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Vi
Resumo

ESTUDO DA ORIGEM BIOSSINTETICA DO ACIDO ACETICO
E DETERMINACAO DA ACIDEZ EM AMOSTRAS DE VINAGRES COMERCIAIS
VIARMN DE’HE 'H

No presente trabalho descrevemos o uso da RMN no estudo da origem
biossintética do acido acético e na determinagédo da acidez em amostras de vinagres
comerciais. A razdo isotopica natural de hidrogénio foi estudada utilizando a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de ?H e 'H (SNIF-NMR — Site
Specific Natural Isotopic Fractionation studied by Nuclear Magnetic Resonance).
Essa técnica estd baseada na relacdo do conteudo isotdpico entre °H e 'H, em
partes por milhdo - ppm, em uma posicao especifica, sitio da metila, na molécula de
acido acético. O etanol que o origina é obtido a partir dos acgucares de diferentes
plantas seguindo os mecanismos biossintéticos Cs;, C4 ou CAM e resultando,
portanto, em diferentes razdes isotopicas. Nesse estudo verificamos a relacao
isotdpica “H/'H de vinagres obtidos de plantas Cs, 98,6 - 111,8 ppm, Cs, proximos a
130 ppm, e CAM, 106,0 ppm, bem como dos agrins, que sao vinagres obtidos a
partir de uma mistura de alcoois produzidos pela fermentacdo de agucares de cana-
de-agucar e uva, e encontramos um valor de 115,2 — 129,3 ppm. A analise dos
agrins mostrou que existem diferentes proporgdes do acido acético oriundo da cana-
de-agucar e da videira. Para o acido acético sintético foi obtido um valor superior aos
anteriores, 153,5 ppm. As amostras comerciais foram coletadas no comércio de S&o
Carlos — SP e os padrbes foram obtidos de fontes confiaveis e forneceram valores
da relacao isotépica que foram tomados como referéncia. A acidez das amostras foi
estudada via RMN de "H e por titulagdo. Os valores encontrados por essas técnicas
indicaram que a acidez dos vinagres esta entre 1 e 7%, sendo que as amostras
comerciais apresentaram valores proximos a 4%, concordando com os valores

informados nos rétulos dos produtos.
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Abstract

BIOSYNTHETIC ORIGIN STUDY OF ACETIC ACID
AND ACIDITY DETERMINATION IN COMMERCIAL VINEGAR SAMPLES
THROUGH °H AND 'H NMR

In this work we describe the use of NMR in the biosynthetic origin study
of acetic acid and acidity determination in commercial vinegar samples. The site-
specific natural isotope fractionation of hydrogen and deuterium was investigated by
’H and "H Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (SNIF-NMR). This method is
based on the ratio of deuterium/hydrogen content at a specific position (methyl site)
of acetic acid molecule. The acetic acid, after ethanol fermentation, can be obtained
from plants sugars with different biosynthetic mechanisms C;, C, or CAM and
resulting in different isotopic ratios. In this study we measured the isotopic ratio of
vinegars obtained from C; plants 98,6 —111,8 ppm, C4 plants about 130 ppm, and
CAM plants 106,0 ppm. We also measured contend of agrins, which are vinegars of
alcohol and wine, 115,2 — 129,3 ppm, and for the synthetic acetic acid with higher
value, 153,5 ppm. Commercial samples were obtained in the local shopping in Séao
Carlos — SP and the standard samples were obtained from reliable origin and
provided isotopic ratio values used as reference. Sample acidity was studied through
'H NMR and by titration. These techniques provided acidity between 1 and 7%.
Commercial samples showed acidity about 4% that agree with the values in product

labels instruction.
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1. INTRODUGAO

1.1 O Vinagre

Produto oriundo da fermentagdo de bebidas alcodlicas, o vinagre tem
como principal caracteristica, para seus apreciadores, o sabor. Dentre os tipos de
vinagre mais conhecidos e utilizados no Brasil estdo os de vinho, tanto tinto como
branco, de alcool e de maga.

O alto consumo de vinagre em nosso pais deve-se ao fato do Brasil ser
um pais tropical, onde o consumo de salada € incentivado pelo calor, e a
consequente necessidade de uma alimentagcdo mais leve, mais saudavel,
estimulando o cuidado com a saude. O vinagre pode ser usado no tempero de
saladas, mas também na limpeza dos legumes e verduras', mostrando a sua acéo
bactericida.

Os adeptos da medicina natural recomendam certos tipos de vinagres,
como o de maga, para o tratamento de artrite, indigestdo, osteoporose, canceres e
outras enfermidades, além do combate ao envelhecimento. Essas alegag¢des ainda
nao foram comprovadas cientificamente, mas alguns pacientes que sofrem de artrite
afirmam que um ténico elaborado a partir do vinagre de maga e de mel auxilia no
alivio das dores nas articulacdes®.

Levando-se em conta que o acido acético contido no vinagre é obtido
pela oxidacdo do etanol, todas as matérias-primas alcodlicas e as que contenham
carboidratos, passiveis de sofrerem fermentagao alcodlica, podem ser utilizadas na
producdo de vinagre. Aquelas chamadas de amilaceas contém amido como
carboidrato e necessitam previamente as fermentacdes, da sacarificacdo do amido,
que é feita com amilases do malte. Podemos citar como exemplos, batata, batata
doce, mandioca, arroz, milho, trigo, cevada e centeio. As agucaradas, sdo as que

contém carboidratos onde a fermentagao alcodlica pode acontecer diretamente, das



quais podemos destacar: uva, maga, caqui, abacaxi, laranja, mel, melado, agucar
mascavo, malte e xarope de glucose®.

Para obtencdo do vinagre a partir das matérias-primas originais, séo
necessarios dois processos de fermentagdao distintos: alcodlica e acética. A
fermentacgao alcodlica é feita por leveduras, tais como a Saccharomyces cerevisiae e

acontece em um processo anaerobio cuja equagao simplificada® esta representada

na figura 1.1.
H H,
H Leveduras _C.
H = 2 HC™ "OH +2CO0,
H Etanol
H CH
Glucose

FIGURA 1.1 — Esquema reacional da primeira etapa da fermentacgao (alcodlica).

Além do etanol e do didxido de carbono ainda existem os produtos
secundarios da fermentagdo como glicerol, acido succinio, etc.

Na fermentacéo acética, ou seja, a 22 etapa, o etanol é oxidado a acido
acético e essa reagao é feita por bactérias acéticas e em meio aerdbio. As principais
espécies utilizadas do género Acetobacter sao: A. aceti orleanensis, A. aceti xilinum,

e A. aceti liquefaciens. A reagdo® pode ser resumida na figura 1.2.

O
H
_C- Bactérias J\ + O
H,C” "OH +0, = H,C~ TOH H H

FIGURA 1.2 — Esquema reacional da segunda etapa da fermentacao (acética).

Além do acido acético sao produzidas pequenas quantidades de outros
produtos como aldeidos, cetonas, ésteres e outros acidos organicos, sendo o
acetaldeido o composto secundario predominante, e que tem o inconveniente de

provocar “aspereza” ao vinagre.



Normalmente os vinagres possuem entre 4 e 14% de acido acético®,
sendo designado de vinagre duplo o fermentado acético que apresentar entre 8 e
11,9 % de acido e triplo aquele que apresentar uma quantidade superior a 12 % de

acido.

1.1.1 A Histéria do Vinagre

A origem do termo vinagre foi a palavra francesa vinaigre, que significa
vinho acido. Conta-se que na antiguidade um chefe de familia preparou um suco
fresco, levemente adocicado, como era de costume na época, e o colocou em uma
jarra de pedra. Passando-se algum tempo, esse suco deveria fermentar e dar origem
a um liquido ligeiramente inebriante, que € o vinho. Todavia, esse liquido,
provavelmente, ficou durante muito tempo dentro da jarra, acabando por se
transformar em uma bebida &cida, diferente do vinho conhecido. Nesse momento
surgiram duvidas entre as pessoas a respeito de que tipo de bebida seria aquela e
eles imaginavam que algum tipo de transformacdo havia acontecido, mas néao
sabiam explicar o fato®>. O que realmente aconteceu ninguém sabia, mas o
importante € que o vinagre havia entrado na histéria da humanidade.

Muitos mitos e praticas foram utilizados durante séculos na tentativa de
preparar o vinagre, especialmente quando as pessoas passaram a acreditar que ele
promovia muitas curas, tais como, a perda de peso, diminuigdo do colesterol,
retardamento do envelhecimento, combate a artrite, reumatismo e osteoporose,
entre outras®. Atualmente sabemos que a complicada arte de fazer vinagre era
desnecessaria e que o0 sucesso das receitas primitivas estava na contaminagao
acidental do vinho por microorganismos necessarios a sua fermentacao, ou seja, o

que originou o vinagre foi sua exposi¢c&o ao ar.

1.1.2 Os tipos de Vinagres

Varios tipos de vinagres tém sido produzidos atualmente, em maior ou
em menor escala, e alguns deles estao listados abaixo. Os mais comercializados no
Brasil s&o os de vinho, alcool e maca.

Vinagre balsamico: E um vinagre escuro e levemente aromatizado,

que geralmente é produzido com uvas selecionadas da regiao de Modena, na Italia.



O auténtico vinagre balsdmico passa por um processo de fermentagao longo, feito
em barris de madeira, que deve durar pelo menos dez anos, por isso seu valor é tao
superior aos demais vinagres’.

Vinagre de macga: Esse vinagre é obtido a partir do suco de maca
fermentado. A medicina popular diz que é o mais saudavel dos vinagres, pois € rico
em sais minerais, fosforo, potassio, cloro, sddio, entre outros®.

Vinagre de vinho: E o vinagre mais comum no Brasil e é elaborado a
partir do vinho tinto ou branco. Sua qualidade difere de uma marca para outra e
alguns podem ser mais acidos’.

Vinagre de alcool: E o vinagre preparado a partir da cana-de-agucar.
Sua maior utilizagdo é em conservas’.

Além desses tipos de vinagres existem outros que sdo comercializados
em pequena escala ou que comecaram a ser industrializados ha pouco tempo. Sao
eles: vinagre de malte’ (produto escuro e fermentado, feito a partir do malte da
cevada), de arroz’ (utilizado na culinaria japonesa, € obtido a partir da fermentagao
do arroz, sendo mais suave e ligeiramente adocicado), de mel® (feito a partir do mel
puro, que € uma matéria-prima de alto valor bioldgico, por isso seu valor € maior que
0s outros vinagres), de abacaxi e de laranja.

Os vinagres aromatizados sao aqueles que contém dentro de seus
frascos ervas, frutas ou alho’.

Ainda existem alguns tipos de vinagre que sao chamados de agrin ou
fermentado acético de alcool e vinho, tanto branco como tinto. A acidez deles é
descrita no frasco como sendo igual a 4%, mas as porcentagens do acido acético

vindo do alcool e do vinho ndo sao informadas.

1.2 Os Mecanismos Biossintéticos

As caracteristicas das plantas superiores com relacdo ao seu modelo
de assimilagdo do CO; tém levado a sua classificacdo dentro de trés grupos
distintos: plantas Cs, C4 € CAM®. Os dois primeiros grupos sdo assim nomeados com
base em estudos feitos expondo-se as plantas ao diéxido de carbono radioativo.
Consequentemente acontece uma reagao entre o acgucar da planta e o CO,

radioativo, formando compostos de trés ou quatro atomos de carbono marcados



isotopicamente, dando o nome aos grupos. O terceiro grupo refere-se as plantas que
realizam o metabolismo do acido crassulaceo (Crassulacean Acid Metabolism —
CAM), cujo nome se deve ao fato de ter sido primeiro encontrado nas plantas da
familia Crassulaceae.

Nas plantas C3 o primeiro produto estavel formado é o acido
fosfoglicérico (3-phosphoglyceric acid — PGA)'°, enquanto que nas plantas C4 0
primeiro produto formado € o acido oxalacético. No entanto, a velocidade do
metabolismo desse intermediario inicial € tdo rapida que os primeiros produtos
majoritarios que podem ser detectados sdo o acido malico e o acido aspartico. As
plantas CAM também produzem grandes quantidades de acidos organicos com
quatro atomos de carbono, que séo os primeiros produtos da assimilagao do CO,.

O ciclo Cj3 foi descoberto por Calvin e € denominado Ciclo de Calvin ou
Ciclo Fotossintético Redutivo do Carbono de Plantas C;. Apds os trabalhos de
Calvin, outros pesquisadores, Hatch, Slack, Kortschak, determinaram que algumas
espécies de gramineas tropicais como a cana-de-agucar € o milho, sdo capazes de
fixar o CO, em compostos de quatro atomos de carbono. Essas plantas sao
denominadas de Plantas Concentradoras de CO; ou Plantas C4. Posteriormente, foi
descoberto que algumas espécies de plantas de regides aridas, como as cactaceas,
abrem seus estdmatos somente a noite e fixam o CO, pelo mecanismo C4. Durante
o dia, essas plantas fecham os estdbmatos para evitar a perda excessiva de agua, e
apresentam mecanismo Cj, as plantas com essas caracteristicas sdo denominadas
de plantas CAM"".

1.2.1 A Fixacao do Carbono em Plantas C;

A fixacdo do CO; pode ocorrer usando o poder redutor do NADPH e a
energia fornecida pelo ATP, ambos produzidos na fase fotoquimica da fotossintese.
As reacdes enzimaticas envolvidas no processo de fixagdo e redugao do carbono
nos carboidratos foram estudadas primeiramente por Melvin Calvin e colaboradores,
usando técnicas radioisotdpicas (**C) e cromatografia bidimensional de papel. Pelo
seu trabalho na elucidacdo do processo de fixagdo do carbono na fotossintese,
Calvin recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1961"".

