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RESUMO

Rossi, M. R. Monoetil carbonato em bebidas alcodlicas carbonatadas. 2012. 75p.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduagdo em Quimica. Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Os monoalquil carbonatos podem ser vistos como produtos da hidrélise parcial de
carbonatos organicos. Apesar de serem estudados desde a década de 1920, a
literatura apresenta poucas evidéncias de sua formagao em meio aquoso. Recentes
estudos apontaram a eletroforese capilar (CE) com deteccdo condutométrica sem
contato (C*D) como uma técnica versatil para a deteccdo e quantificacdo dessas
espécies, a partir da qual foi possivel evidenciar a formagdao de monoalquil
carbonatos pela reacédo direta entre o bicarbonato e o alcool correspondente. A
presenca de monoetil carbonato (MEC) em amostras de cerveja foi demonstrada
pela primeira vez no presente trabalho, bem como sua formacdo em drinks
preparados a partir de uma bebida alcodlica destilada e um refrigerante. Um
equipamento de CE com dois detectores do tipo C*D foi utilizado para a identificacdo
e a quantificagdo dessa espécie, principais objetivos do presente trabalho. Uma
propriedade intrinseca a deteccdo condutométrica — o fato de a resposta do detector
estar, sob certas condicbes, exclusivamente relacionada as mobilidades dos
compostos presentes — permitiu aquantificacdo do MEC apesar da impossibilidade
de fazé-lo por meio de calibracado externa, dada a sua instabilidade em meio aquoso.
O método de quantificacédo, que utiliza como padrdes de calibracdo do detector cinco
solucdes de espécies estaveis com mobilidades eletroforéticas proximas a do MEC,

foi aplicado na determinacao de tricloroacetato em solugdo aquosa e os resultados



obtidos condizem com a concentracdo da espécie determinada por titulagdo. As
concentragdes de MEC encontradas em uma amostra de cerveja do tipo lager e em
um drink de rum com refrigerante de cola foram 1,2 mmol.L™ e 4,1 mmol.L",
respectivamente. Esses valores concordam com as quantidades esperadas de MEC
nessas bebidas com base em suas concentragdes de alcool e bicarbonato. Apesar
dos estudos prévios sugerirem a formagao lenta de MEC apds a mistura do
bicarbonato com o etanol, o preparo dos trés drinks estudados mostrou rapida
formagdo de MEC logo apdés a mistura dos ingredientes. Estudos envolvendo a
cinética de formacao da espécie em diferentes valores de pH foram realizados,
evidenciando maiores velocidades de formagado em condigdes acidas (pH 4) quando
comparadas com condi¢gdes basicas (pH 8). Péde-se concluir que, apesar de as
condicdes acidas favorecerem o desprendimento de CO, do sistema, deslocando o
equilibrio no sentido da decomposicdo do MEC, a formacdo da espécie também
ocorre em sistemas acidos. Além disso, o tempo necessario para a sua formacéao
nesses sistemas condiz com a escala de tempo necessaria para o preparo € O
consumo dos drinks. Apesar de o presente trabalho ser o primeiro relato da
existéncia de MEC em alimentos, bebidas como a cerveja sdo consumidas ha
milénios, sugerindo a baixa probabilidade de a espécie estudada ser nociva. Pouco
se sabe, no entanto, a respeito do seu papel no sabor das bebidas estudadas e na

absorgao do alcool pelo organismo.

Palavras-chave: Monoetil carbonato, Monoalquil carbonato, Bebidas alcodlicas,

Cerveja, Eletroforese capilar, Detecgdo condutométrica.



