 30 amostras iniciais, somente 27 se apresenta-
va em condi¢Oes de andlise, pois as outras 03 encontravam-se visual-
mente degradadas.

3.2.3.2 Preparo das amostras

As amostras de uisque auténticas foram injetadas diretamente no
equipamento de EC. Enquanto que as amostras suspeitas de adulteracao
foram diluidas com 4gua, conforme a necessidade, antes da injecao.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Composicao do eletrolito de corrida

A determinacdo de carboidratos ndo-derivatizados em pH mo-
derado € dificil de ser realizada, pois nestas condi¢cdes estes nao
possuem mobilidade eletroforética suficientemente elevada para a sepa-
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possuem mobilidade eletroforética suficientemente elevada para a sepa-
racdo. Uma vez que o pKa dos agucares varia entre 12,03 e 12,51 [24],
foi necessdrio um meio fortemente bdsico para que os analitos ficassem
ionizados negativamente. Entdo, escolheu-se hidréxido de s6dio como
um dos componentes do eletrdlito e as concentragdes avaliadas foram de
25 a 45 mmol L. A concentracio que garantiu tempos de andlise mais
curtos (em torno de 4 min) e picos com maior eficiéncia foi a de 35
mmol L'l, pH 12,62. Neste pH, a mobilidade eletroforética e, como
conseqiiéncia, a velocidade de separagdo mostraram-se elevadas.

A fim de minimizar a caracteristica de baixa detectabilidade do
método a detec¢do dos analitos de interesse foi realizada no modo indi-
reto, pela escolha de um co-ion croméforo adequado para a composi¢do
do eletrdlito, dcido sérbico na concentragdo de 10 mmol L. Este com-
posto satisfaz condi¢gdes importantes, como o fato de sua mobilidade ser
bem préxima a dos analitos e possuir um coeficiente de absortividade
molar elevado no comprimento de onda de 254 nm, valor amplamente
encontrado em detectores espectrofotométricos de comprimento de onda
unico. Outra vantagem apresentada pelo sorbato € o fato de possuir ape-
nas uma carga negativa. Isto permite que a razdo de transferéncia seja de
1:1, ou seja, uma molécula do analito desloca uma molécula do eletr6li-
to de corrida, garantindo a detec¢@o dos agticares com uma sensibilidade
analitica satisfatdria.

No pH de trabalho a mobilidade do fluxo normal é muito alta e a
diferenca de mobilidade dos analitos é pequena o que implica numa
baixa resolu¢do quando esse modo de operagdo € utilizado. Uma alterna-
tiva € a utilizacdo do fluxo eletrosmético invertido. Como o fluxo inver-
tido tem uma mobilidade menor que o fluxo normal uma melhor separa-
cdo € alcangada, assim optou-se por utilizar o modo de operagdo co-
eletrosmético. Na separacdo de analitos anidnicos pelo modo co-
eletrosmético deve-se considerar um requisito importante, a inversio do
fluxo eletrosmdtico, obtida pela inversdo da polaridade de separacgdo,
assim como, com o uso de sais quaternarios de aménio, como brometo
de tetradeciltrimetilamonio (TTAB) ou brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB). Estes surfactantes invertem o fluxo eletrosmético através da
formacdo de uma camada carregada positivamente junto a parede do
capilar, enquanto que o seio da solugfo fica carregado negativamente.
Neste trabalho, optou-se pelo CTAB para reverter o fluxo eletrosmético
e ele foi adicionado ao eletrélito de corrida na concentracdo final de
0,125 mmol L™
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3.3.2 Parametros instrumentais

O desenvolvimento do método foi realizado através de um plane-
jamento fatorial de dois niveis e trés varidveis. As varidveis estudadas
foram os pardmetros instrumentais de temperatura do cartucho, tempo
de injecdo e voltagem de separagdo, como mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Varidveis analisadas no planejamento dos experimentos.

Variavel Nivel (-) Nivel (+)
Tempo de injecdo (s) 3 7
Temperatura do cartucho (° C) 20 30
Voltagem (kV) 20 30

Para determinar qual a melhor combinagdo das varidveis, mon-
tou-se uma expressdo como resposta (Equacdo 3.1), observando-se a
eficiéncia (N) dos picos e o tempo de migragao (t,,) dos analitos.

Re sposta= tﬂ (3.1)

A eficiéncia foi mensurada pelo nimero de pratos (Equacio 3.2),
onde wy representa a largura dos picos.

N= 16(%]2(3.2)

w

Ap6s a andlise dos oito ensaios gerados pelas combinagdes das
varidveis nos dois niveis, concluiu-se que a melhor condi¢@o era a com-
binagdo gerada pelo sexto ensaio: tempo de injecdo de 3 s, temperatura
30 °C e voltagem de 30 kV, pois estas condi¢gdes resultaram na melhor
resposta, como apresenta a Tabela 3.2. Além disso, comparando-se os
eletroferogramas dos experimentos, qualitativamente, estas condi¢des
também seriam escolhidas, uma vez que, elas promoveram o eletrofero-
grama melhor resolvido num menor tempo de andlise.

Tabela 3.2. Resultados de N para os ensaios realizados e a respectiva
resposta para cada analito.