Os trabalhos de Calvin foram realizados com as algas verdes

unicelulares Chlorella e Scenedesmus, em virtude de sua similaridade bioquimica



com as plantas superiores e também pelo fato de poderem ser cultivadas sob
condicdes uniformes e serem mortas rapidamente apds ensaios de curta duragao a
que eram submetidas.

Nas plantas C;, a fixacdo do carbono nos acgucares pode ser
considerada como ocorrendo em quatro fases distintas® '":
a) Fase de carboxilagao, catalisada pela enzima Rubisco;
b) Fase de redugao, onde se utilizam o NADPH e o ATP;
c) Fase de regeneragao do aceptor de CO; e

d) Fase de sintese de produtos.

a) Fase de Carboxilagéo

Essa é uma fase enzimatica, que consiste de uma reacao de adi¢ao do
CO, a um acgucar de cinco atomos de carbono, a ribulose-1,5-bifosfato (RuBP),
seguida de uma clivagem molecular, para formar duas moléculas de acido
fosfoglicérico (PGA) de trés carbonos. Essa reagdo € catalisada pela enzima
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco).

A enzima Rubisco além de atuar como uma carboxilase, ela também
apresenta atividade oxigenase. Quando atua como oxigenase, o aceptor inicial de
CO,, a ribulose-1,5-bifosfato, se combina com o oxigénio para produzir uma
molécula de PGA e uma do acido fosfoglicdlico (dois atomos de carbono). Esse

processo € denominado de fotorrespiracao.

b) Fase de Reducao

Nessa fase o PGA formado pela adigcdo de CO; a ribulose-1,5-bifosfato
€ reduzido ao agucar de trés carbonos, triose-fosfato (gliceraldeido-fosfato). A
reacao se da em duas etapas, a primeira € uma fosforilagdo do PGA, que acontece
adicionando-se um fosfato do ATP, e a segunda €& uma redugdo do acido
difosfoglicérico, utilizando o NADPH. O NADPH é usado para transformar o grupo
acido do PGA no grupo aldeido da triose-fosfato, e o ATP é necessario para fornecer
energia extra a fim de executar essa etapa. Uma vez que o CO; foi reduzido a um
agucar de trés carbonos, a parte conservadora de energia da fotossintese foi
executada. Depois disso, € necessario regenerar a molécula aceptora inicial de CO,

para que ocorra a fixagdo de CO, indefinidamente (fase de regeneragédo) e



transformar a triose-fosfato em agucares mais complexos, carboidratos, gorduras,

etc. (fase de sintese).

c) Fase de Regeneracéao
O aceptor inicial de CO,, RuBP, é regenerado para posteriores reagoes
de fixacdo através de uma série complexa de reagdes envolvendo agucares

fosfatados com trés, quatro, cinco, seis e sete atomos de carbono.

d) Fase de Sintese de Produtos

Os produtos finais da fotossintese sao considerados primariamente
como agucares e outros carboidratos; além de gorduras, acidos graxos e acidos
organicos que tém sido também admitidos como sintetizados na fixagéo

fotossintética do carbono.

Esse ciclo pode ser resumido esquematicamente como mostrado na

figura 1.3.
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FIGURA 1.3 — Representacao esquematica do Ciclo de Calvin.



1.2.2 A Fixagcao do Carbono em Plantas C,

Algumas plantas de regides tropicais sdo capazes de fixar o CO, em
compostos de quatro atomos de carbono, como os acidos oxalacético, malico e
aspartico, além da reducéo operada pelo ciclo de Calvin. As folhas dessas plantas
apresentam uma estrutura especial denominada de “Anatomia de Kranz”, que se
caracteriza por um feixe vascular bastante desenvolvido, rodeado pelas células da

" Envolvendo essas células localizam-se as células

bainha do feixe vascular®
mesofilicas, com cloroplastos gana, muito semelhantes aos cloroplastos das plantas
Cs.

Nas plantas C,4, inicialmente a fixagao ocorre nas células mesofilicas,
onde o CO; é adicionado ao acido fosfoenolpiruvico, via a enzima fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPcarboxilase) para formar o acido oxaloacético. Subsequentemente,
0 acido oxalacético pode ser reduzido ao acido malico com a utilizagdo do NADPH
ou pode ser transformado no acido aspartico, por uma reacdo de aminacao.
Posteriormente, o acido malico é transportado até as células da bainha do feixe
vascular, onde é descarboxilado liberando o CO; e produzindo o acido piruvico. O
CO: liberado é refixado via o ciclo de Calvin e o acido piravico resultante volta as
células mesofilicas, onde & convertido ao acido fosfoenolpiruvico, regenerando o
aceptor inicial de CO..

No mecanismo de fixagao de carbono dessas plantas, a alta atividade
carboxilativa da enzima PEPcarboxilase assegura uma alta concentragdo de CO,
nas células da bainha do feixe vascular, onde ocorre a refixacdo do CO, pelo ciclo
de Calvin. Dessa forma, predomina-se uma alta atividade carboxilase da enzima
Rubisco e uma menor taxa de fotorrespiracao (atividade da oxigenase), porque a
alta concentragdao de CO, compete melhor que o oxigénio, pela enzima e pelo
substrato (RuBP). Por outro lado, ao ocorrer a fotorrespiragéo, o CO, produzido néo
consegue sair das folhas, sendo rapidamente refixado pela PEPcarboxilase.

O ciclo C4 pode ser resumido esquematicamente como na figura 1.4.
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FIGURA 1.4 — Representacido esquematica do Ciclo C,.

1.2.3 A Fixacao do Carbono em Plantas CAM

As plantas CAM s3o especialmente adaptadas a regides aridas'?, com
altas temperaturas diurnas, baixas temperaturas noturnas, alta radiagao e baixo teor
de agua no solo. Essas plantas, geralmente, abrem seus estdmatos a noite e os
fecham durante o dia, dessa forma minimizam a perda de agua, e apresentam,
portanto, alta eficiéncia no seu uso. Dentre as familias de angiospermas com
metabolismo CAM podemos citar Agavaceas, Bromeliaceas, Cactaceas,
Crassulaceas e Orquidaceas'" 2.

Embora bioquimicamente a fixagcdo noturna das plantas CAM seja
analoga aquela de plantas C4, os conteudos isotdpicos de carbono e hidrogénio s&o
moderados pela extensao da fixacdo de CO, durante o dia, com a carboxilacdo
direta pela enzima Rubisco. Inicialmente, o CO, é fixado a noite, via a enzima
PEPcarboxilase, utilizando o acido fosfoenolpirivico como aceptor e formando o
acido oxalacético, que em seguida é reduzido ao acido malico, que se acumula nos
vacuolos. Esse acumulo durante a noite, € equivalente ao CO, fixado, e provoca a
acidificagado noturna da folha. No dia seguinte, com os estdmatos fechados, o acido

malico & transportado para o citosol onde € descarboxilado, por agdo da NAPD-
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enzima malica, em acido pirtuvico e CO,. O CO; liberado internamente n&o sai da
folha e €, entéo, refixado via enzima Rubisco.

A elevada concentragdo interna de CO,; que se gera favorece a
atividade carboxilativa da enzima Rubisco e reprime a oxigenagao fotorrespiratéria

da RuBP. Esse ciclo pode ser resumido como mostrado na figura 1.5.
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FIGURA 1.5 — Representacao esquematica do Ciclo CAM.

As vantagens dos metabolismos CAM e C, sobre o C3; sdo a alta taxa
fotossintética (dificiimente atinge-se a saturagcdo da fotossintese), a auséncia da
fotorrespiracado, a alta eficiéncia na utilizagdo da agua, a alta tolerancia salina, e 0
baixo ponto de compensagdo para o CO,. As desvantagens sédo o alto custo
energético e o consequente menor rendimento de fixagdo de CO,. Além disso, com
excecdao do abacaxi, as plantas de metabolismo CAM, ao contrario das de
metabolismo Cs, ndo sdo muito produtivas em termos de biomassa, ja os vegetais de

metabolismo C,4 sdo altamente produtivos.
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1.3 RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear tem sofrido grandes avangos nos
ultimos tempos e além das aplicagbes classicas na elucidagao estrutural de
compostos organicos, tem se mostrado uma técnica extremamente util na analise de
alimentos processados e também in natura'. A medida que aumentamos a
resolugao espectral através de campos magnéticos com maior intensidade, podemos
obter em um Uunico espectro um grande numero de informagdes a respeito das
substancias presentes através do deslocamento quimico, e da quantidade de
material através da intensidade do sinal. O primeiro podera revelar a natureza das
substancias, chegando na maioria das vezes a sua estrutura espacial, e a segunda,
revelando informacgdes a respeito da quantidade de material quando a analise é feita
em condi¢des quantitativas.

Outras técnicas como a Espectroscopia na regido do Infravermelho e a
Espectrometria de Massas também tém sido usadas com tal objetivo. Porém, sem
duvida alguma, a RMN ¢é a ferramenta mais poderosa quando o alvo principal é a
identificacdo de constituintes quimicos, em quantidades apreciaveis, e com estrutura
desconhecida. No entanto, devido ao grande numero de informagdes que pode estar
contido no espectro de uma unica amostra, vem sendo cada vez mais utilizados
programas computacionais que nos permitem distinguir com clareza as sutilezas
tanto em relacdo a variagdo dos constituintes quimicos como quanto a sua
quantidade. Para isto faz-se uso da quimiometria, que aliada a RMN tem se
mostrado uma ferramenta util quando se pretende comparar um grande numero de
amostras e com pequenas variagoes tanto no tipo de substancias quanto na
quantidade delas presentes.

Outro aspecto importante diz respeito ao tempo consumido no preparo
da amostra a ser submetida a analise. No caso da RMN, via de regra, exige-se o
minimo dispéndio de tempo chegando na maioria das vezes a se resumir

simplesmente a adigao de solvente deuterado a amostra.
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1.3.1 SNIF-NMR - Site Specific Natural Isotopic Fractionation

studied by Nuclear Magnetic Resonance

Uma das maiores contribuigcbes da Ressonancia Magnética Nuclear de
alta resolucao para a autenticagao de alimentos é o seu uso na medida do conteudo
isotdpico, em abundancia natural, em sitios moleculares especificos de uma dada
espécie vegetal. A técnica, conhecida como SNIF-NMR, é uma marca registrada dos
laboratérios EUROFINS e foi desenvolvida no inicio dos anos 1980 pelos
professores Gérard e Maryvonne Martin na Universidade de Nantes, em Nantes, na
Franca'® '’

Essa técnica foi desenvolvida para detectar a adigao de acgucares nao
declarados no vinho, podendo esse processo ser chamado de enriquecimento ou
chaptalizacdo'®. Esse enriquecimento acontece quando ha adicdo de aglcar no
mosto da uva antes da fermentagdo, com o objetivo de aumentar o teor alcodlico, e
consequentemente o valor do vinho. Essa adi¢do de agucar nao necessariamente se
configura em fraude, uma vez que é permitida a adicdo de uma certa porcentagem
dependendo das condigdes climaticas durante uma determinada safra. Por meio de
analises isotopicas € possivel mostrar, se houve ou nao, adicdo de agucares
provenientes de outras fontes como: beterraba'®, milho, cana-de-acucar'®, etc.
durante o processo de fermentacéo.

A técnica SNIF-NMR também tem sido aplicada a outros produtos,
além do vinho, para mostrar a adicdo de agucares ndo declarados® -~ %, Sua
aplicacao tem sido estudada em conjunto pelo Comité Europeu de Normalizacao e
pela Associacao Internacional da Comunidade Analitica (AOAC International). Esse
estudo consiste nas medidas conjuntas de RMN e EM, sendo que a primeira
determina a relacéo isotépica H/'H e a segunda determina a relacdo "*C/"2C?.

A Espectrometria de Massas de '°C pode ser usada para distinguir
entre as trés rotas principais de metabolismos biossintéticos, C3;, C4 e CAM,
utilizadas pelas plantas para produzirem acucar. Enquanto a EM permite a
diferenciacdo entre os trés metabolismos, a RMN quantitativa permite a
discriminac&o da origem botanica dentro de um tnico metabolismo?*. Por exemplo, a
adulteragado de vinhos e sucos de frutas pode ser feita adicionando-se agucares
derivados da beterraba, essa, por sua vez, utiliza o mesmo ciclo metabolitico que a

videira, a laranjeira entre outros, tornando-se impossivel a detec¢cao da origem do
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agucar adicionado utilizando-se somente a Espectrometria de Massa de '*C*°

, pois
os valores da relacao isotdpica "*C/"?C para o etanol obtido a partir da beterraba, do
vinho e do suco de frutas sdo muito préximos. Ja a técnica de RMN pode ser
utilizada ndo somente para detectar esse acucar adicionado como também para
quantifica-lo, pois o etanol obtido de cada um desses agucares apresenta valores

distintos para a relacgo H/'H.

1.3.1.1 A determinacao das Razdes Isotdpicas no Sitio Especifico

A distribuicdo isotopica é definida em termos da abundancia isotopica,

A, ou da razao isotdpica, R'®.

pesado
A= , ou equacio 1
pesado + leve
esado
R =220 equacao 2
leve

pesado significa o isétopo mais pesado e leve o isétopo mais leve do
constituinte atdmico em questéo.

A e R sao expressos em porcentagem (%) ou em partes por milh&do
(ppm) dependendo da natureza do constituinte atbmico que esta sendo considerado.