ABSTRACT

Rossi, M. R. Monoethyl carbonate in carbonated alcoholic beverages. 2012. 75p.
Masters Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

The monoalkyl carbonates can be treated as products of the partial hydrolysis of
organic carbonates. Despite they are studied since late 1920’s, the literature shows
litle evidence about their formation in aqueous media. Recent studies point the
capillary electrophoresis (CE) with capacitively coupled contactless conductivity
detection (C*D) as a versatile technique for the identification and determination of
these species, showing their formation from the direct reaction between bicarbonate
and the corresponding alcohol. The presence of monoethyl carbonate (MEC) in beer
is demonstrated for the first time, as well as the formation of this species in drinks
prepared with a distilled beverage and a carbonated soft drink. A CE equipment with
two C*D detectors was used to identify and quantify this species in cited beverages,
the main objectives of the present work. An intrinsic property of the conductometric
detection made possible the determination of MEC in spite of the impossibility to
quantitate it by external calibration due to its stability issues in aqueous media. The
quantitation method, which uses five solutions of stable species with similar
electrophoretic mobilities to the analyte, was applied in the determination of
trichloroacetate in aqueous solution and the results were in agreement with the
concentration obtained by titration. The concentrations of MEC in samples of lager
beer and rum and cola drink were, respectively, 1.2 mmol.L”" and 4.1 mmol.L™", which

agree with the levels of ethanol and bicarbonate available in these products.



Although the previous studies suggests the formation of a small amount of MEC right
after the mixing of bicarbonate with ethanol — that grows over time — the three studied
cases showed a fast formation of MEC after the mixing of the ingredients of the
drinks. Studies about the formation kinetics in two different pH values were made
showing higher formation rates for acidic media when compared with alkaline media.

One can conclude that although the acidic conditions favor the loss of CO,, shifting
the equilibrium toward the decomposition of MEC, the species formation also occurs
in acidic media. Besides, the required time for its formation in these systems matches
the time scale needed for the preparation and the consumption of the drink. Although
the present study is the first report of MEC existence in food, beverages like beer
have been consumed for a long time, suggesting the low probability of its harmful
potential. There are, however, little knowledge about its role in flavoring and alcohol

absorption in the body.

Keywords: Monoethyl carbonate, Monoalkyl carbonate, Alcoholic beverage, Beer,

Capillary electrophoresis, Conductivity detection.
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1.Introducao

A primeira seg¢do da introdugdo traz informagbes relevantes sobre os
carbonatos organicos e os monoalquil carbonatos e uma abordagem histérica de
alguns dos estudos mais importantes a respeito desses compostos. Ja a segunda
secao traz breves informacbes sobre o consumo e a composicdo das bebidas
estudadas. Como todos os experimentos realizados durante o presente trabalho
foram realizados por Eletroforese Capilar, torna-se importante um panorama sobre a
técnica, dado na terceira secdo. A Deteccao Condutométrica sem Contato e
algumas de suas peculiaridades € discutida na quarta sec¢do, devido a sua grande

importancia na realizagdo do estudo desenvolvido.

1.1. Monoalquil carbonatos

Os acidos alquil carbdnicos ou, em sua forma ionizada, monoalquil
carbonatos (MACs) podem ser vistos como produtos da hidrélise parcial de
carbonatos organicos (OCs), reacéo cuja representagao geral € dada pela equagao

a seguir (Reacao 1):
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R )j\ R + H,O — > R )J\ + ROH

Reacéo 1. Representacéo geral da reacéo de hidrélise de um carbonato organico, formando um acido

alquil carbdnico e um alcool.

A temperatura ambiente, os OCs se apresentam em geral na forma de
liquidos incolores ou 6leos, sendo que o mais simples deles, o dimetil carbonato
(DMC), apresenta ponto de ebulicdo de 90°C e densidade levemente maior do que a
da agua. Sdo compostos extremamente inflamaveis e apresentam baixo ponto de
fulgor [1].

Essas substancias possuem grande versatilidade em termos de aplicagdes.
Na industria de polimeros podem sem utilizados como mondmeros para a obtengao
de policarbonatos — materiais conhecidos por suas inUmeras aplicacbes na area
industrial e medicinal [2-4] — em lugar do fosgénio, substancia conhecidamente
toxica.

De acordo com os resultados obtidos por Bisht et al. [5], o trimetileno
carbonato (TMC), na presencga de lipase obtida do fungo Candida antartica, a 70 °C,
fornece poli(TMC) com rendimento quantitativo, reacdo que pode ser representada
pela equacao a seguir (Reacao 2):

j\ 0
U lipase O/\/\O
™G poli(TMC)

Reagéo 2. Formagéao do poli(TMC) a partir do TMC, utilizando-se lipase como catalisador natural.
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O alto conteudo de oxigénio e a baixa emissdo de gases poluentes como o
CO e os NOy tornam os OCs bons aditivos de combustiveis. Segundo Pacheco e
Marshall [6], o DMC apresenta trés vezes mais conteudo de oxigénio do que o metil
tert-butil éter — conhecido aditivo da gasolina — sendo ao mesmo tempo
biodegradavel e de menor toxicidade.