Frutose Glicose Sacarose

N tm Resposta N tm Resposta N tm Resposta
34472.11 557 6188.89 14256.36 597  2388.00 40343.59 7.03 5738.78
28714.84 466 616198 17635.84 498 354133 20808.06 5.77 3606.25
16256.25 5.10  3187.50 8885.11 542 1639.32 17147.21 622 2756.79
10572.68 437 241938 10631.90 4.64 2291.36 11025.00 5.25 2100.00

1049.13  3.32 316.00 7788.06  3.53  2206.25 32080.79 4.03  7960.49
15597.23 2.81 5550.62 14304.16 2.99 4784.00 28392.25 3.37 8425.00
12618.78 3.37 3744.44 7056.00 3.57 1976.47 6593.44  4.06 1624.00
9152.11 2.87 3188.89 7544.16  3.04 2481.63 5776.00 342 1688.89
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3.3.3 Condicées analiticas do método

O co-fon croméforo escolhido para a deteccdo indireta dos carboi-
dratos foi o sorbato, cuja absortividade maxima é observada em 254 nm
[24], valor que mostrou uma sensibilidade adequada no que diz respeito a
drea e a altura do pico e, também, a razdo sinal-ruido, como mostra o eletro-
ferograma de uma mistura padrio (300 mg L) dos agticares frutose, glicose
e sacarose, (Figura 3.1).

As trés curvas de calibracdo mostraram boa linearidade na faixa de
50 a 500 mg L™'. Os pontos da curva de calibragdo, assim como as amostras
foram repetidos duas vezes. As curvas de calibracdo indicaram boa correla-
cdo entre a drea dos picos e a concentracdo dos agucares e os coeficientes de
determinagdo foram superiores a 0,9910 para os trés analitos, (Tabela 3.3).

FEO

IS mAU

30 32 34 36 38 40 42 44 48
Minutes

Figura 3.1. Eletroferograma de uma mistura padrdo consistindo de frutose
(1), glicose (2) e sacarose (3). Condi¢des experimentais: capilar de silica
fundida (L, = 40 cm; Ly = 30 cm; D. 1. = 50 pum); tens@o 30 kV (polarida-
de negativa); temperatura 30 °C; injecdo hidrodindmica 0,5 psi/3 s. Eletréli-
to: 35 mmol L’ NaOH, 10 mmol L 4cido sérbico e 0,125 mmol L' CTAB,
pH 12,62.

A ordem de migragdo dos agtcares estd de acordo com os seus valo-
res de pK,, com o dissacarideo exibindo uma mobilidade eletroforética
menor que os monossacarideos.

Tabela 3.3. Caracteristicas analiticas do método de determinacéo de agtica-
res. Condicdes experimentais, conforme descrito na Figura 3.1.

Analito R? LD* LQ*

Frutose 0,9986 25,85 86,17

Glicose 0,9910 68,42 228,06

Sacarose 0,9934 53,84 179,47
*mg L’
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3.3.4 Analise das amostras

Com o método desenvolvido, partiu-se para a determinagdo quan-
titativa dos aguicares nas amostras de uisques, com o objetivo de distin-
guir uisques falsos de auténticos.

Como citado anteriormente, neste trabalho as amostras nao foram
derivatizadas e ndo passaram por nenhum pré-tratamento, a nio ser al-
gumas amostras suspeitas de uisques 12 anos que necessitaram ser dilu-
idas dez vezes antes da inje¢do.

A Figura 3.2 compara o eletroferograma de um uisque auténtico
envelhecido 12 anos (Figura 3.2 B) com o eletroferograma gerado por
uma amostra de uisque 12 anos suspeita (Figura 3.2 A). Na figura, per-
cebe-se claramente uma diferenca qualitativa entre as amostras devido a
presenca do pico de sacarose (3) na amostra suspeita. Esse perfil foi
apresentado por todas as amostras de uisques 12 anos apreendidas e por
uma amostra de uisque 8 anos adquirida no comércio local.

Os dados apresentados na Tabela 3.4 mostram que tanto nos ufs-
ques 8 anos auténticos quanto nas respectivas amostras suspeitas, a saca-
rose se encontra abaixo do limite de deteccdo do método. No entanto,
nos uisques 12 anos suspeitos a quantidade encontrada deste agtcar é
muito superior. Estes dados levam a crer que estas amostras suspeitas
sdo realmente fruto de falsificacdes, pois € notdrio que uisques envelhe-
cidos 12 anos possuem uma forte cor castanha escuro, o que corrobora a
informacdo de que os fraudadores adicionam corante caramelo as suas
adulteracdes. 3

IS mAU

A

v on B
T T

> 3 Minutes

Figura 3.2. Eletroferogramas da andlise de agicares em amostras de
uisques 12 anos. A: uisque apreendido por suspeita de falsificacdo. B:
uisque auténtico. Identificacdo dos picos: frutose (1), glicose (2) e saca-
rose (3). Condigdes experimentais, conforme descrito na Figura 3.1.
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Tabela 3.4. Faixa de concentracdo (mg L") de sacarose, obtida pelo
método proposto por eletroforese capilar. Condigdes exerimentais, con-
forme descrito na Figura 3.1.