Similarmente, uma razao isotépica em um sitio especifico, R;, pode ser
definida como a razao entre os atomos pesados e leves do mesmo elemento em um
sitio especifico i. Por exemplo, para o deutério, a razao isotdpica no sitio especifico
representa o numero de atomos de deutério em relagdo ao numero de hidrogénio

em um sitio i, e € dada como

‘H
R, = E i equagao 3

Nesse caso, 0 numero de atomos de deutério no sitio /i pode ser
considerado como equivalente ao numero de isotopdmeros monodeuterados do tipo
i — um isotopdmero sendo definido como uma espécie quimica equivalente de

diferente conteudo isotépico.

A razao isotodpica total R é, entdo, uma média ponderada das razoes

isotopicas R; dos seus n isotopdmeros monodeuterados i
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n

R= P R equaco 4

i=1

Fi e Rj podem ser expressos como

_ b
r = n e equacao 5

Zpi

i=1

R, = FZ:R equagao 6

F; é a fragdo molar estatistica correspondente a distribuicdo de deutério
nos n isotopdmeros com p; posi¢des equivalentes,

fi € a fracdo molar experimental ou verdadeira, que pode ser obtida
diretamente da intensidade do sinal correspondente no espectro de RMN de ?H.

A razao no sitio especifico R; pode ser determinada na equacéo 6,
desde que a razao isotopica total seja obtida nas medidas de IRMS (/sofope Ratio
Mass Spectrometry). Esse é um método de referéncia externa.

Os experimentos de Espectrometria de Massas ndo sdo necessarios
quando ha utilizacdo de um padrao interno na determinagdo de RMN. Nesse
procedimento de referéncia interna, uma extragcdo do acido acético do vinagre é
realizada, depois disso a massa obtida é pesada, transferida a um tubo de RMN
juntamente com uma quantidade pré-conhecida de padrdo (N,N-tetrametiluréia —
TMU?") e ap6s a realizagdo das medidas, os sinais serdo integrados e obtém-se a

relagdo isotdpica 2H/'H a partir da férmula abaixo?®

*HY' M NP mP MA(HY
'H) IP NA mA MP\'H

equagao 7

(*H/"HY*: Relagao isotépica deutério/hidrogénio do acido acético.

(®H/"H)": Relagao isotopica deutério/hidrogénio do padrao.

IA e IP: Area dos sinais de RMN para as metilas do acido acético e do
padrao, respectivamente.

NA e NP: Numero estequiométrico de hidrogénios das metilas do acido
aceético e do padrao, respectivamente.

mA e mP: Massa do acido acético e do padrao, respectivamente.

MA e MP: Massa molar do acido acético e do padrao respectivamente.
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a) O Padrao Interno

A selecdo do composto a ser utilizado como padrao intermolecular é
baseada nos seguintes critérios:

a) Ele deve ser soluvel no solvente utilizado.

b) Deve ser quimicamente inerte ao solvente e a amostra.

c) Nao deve ter sinais que se sobreponham aos sinais da amostra.

d) Preferencialmente, no espectro de RMN de 'H, deve apresentar um

unico singleto.

e) Deve ter uma massa molar relativamente alta.

f) Ele deve ser facilmente removido da amostra, se necessario.

A N,N-tetrametiluréia (TMU) é um solvente excelente para a dissolugéo
de substancias organicas, particularmente compostos aromaticos. Semelhante a
piridina € miscivel em todas as propor¢des ndao somente em agua, mas em todos 0s

solventes orgénicos comuns.

1.3.1.2 RMN de ?H para Determinacdes Quantitativas da Razdo

Isotépica

O deutério possui uma baixa abundancia natural, existem
aproximadamente cento e cinqlienta atomos de deutério para um milhdo de atomos
de hidrogénio, por isso a RMN de ?H é consideravelmente menos sensivel que a
RMN de "H™®.

A marcacao isotdpica com deutério tem sido utilizada para estudar os
mecanismos de rea¢des quimicas, pois o deslocamento quimico de deutério (5 2H) é
idéntico ao deslocamento quimico do hidrogénio correspondente (5 'H). Portanto, a
investigagdo no espectro de RMN de 2H de sitios especificamente marcados pode
fornecer informacbdes valiosas para auxiliar na elucidacdo de compostos que
possuem espectros de RMN de "H relativamente complexos'®.

Uma vantagem da técnica SNIF-NMR é a possibilidade de medir a
relagao 2H/"H em abundancia natural sem a necessidade da marcagao isotdpica.

A obtencao dos espectros de deutério em condi¢des quantitativas, que
sao utilizados na determinagdo da razao isotdpica, requer cuidados especiais na

aquisigao e no tratamento dos dados. Um canal para o ajuste da homogeneidade do
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campo de inducdo magnética, geralmente um lock de '°F, é necessario para evitar
os deslocamentos do campo magnético e subsequente o alargamento dos sinais. O
desacoplamento de banda larga € aplicado para remover a multiplicidade dos sinais
devido ao acoplamento entre o deutério e o hidrogénio ('H), ja que a probabilidade
de existirem espécies bideuteradas em abundancia natural é extremamente baixa e,
portanto, o acoplamento ?H - ?H pode ser ignorado.

O deutério possui spin | = 1 e por isso tem momento quadrupolar, como
todos os outros nucleos que possuem | = 1. Embora seja um nucleo com momento
quadrupolar, seu valor € muito pequeno® e, portanto, seu mecanismo de relaxagao
frequentemente se assemelha ao de nucleos com spin 72 em moléculas pequenas.
Isso e a baixa eficiéncia relativa dos mecanismos dipolares fazem com que os
efeitos nucleares Overhauser possam ser ignorados quando se realizam espectros
de RMN de ?H desacoplando-se o hidrogénio, o que € particularmente vantajoso em
determinagdes quantitativas de deutério®”.

A figura 1.6 ilustra graficamente a sequéncia de pulsos zgdc, que €&

utilizada para a aquisigao dos espectros de H.

90° x

2H

1H CPD - WALTZ16 L

FIGURA 1.6 — Esquema da seqléncia de pulsos zgdc (nomenclatura utilizada em

equipamentos Bruker).

Essa sequéncia utiliza-se do desacoplamento do hidrogénio durante
todo o experimento, que é feito utilizando um pulso composto chamado de WALTZ-

16 (Wonderful AlLternating phase Technique for Zero residual splittings), cujo

elemento basico de inversdao é 90° 180°, 270° (ou mais sucintamente, 12 3)%.
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Durante o desacoplamento de 'H um pulso de 90° é aplicado na freqiiéncia do
deutério, transferindo a magnetizagcado de todos os nucleos de deutério da amostra
do eixo z para o plano x-y onde é detectada, pois ali se encontra o detector do

equipamento.

a) A aquisigcao dos dados sem Lock

Existem alguns casos onde o deutério ndao esta disponivel para corrigir
as variagdes no deslocamento do campo magnético (lock), por exemplo, quando se
deseja observar ou desacoplar esse nucleo, entdo, € necessario adquirir os dados
sem Jock. A realizacdo desses experimentos € possivel dentro de um intervalo de
tempo limitado, que depende da velocidade de deslocamento do campo magnético
(drift) do espectrdbmetro. Em experimentos que levam horas para serem realizados
por causa da sensibilidade ou da pequena quantidade de amostra, a estratégia a ser
aplicada é a aquisicdo de uma série de FIDs (Free Induction Decays), cada um com
um periodo de tempo curto, por exemplo, uma hora. Os deslocamentos (drifts)
dentro de cada grupo poderdo ser ignorados, enquanto que deslocamentos que
possam ocorrer fora da duragédo total do experimento podem ser corrigidos pela
adicdo dos espectros no dominio da frequéncia, onde os deslocamentos da
freqUéncia sdo compensados pela utilizagdo de uma referéncia interna. Essa adicao
fornece o aumento desejado na relagéo sinal/ruido®.

Uma outra alternativa na aquisicdo dos espectros de deutério sem o
lock de 'F é a realizacdo de experimentos rapidos sem a utilizagdo de solvente
deuterado. Pode-se utilizar um primeiro tubo contendo a amostra e uma quantidade
pequena de solvente deuterado para fazer o shimming (homogeneidade do campo
magnético) nas mesmas condicdes da amostra a ser analisada. Em seguida,
analisa-se a amostra de interesse rapidamente sem que haja variagdes no campo

magnético.
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1.3.1.3 A Autenticacao de Vinhos

A aplicagdo original da técnica SNIF-NMR foi a detecgdo de
enriquecimento em vinhos®, sendo que as relacdes isotdpicas medidas nos
diferentes sitios moleculares do etanol presente no vinho diferiam significantemente
de acordo com a origem do agucar e da agua que eram utilizados para produzi-lo.
Assim, era possivel dizer em que regidao de um pais as uvas, que produziram um
certo tipo de vinho, haviam sido cultivadas®*. Por isso, a identificacdo da origem
geografica, do ano de produgdo e da variedade € de grande interesse para os
produtores e consumidores de vinho, pois fornecem critérios determinantes para
garantir a qualidade do produto.

Numerosas investigagdes a respeito da caracterizagao das variedades
de vinho, principalmente utilizando cromatografia liquida ou gasosa e analise
sensorial foram feitas, e a técnica de enriquecimento isotépico, frequentemente
utilizada para a investigacdo dos mecanismos de fotossintese®®, também foi
aplicada. Do ponto de vista analitico, um melhor entendimento dos passos
enzimaticos e dos paradmetros metodologicos que intervém na bioconversdo dos
agucares de varias origens em condi¢cdes naturais pode ser obtido pelo estudo dos
isétopos estaveis em abundancia natural, ja que eles oferecem um meio de
correlagdo entre o material de partida e o produto final®.

Valores precisos da razdo isotdépica podem ser encontrados pela
Espectrometria de Massas, mas esse método requer a combustdo da matéria
organica em agua e dioxido de carbono antes da realizagdo do experimento e,
portanto, somente a informacao total € obtida. Para obter informacdes em posicdes
especificas o contetdo isotépico de '*C em fragmentos moleculares tem sido
investigado, porém transformagdes quimicas cuidadosas devem ser realizadas.
Devido a isso tém-se realizados estudos com outros nucleos no campo das analises
isotopicas, como o deutério.

Os parametros isotépicos de hidrogénio no sitio especifico podem atuar
como fontes de significado climatico. Com a utilizacdo da técnica SNIF-NMR é
possivel fazer a distingdo entre plantas cultivadas em paises situados em diferentes
latitudes do mundo ou mesmo dentro de um unico pais com variacdes climaticas,
que estdo, portanto, sujeitos as variagdes de temperatura e precipitagcbes de

chuva®.
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1.3.1.4 A Autenticacao de Sucos de Frutas

A técnica SNIF-NMR tem sido aplicada aos sucos de frutas®” @

para
detectar a adicao de agucares nao declarados, como o agucar de beterraba.

A autenticidade de um suco nao conhecido pode ser verificada
comparando-se a razao isotdpica medida com valores obtidos de produtos naturais
auténticos contidos em um banco de referéncia'®. A distribuicdo de deutério é
influenciada por condi¢des climaticas e geograficas, por isso, produtos auténticos do
mesmo ano e regido devem ser utilizados na comparagao.

O principio da técnica SNIF-NMR consiste da medida da concentragao
de deutério do etanol obtido apos a fermentacdo do actcar do suco™.

O etanol, CH3CH,0H, possui trés isotopdmeros em abundancia natural,
que devem ser considerados. O deutério, D, portanto, pode se localizar em trés
posi¢des: no sitio da metila, CH,DCH,OH (l), no sitio da metilena, CH;CHDOH (ll)
ou no sitio da hidroxila, CH3CH,OD (I11)'® *°. A raz&o entre o deutério e o hidrogénio
€ a proporgdo de cada espécie monodeuterada em relagdo a molécula
completamente hidrogenada, (*H/'H);, (*H/'H)y e (®*H/'H). A probabilidade de se
encontrar uma espécie bideuterada € muito pequena e pode ser ignorada devido a
baixa abundancia natural do deutério em relagdo ao hidrogénio*'.

O etanol derivado do acgucar de beterraba € menos enriquecido em
deutério no sitio | do que aquele fermentado a partir do suco de fruta, por exemplo,
do suco de laranja. Ja o etanol fermentado da cana-de-agucar € mais enriquecido
em deutério no sitio | que o fermentado a partir do suco de fruta*’. Na tabela 1.1
estdo as variacdes tipicas observadas para a relacdo isotopica *H/'H do suco de

laranja, além de dois exemplos de adulteracéo.
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TABELA 1.1 — Valores tipicos para a relagéo isotépica 2H/ 'H.

(*H/ "H), (ppm) (*H/ "H)y (ppm)
Produto
Valor médio Variacoes Valor médio  Variacdes

Suco de laranja 104,5 > 103 (min. 103) 128 >125
Acucar de beterraba 92,5 92 - 93 128 > 125
Acucar de cana/milho 110,5 110 — 111 128 > 125
Suco de Laranja + .
25% de acucar de beterraba 101,5 - 128 -
Suco de Laranja + 106,0* 3 128 3

25% de agucar de cana

* - Exemplos de adulteracéo.

Pela analise da tabela 1.1 pode-se ver que pela adigdo de 25% de
agucar de beterraba ao suco de laranja faz com que o conteudo de deutério no sitio |
seja consideravelmente diminuido. O mesmo raciocinio pode-se fazer para a adigéo
de 25% de agucar de cana, verificando-se que o conteudo de deutério no sitio | é
aumentado. Essa é uma forma de verificar se a amostra foi ou ndo adulterada.