Além disso, o esqueleto estrutural dos OCs é o CO,, de modo que sua
sintese evita a liberagdo de compostos organicos volateis na atmosfera.

Na area de sintese organica, o DMC se mostra como uma alternativa “verde”
aos agentes metilantes e metoxicarbonilantes, como os haletos de metila, o dimetil
sulfato e o fosgénio [7]. Apesar de sua aplicagdo em sintese como reagente
precursor e sua importancia como suporte para a formacédo de ligagées do tipo
carbono-carbono, sua maior utilizacdo envolve a protecdo de grupos funcionais
como alcoois e aminas enquanto reacdes ocorrem em outros sitios da molécula [1].

Os primeiros estudos envolvendo aspectos cinéticos e termodinamicos de
OCs e MACs datam de 1917 (Skrabal) e 1927 (Faurholt) [8, 9]. Apesar da
impossibilidade de acesso a esses trabalhos, estudos subsequentes indicam que, a
partir dos estudos da velocidade da reacdo de saponificagdo do dietil carbonato
(DEC), Skrabal [8] concluiu que a decomposi¢cdao do monoetil carbonato com a
formacgao de etanol e CO, (segunda etapa de hidrélise) ocorre instantaneamente, de
modo a ndo ser mensuravel.

De acordo com Faurholt [9], as condi¢gdes acidas utilizadas por Skrabal eram
responsaveis por promover essa decomposicdo de maneira quase instantanea.
Seus estudos mostraram que a decomposicado do etil carbonato de potassio ocorre

com velocidade mensuravel se realizada em meio alcalino.
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A metodologia utilizada por Faurholt para determinar a velocidade da reacao
€ descrita em publicagdo de Heston et al. [10], que descreve o trabalho cujo objetivo
foi repetir os experimentos realizados por Faurholt em 1927. Sao preparadas
solugcdes alcodlicas de hidroxido de sodio, posteriormente submetidas ao
borbulhamento com CO,. Os anions hidroxido e alcoxido, entdo, competem pelo CO,

presente, segundo reacgdes representadas pelas equagdes a seguir (Reagao 3):

2 OH + CO, _— COs* + H,O

RO" + CO, ESo RCO5"

Reacdo 3. Representacdo simplificada das reagbes de formagao de carbonato (superior) e MAC

(inferior).

O sistema é, entdo, tratado com solugcdo de cloreto de bario, que precipita
imediatamente os anions carbonato, mas nao reage diretamente com os MACs, que
se decompdem em carbonato e alcool. O precipitado obtido é rapidamente lavado e
tratado com solucéo padréo de acido. O acido em excesso é titulado para se obter a
concentragdo de carbonato indiretamente. No dia seguinte, os anions carbonato
formados a partir da decomposi¢cdo do MAC se encontram precipitados na forma de
carbonato de bario. Repete-se o0 procedimento anterior para a obtencdo da
concentracdo. A razao entre as concentracdes € dependente, exclusivamente, da
taxa de formacao relativa entre os anions.

Segundo Heston, a reagao reversa — formacao de MACs a partir de carbonato
e alcool ndo se verificou, diferentemente do que alega Faurholt em seu estudo. E
importante ressaltar que os experimentos foram todos realizados a 0 °C e tendo

como espécie majoritariamente estudada o monometil carbonato. Em uma série de
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publicagdes posteriores, Faurholt investigou propriedades fisico-quimicas de
diversos outros MACs de estrutura mais complexa.

Em 1934, Miller e Case [11] publicaram resultados que corroboram com a
hipétese inicial de Faurholt, de que a hidrdlise alcalina do DEC se da a partir de duas
reacdes, sendo a primeira — hidrolise do DEC com obtencdo do monoetil carbonato
(MEC) — de segunda ordem — e a segunda — hidrélise do MEC com obtencao de
bicarbonato — de primeira ordem. Os experimentos foram realizados a 25 °C e 35 °C.
Até meados dos anos 1970 nao se discutia a identificacdo de MACs em meio
aquoso por evidéncias estruturais, dado que os estudos apresentados anteriormente
eram baseados em titulometrias.