Amostra Concentra¢io Origem Maturacdo
C2 5976,28 + 267,82 Suspeita 12 anos
G2 5128,28 + 370,62 Suspeita 12 anos
B2 1796,10 = 87,41 Suspeita 12 anos
F3 3219,16 + 280,41 Suspeita 12 anos
H2 3670,11 +481,80 Suspeita desconhecido
A3 127,49 £ 7,76 Comprada 8 anos
F4 <LD Suspeita 8 anos
F5 <LD Suspeita 8 anos
C1 <LD Auténtica 12 anos
Gl <LD Auténtica 12 anos
B1 <LD Auténtica 12 anos
Al <LD Auténtica 8 anos
A2 <LD Auténtica 8 anos
F1 <LD Auténtica 12 anos
F2 <LD Auténtica 12 anos
B3 <LD Suspeita 12 anos
A4 <LD Suspeita 8 ano
AS <LD Suspeita 8 ano
A6 <LD Suspeita 8 ano
A7 <LD Suspeita 8 ano
R1 <LD Suspeita 1 ano
Aj <LD Suspeita 8 anos
L1 <LD Suspeita 8 anos
El <LD Suspeita 12 anos
E2 <LD Suspeita 12 anos
NI <LD Suspeita 1 ano
N2 <LD Suspeita 1 ano

A Figura 3.3 apresenta um gréifico expondo o teor de frutose e
glicose encontrado nas amostras de uisques 8 anos. Nela é possivel ob-
servar que tanto as amostras auténticas quanto as suspeitas apresentaram
certa quantidade dos dois analitos. Sendo assim, por estes dados ndo se
pode diferenciar um uisques auténtico de um falsificado, uma vez que é
normal se detectar estes acticares em bebidas que passam por etapas de
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fermentacdo e envelhecimento em barris de madeira durante o processo
de fabricacdo.

500 -
400
_ 3001
= 200
E 100 4
0
1000 R W R R R QRO Q>
. Frutose + Glicose . Frutose D Glicose

Figura 3.3. Gréfico da concentracdo de frutose e glicose versus amos-
tras de uisques 8 anos auténticas e suspeitas. Condi¢des experimentais,
conforme descrito na Figura 3.1.

O resultado da andlise das amostras de uisques 12 anos se mos-
trou diferente daquele obtido para as amostras envelhecidas 8 anos, em
relacdio a frutose e a glicose. Como pode ser observado na Figura 3.4, as
amostras auténticas apresentam as concentragdes destes agticares prati-
camente no mesmo nivel encontrado nos uisques 8 anos. Porém, as a-
mostras suspeitas possuem os analitos em concentragdes muito mais
elevadas, o que pode ser um indicativo de falsificacdo através da adicdo

de sacarose, que por sua vez sofre hidrdlise, liberando frutose e glicose
na bebida.
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Figura 3.4. Grifico da concentracdo de acticar total (frutose + glicose)
versus amostras de uisques 12 anos auténticas e suspeitas. Condigdes
experimentais, conforme descrito na Figura 3.1.
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3.4 Conclusao

O método desenvolvido por eletroforese capilar no modo co-
eletrosmético demonstrou ser rapido e eficiente para a andlise de mono e
dissacarideos ndo-derivatizados, com um minimo preparo de amostra,
apenas dilui¢do, quando necessdrio. A andlise quantitativa dos trés agu-
cares foi realizada em um tempo de andlise total inferior a 5 min. No
entanto, somente esta andlise ndo garante a diferenciacdo de uisques
auténticos de amostras suspeitas; porém, o método pode ser utilizado
para atestar a autenticidade de uisques envelhecidos 12 anos no que se
refere a presenca de sacarose.
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Capitulo IV

Verificacao da autenticidade de amostras de uisque através da deter-
minacao dos acidos acético, formico, lactico e glicolico utilizando
eletroforese capilar






4.1 Introducio

A andlise de 4cidos organicos em bebidas alcodlicas é de suma
importancia no controle de qualidade destes produtos, pois esta classe de
compostos quimicos é uma das responsdveis pela obtengdo das proprie-
dades organolépticas que a bebida adquire durante o seu processo de
fabricagdo [1-3].

O uisque, assim como outras bebidas, passa pelo estagio de fer-
mentacao durante a sua fabricacdo e neste periodo dcidos como succini-
co, lactico e acético sdo formados [4]. O monitoramento destes compos-
tos permite acompanhar se a bebida foi manufaturada adequadamente e,
também, possibilita o controle de bebidas suspeitas de adulteracdo ou
falsificacéo [4].

Os métodos cromatogréficos, tais como cromatografia gasosa
(CG) [3.6], cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) [7] e croma-
tografia de troca i6nica [8], normalmente, sdo os mais utilizados na ana-
lise destas substancias. Embora estes métodos mostrem-se precisos e
eficazes, eles possuem algumas caracteristicas ndo muito desejaveis, tais
como o uso de grandes quantidades de eluentes e a necessidade de pré-
tratamento das amostras, como a derivatizacdo, que aumentam o tempo
total de andlise [9].

Atualmente, a eletroforese capilar (CE) tem se mostrado uma al-
ternativa atraente como ferramenta analitica, tendo em vista a alta efici-
éncia na separag¢do, o baixo custo de andlise, rapidez na aquisi¢do e
tratamento dos dados sem a necessidade de pré-tratamento das amostras
com pouca geracdo de residuos [9].

Embora o uso de métodos eletroforéticos com detec¢do direta
[10,11] seja utilizado na andlise de dcidos alifdticos, estes métodos ndo
sdo os mais empregados, tendo em vista que nem todos 0s equipamentos
disponiveis no mercado possuem detectores que absorvem na regido
inferior a 200 nm [12]. Sendo assim, o mais comum €& analisi-los pelo
modo indireto [13,14].