A autenticagdo do suco de limdo € feita medindo-se a distribuicdo
natural de deutério nos acidos citrico e malico e nos agucares presentes no suco,
pois esses compostos podem ser produzidos por fontes mais baratas que o limao*

e, em seguida, adicionados ao suco.

1.3.1.5 A Autenticacao de Outros Produtos Ricos em Acucar

Um procedimento analitico semelhante ao usado para a autenticacéo
dos sucos de frutas é utilizado para detectar a adicdo de agucares de cana ou de
beterraba na producao de mel e xarope de bordo.

O mel possui conteudo isotopico préximo ao de agucares produzidos
por plantas que realizam o metabolismo biossintético C;, com valores
aproximadamente maiores do que o agucar de beterraba*. A adulteracdo do mel
pode ser facilmente executada alimentando-se as abelhas com uma solugdo de
sacarose, quando elas estdo fazendo a coleta do néctar. A alimentagao excessiva
da abelha com o acucar de beterraba causa uma diminuigdo no valor da relagao
isotopica da metila do etanol produzido a partir da fermentacdo do mel e a

alimentacdo com o acucar da cana aumenta esse valor.
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O xarope de bordo é produzido da seiva xilema, Acer saccharum. Essa
seiva é extraida no final da estacdo do inverno e contém aproximadamente dois por
cento de solido, que pode ser concentrado por meio da evaporagdo da agua,
obtendo-se um xarope rico em aguicar®™ *°. O maior componente desse xarope, a
sacarose, pode ser obtido de outras fontes, muito mais baratas, por exemplo, milho,
cana-de-agucar e beterraba. Essas fontes podem ser usadas para aumentar a
producdo do xarope e, consequentemente, elevar os lucros da industria. Esse

procedimento também caracteriza uma adulteragao.
1.3.1.6 O Acido Acético como um Parametro Isotépico

Os vinagres sao obtidos por meio de oxidagdes quimicas ou
bacteriologicas do etanol, sendo que esse €& produzido pela fermentagcdo de
agucares de varias origens, como a cana-de-agucar, a uva, a laranja, o mel, entre
outros. Por isso, a caracterizagdo do acido acético nos vinagres € de grande
importancia para a industria de alimentos, ja que visa a autenticidade das amostras
produzidas em escala comercial®’. Porém muitos dos trabalhos publicados s&o
baseados na Espectrometria de Massa da relacéo isotopica *C/'°C (IRMS). Como
foi citado anteriormente, essa técnica nédo é totalmente eficiente quando aplicada
isoladamente na deteccao e quantificagao de adulterantes, ndo conseguindo mostrar
uma adulteragcdo que foi realizada dentro de um unico grupo de metabolismo
biossintético, como por exemplo, um vinagre de mag¢a adulterado com o acido
aceético proveniente de um acucar de beterraba, isso porque ambos s&o obtidos pelo
metabolismo Cs. Por isso, tornou-se necessario a implementagcao de uma técnica
que pudesse ser utilizada juntamente com a Espectrometria de Massas, ou até
mesmo separadamente, com a finalidade de superar essas dificuldades. Neste
sentido, iniciou-se o estudo de amostras de vinagres comerciais utilizando a técnica
SNIF-NMR, visando uma perfeita caracterizacdo dessas.

Em relagdo ao fracionamento isotépico de deutério, isdétopo mais
pesado que o hidrogénio e que pode substitui-lo nas moléculas de acido acético,
verificou-se que devido aos processos bio-enzimaticos o contetido de H desse
composto era menor do que aqueles de seus precursores glicoliticos46. Através da
técnica SNIF-NMR ¢é possivel mostrar que o etanol, obtido pela fermentagao

glicolitica, possui um conteudo de deutério menor que a glucose e que a oxidagéo
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quimica ou bacteriolégica do etanol permite uma correlagdo muito proxima entre o
contetido de deutério no grupo metila do etanol e do acido acético®.

Quando se realizam os experimentos de IRMS de *C e SNIF-NMR de
’H em uma mesma amostra, as limitagdes dessas técnicas devem ser consideradas.
Na medida de IRMS de 'C, outras fontes de carbono além do acido acético devem
ser eliminadas da amostra, embora pequenas quantidades de agua n&o interfiram.
Ja a técnica SNIF-NMR é capaz de estudar misturas de compostos impuros, apenas
requerendo que o sinal sob consideragdo nao esteja em sobreposigcdo com aqueles
da impureza, e que a massa da mistura seja conhecida.

A técnica SNIF-NMR é a mais recomendada no estudo de vinagres
comerciais, pois o conteudo de deutério no grupo metila do acido acético é mais
discriminante da origem biossintética que o contelido de carbono treze?’. No
entanto, existe uma situacdo onde ela deve estar aliada a EM para resolver o
problema de adulteragdo. Isso acontece quando um acido acético sinteticamente
produzido € adicionado ao acido acético produzido pelo agucar proveniente de
plantas Cs, levando a uma razéao isotdpica que nao difere daquelas encontradas em
vinagres naturais feitos a partir de plantas C4. Tal ambiglidade somente pode ser
seguramente resolvida pela determinagdo adicional da razdo isotdpica *C/"“C*,
pois essa técnica fornecera para a amostra analisada um valor da relacio isotopica
préximo ao do acido acético sintético, e distante do acido produzido por plantas C;

ou C4.

1.3.2 Supressao do Sinal do Solvente

A supressao do sinal do solvente € necessaria quando se utilizam
solugdes aquosas como o vinagre, no qual a quantidade de agua é muito superior a
das outras substancias presentes, como o acido acético.

Na supressdo do sinal do solvente geralmente ndo € possivel
manipular esse sinal independentemente dos demais sinais no espectro®®. Por
exemplo, a observagédo de um sinal que apresenta-se préximo ou sob o da agua, ou
de um nucleo que troca quimicamente com a agua pode ser afetada pela supressao.
Além disso, a falta de homogeneidade do campo magnético estatico (Bp), do campo
oscilatério de radiofreqiéncia (B1), e as imperfeicbes no pulso podem diminuir a

seletividade e o grau de supressao de uma dada seqiiéncia®.
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Para a supressdo do sinal do solvente® aplica-se uma irradiacdo de
radiofrequéncia (rf) fraca e continua na frequéncia do solvente, antes da excitagao
dos spins de todos os nucleos e aquisi¢ao dos dados, tornado os spins do solvente
saturados® e, portanto, ndo observaveis. Invariavelmente, os sinais proximos a
freqiéncia do solvente também experimentam alguma perda na intensidade, pois
também s&o afetadas pela irradiagdo continua.

Um desempenho satisfatério na supressao requer uma alta
homogeneidade tanto do campo magnético estatico (By) como da frequéncia de B;.
Uma homogeneidade adequada do campo By (shimming) assegura que todos os
nucleos do solvente ressoarao dentro de uma faixa de freqliéncia pequena, pois a
largura de linha do sinal medida em sua base €& pequena. Uma homogeneidade
satisfatéria de B4 significa que os nucleos do solvente em todas as regides da
amostra experimentardo uma poténcia de rf semelhante e, entdo, serao suprimidos
igualmente®2.

Para a realizagdo da supressao do sinal dos hidrogénios da agua nas
amostras de vinagre testou-se duas sequéncias de pulsos, que estdo descritas a

sequir.

1.3.2.1 Sequéncia de pulsos zgpr

A sequUéncia de pulsos zgpr € a mais simples e mais usada na
supressao do sinal do solvente. A pré-saturacao é efetuada irradiando-se o sinal a
ser suprimido com uma poténcia de rf fraca e continua (Continuous Wave — CW)*,
durante um tempo longo o suficiente para eliminar as diferengcas de populag¢des
entre os estados de spins o e B dos hidrogénios do solvente®, fazendo com que
haja a saturacdo desses estados de spins. A irradiagao é desligada imediatamente
antes da aplicagédo do pulso de 90°, que é utilizado para transferir as magnetizagdes
nao saturadas para o plano x-y. A aquisi¢do do espectro € feita apds um intervalo de
tempo pequeno, necessario para evitar que o sinal apresente ruidos que sao oriundo
do pulso de 90°.

A figura 1.7 ilustra graficamente a sequéncia de pulsos zgpr.
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90°x

Transmissor

Irradiagao Continua

Desacoplador

FIGURA 1.7 — Esquema da seqliéncia de pulsos zgpr (nomenclatura utilizada em

equipamentos Bruker).

1.3.2.2 Sequéncia de pulsos zgcppr

A sequéncia de pulsos zgcppr utiliza um pulso composto para realizar a
supressao do sinal do solvente. O pulso composto € um conjunto de pulsos com
duracgédo e fases variadas, que € usado para substituir e compensar alguns erros que
s30 introduzidos por um pulso individual®2.

Na sequéncia zgcppr52 0 pulso composto utilizado possui fases
invertidas, 90°% 90°, 90°, 90°,,, substituindo e reduzindo os erros introduzidos pelo
pulso de 90°.

A execucgao da sequéncia inicia-se com a aplicagdo de uma irradiagcéo
continua e seletiva fixada na frequéncia do sinal dos hidrogénios da agua, para que
seja realizada a saturagao desse sinal. Em seguida é aplicado o pulso composto de
90°, que transfere a magnetizagado da amostra para o plano x-y onde é detectada. O
pulso composto ndo afeta a magnetizacdo dos hidrogénios da agua, pois seus
estados de spins foram saturados pela irradiacdo continua. Apds a aplicagcdo do
pulso composto € necessario esperar um periodo de tempo curto antes da aquisicao
do espectro, para evitar os ruidos oriundos do ultimo pulso, como na sequéncia zgpr.

Na figura 1.8 esta a ilustragéo grafica da sequéncia de pulsos zgcppr.
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FIGURA 1.8 — Esquema da seqliéncia de pulsos zgcppr (nomenclatura utilizada em

equipamentos Bruker).

1.3.3 Determinacao da Acidez do Vinagre

1.3.3.1 Via RMN de 'H

Embora o método mais comum e pratico de quantificagcdo por RMN
seja a medida da area do sinal, existem outros métodos potencialmente uteis. O
deslocamento quimico, a largura e a altura do pico podem ser usados em ocasides
especiais?®.

O deslocamento quimico pode ser usado quando as mudangas no
mesmo surjam somente do parametro que esta sendo medido. Uma relagao linear
entre o deslocamento quimico observado e a concentragao pode ser obtida se nao
houver mudancas significativas no grau de dissociacdo de cada componente com a
concentracao.

A suposigado que se faz quando se utiliza a altura do sinal é que ele &
aproximadamente um tridngulo e a area, portanto, é proporcional a altura. Esse
raciocinio é valido se todos os picos medidos tiverem a mesma largura e forma. Em
RMN, a largura do sinal pode ser o resultado da falta de homogeneidade do campo
magnético. Quando a largura é determinada por ela, a altura pode ser seguramente
medida. Devido ao fato da facilidade e exatiddo na medida da area pela integragao,

a altura é raramente usada.
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A area do sinal de RMN de "H é proporcional ao ntiimero relativo de
nucleos em uma molécula que d&do origem ao sinal, por isso surgiu o uso da
integracdo dos mesmos. Em experimentos de rotina, a integragdo pode fornecer
uma precisao de 10 — 20 %. Esse nivel de precisdao pode ser suficiente para se
estimar o numero relativo de hidrogénios em uma molécula, mas é inadequado para

%%% 32 que pode

uma medida quantitativa, pois essa requer uma precisao de 1 — 2
ser obtida tomando-se alguns cuidados.

Na aquisicdo dos dados, além da necessidade de uma relacio
sinal/ruido adequada no espectro, dois fatores sao importantes. O primeiro deles diz
respeito ao tempo de relaxagdo dos spins. Para obter corretamente as intensidades
relativas dos sinais € necessario esperar que os spins relaxem totalmente entre a
aplicacao dos pulsos, requerendo-se um tempo de reciclagem de aproximadamente
cinco vezes o tempo de relaxagao longitudinal (T1) do nucleo mais lento. Por isso, é
importante conhecer o valor de T4 para a amostra de interesse, sendo que esse
valor pode ser estimado usando o ponto de nulo, que € baseado no método
conhecido como inversao e recuperacio (Inversion Recovery)®.

O segundo fator se refere a digitalizagcao dos dados, de tal forma que
as linhas dos sinais sejam bem definidas. Além disso, os sinais que serao integrados
nao podem estar sobrepostos a outros sinais e também ndo devem estar muito
distantes para que ndo surjam erros de integragao oriundos das deformagdes na
linha de base.

O processamento dos dados também deve ser adequado. A
multiplicagdo por uma fungdo exponencial, que melhora a relagdo sinal/ruido,
geralmente é aplicada aos espectros de hidrogénio. O uso do preenchimento do final
do FID com zeros, zero-filling, é feito pela adicdo de pontos no dominio temporal do
espectro, sendo recomendado para auxiliar na definigdo da forma de linha.

Cuidados com a fase do espectro também sao essenciais, pois desvios
na forma de linha alteram a intensidade dos sinais. Outra fonte de erros surge de
distor¢cbes na linha de base do espectro, com origem no receptor do espectrémetro.
Quando se integra a linha de base, o valor encontrado deve ser zero, pois se trata
de uma regiao livre de sinais. Uma consideragao final em relagdo a integragdo dos
sinais do espectro de hidrogénio € em relagdo ao inicio e ao final da area integrada,

em uma medida quantitativa a regido de integracéo deve cobrir 99% do sinal.
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Levando-se em conta todos esses fatores, a concentracdo de acido

acético presente nos vinagres pode ser calculada utilizando-se a equagdo 8%°.