Um dos primeiros resultados, talvez o primeiro, de identificacao estrutural
de MACs foi obtido por Gattow e Behrendt em 1972 [12]. O tratamento de uma
suspensao de monometil carbonato de sddio com solugcdo de cloreto de
hidrogénio — ambos em éter metilico a — 50°C — resultou na formagao do acido
metil carbdnico, composto cuja formagado nao havia sido relatada até entdo. O
espectro de infravermelho de uma solugdo do acido metil carbénico obtido em
éter etilico a - 70 °C apresenta, de acordo com os autores, bandas que podem
ser atribuidas inequivocamente ao composto.

Essas temperaturas e condigdes extremas sao reflexos da baixa estabilidade
dessa classe de compostos. Gattow e Behrendt declaram, nessa mesma publicacéao,
que o acido metil carbdnico € um composto sdlido incolor com temperatura de fuséo
de - 36°C que se decompde em metanol e CO, a temperaturas superiores.

Em 1975, durante um estudo para melhor entendimento de reagdes de
carboxilagado catalisadas por enzimas, Sauers et al. propdéem o estudo das reagdes

de formagao e hidrélise de MACs [13]. Durante esse estudo o grupo obteve novos
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resultados para a velocidade de hidrolise de MACs em meio aquoso e alcalino. No
entanto, poucas consideracdes sio feitas a respeito da formacédo dessas espécies
no sistema utilizado. Apesar de terem sido realizadas algumas medidas por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (‘*H-NMR) e de ter sido identificado o
pico correspondente ao MAC, o artigo ndo apresenta os espectros, mas apenas 0s
resultados das constantes obtidas.

Ja em 2000, Richardson et al. [14] verificam a formacdo de MEC durante
estudo da ativagdo do perdxido de hidrogénio por bicarbonato para reagbes de
oxidagdo de sulfetos em sistemas agua/alcool. Os estudos foram realizados por
ressonancia magnética nuclear de carbono (>*C-NMR) e os espectros sdo
apresentados. A constante de equilibrio para a reacao de formacdo de MEC a partir
de bicarbonato e etanol é calculada, bem como a constante cinética da reagdo. Os
autores também evidenciam que no sistema agualtert-butanol a formagao do MAC
correspondente nao é verificada.

Dibenedetto et al. relatam, em 2006, o que dizem ser a primeira evidéncia de
formacao de acido metil carbbnico a temperatura ambiente [15]. A caracterizacao foi
realizada por 'H-NMR e "C-NMR em sistemas bifasicos envolvendo monometil
carbonato de sédio (preparado a partir de metéxido de sédio e CO,), diclorometano
deuterado e agua em pequenas quantidades. Nesse trabalho os autores discutem a
possibilidade de se utilizar acido metil carbénico para a sintese de DMC, reagao de
importancia industrial, mas que tal fato nao seria possivel de ser realizado a partir da
reacao direta entre metanol e CO; a pressoes inferiores a 100 MPa, ao contrario do
que sugerem outros autores.

Recentemente, Vidal et al. demonstraram que a formacao de MACs ocorre

naturalmente a partir da reagao entre bicarbonato e o alcool correspondente, mesmo
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em grandes concentragdes de agua [16]. Os resultados, obtidos por eletroforese
capilar (CE) com deteccdo condutométrica sem contato (C*D) permitiram, além da
identificagcdo dos compostos (feitas por analogia ao sistema DEC — MEC e sugerida
por outros resultados), também a obtencdo de paradmetros fisico-quimicos das
espeécies, tais como mobilidade ibnica, coeficiente de difusao e raio hidrodindmico. O
arranjo de dois detectores do equipamento utilizado permitiu a obtencdo de
informacdes necessarias para o calculo das constantes cinéticas e de equilibrio para
diversas espécies de MACs.