Porém, neste tipo de andlise, um cuidado especial € necessario na
escolha dos constituintes do eletrélito, pois ele deverd conter um co-ion
croméforo que absorva na regido do UV. Estes dcidos, geralmente, mi-
gram como Aanions, mas para que sejam analisados no modo co-
eletrosmético € preciso adicionar um inversor do fluxo eletrosmético ao
eletrdlito, logo este componente também deve ser escolhido cuidadosa-
mente [15]. Alguns pesquisadores ja desenvolveram métodos eletroforé-
ticos usando a combinacdo de sais quaterndrios de amonio e substancias
cromdforas para andlise de 4cidos alifiticos, entre eles Peres et al. [12].
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Sendo assim, este estudo propde um método rapido e eficiente
para a identificagdo e quantificacdo de 4cidos organicos alifaticos em
amostras de uisque através da utilizacdo de “softwares” como Simul e
Peakmaster que constroem curvas de mobilidade em funcido do pH e
simulam a melhor composicao do eletrdlito de corrida, entre outros pa-
rametros analiticos, respectivamente. Em outra etapa, propde o agrupa-
mento dos dados obtidos, através de tratamentos estatisticos, visando a
diferenciacdo das amostras auténticas das apreendidas, pois com base
em resultados de andlise estatistica, pode-se conseguir correlacionar
semelhancas e diferengas existentes entre bebidas, no que se refere a
misturas, origem, processos de fabricagdo, entre outros parametros
[16,17].

Existe uma diversidade de métodos estatisticos incluindo andlise
univariada e multivariada, bem como modelos ndo-lineares que sdo
muito tteis para explorar estes dados [16,17].

Entre os métodos de andlise multivariada, tais como andlise de
agrupamento, andlise linear discriminante e andlise de componentes
principais (PCA), este tltimo foi o escolhido para o escopo deste traba-
Iho. O PCA ¢é um método de reconhecimento de padrdes que reduz a
dimensionalidade da matriz original dos dados, mantendo a méixima
quantidade de varidveis, assim como o reconhecimento da estrutura dos
dados [16,17].

4.2 Procedimento experimental
4.2.1 Instrumentacao

Todos os experimentos foram realizados em um equipamento de
eletroforese capilar modelo P/ACE™ MDQ da marca Beckman Coulter
(Fullerton, CA, USA) equipado com um detector de arranjo de diodos
ajustado em 254 nm (deteccdo indireta).

As medidas foram feitas a 30 °C em um capilar de silica fundida
(60 cm x 50 um D. I. x 375 um D. E.) adquirido da Polymicro (Phoe-
nix, AZ, USA). O capilar foi lavado com o eletrélito de corrida por 1
min entre as andlises.

As solugdes padrdo e as amostras foram introduzidas pela extre-
midade mais afastada do detector (inlet) e injetadas hidrodinamicamente
sob a pressdo de 0,5 psi.

A voltagem para a separacdo aplicada foi 20 kV, com polaridade
negativa no lado da injecdo.
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A aquisi¢do e tratamento dos dados foram realizados com o pro-
grama Karat.

4.2.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de grau anali-
tico. Acido 3,5-dinitrobenzéico (DNB) e o padrdo de formiato de sédio
foram obtidos da Merck (Rio de Janeiro, Brasil), trishidroximetilami-
nometano (TRIS) foi adquirido da Fluka (S@o Paulo, Brasil). Brometo
de cetiltrimetilamdnio (CTAB) e os padrdes dos dcidos lactico e glicoli-
co foram obtidos da Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). O padrio de
acetato de sédio foi adquirido da Carlo Erba (Sdo Paulo, Brasil). Agua
deionizada (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA, U.S.A.) foi
utilizada no preparo das solu¢des. Uma solucdo padrdo estoque de cada
acido (20 mmol L_l) foi utilizada na identificacdo dos compostos nas
amostras de uisque e na construcio das curvas de calibragdo.

4.2.3 Amostras

Das 30 amostras analisadas, 29 foram gentilmente cedidas pela
Policia Técnico-Cientifica do Estado de Sdo Paulo e uma foi adquirida
no comércio local. As amostras de uisque foram diluidas duas vezes
com agua deionizada antes da injecdo no equipamento de EC.

4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Identificacdo dos analitos

Os 4cidos orgénicos sdo conhecidos por serem indicadores impor-
tantes de uma grande variedade de processos de fermentagdes, contribu-
indo assim, para o sabor e a estabilidade fisica de bebidas alcodlicas,
como os vinhos [18].

Na literatura, tem-se reportado varias metodologias analiticas pa-
ra identifica¢do e quantifica¢do de dcidos alifdticos em bebidas alcodli-
cas. A Tabela 1 apresenta uma revisdo dos analitos em questdo analisa-
dos por varios métodos de separacdo.

62



Tabela 4.1. Determinagdo de dcidos alifaticos em bebidas por diversas técnicas analiticas.

Acidos Bebida Técnica de Separacio Referéncia
Acético vinho do Porto branco/tinto, CZE com deteccao indireta, [3], [11], [12], [14]
vinho tinto/branco CZE com deteccio direta
Butirico vinho tinto/branco CZE com detecgao direta [21]
Citrico cerveja, uisque, cognac, HPLC, CG-MS, [6], [11], [14], [19]
vinho tinto/branco CZE com deteccio direta
Férmico brandy, vinho tinto/branco Isotacoforese Capilar, [16], [21]
CZE com deteccio direta
Fumarico cerveja, uisque, cognac, CZE com detecgao direta, CG-MS [6], [11], [20]
vinho tinto/branco
Glutarico uisque, cognac CG-MS [6]
Glicolico uisque, cognac CG-MS [6]
Glutamico uisque, cognac CG-MS [6]
Léctico cerveja, ufsque, cognac, vinho tinto/branco, HPLC, CG-MS, CZE com detecgio indireta, [31. [6], [11], [12], [14],
vinho do Porto branco/tinto CZE com deteccio direta
Maléico brandy, vinho tinto/branco Isotacoforese Capilar, [16], [21]
CZE com deteccio direta
Mailico cerveja, uisque, cognac, vinho tinto/branco HPLC, CG-MS, CZE com detecgio indireta, [3], [6], [11], [12], [14],
vinho do Porto branco/tinto CZE com deteccio direta
Malénico Brandy Isotacoforese Capilar [16]
Oxalico cerveja, vinho tinto/branco HPLC, CG-MS, CZE com detec¢ao direta [3], [6], [12], [19]
Pirivico uisque, cognac CG-MS [6]
Succinico uisque, cognac, vinho tinto/branco CG-MS, CZE com detecg¢ao indireta [3], [6], [12], [14]
vinho do Porto branco/tinto
Tartarico uisque, cognac, vinho tinto/branco CG-MS, CZE com detecg@o indireta [31, [6], [12], [14]

vinho do Porto branco/tinto
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4.3.2 Desenvolvimento do eletrélito de corrida