N_A
C =C ——+ 3
x SN S equacao 8

Cs e Cy: Concentragao do padrao e de acido acético, respectivamente.

Ns € Nx: Numero dos hidrogénios das metilas do padrdo e do acido
acetico, respectivamente.

As e A, Area dos sinais de RMN para as metilas do padrdo e do acido

aceético, respectivamente.

1.3.3.2 Titulagao acido-base

O acido acético é um acido fraco, isso significa que ele nao esta

dissociado completamente no equilibrio entre os ions e a molécula nao dissociada

HA—L S H" + 4 K, =——— 3
[HA] equacao 9
O acido acético possui um valor de K, = 1,75.10° molL™" e,

consequentemente, o valor de pK, = 4,757, a 25 °C*,

De acordo com a instrugcdo normativa 83/1999 do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento®, o vinagre deve conter pelo menos 4% de &cido
acético, o que corresponde a uma solugdo aquosa de concentracdo 0,67M. A
titulagado desse vinagre pode ser feita utilizando uma solugao de hidréxido de sddio
de concentragdo conhecida e padronizada previamente tornando possivel
determinar a concentragéo do acido e a acidez do vinagre.

A equacéo para a reagao acido-base é
H3CCOOH(aq) +OH " (4g) —> H,CCOO (49) + H,O equacgédo 10

Como o pH aumenta mais rapidamente no inicio da titulagao, ele tem
uma mudanga pequena na regiao do ponto de equivaléncia. Nesse ponto a solugao
contém basicamente acetato de sédio. Esse fator torna a escolha do indicador muito
importante. O ponto de equivaléncia ocorre em pH aproximadamente igual a 9 e,
portanto, a fenolftaleina, com ponto final em pH 9, € um bom indicador para essa

titulagao®*.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos principais desse trabalho sao:

1) Implementar o uso da técnica SNIF-NMR no laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear, no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sdo Carlos.

2) Utilizar a RMN como ferramenta analitica para a determinacao da
origem biossintética do acido acético em amostras de vinagres comerciais.

3) Determinar as porcentagens de acido acético, provenientes de vinho
e de alcool da cana-de-acucar, utilizados nas misturas chamadas de agrins.

4) Avaliar a quantificagao da acidez via RMN quando comparada com a

titulacdo acido-base.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SNIF-NMR

3.1.1 O Padrao Interno

Foram testadas duas substancias que poderiam ser utilizadas como
padrdo intermolecular nos experimentos de RMN de 'H e 2H, sendo elas, N,N-
dimetilformamida (DMF) e N,N-tetrametiluréia (TMU). Foram transferidos ao primeiro
tubo de RMN de 5 mm 600 pL de vinagre comercial de maga e 100 uL de uma
solugdo 8% (v/v) de TMU (fabricante: Aldrich Chemical Company), e no segundo
tubo mantemos o volume de vinagre e adicionamos 100 uL de DMF 99,5%
(fabricante: Merck S. A.). Os espectros de RMN de 'H foram realizados utilizando-se
a sequéncia de pulsos zgcppr para fazer a supressdo do sinal da agua, isso
possibilitou a localizagdo dos sinais dos hidrogénios das metilas desses compostos e
do acido acético, cuja integracdo forneceu os dados para o calculo da relagéao
isotdpica do acido presente nos vinagres.

Os espectros foram adquiridos com 0os mesmos parametros, ou seja,
numero de aquisigdo (NS: 16), tempo de aquisicao (AQ: 8,18 s), numero de pontos
utilizados na aquisigao do espectro (TD: 65536), janela espectral (SWH: 4000 Hz),
tempo de espera entre as aquisi¢des (D1: 1 s), atenuagdo do pulso de pré-saturagéo
(PL9: 60 dB), duragéo do pulso de 90° (P1: 10,5 us), e o valor do ganho do receptor
(RG: 64). Foram adicionadas cinco gotas de D,O para ajustar a homogeneidade do
campo magnético. No processamento foi utilizado o preenchimento por zeros, zero-
filling, isto &, a utilizagdo do mesmo numero de pontos que na aquisigdo do espectro
(Sl: 65536) e a multiplicacdo exponencial Line Broadening (LB: 0,3 Hz). Foi feita a
correcao automatica da linha de base.
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3.1.2 A Extragdo do Acido Acético

Com o intuito de aumentar a concentracdo de acido acético nas
amostras, para melhor se estabelecer a relagdo entre a integracdo dos sinais de 'H
e °H, foram feitas extracdes do acido acético do vinagre utilizando um extrator
continuo liquido/liquido, do tipo Soxhlet, utilizando-se éter etilico como solvente.
Foram utilizados aproximadamente 80 mL de vinagre e 150 mL de éter etilico. O
tempo de extragao foi cerca de vinte e quatro horas. Ao término das extracdes, as
amostras foram concentradas utilizando-se um evaporador rotativo e suas massas
determinadas. Na figura 3.1 podemos ver uma ilustracdo do extrator continuo

utilizado.

AL

A\

FIGURA 3.1 — llustragao de um extrator continuo liquido/liquido.

Em seguida, 600 pL do acido acético extraido, ainda contendo tragos
de agua, etanol e éter etilico, foram transferidos a um tubo de RMN de 5 mm de
didmetro juntamente com uma quantidade pré-conhecida (100 puL) do padrao TMU
99%, e submetidos as analises de RMN de Hede 2H, obtidos no equipamento
DRX400 BRUKER de 9,4 Tesla (400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio e 61,42

MHz para a frequéncia do deutério), e a uma temperatura de 300K. A sonda utilizada
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foi a BBO (Broad Band Observe), pois a deteccao do deutério é feita na bobina mais
préxima da amostra. Esses experimentos foram realizados em triplicata e estdo

descritos a seguir.
3.1.3 Os espectros de RMN de 'H

Todos os espectros de RMN de 'H foram adquiridos nas mesmas
condigdes, ou seja: sequéncia de pulsos (pulprog: zg), NS: 16, AQ: 8,39 s, TD:
65536, SWH: 3906 Hz, D1: 5 s, P1: 10,5 us e RG: 1,6. No processamento foi
utilizado o preenchimento por zeros, zero filling, e foi feita a corre¢ao automatica da

linha de base. Nao foi utilizada a multiplicacdo exponencial Line Broadening (LB).
3.1.4 Os espectros de RMN de ?H

Os espectros de RMN de ?H foram adquiridos logo apds aos dos
hidrogénios. Os mesmos parametros foram mantidos para todos os espectros, ou
seja: sequéncia de pulsos (pulprog: zgdc), NS: 128, AQ: 8,59 s, TD: 10280, SWH:
3906 Hz, D1: 5’ s, P1: 17,5 us e RG: 128. No processamento foi utilizado Sl: 4096, a
multiplicagdo exponencial Line Broadening (LB: 3,0 Hz) e foi feita a correg&o
automatica da linha de base.

Os espectros de RMN de ?H foram feitos sem a utilizacdo do canal que

corrige as variagdes no campo magnético, lock na freqiiéncia de "°F.
3.1.5 O Calculo da Relagio Isotépica *H/'H

Apos a realizagdo dos espectros de RMN de 'H foi feita a integracéo
dos sinais referentes aos hidrogénios das metilas do acido acético e da N,N-
tetrametiluréia. Ajustando-se o valor da integral do sinal do TMU para um (1) e
utilizando a equagao 8 calculamos a concentragcao de acido no tubo de RMN. Para a
realizag&do do calculo foram utilizadas as seguintes informacdes:

Cs: Concentracéo do padrgo utilizado = 1,19 mol L™,

Ns: Numero de hidrogénios da metila do acido acético = 3.

Nx: Numero de hidrogénios das metilas do padrao = 12.

As: Area do sinal de RMN para as metilas do padrdo = 1.
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Com o valor da concentragao do acido pode-se, em seguida, calcular a sua
massa no tubo. Com o valor da massa do acido e a area dos sinais da metila do
padrao e do acido obtidos no espectro de deutério é possivel calcular a relacéo
isotdpica ?H/'H do vinagre analisado.

O calculo da relagao isotopica foi feito utilizando a equagado 7 e
substituindo os valores da massa de acido acético calculada para cada tubo (mA),
juntamente com as informagdes a seguir:

(*H/"H)": Relacao isotopica 2H/'H do padrdo (TMU) = 135,00 ppm'®.

NA: Numero de hidrogénios da metila do acido acético = 3.

NP: Numero de hidrogénios das metilas do padrao = 12.

mP: Massa do padréao = 0,097 g.

MA: Massa molar do acido acético = 60,05 g mol™”.

MP: Massa molar do padrdo = 116,16 g mol™.
3.1.6 As Amostras Analisadas

Durante a realizagcdo desse trabalho dez amostras de vinagres
comerciais e trés amostras padrdes foram analisadas com o objetivo de determinar a
origem biossintética dos mesmos. A tabela 3.1 resume as informagdes principais a
respeito dessas amostras.



TABELA 3.1 — Descri¢cao e origem das amostras de vinagre analisadas.
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Amostra de — .
vinagre Descrigao da amostra Origem
Maca 1 Vinagre comercial obtido pela fermentagdo de macga Sao Carlos — SP
Maca 2 Vinagre comercial obtido pela fermentagdo de maga Sao Carlos — SP
Vinho Vinagre auténtico obtido pela fermentagao de vinho  Rio Grande do Sul

Vinho branco 1

Vinagre comercial obtido pela fermentagéo de vinho

Sao Carlos — SP

branco

Vinho branco 2 Vinagre comercial obtli(sa[;e(‘:lg fermentacao de vinho S50 Carlos — SP

Vinho tinto 1 Vinagre comercial obtldct)ir;])tila fermentagéo de vinho S50 Carlos — SP

Vinho tinto 2 Vinagre comercial obtld(t)ir?ttzla fermentagéo de vinho S50 Carlos — SP

Vinho tinto 3 Vinagre caseiro Obtldot?rils fermentacao de vinho Realeza — PR

Mel Vinagre auténtico obtido pela fermentagao de mel Rio Grande do Sul

Arroz Vinagre comercial obtido pela fermentagao de arroz Sao Carlos — SP
Abacaxi Vinagre auténtico oabt’:gicoasiela fermentacgao de Rio Grande do Sul

Alcool 1 Vinagre comercial obtido pela fermentacéo de alcool Séao Carlos — SP

Alcool 2 Vinagre comercial obtido pela fermentacéo de alcool Séao Carlos — SP

Em adigdo a essas amostras de vinagre foi analisada uma amostra de

acido acético sintético.

3.1.6.1 Os Agrins

Existem alguns tipos de vinagre que sao chamados de agrin ou
fermentado acético de alcool e vinho. A acidez dessas amostras € descrita como
sendo igual a 4%, mas as porcentagens de alcool e vinho que lhes ddo origem né&o
sdo informadas, por isso surgiu o interesse de estuda-las. Para isso uma curva de
calibragao foi construida utilizando-se amostras de vinagres de alcool (comercial) e
de vinho (auténtico). As propor¢des utilizadas desses dois vinagres estdo na tabela
3.2. A partir dessa curva as amostras de interesse, que sado comerciais, foram
analisadas e verificou-se sua localizacdo na curva, determinando assim, a

porcentagem de cada um dos dois constituintes.



34

TABELA 3.2 — Propor¢des dos vinagres de vinho e alcool utilizados na construgdo da curva
de calibragéo.

Proporgoes de vinagre (%)

Vinho Alcool Amostra
100 0 Vinho
80 20 VA8020
60 40 VA6040
40 60 VA4060
20 80 VA2080
0 100 Alcool 2

A tabela 3.3 mostra uma descricdo das quatro amostras de agrins

comerciais analisadas durante o trabalho.

TABELA 3.3 — Descricéo e origem das amostras de agrins analisadas.

Amostra de vinagre Descricéo do produto comercial Origem
Agrin 1 Fermentado acético de alcool e vinho branco ~ Sao Carlos — SP
Agrin 2 Fermentado acético de alcool e vinho branco ~ Sao Carlos — SP
Agrin 3 Fermentado acético de alcool e vinho branco ~ Sao Carlos — SP
Agrin 4 Fermentado acético de alcool e vinho tinto Sao Carlos — SP

3.2 Supressio do Sinal da Agua

Com a intencdo de obter uma supressao eficiente do sinal referente
aos hidrogénios da agua, foram testadas duas sequéncias de pulsos, zgpr e zgcppr.
Os espectros de RMN de 'H realizados para comparar a eficiéncia das mesmas
foram obtidos no equipamento ARX200 BRUKER de 4,7 Tesla (200 MHz para a
frequéncia do hidrogénio) e adquiridos nas seguintes condigdes: NS: 16, AQ: 9,24 s,
TD: 65536, SWH: 3546 Hz, D1: 1 s, PL9: 60 dB, P1: 5,12 us, e RG: 90. Foram
utilizadas cinco gotas de D,O para ajustar a homogeneidade do campo magnético.
No processamento foi utilizado zero-filling e a multiplicagdo exponencial Line

Broadening (LB: 0,3 Hz). Foi feita a correcao automatica da linha de base.
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3.3 Determinacgao da Acidez do Vinagre

3.3.1. Via RMN de 'H

Para a medida quantitativa do acido acético foram transferidos ao tubo
de RMN de 5 mm 600 pL de vinagre e 100 puL de uma solu¢édo de TMU 8% (v/v). Em
seguida, foram adicionadas cinco gotas de D,0O para ajuste da homogeneidade do
campo magnético. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A partir da escolha da técnica que foi a mais eficientemente na
supresséao do sinal do solvente, ou seja, a sequéncia de pulsos zgcppr, os espectros
de RMN de 'H foram obtidos no equipamento DRX400 BRUKER de 9,4 Tesla,
utilizando-se a sonda BBI (Broad Band Inverse), onde observamos o nucleo de
hidrogénio na bobina mais interna da sonda, mais proxima da amostra.