Estes dcidos apresentam valores de pK, similares entre si, assim,
dependendo do pH do meio em que se encontram, eles podem estar
completamente ou parcialmente ionizados, podendo ser detectados como
anions.

Para a elaboragdo de um eletrdlito de corrida adequado para a se-
paracdo dos dezesseis dcidos alifdticos listados, foram construidas cur-
vas de mobilidade efetiva em funcdo do pH para cada um deles (Figura
4.1), através de dados de mobilidade idnica e pK, obtidos da literatura
[22].
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Figura 4.1. Curvas de mobilidade versus pH.

Na Figura 4.1 mostra-se a faixa de pH (3 a 4) mais indicada para
obter uma separagdo efetiva dos acidos, escolhida tendo em vista pro-
blemas de co-migracio entre alguns deles em valores inferiores e supe-
riores a esta faixa. Porém, neste intervalo as mobilidades dos analitos
sdo relativamente baixas.

Sendo assim, optou-se por analisd-los no modo co-eletrosmético
para que a mobilidade dos analitos e do fluxo eletrosmético fossem
somadas e, assim, diminuisse o tempo total de andlise. Na separacdo de
analitos anidnicos pelo modo co-eletrosmético deve-se considerar um
requisito importante, a inversdo do fluxo eletrosmdtico, obtida com o
uso de sais quaterndrios de amonio, por exemplo. Neste trabalho, optou-
se pelo CTAB para reverter o fluxo eletrosmético e ele foi adicionado ao
eletrdlito de corrida na concentragdo final de 0,2 mmol L.
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Uma vez que entre os analitos estudados apenas alguns absorvem
radiacdo UV acima de 200 nm, optou-se por analisd-los via deteccdo
indireta. Nesta etapa da escolha do componente croméforo do eletrélito,
dois fatores devem ser considerados relevantes: a mobilidade e a absor-
tividade molar do co-ion. Peres er al. relataram o uso do acido 3,5-
dinitrobenzéico como co-ion, pois nas condi¢des do eletrdlito, a sua
mobilidade € bem préxima a dos analitos, o que diminui fendmenos de
dispersdo por eletromigracdo, pois picos mais simétricos sdo obtidos
quando as mobilidades do co-fon e dos analitos sdo bastante similares,
também, o fato deste composto possuir um Ay, em 254 nm garante a
deteccdo indireta dos dnions com uma boa sensibilidade analitica.

Para ajustar o pH do eletrélito de corrida foi escolhida como con-
tra-ion a base trishidroximetilaminometano, pois este composto possui
algumas caracteristicas aprecidveis, como ser um padrdo primdrio, pos-
sibilitar que o eletrélito de corrida seja preparado por massa, uma vez
que, o acido 3,5-dinitrobenzdico também € sélido. Desta forma, o eletr-
lito otimizado, mediante constru¢do de curvas de mobilidade efetiva
versus pH, foi constituido por 8,5 mmol L' de trishidroximetilaminome-
tano, 10 mmol L' de 4cido 3,5-dinitrobenzdico e 0,2 mmol L' de bro-
meto de cetiltrimetilamonio, pH 3,63.

Ap6s o desenvolvimento do eletrdlito de corrida, utilizou-se o
“software” de simulagdo Peakmaster para verificar se a separa¢do dos
dezesseis dcidos ocorreria efetivamente. A Figura 4.2 mostra um eletro-
ferograma tedrico obtido no simulador.

Depois de avaliada a performance do método féz-se um scree-
ning com as trinta amostras de uisque e pela comparacdo entre os seus
eletroferogramas e o simulado, constatou-se que estas amostras conti-
nham apenas os 4cidos férmico, acético, lactico e glicélico, como pode
ser observado na Figura 4.3, na qual € apresentado um eletroferograma
de uma amostra auténtica de uisque 12 anos.

A identificac¢do dos dcidos foi baseada nos tempos de migracio e,
posteriormente, confirmada pela adicdo de padrdes analiticos dos mes-
mos as amostras. Porém, estes experimentos foram realizados somente
apods o uso do simulador, o que mostra uma vantagem na utiliza¢ao des-
tes “softwares”, pois eles permitem visualizar e otimizar diversos tipos
de separacdes sem o uso de amostras, reagentes e padrdes e, também,
sem desperdicio de tempo por parte do analista.
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Figura 4.2. Eletroferograma simulado dos 4cidos alifdticos identificados
em bebidas alcodlicas, nas condi¢des otimizadas. Acidos: 1) oxalico, 2)
maléico, 3) pirtvico, 4) maldnico, 5) tartdrico, 6) fumdrico, 7) férmico,
8) citrico, 9) mdlico, 10) glicdlico, 11) lactico, 12) succinico, 13) gluta-
rico, 14) glutdmico, 15) acético, 16) butirico.