Na aquisicdo dos espectros de RMN de 'H das diferentes amostras
todos os parametros foram mantidos, ou seja: NS: 16, AQ: 7,44 s, TD: 65536, SWH:
4400 Hz, D1: 1 s, PL9: 60 dB, P1: 10,5 us. O valor do ganho do receptor (RG) foi
ajustado para cada experimento com o intuito de obter a melhor relacéo sinal/ruido.
No processamento foi utilizado zero-filling e foi feita a corregcdo automatica da linha
de base.

Apds a aquisicdo e processamento dos espectros, a integracdo dos
sinais dos hidrogénios das metilas do acido acético e do TMU foi realizada, ajustou-
se a integral dos hidrogénios da metila do TMU para o valor unitario e anotou-se o
valor referente aos hidrogénios da metila do acido.

O calculo da concentracdo do acido acético em cada amostra de
vinagre foi realizado utilizando-se a equacédo 8. Para a realizagdo desse calculo
utilizou-se as seguintes informacgoes:

Cs: concentracgdo do padréo utilizado = 0,096 mol L™,

Ns: Numero de hidrogénios da metila do acido acético = 3.

Nx: Numero de hidrogénios das metilas do padrao = 12.

As: Area do sinal de RMN para as metilas do padrdo = 1.
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3.3.2 Via Titulagao

A acidez dos vinagres analisados também foi verificada via uma
titulagao acido-base. Para isso, utilizou-se o hidréxido de sédio como base.

A padronizagdo da solugdo de NaOH (0,6 M) foi feita utilizando o
padrao primario ftalato acido de potassio, KCgHs04. A fenolftaleina foi usada como
indicador. As amostras de vinagre foram tituladas com o hidroxido de sdédio
padronizado, adicionando-se 5 mL de vinagre a um erlenmeyer, e 5 gotas de

fenolftaleina, essas titulacdes foram feitas em triplicatas.

3.4 Teste de Exatidao

O teste de exatidao para a quantificacdo do acido acético foi feito,
realizando-se os experimentos de RMN de 'H, em triplicata, utilizando-se solugdes
de acido acético 3% e 6% (v/v), obtendo assim, o valor experimental para a
concentracdo do acido, que foi em seguida relacionado ao valor teérico® de acordo
com a equagao 11%,

Conc

% Exatiddo = Cﬂloo equacgdo 11
onc

* tedrica

3.5 Teste de Precisao

3.5.1 SNIF-NMR

A repetibilidade do método foi testada pela analise estatistica dos
resultados obtidos no calculo da relacéo isotépica 2H/'H de todos os experimentos
realizados, mas em especial para uma amostra de vinagre de macéd comercial,
chamada de maca 1, onde todo o procedimento foi repetido trés vezes, desde a
extracdo até a obtencdo dos espectros e calculo da relagdo isotopica. Os
experimentos de RMN de H e 'H também foram feitos em triplicata.

O teste da reprodutibilidade foi feito trocando-se o operador e utilizando
a mesma sequéncia na realizagdo do experimento para uma amostra de vinagre de
vinho tinto anteriormente analisada, chamada de vinho tinto 2, essa nova andlise foi

realizada apos cinco meses.
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3.5.2 Determinagao da Acidez do Vinagre

A repetibilidade foi testada analisando-se os resultados obtidos no
calculo da concentracdo de acido acético em todas as amostras analisadas, sendo
que os experimentos foram feitos em triplicata.

A reprodutibilidade do método também foi verificada, como para SNIF-
NMR, trocando-se o operador, que realizou o mesmo procedimento para a
quantificacdo, para uma amostra de vinagre de vinho tinto ja analisada, chamada de

vinho tinto 2, essa nova analise foi realizada apds quatro meses.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SNIF-NMR

A técnica SNIF-NMR pode ser utilizada tanto na determinacdo da
origem biossintética como na avaliagdo da autenticidade de um composto de
interesse. No presente estudo, vinagres comerciais de varias fontes foram estudados
na avaliagdo das suas origens biossintéticas e autenticidades, que pode ser feita por
meio do calculo da relacdo isotdopica, em que essa técnica se baseia, porém é
necessario fazer os espectros de RMN de "H e ?H com os parametros de aquisi¢do e
processamento corretamente ajustados.

Um dos requisitos na otimizacdo dos experimentos foi a escolha do
padrao intermolecular. O proximo item contém uma comparacgao entre dois padrdes

que poderiam ser utilizados.

4.1.1 O Padrao Interno

As duas substancias testadas e que poderiam ser utilizadas como
padrao intermolecular foram a N,N-dimetilformamida (DMF) e a N,N-tetrametiluréia
(TMU). Apesar de ser o TMU o padrao utilizado quando se faz experimentos de
RMN de ?H em abundancia natural*', o espectro de RMN de "H utilizando o DMF foi
adquirido almejando verificar se ele poderia ser um padrdo mais adequado.

As figuras 4.1 e 4.2 mostram os espectros de RMN de 'H com
supressao do sinal da agua, usando a sequéncia de pulsos zgcppr, para um vinagre
comercial de maca onde essas duas substancias foram adicionadas. A figura 4.1
mostra o espectro de RMN de "H utilizando o padrao DMF, e a figura 4.2 utilizando o
padrao TMU.
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FIGURA 4.1 — Espectro de RMN de 'H de um vinagre comercial de maca, utilizando o padrao

DMF e a sequéncia de pulsos zgcppr para a supressao do sinal da agua. Foram adicionadas

cinco gotas de D,O para ajustar a homogeneidade do campo magnético.
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FIGURA 4.2 — Espectro de RMN de "H de um vinagre comercial de maga, utilizando o padrao

TMU e a sequéncia de pulsos zgcppr para a supressao do sinal da agua. Foram adicionadas

cinco gotas de D,0 para ajustar a homogeneidade do campo magnético.
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Analisando-se o segundo espectro, figura 4.2, verificou-se a presenga
de somente um singleto (2,72 ppm) além do sinal do acido acético (2,05 ppm). Ja no
primeiro espectro, figura 4.1, verificou-se a presenca de trés singletos (2,83, 2,98 e
7,91 ppm), além do sinal do acido acético. Sendo essencial que o padrao apresente
0 menor numero de sinais no espectro e que esteja suficientemente proximo ao sinal
de interesse, foi feita a escolha pela N,N-tetrametiluréia para ser utilizada como o
padrao intermolecular tanto no método de SNIF-NMR como na determinagao da

acidez do vinagre.
4.1.2 A Extragao do Acido Acético

A extragdo do acido acético dos vinagres se fez necessaria devido a
grande quantidade de agua presente nas amostras, pois quando se fez os espectros
de RMN de 'H sem a extragao, verificou-se a presenca de um sinal muito intenso,
referente a agua, em relagdo aos sinais de interesse, como pode ser visto na figura
4.3.

Agua

Acido acético

- N ol A
3

.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Ji |

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

FIGURA 4.3 — Espectro de RMN de 'H de um vinagre comercial de maca, utilizando a

sequéncia de pulsos zg (sem supressao do sinal do solvente).
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Apos cada extracao do acido acético as amostras foram concentradas
e suas massas determinadas a partir de 80 g de vinagre, conforme mostrado na
tabela 4.1.

TABELA 4.1 — Massas de acido acético, obtidas apds cada extracao.

Amostra de vinagre Massa (g)
Maca 1 4.0
Maca 2 4,1
Vinho 8,8
Vinho branco 1 7,3
Vinho branco 2 7,5
Vinho tinto 1 6,9
Vinho tinto 2 5,0
Vinho tinto 3 5,6
Mel 6,7
Arroz 6,1
Abacaxi 9,7
Alcool 1 19,5
Alcool 2 5,9

4.1.3 Os espectros de RMN de 'H

Apos as extracdes, as amostras estavam mais adequadas para a
realizagdo dos espectros de RMN de 'H e 2H, pois a quantidade de agua presente
era suficientemente pequena permitindo a visualizagdo dos sinais de interesse. Na
figura 4.4 pode-se ver um espectro de RMN de 'H realizado apds a extracdo do

acido acético.
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FIGURA 4.4 — Espectro de RMN de "H de um vinagre comercial de vinho, utilizando o padrao

TMU e a sequéncia de pulsos zg. Nao foi utilizado solvente deuterado.

Na figura 4.4 podem ser vistos os sinais dos hidrogénios referentes a
metila do acido acético (2,04 ppm), do padrao TMU (2,81 ppm) e da agua (6,13
ppm). Os dois primeiros sao relativamente intensos quando comparados ao da agua,
visto que para ser possivel a visualizagdo deles sem a extragdo do acido era
necessario fazer a supressao do sinal da agua. Esse espectro foi calibrado utilizando
a referéncia interna tetrametilsilano, TMS, que apresenta um unico sinal (singleto)

em 0,0 ppm, como mostrado na expansao vertical da figura.
4.1.4 Os espectros de RMN de °H

Na figura 4.5 observa-se o espectro de RMN de ’H realizado ap6s a
extracdo do &acido acético, onde podem ser visualizados o0s sinais que serao
integrados para se obter a relagdo isotopica e, consequentemente, se analisar a

origem biossintética do vinagre.
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FIGURA 4.5 — Espectro de RMN de ?H de um vinagre comercial de vinho, utilizando o padréo

TMU e a sequéncia de pulsos zgdc. Nao foi utilizado solvente deuterado.

Os espectros de deutério foram calibrados em relacdo aos espectros
de hidrogénio, pois seus deslocamentos quimicos sdo idénticos'®. Apds os espectros
de 'H serem calibrados utilizando o padrao TMS, foi utilizado o valor do
deslocamento quimico do sinal dos hidrogénios da metila do acido acético para
referenciar os espectros de *H.

Como os espectros de RMN de 'H e ?H ja foram adquiridos e
processados adequadamente, o passo seguinte foi o calculo da relagao isotodpica,

que esta descrito abaixo.

4.1.5 O Calculo da Relacao Isotépica

Apos a realizagdo dos espectros de RMN de 'H foi feita a integracéo
dos sinais referentes aos hidrogénios das metilas do acido acético e do TMU. Depois
disso ajustou-se o valor da integral (area) do sinal do TMU para um (1) e anotou-se
entdo o valor da integral do sinal do acido. Com esse valor calculou-se a sua
concentragédo dentro de cada tubo de RMN, utilizando-se a equagéao 8. Em seguida,
encontrou-se a massa de acido acético no tubo, tornando possivel a realizacdo do

célculo da relagdo isotopica ?H/'H para cada vinagre analisado, utilizando-se a
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equacgao 7. Os valores calculados da massa e da relagao isotopica estdo na tabela
4.2.

TABELA 4.2 — Valores médios da massa de acido acético no tubo de RMN e da relacao

isotopica 2H/'H.

Amostra de vinagre Massa (g) Relagio Isotépica 2H/'H (ppm)
Maca 1 0,40 99,8 (£ 0,4)
Mags 2 0,08 100,8 (+ 0,1)
Vinho 0,34 110,7 (£ 0,1)
Vinho branco 1 0,29 109,5 (£ 0,5)
Vinho branco 2 0,23 109,2 (£ 0,2)
Vinho tinto 1 0,29 110,6 (£ 0,3)
Vinho tinto 2 0,35 110,1 (£ 0,3)
Vinho tinto 3 0,21 110,6 (£ 0,3)
Mel 0,34 98,6 (+ 0,4)
Arroz 0,26 111,8 (£ 0,2)
Abacaxi 0,29 106,0 (+ 0,2)
Alcool 1 0,51 129,5 (+ 0,4)
Alcool 2 0,34 129.9 (+ 0,2)
Acido acético sintético 0,59 153,5 (£ 0,4)

A amostra de acido acético sintético foi analisada sem a necessidade
de fazer a extragao, pois a quantidade de agua presente era muito pequena, o que
permitia uma boa visualizagdo dos sinais de interesse. Ela foi analisada com o intuito
de verificar se o valor da relagdo isotopica obtido experimentalmente seria
condizente com o valor encontrado na literatura*’. Esse estudo mostrou que o valor
experimental foi maior que o da literatura (130 — 140 ppm), porém esse acréscimo
também foi verificado para a maioria dos vinagres analisados.

Em seguida, passou-se a analisar os vinagres comerciais, sabendo que
um valor superior aquele encontrado na literatura ndo necessariamente se
caracterizaria em uma adulteragao. Para confirmar ainda mais essa afirmagao foram
realizados os experimentos com trés amostras de vinagres que eram de fontes
conhecidas e, portanto, podia-se afirmar que ndo possuiam adulteracdo e poder-se-

ia utilizar seus valores para comparagdes futuras. Essas amostras foram chamadas
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de vinagres de vinho, mel e abacaxi. Para esses vinagres foram obtidos valores da
relacdo isotdpica proximos a 111, 99 e 106 ppm, respectivamente.

Os vinagres de magad apresentaram valores médios da relagao
isotopica em torno de 100 ppm, sendo que a macieira utiliza o metabolismo
biossintético C3, como a videira e o arroz. Além disso, o vinagre de mel caracteriza-
se por um comportamento semelhante ao dos pertencentes ao grupo Cs. Todos
esses vinagres, portanto, deveriam apresentar valores proximos da relagéo
isotdpica, ou variando dentro de uma pequena faixa e ainda préximos ao valor obtido
para a amostra auténtica de vinagre de vinho.

O valor obtido experimentalmente para os vinagres comerciais de
vinho, tanto tinto como branco, estdo proximos a 110 ppm. Se comparados esse
valor com o valor obtido para o vinagre de vinho sem adulteragéo, pode-se dizer que
sao muito préximos e até menores, mostrando que nao foram adulterados.

O vinagre de mel apresentou um valor da relagao isotopica proximo a
99 ppm. Nao foram encontrados estudos na literatura referentes a esse tipo de
vinagre, no entanto verificamos valores em torno de 100 ppm para o etanol obtido a

partir da fermentagdo do mel**

e sabendo-se que os conteudos isotdpicos das
metilas do etanol e do acido acético sdo préximos®® pode-se esperar que um vinagre
de mel apresente valores da relacdo *H/'H na faixa de 100 — 110 ppm como 0s
demais vinagres pertencentes ao grupo Cs;. O valor encontrado estd apenas um
pouco inferior ao esperado, mas sabendo que se trata de um vinagre auténtico
pode-se afirmar que esse valor é confiavel.

N&o foram encontrados estudos sobre vinagres de arroz, mas sabendo
que o arroz utiliza o metabolismo C;* pode-se esperar que ele apresente
comportamento semelhante as demais plantas pertencentes a esse grupo, e isso foi
verificado pelo valor da relacao isotépica, proximo a 112 ppm.

Os valores da relagao isotopica para os vinagres obtidos a partir de
plantas C; estdo, portanto, na faixa de 99 a 112 ppm, aproximadamente 10 ppm
maiores que os valores da literatura, sendo que os vinagres de maga e mel
apresentaram os menores valores e os de vinho e arroz os maiores valores. Os

valores encontrados na literatura estao na tabela 4.3.



46

TABELA 4.3 — Valores tedricos ou da literatura da relagéo isotdpica 2H/'H para vinagres.

Composto Relagao isotépica H/'H (ppm)
Cs 90 — 100*
Cs 110
CAM 105
Acido acético sintético 130 — 140%

Os vinagres obtidos a partir de plantas C4 apresentaram valores da
relagdo isotdpica *H/'H superiores aos de Cs, como era esperado. Os vinagres de
alcool, obtidos da cana-de-acucar, apresentaram valores proximos a 130 ppm,
superiores aos da literatura, mas essas amostras provavelmente nao foram
adulteradas, pois a cana-de-acucar € uma das fontes abundantes e de menor custo
em nosso pais, ndo havendo justificativas para tal adulteragcdo. Se ocorresse algum
caso de adulteragcao a probabilidade maior seria que se utilizasse o etanol da cana-
de-agucar para ser adicionado a um produto de custo mais elevado ou cuja
obtencao fosse mais dificil.

O abacaxi apresenta o mecanismo biossintético CAM, sendo que as
plantas que seguem esse mecanismo realizam os dois ciclos, C3 e C4, € seus
valores da relagao isotopica encontrados na literatura sdo intermediarios aos valores
desses dois grupos. Portanto, um vinagre de abacaxi deveria apresentar o valor da
relacdo isotopica intermediario ao dos de vinagres C; e Cs. O valor obtido
experimentalmente foi igual a 106 ppm, concordante com o da literatura, mas se
analisa-lo juntamente com todos os valores obtidos experimentalmente dever-se-ia
classificar essa amostra como sendo pertencente ao grupo Cs, pois o valor obtido
estd dentro da faixa encontrada para esse grupo. Assim, pode-se dizer que
utilizando a técnica SNIF-NMR néo foi possivel classificar corretamente um vinagre
do grupo CAM, havendo entdo a necessidade de se analisar um numero maior de
vinagres pertencentes a esse grupo, que, no entanto, existem pouquissimas

amostras comerciais.
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4.1.5.1 Os Agrins

Na analise dos vinagres conhecidos como agrins, foi construida uma
curva de calibragdo, misturando-se, nas propor¢cdes mostradas na tabela 3.2, nos
materiais e métodos, os vinagres apos a extracdo, denominados de vinho e alcool 2.

Para a construcdo dessa curva primeiramente foram encontrados os
valores da massa de acido acético dentro de cada tubo e, em seguida, foi calculada

a relagao isotdpica 2H/'H. Esses valores estdo na tabela 4.4.

TABELA 4.4 — Valores médios da massa de acido acético no tubo e da relacao isotdpica

2H/'H (para a curva de calibrag&o).

Amostra de vinagre Massa (g) Relagio isotépica 2H/'H (ppm)
Vinho 0,34 110,7 (£ 0,1)
VA8020 0,30 114,6 (£ 0,3)
VA6040 0,30 117,8 (£ 0,2)
VA4060 0,31 121,9 (£ 0,3)
VA2080 0,33 127,3 (£ 0,3)
Alcool 2 0,34 129,7 (£ 0,2)

Utilizando esses valores de relagdo isotopica construiu-se a curva de

calibragao que esta ilustrada na figura 4.6.
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804
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razao isotopica

FIGURA 4.6 — Curva de calibracao (R =-0,99).
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A partir da reta obtida nesse grafico foi possivel encontrar uma
equacao igual a
Y =660,5 + (-5,1) * X equagéo 12
Onde Y = % de vinagre de vinho na amostra.

X = valor da relac&o isotopica 2H/'H obtido pelo método SNIF-NMR.

Apos a construgao da curva de calibragao analisou-se a porcentagem,
por comparagao com os valores mostrados na tabela 4.4, de cada um dos dois tipos
de vinagres que esta presente nos agrins. Para isso procedeu-se igualmente para os
vinagres, ou seja, foi realizado para cada um deles o procedimento todo, desde a
extracdo do acido acético até o calculo da relagao isotdpica. A tabela 4.5 contém as

massas obtidas apds cada extragao a partir de 80 g de vinagre.

TABELA 4.5 — Massa de acido acético, obtida apds cada extragéo, para os agrins.

Amostra de vinagre Massa (g)
Agrin 1 12,4
Agrin 2 8,8
Agrin 3 6,4
Agrin 4 6,2

ApOs a concentragao das amostras, foram realizados os espectros de
RMN de 'H e ?H, em triplicata, para ser feita a integracdo dos sinais. Com os valores
da area dos sinais das metilas do TMU e do acido acético do espectro de RMN de
'H calculou-se a massa de acido dentro de cada tubo. Em seguida, foi feito o calculo
da relacao isotdpica, cujos valores foram comparados com os obtidos pela curva de
calibragao, e assim foi possivel verificar as porcentagens dos vinagres oriundos de
plantas que apresentam mecanismo fotossintético Cs3 (uva) e C4 (cana-de-agucar).

Os valores da massa e da relagdo isotopica 2H/'H dos agrins

analisados estao na tabela 4.6.
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TABELA 4.6 — Valores médios da massa de acido acético no tubo de RMN e da relacao

isotépica 2H/'H para os agrins.

Amostra de vinagre Massa (g) Relagio isotépica *H/'H (ppm)
Agrin 1 0,43 129,3 (£ 0,2)
Agrin 2 0,21 124,3 (£ 0,2)
Agrin 3 0,40 117.6 (+ 0,2)
Agrin 4 0,35 115,2 (+ 0,2)

Analisando primeiramente os valores da relacao isotopica 2H/'H obtidos
para o0s agrins, sem substituir esses valores na equacao da reta (equacédo 12),
verificou-se que a primeira amostra, agrin 1, apresentou o valor da razdo 2H/'H muito
préximo ao valor obtido para a amostra que continha acido acético proveniente do
alcool, mostrando que esse vinagre nao contém a presencga do acido vindo do vinho,
ou que este deve estar em uma quantidade muito pequena. O fato de se fabricar um
vinagre somente a partir do etanol da cana-de-agucar e no rotulo do frasco afirmar-
se que esse produto € composto por alcool e vinho pode se caracterizar em uma
adulteracao.

As demais amostras apresentaram valores inferiores da relagao
isotdpica, sendo que a segunda amostra, nomeada de agrin 2, mostrou valores mais
elevados que as seguintes, indicando que na sua composi¢do havia uma maior
quantidade de acido acético proveniente do etanol da cana, mas também havia
acido obtido a partir do vinho, estando de acordo com o que esta escrito no rétulo do
frasco, pois esse ndo informa as propor¢coes de ambos os constituintes.

Utilizando-se a equacdo da reta pode-se calcular as porcentagens de
acido acético, provenientes do vinho e do alcool em cada amostra estudada. Esses
valores, juntamente com o seu prego no mercado local, estdo mostrados na tabela
4.7.
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TABELA 4.7 — Porcentagens do acido acético de vinho e alcool nos agrins e seus valores no

mercado.

Amostra de Porcentagem de vinagre (%)
] . Preco (R$)
vinagre Vinho Alcool
Agrin 1 4.6 954 0,95
Agrin 2 29,9 70,1 0,98
Agrin 3 63,7 36,3 1,08
Agrin 4 76,0 24,0 1,05

Analisando agora as porcentagens obtidas, confirma-se o que foi dito
anteriormente, que o valor da relagdo isotépica para a primeira amostra, agrin 1,
indica uma quantidade muito grande do vinagre de alcool, 95%, enquanto que a
amostra agrin 4 apresenta uma porcentagem maior de vinagre de vinho, 76%. A
analise desses vinagres mostrou que muitas vezes o vinagre comprado no
supermercado pode ser composto basicamente de vinagre de alcool, que possui
uma qualidade e preco inferior ao do vinagre de vinho, como é o caso do agrin 1,
mas também pode-se comprar um agrin que contém 76% de vinagre de vinho, agrin
4, possuindo uma qualidade superior a da amostra agrin 1. Em resumo, pode-se
dizer que a descricdo do rétulo ndo é suficiente para caracterizar adequadamente o

produto.
4.2 Supressio do Sinal da Agua

Nos espectros de RMN de "H realizados, como o que esta mostrado na
figura 4.7, verifica-se a presenga de um sinal muito intenso (4,82 ppm — hidrogénios
da agua) impossibilitando a visualizagdo dos outros sinais, que somente podem ser

vistos na expansao mostrada na figura.
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FIGURA 4.7 — Espectro de RMN de 'H de um vinagre comercial de vinho branco, utilizando a

sequéncia de pulsos zg, que nao usa técnica de supressao.

Nesse experimento nao foi utilizado nenhum tipo de seqiéncia de
pulsos para fazer a supressdo do sinal do solvente, por isso € necessaria a sua
utilizagdo, ja que o sinal intenso da agua dificulta a analise dos outros sinais da
amostra.

As figuras seguintes (4.8 e 4.9) mostram que ha um ganho na relagao
sinal/ruido dos espectros quando se realiza a supressao do sinal da agua. A figura
4.8 mostra um espectro de RMN de 'H utilizando a seqiiéncia de pulsos zgpr para a
supressao do sinal da agua, e a figura 4.9 um espectro de RMN de 'H utilizando a

sequéncia de pulsos zgcppr.
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FIGURA 4.8 — Espectro de RMN de 'H de um vinagre comercial de vinho branco, utilizando a

sequéncia de pulsos zgpr para a supressao do sinal da agua.
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FIGURA 4.9 — Espectros de RMN de 'H de um vinagre comercial de vinho branco, utilizando

a seqléncia de pulsos zgcppr para a supressao do sinal da agua.

Como mostrado acima, nesse trabalho foram testadas duas sequéncias
de pulsos que realizam a supressao do sinal da agua, zgpr e zgcppr (figuras 4.8 e

4.9). Comparando-se os espectros verifica-se que ambas as sequéncias suprimem
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eficientemente o sinal desejado. Mas se analisarmos as expansdes mostradas nas
figuras vemos que a sequéncia zgcppr suprimiu melhor (com uma pequena
diferenca) o sinal da agua, sendo escolhida para ser utilizada nos espectros de
determinagao da acidez dos vinagres.

A sequéncia zgpr tem sido utilizada na rotina do nosso laboratorio e a
sequéncia zgcppr esta comecando a ser usada, e ja existem trabalhos onde a
zgcppr tem sido mais eficiente, como na analise de cafés®, obtendo-se uma relagéo
sinal/ruido satisfatéria em todo o espectro. Além disso, as frequéncias préximas ao
sinal suprimido nao foram afetadas, permitindo a visualizacdo de sinais nessa

regiao.
4.3 Determinagao da Acidez do Vinagre
4.3.1 Via RMN de 'H
Sé&o feitas varias exigéncias quanto aos parametros de aquisicao e
processamento do espectro de RMN de 'H quando esse é utilizado em uma medida

quantitativa, como pode ser verificado no item 1.3.3.1 na introdug¢do. Nesse sentido,

a figura 4.10 mostra um espectro onde todas essas exigéncias foram obedecidas.

Acido
TMU acético

A . A (Y uL._L ﬂL

5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

FIGURA 4.10 — Espectro de RMN de 'H de um vinagre comercial de vinho tinto, utilizando a

sequéncia zgcppr para a supressao do sinal da agua.
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Apos a realizacdo do espectro de RMN de 'H e da integragdo dos
sinais referentes aos hidrogénios das metilas do padrao e do acido acético, sendo o
valor da integral do TMU ajustado para um, foi possivel calcular a concentragéo do
acido acético utilizando a equagcdo 8 e a sua massa no vinagre analisado.
Consequientemente, foi obtido o valor da acidez desse vinagre. Na tabela 4.8 estao
mostrados os valores da massa calculada para as amostras e a acidez em

porcentagem.

TABELA 4.8 — Valores médios da massa de acido acético no tubo de RMN e da acidez dos

vinagres analisados.