Minutes 5

Figura 4.3. Eletroferograma experimental de uma amostra de uisque 12
anos auténtico. Identificacdo dos &cidos: 1) férmico, 2) glicélico, 3)
lactico, 4) acético. Condi¢des experimentais: capilar com 60 cm de com-
primento total (50 cm até o detector) e 50 pm de D. L; eletrdlito constiu-
ido de 8,5 mmol L TRIS, 10 mmol L' DNB, 0,2 mmol L"' CTAB;
deteccdo indireta em 254 nm; tensdo de 20 kV (polaridade negativa).
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4.3.3 Caracteristicas analiticas do método

Baseando-se no screening das 30 amostras de uisque, os acidos
alifaticos quantificados foram o férmico, glicdlico, lactico e acético.
Para confirmar a hipétese de que bebidas que passam pelo processo de
fabricacdo adequado possuem concentra¢des elevadas destes dcidos,
foram feitas curvas de calibracdo com solug¢des padrao dos dcidos em
questdo, cujos parametros de validacdo estudados sdo mostrados na
Tabela 4.2.

As curvas de calibrago para os quatro dcidos determinados mos-
traram bom coeficiente de determinacdo na faixa estudada. Os pontos da
curva de calibragdo, assim como as amostras foram repetidos duas ve-
zes. As curvas de calibrag¢@o indicaram boa correlacio entre a drea dos
picos e a concentra¢do dos dcidos e os coeficientes de determinacgdo
foram superiores a 0,9900 para os quatro analitos.

Tabela 4.2. Figuras de mérito das curvas de calibragcdo dos acidos. Con-
digdes analiticas conforme Figura 4.3.

Acido Faixa Linear* R? LOD* LOQ*
Acético 10,0 - 202,5 0,9993 12,5 41,7
Liactico 0,90 - 17,50 0,9900 2,61 8,69

Glicodlico 1,33 -6,50 0,9916 0,68 2,25
Férmico 1,20 — 24,50 0,9979 1,39 4,64
*mg L'

4.3.4 Analise das amostras

Entre as amostras de uisque analisadas, as dez amostras auténti-
cas mais a adquirida no comércio mostraram um perfil eletroforético
semelhante, ou seja, apresentando os compostos que eram esperados de
ser encontrados em um uisque que passou por um processo de fabrica-
¢do adequado.

No entanto, as amostras apreendidas por suspeita de falsificagdao
apresentaram perfis diversos entre si, além de divergirem dos auténticos.
Por exemplo, as amostras de uisque 12 anos possuem alguns compostos
ndo identificados que os seus respectivos auténticos ndo possuem, en-
quanto que o teor de dcido acético encontrado nestas amostras foi muito
inferior as das amostras originais (Figura 4.4). Por outro lado, a compa-
racdo das amostras de uisque 0ito anos com as suas respectivas originais
mostram, como Unica semelhanga, a presenca dos dcidos férmico e acé-
tico, mas numa concentracdo bem inferior (Figura 4.5).
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Figura 4.4. Comparacéo entre o eletroferograma do ponto da curva de cali-
bragio (A) correspondente as concentracdes 19,71 mg L™ para o 4c. férmico
(1), 5,30 mg L! para o 4c. glicdlico (2), 13,93 mg L! para o 4c. lactico (3) e
162,00 mg L™ para o 4c. acético (4) e os de amostras de uisque doze anos,
da mesma marca, porém (B) apreendido por suspeita de falsifica¢do e (C)
auténtico. PI = 4c. succinico. Condi¢des experimentais conforme Figura 4.3.
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Figura 4.5. Comparacéo entre o eletroferograma do ponto da curva de cali-
bragio (A) correspondente as concentracdes 19,71 mg L™ para o 4c. férmico
(1), 5,30 mg L! para o 4c. glicdlico (2), 13,93 mg L! para o 4c. lactico (3) e
162,00 mg L' para o 4c. acético (4) e os de amostras de uisque oito anos, da
mesma marca, porém (B) apreendido por suspeita de falsificagdo e (C) au-
téntico. PI = 4c. succinico. Condicdes experimentais conforme Figura 4.3.

C

A quantificagdo dos uisques originais confirma que bebidas au-
ténticas possuem os compostos analisados em concentra¢des acima do
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limite de quantifica¢do, enquanto que as amostras apreendidas ndo pos-
suem os 4cidos ou se encontram abaixo do limite esperado, salvo algu-
mas excegdes, como € apresentado na Tabela 4.3. Um fato curioso foi a
concentra¢do muito superior de dcido lactico encontrada em seis amos-
tras, quando comparadas com os uisques originais, sendo que estas a-
mostras sdo de uisques envelhecidos doze anos.

Tabela 4.3. Faixa de concentracdo (mg L) dos 4cidos orgénicos, obti-
das pelo método proposto por eletroforese capilar. Condigdes
experimentais conforme Figura 4.3.

Acido Amostras apreendidas Uisques auténticos
Férmico 0,00 - 39,28 9,63 — 35,59
Glicolico 0,00 4,36 - 10,30

Léctico 0,00 — 134,02 7,71 -26,30
Acético 0,00 - 61,20 112,90 — 453,38

4.3.5 Anadlise por componentes principais

Para o tratamento estatistico feito através da andlise por compo-
nentes principais, os dados relativos aos dcidos alifaticos considerados
como varidveis foram as concentracdes obtidas pela quantificagdo, sen-
do que este estudo se aplicou somente as amostras nas quais se detectou
os analitos, independente das amostras serem auténticas ou suspeitas
(Tabela 4.4).
Tabela 4.4. Concentracdes (mg L") dos analitos usadas na andlise por
componentes principais.

Amostra _Férmico  Glicélico  Lactico  Acético

1 12,65 0,00 113,43 49,86
2 25,95 5,90 9,43 350,94
3 27,23 5,39 13,84 312,90
4 39,28 0,00 82,37 44,98
5 33,39 9,86 15,83 292,40
6 33,48 9,27 19,62 313,64
7 20,56 8,66 12,30 176,40
8 19,68 9,24 17,09 164,29
9 22,70 10,30 16,47 176,21
10 12,64 0,00 85,09 41,66
11 19,69 0,00 134,02 61,20
12 26,96 6,17 8,46 340,27
13 11,83 0,00 95,02 45,04
14 35,59 4,36 7,71 453,38
15 32,32 8,53 26,30 292,79
16 11,29 0,00 80,37 40,35
17 9,63 0,00 0,00 112,90
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A andlise de componentes principais consiste essencialmente em
reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de eixos mais
conveniente para a andlise dos dados. Em outras palavras, as n-varidveis
originais geram, através de suas combinagdes lineares, n-componentes
principais, cuja principal caracteristica, além da ortogonalidade, é que
sdo obtidos em ordem decrescente de maxima variancia, ou seja, a com-
ponente principal 1 detém mais informacao estatistica que a componente
principal 2, que por sua vez tem mais informacio estatistica que a com-
ponente principal 3 e assim por diante. Este método permite a reducio
da dimensionalidade dos pontos representativos das amostras, pois em-
bora a informag@do estatistica presente nas n-varidveis originais seja a
mesma dos n-componentes principais, € comum obter em apenas 2 ou 3
das primeiras componentes principais mais que 90% desta informacdo
[16-18].

A andlise de componentes principais também pode ser usada para
julgar a importancia das préprias varidveis originais escolhidas, ou seja,
as varidveis originais com maior peso na combinacio linear dos primei-
ros componentes principais sdo as mais importantes do ponto de vista
estatistico [16-18].

As quatro componentes principais para os acidos considerados
sdo:

¥, =0,0442 (férmico) +0,0201 (glicdlico) — 0,2458 (ldtico) +0,9680 (acético)

Y, =-0,0760 ( férmico) +0,0487 (glicdlico) —0,9658 (ldtico) — 0,2428 (acético)

Y, =-0,9871 ( formico) —0,1363 (glicdlico) + 0,0552 (Idtico) —0,0619 (acético)
ﬂ =0,1331( formico) —0,9892 (glicdlico) + 0,0601 (ldtico) — 0,0008 (acético)

As porcentagens de variancia total explicadas pelas componentes
sdo, respectivamente, 95,98% para y1; 3,74% para $2; 0,23% para §3 e
0,035% para y4, Juntas, as componentes y1 e §2 representam aproxima-
damente 100% da varidncia total, Portanto, as informacdes mais rele-
vantes estdo contidas nessas duas componentes principais, uma vez que
a terceira e a quarta componente contribuem muito pouco para a varian-
cia total original.

O gréfico da componente principal 1 versus a componente princi-
pal 2 fornece uma janela privilegiada (estatisticamente) para a observa-
¢do dos pontos no espagco n-dimensional. Analisando o gréfico de esco-
res da primeira e segunda componentes principais (as quais representam
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aproximadamente 100% da variancia total) € possivel agrupar as amos-
tras que apresentam caracteristicas semelhantes.

O estudo do grafico de escores mostra que a andlise por compo-
nentes principais possibilitou a distin¢do entre os uisques auténticos
envelhecidos 8 e 12 anos, assim como, a diferenciacio entre as amostras
auténticas e suspeitas. Além disto, o tratamento estatistico, separou dos
grupos de amostras, um uisque de fabricacdo nacional que é envelhecido
somente 1 ano (amostra 17) e um uisque produzido a partir de um pro-
cesso de fabricacio diferente dos demais (amostra 14), (Figura 4.7).

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
Cases with sum of cosine square >= 0.00

100
80 1
60 . 1
40t
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Factor 2: 3.75%
o
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[ ]
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Figura 4.6. Grifico de escores da primeira (dc, acético) e segunda (4c,

férmico) componentes principais (as quais representam aproximadamen-
te 100% da variancia total). Amostras: 7,8,9 = uisques originais oito
anos, 2,3,5,6,12,15 = uisques originais doze anos, 1,4,10,11,13,16 =
uisques apreendidos doze anos. No presente caso as amostras 14 e 17
ficaram fora dos agrupamentos.

44 Conclusao

O método proposto se mostrou satisfatério na determinacdo dos
acidos aliféticos detectados nas amostras de uisque.

O uso de “softwares” de simula¢do possibilitou a identificagdo
dos analitos sem a necessidade de adicdo de padrdes, economizando
reagentes, amostras, padrdes e tempo de anélise.

A utilizac@o da eletroforese capilar associado a PCA mostrou-se
uma ferramenta poderosa na autenticacio de amostras de uisques. A
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andlise estatistica permitiu agrupar as amostras em verdadeiras e falsas
diferenciando ainda as amostras auténticas em 1, 8 e 12 anos de matura-
cao.

4.5 Referéncias bibliograficas

[1] SANTALAD, A.; TEERAPORNCHAISIT, P.; BURAKHAM, R;
SRIJARANALI, S. Capillary zone electrophoresis of organic acids in
beverages, LWT, v. 40, p. 1741-1746, 2007.