Amostra de vinagre Massa (10% g) Acidez do vinagre (%)
Maga 1 2,8 4,1(+0,1)
Maca 2 0,7 1,0 (+ 0,0)
Vinho 4,0 5,7 (£ 0,0)

Vinho branco 1 25 3,6 (+0,3)
Vinho branco 2 2,8 4,1(x0,2)
Vinho tinto 1 3,0 4,3 (£ 0,0)
Vinho tinto 2 2,5 3,6 (£ 0,0)
Vinho tinto 3 2,6 3,8 (£0,3)
Mel 3,1 4,3 (+0,1)
Arroz 2,5 3,6 (+ 0,3)
Abacaxi 4,7 6,8 (+ 0,1)
Alcool 2 2,5 3,6 (£0,1)
Agrin 2 2,8 4,0 (x0,1)
Agrin 3 2,8 4,0 (£ 0,0)
Agrin 4 2,7 3,9 (+0,2)

Analisando-se essa tabela pode-se ver que a acidez dos vinagres varia
de 1 a 7%, mostrando que algumas amostras possuem quantidades maiores de
acido acético que as outras. Os valores minimos permitidos por lei sdo de 4% e com
isso verifica-se que apenas uma amostra (maga 2 - vinagre artesanal) ndo obedece
a essa exigéncia, apresentando somente 1% de acidez. Por isso, foi dado um pouco
mais de atencdo para essa amostra e observou-se uma quantidade apreciavel de

etanol. O espectro de RMN de "H com supressao do sinal da agua esta mostrado na
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figura 4.11, onde foi possivel verificar que o menor sinal (2,1 ppm) é referente aos
hidrogénios da metila do acido acético, enquanto que os sinais do etanol (1,2 ppm —

metila e 3,6 ppm — metilena) sdo mais intensos.

Metila
etanol

Agua

Metilena
etanol

Acido
acético

¥ 1

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 ppm

FIGURA 4.11 - Espectro de RMN de 'H de um vinagre artesanal de magéa (magé 2), utilizando

a sequéncia zgcppr para a supressao do sinal da agua.

Analisando-se uma amostra de vinagre comercial de maga (maca 1) foi
observada uma situag&o contraria, ou seja, a presenga de uma grande quantidade
de acido acético, igual a 4,1%, em relagdo a quantidade de etanol, que n&o foi
possivel de ser quantificada, enquanto que no vinagre artesanal verificamos o
inverso; uma quantidade grande de etanol, 4,3%, e pequena de acido acético, 1%.

Na figura 4.12 esta mostrado o espectro de RMN de 'H com supress&o
do sinal da agua para a vinagre maga 1, para que seja possivel visualizar a
diferenca entre esses dois tipos de vinagre. Nesse espectro foi verificado um sinal
muito intenso (2,1 ppm) referente aos hidrogénios da metila do acido acético. Os
sinais do etanol (1,2 e 3,6 ppm) estdo praticamente encobertos pelo ruido,
mostrando que a quantidade de etanol nessa amostra € muito menor que no vinagre

artesanal mostrado na figura 4.11. Os demais vinagres analisados também possuem
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uma quantidade muito pequena de etanol em relagdo ao acido aceético, mostrando

que o processo de fermentacao acética foi bem eficiente.

Acido
acético
Metila
Metileno etanol
etanol l
A —— A,.Jh... " 1 I e | ALJL
5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 ppm

FIGURA 4.12 - Espectro de RMN de 'H de um vinagre comercial de macd (maca 1),

utilizando a sequiéncia zgcppr para a supressao do sinal da agua.

O que se pode concluir em relagao ao vinagre artesanal de maca é que
0 seu processo de fermentagao nao foi completado, permanecendo nessa amostra
uma grande quantidade de etanol. Se compararmos essas duas amostras, em
termos de qualidade, pode-se concluir que o vinagre industrialmente produzido

possui uma qualidade superior ao vinagre artesanal.

4.3.2 Via Titulagao

O objetivo principal de utilizar a titulagado, que € um método mais facil e
mais barato que a RMN e que fornece resultados confiaveis, foi para verificar se os
resultados obtidos por RMN seriam condizentes com os obtidos pela titulagdo e,
portanto, confiaveis, sendo essa uma técnica quantitativa que poderia ser utilizada

em estudos semelhantes a esse. Um outro objetivo foi verificar se a acidez
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encontrada por esses dois métodos era concordante com o valor descrito no rétulo
do frasco de vinagre.

Na tabela 4.9 estdo mostrados os volumes da solucdo de NaOH que
foram utilizados para titular o ftalato acido de potassio. Como essa padronizacgao foi
feita em ftriplicata e sabendo-se a molaridade real do ftalato (0,7 M), utilizou-se o

volume médio de NaOH para calcular a sua molaridade.

TABELA 4.9 — Volumes de NaOH utilizados para titular o KCgH50,.

Volumes de NaOH (mL)

Primeira replicata 11,0
Segunda replicata 10,8
Terceira replicata 1.1

Média 11,0

A partir desses valores foi encontrada uma concentracao igual a 0,6 M
para a solugdo de NaOH. Em seguida comecgou-se a titular as amostras de vinagre
utilizando a solucdo de NaOH previamente padronizada e as titulagdes foram feitas
em ftriplicata. A acidez do vinagre foi calculada a partir de cada volume de NaOH
utilizado para neutralizar o acido acético. Na tabela 4.10 estdo mostrados os

volumes de NaOH utilizados, e os valores da acidez, em porcentagem.
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TABELA 4.10 — Volume de NaOH utilizado para titular 5 mL de vinagre e a acidez calculada.

Amostra de vinagre  Volumes de NaOH (mL) Acidez (%)
Maca 1 6,2 3(x0,1)
Maca 2 1,6 0 (+0,1)

Vinho 8,9 2(x0,1)
Vinho branco 1 59 0 (£0,0)
Vinho branco 2 5,8 1(+0,0)

Vinho tinto 1 6,1 2(x0,1)
Vinho tinto 2 5,7 0(x0,1)
Vinho tinto 3 6,1 2(x0,2)
Mel 7,0 8 (x0,1)
Arroz 5,6 0 (£ 0,0)
Abacaxi 10,1 0(x0,1)
Alcool 2 5,8 0 (+0,0)
Agrin 2 6,1 1(x0,0)
Agrin 3 57 0 (£0,0)
Agrin 4 6,1 2(+x0,0)

Pela titulagdo foram confirmados os valores de acidez encontrados por
RMN, que variam de 1 a 7%.

Os valores da acidez do vinagre encontrados por RMN, por titulagao e
o valor do frasco estao apresentados na tabela 4.11 para que possa ser feita uma

comparacgao entre eles.



TABELA 4.11 — Valores para comparagao da acidez dos vinagres.

Amostra de Acidez (%)
vinagre RMN Titulagao Frasco
Maca 1 4,1(+0,1) 4,3 (£0,1) 4,2
Maca 2 1,0 (£ 0,0) 1,0 (£ 0,1) nao consta
Vinho 5,7 (+ 0,0) 6,2 (£0,1) nao consta
Vinho branco 1 3,6 (x0,3) 4,0 (£ 0,0) 4,0
Vinho branco 2 4,1(+0,2) 4,1(+0,0) 4,0
Vinho tinto 1 4,3 (+0,0) 4,2 (+£0,1) 4,0
Vinho tinto 2 3,6 (+0,0) 4,0 (£0,1) 4,0
Vinho tinto 3 3,8 (£0,3) 4,2 (+0,2) ndo consta
Mel 4,3 (x0,1) 4,8 (+0,1) n&o consta
Arroz 3,6 (£0,3) 4,0 (+0,0) 4,0
Abacaxi 6,8 (= 0,1) 7,0 (£0,1) n&o consta
Alcool 2 3,6 (£0,1) 4,0 (+0,0) 4,0
Agrin 2 4,0 (+0,1) 4,1 (£0,0) 4,0
Agrin 3 4,0 (+0,0) 4,0 (+0,0) 4,0
Agrin 4 3,9(x0,2) 4,2 (£ 0,0) 4,0

Analisando essa tabela verifica-se que os valores da acidez calculados
por RMN estdo proximos aos da titulagao, além disso, estdo igualmente proximos
aos informados nos rotulos dos frascos. Portanto, pode-se afirmar que a RMN pode

ser utilizada como uma técnica quantitativa.

4.4 Teste de Exatidao

A exatiddo do método de determinagdo da acidez dos vinagres foi
calculada utilizando a equacgao 11. A concentracédo de acido acético encontrada pela
RMN foi de 93% em relag&o a concentragdo da amostra adicionada ao tubo, ou seja,
com a utilizagdo desse método obtemos valores da concentragdo apenas 7%

menores que os valores calculados teoricamente.
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4.5 Teste de Precisao

4.5.1 SNIF-NMR

A repetibilidade do método foi avaliada calculando o desvio padrao
para todas as amostras estudadas, sendo que esses valores estao apresentados
nas tabelas 4.2, 4.4 e 4.6. Para essas medidas foram encontrados valores do desvio
padrao que variam de 0,1 a 0,5.

Os resultados de todo o procedimento que foi realizado para o vinagre
de macga comercial (macga 1) estdo apresentados nas tabelas seguintes. Os valores

de massa apos cada extracao estdo na tabela 4.12.

TABELA 4.12 — Massas de acido acético, obtidas apds as extracdes, para o teste da

repetibilidade.

Amostra de vinagre Massa (g)
Maca 1a 4,0
Maca 1b 7,3
Maca 1c 7,6

Como ja foi citado acima, apds as extragbes foram realizados os
espectros de RMN de 'H e ?H. A partir da integragcao dos sinais das metilas do TMU
e do acido acético no espectro de 'H pdde-se calcular a concentragdo do acido
dentro do tubo de RMN usando a equacéao 8 e, consequentemente, encontrar o valor
da massa do acido nesse tubo. A partir desse valor, foi feito o calculo da relagao
isotopica. Na tabela 4.13 estdo os valores calculados da massa de acido e da

relagdo isotdpica 2H/'H dos vinagres.
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TABELA 4.13 — Valores médios da massa de acido acético no tubo de RMN e da relagao

isotopica *H/'H, para o teste da repetibilidade.

Amostra de vinagre Massa (g) Relagio isotopica 2H/'H (ppm)

Maca 1a 0,40 99,8 (+ 0,4)
Maca 1b 0,37 99,9 (£ 0,2)
Maca 1c 0,28 99,7 (£ 0,3)

Ap0s realizacao do calculo da relacao isotdpica verificou-se a
concordancia entre os valores obtidos para as trés amostras analisadas, e pelo
desvio padrao, que é relativamente pequeno, e pode-se concluir que o método é
repetitivel.

A reprodutibilidade do método também foi testada. O procedimento de
analise foi repetido por um operador diferente e apds cinco meses. A amostra
utilizada foi um vinagre de vinho tinto (2b). O procedimento iniciou-se pela extragéo
do acido acético. Os valores de massa apés ambas as extracdes estdo na tabela
4.14.

TABELA 4.14 — Massas de acido aceético, obtidas apds as extragdes, para o teste da

reprodutibilidade.

Amostra de vinagre Massa (g)
Vinho tinto 2a 5,00
Vinho tinto 2b 6,16

A concentracdo de acido no tubo de RMN foi calculada e,
consequentemente, sua massa. Em seguida, foi realizado o calculo da relagéo
isotdpica de 2H/'H para as duas amostras. Na tabela 4.15 est&o os valores da massa

de acido acético dentro do tubo e da relagéo isotdpica.
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TABELA 4.15 — Valores médios da massa de acido acético e da relacéo isotdpica H/'H, para

o teste da reprodutibilidade.

Amostra de vinagre Massa (g) Relagéo isotépica H/'H (ppm)

Vinho tinto 2a 0,35 110,1 (= 0,3)
Vinho tinto 2b 0,31 110,2 (£ 0,3)

Apos a realizacéo do calculo da relacio isotdpica verificou-se,

novamente, a concordancia entre os valores obtidos para as duas amostras

analisadas, e pelo desvio padrao, que é relativamente pequeno, e pode-se concluir

que o meétodo é reprodutivel.

4.5.2 Determinacao da Acidez do Vinagre

A repetibilidade da técnica de RMN de 'H foi verificada pelo desvio
padrao calculado nessa analise quantitativa. Esses valores estdo apresentados nas
tabelas 4.8. Foram encontrados valores que variam de 0,0 a 0,3. Sendo esses
valores suficientemente pequenos pode-se concluir que esse método é repetitivel.

A reprodutibilidade dessa técnica também foi testada. Os valores da

acidez calculados em ambos os experimentos foram iguais a 3,6 %, mostrando que

esse método é reprodutivel.
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5. CONCLUSOES

As conclusdes a respeito desse trabalho sdo as seguintes:

1) Foi implementado o uso da técnica SNIF-NMR no laboratério de
RMN mesmo n&o tendo o dispositivo de /lock de '°F no espectrémetro. Os resultados
mostram que para as analises executadas nao foram observados desvios
significativos do campo magnético (drifts).

2) A origem biossintética do acido acético foi determinada para os
vinagres oriundos de plantas que utilizam os metabolismos biossintéticos C; e Ca.
Para os vinagres originados de plantas CAM néo foi possivel estabelecer a sua
origem biossintética, pois seus valores coincidiam com os valores encontrados para
o grupo Cas.

3) Foi possivel determinar a porcentagem de acido acético,
provenientes da fermentagdo da uva e da cana-de-agucar, nos agrins.

4) A determinacao da acidez via RMN e por titulagdo forneceram
resultados condizentes, estando proximos aos indicados nos rotulos dos produtos

comerciais.
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