[2] CASTINEIRA, A.; PENA, R. M.; HERRERO, C.; GARCIA-
MARTIN, S. Analysis of organic acids in wine by capillary electropho-
resis with indirect UV detection. Journal of Food Composition and
Analysis, v. 15, p. 319-331, 2002.

[3] ESTEVES, V. L; LIMA, S. S. F.,; LIMA, D. L. D.; DUARTE, A. C.
Using capillary electrophoresis for the determination of organic acids in
Port wine. Analytica Chimica Acta, v. 513, p. 163-167, 2004.

[4] MATO, L; SUAREZ-LUQUE, S.; HUIDOBRO, J. F. Simple deter-
mination of main organic acids in grape juice and wine by using capil-
lary zone electrophoresis with direct UV detection. Food Chemistry, v.
102, p. 104-112, 2007.

[5] GONZALEZ-ABJONA, D.; GONZALEZ-GALLERO, V.
PABLOS, F.; GONZALEZ, A. G. Authentication and differentiation of

irish whiskeys by higher-alcohol congener analysis. Analytica Chimica
Acta, v. 381, p. 257-264, 1999.

[6] NG, L-K.; LAFONTAINE, P.; HARNOIS, J. Gas chromatographic—
mass spectrometric analysis of acids and phenols in distilled alcohol
beverages, Application of anion-exchange disk extraction combined
with in-vial elution and silylation. Journal of Chromatography A, v.
873, p. 29-38, 2000.

[7] KOTANI, A.; MIYAGUCHI, Y.; TOMITA, E.; TAKAMURA, K;
KUSU, F. Determination of organic acids by high-performance liquid
chromatography with electrochemical detection during wine brewing.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, p. 1440-1444,
2004.

72



[8] GABRIEL, R.; KESSELMEIER, J. Apoplastic solute concentrations
of organic acids and mineral nutrients in the leaves of several fagaceae.
Plant and Cell Phisiology, v. 40, p. 604-612, 1999.

[9] WANG, M.; QU, F.; SHAN, X-Q.; LIN, J-M. Development and
optimization of a method for the analysis of low-molecular-mass or-
ganic acids in plants by capillary electrophoresis with indirect UV detec-
tion. Journal of Chromatography A, v. 989, p. 285-292, 2003.

[10] MORENO, M. V. G.; JURADQO, C. J.; BARROSO, C. G. Determi-
nation of organic acids by capillary electrophoresis with simultaneous
addition of Ca and Mg as complexing agents. Chromatographia, v. 57,
p, 185-189, 2003.

[11] SAAVEDRA, L.; BARBAS, C. Validated capillary electrophoresis
method for small-anions measurement in wines. Electrophoresis, v. 24,
p. 2235-2243, 2003.

[12] PERES, R,G.; MORAES, E.P.; MICKE, G.A.; TONIN, F.G.; TA-
VARES, M.F.M.; RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. Rapid method for the
determination of organic acids in wine by capillary electrophoresis with
indirect UV detection. Food Control, v. 20, p. 548-552, 2009.

[13] BIANCHI, F.; CARERI, M.; CORRADINI, C. Novel approach for
the rapid determination of water-soluble organic acids in wine by co-
electroosmotic flow capillary zone electrophoresis. Journal of Separa-
tion Science, v. 28, p. 898-904, 2005.

[14] SING FUNG, Y.; MAN LAU, K. Analysis of organic acids and
inorganic anions in beverage drinks by capillary electrophoresis. Elec-
trophoresis, v. 24, p. 3224-3232, 2003.

[15] DOBLE, P.; MACKA, M.; HADDAD, P. R. Design of background
electrolytes for indirect detection of anions by capillary electrophoresis.
Trends Anal, Chem, v. 19, p. 10-17, 2000.

[16] SADECKA, J.; MAJEK, P.; TOTHOVA, J. CE Profiling of organic

acids in distilled alcohol beverages using Pattern Recognition Analysis.
Chromatographia, v. 67, p. S69-S74, 2008.

73



[17] MOITA NETO, J. M.; MOITA, G. C. Uma introdugdo a andlise
exploratéria de dados multivariados. Quimica Nova, v. 21, p. 467-469,
1998.

[18] PARK, Y. J.; KIM, K. R.; KIM, J. H. Gas chromatographic organic
acid profiling analysis of brandies and whiskeys for Pattern Recognition
Analysis. J, Agric, Food Chem, v. 47, p. 2322-2326, 1999.

[19] PEREZ-RUIZ, T.; MARTINEZ-LOZANO, C.; TOMAS, V.
MARTIN, J. High-performance liquid chromatographic separation and
quantification of citric, lactic, malic, oxalic and tartaric acids using a
post-column photochemical reaction and chemiluminescence detection.
Journal of Chromatography A, v. 1026, p. 57-64, 2004.

[20] CORTACERO-RAMfBEZ, S.; SEGURA-CARRETERO, A.; de
CASTRO, M. H-B.; FERNANDEZ-GUTIERREZ, A. Determination of
low-molecular-mass organic acids in any type of beer samples by

coelectroosmotic capillary electrophoresis. Journal of Chromatogra-
phy A, v. 1064, p. 115-119, 2005.

[21] MATO, 1; SUAREZ-LUQUE, S.; HUIDOBRO, J. F. A review of
the analytical methods to determine organic acids in grape juices and
wines. Food Research International, v. 38, p. 1175-1188, 2005.

[22] HIROKAWA, T.; NISHINO, M.; AOKI, N.; KISO, Y. Table of
isotacophoretic indices. Simulating qualitative indices of 287 anionic

substances in the range pH 3-10. Journal of Chromatography, v. 271,
p. D1-D106, 1983.

74