Apds a reacado de formagao do MAC atingir seu equilibrio, conduz-se uma
separacao eletroforética utilizando eletrélito de corrida similar a amostra, exceto pela
auséncia do alcool, o que promove a hidrélise da espécie. A reacdo de hidrdlise
ocorre em tempo adequado para se medir a variagdo da concentracdo do MAC entre
o primeiro e o segundo detector, permitindo o calculo da constante de hidrélise,

segundo a Equacao 1:

d[RCO;™] . In ([RCO;7],/[RCO;7];)
—— = ~ka[RCOSTI[H,0] & ky = [H,0](t; — t1)

(1)

Os termos kyn, [RCO37, [H20], t1 e to sdo, respectivamente, a constante de
hidrolise da reagao, a concentracdo de MAC, a concentragdo de agua, o tempo de
corrida necessario para o MAC atingir o primeiro detector e o tempo necessario para
atingir o segundo.

Em posse da constante de hidrdlise, € possivel calcular a concentracdo do
MAC no momento da injecéo, fazendo t; = 0 e t, sendo o tempo de passagem da

espécie pelo primeiro detector. Como os experimentos séo realizados apés a reacao
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atingir seu equilibrio, a concentragdao de MAC no momento da injegao corresponde a
concentracao no equilibrio.

A partir do valor obtido e das concentracdes conhecidas de bicarbonato e do
alcool correspondente, a constante de equilibrio da reagcdo de formagcao do MAC
(Keq) pode ser calculada. A constante cinética de formagéo do MAC (ki) pode ser
obtida diretamente a partir das duas constantes anteriores.

Os valores de kn, ki e Keq Obtidos para o MEC, espécie de estudo do presente
trabalho, foram (1,99 +0,46) 10° L.mol"s™, (4,27 +1,17)10° L.mol.s" e
(2,11 £ 0,09), respectivamente.

Outro fato interessante evidenciado pelos autores consiste na comparagao
entre os raios hidrodindmicos dos MACs e dos carboxilatos correspondentes em
série homodloga. Apesar da similaridade aparente entre as estruturas, os MACs

apresentam raio pouco inferior aos carboxilatos com o0 mesmo numero de atomos.

1.2. Bebidas alcodlicas carbonatadas

1.2.1. Cerveja

Sabe-se que a cerveja € uma bebida preparada a partir da fermentagao
alcodlica do amido. Envolve, em sua producdo, a extracdo do trigo (ou outro
substrato rico em carboidratos) com agua, a fervura desse extrato, usualmente com
a adigao de lupulo, e, por fim, seu resfriamento e sua fermentagao usando levedura
[17].

A preparacgao da cerveja data do tempo da construgdo das antigas cidades da

Mesopotamia (6000 a.C.) e, para os povos antigos, estava diretamente relacionada
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a preparagao do pao, que envolve os mesmos ingredientes principais: trigo, agua e
fermento — apresentando assim, de modo amplo, certa equivaléncia nutricional [18].

No ano de 2002 a cerveja ocupava a segunda posi¢cédo entre as bebidas mais
consumidas no mundo, atras apenas do cha [19]. De acordo com relatérios do Kirin
Institute of Food and Lifestyle, o consumo mundial de cerveja totalizou 177 bilhdes
de litros em 2009, enquanto que a produgdo mundial de 2010 atingiu 185 bilhdes de
litros. O Brasil figura em terceiro lugar no ranking mundial de consumo e produgao
de cervejas [20, 21].

Tais fatos, aliados a crescente competitividade do mercado e as exigéncias
cada vez mais rigorosas dos O6rgaos reguladores de alimentos, justificam as
inimeras pesquisas voltadas aos processos de producdo e aos fatores relacionados
ao sabor e a qualidade de cervejas ao redor do globo.

Entre os compostos normalmente presentes em cervejas estdo os
carboidratos, alcoois, aminoacidos, compostos fendlicos, vitaminas, acidos
carboxilicos e compostos sulfurados [18], além dos ions inorganicos.

Pollock descreve que as cervejas costumam apresentar entre 3,3 a 4,4 % de
carboidratos. A quantidade de alcool pode variar de 0,05 % - cerveja considerada
sem alcool — a 12,5 %, como no caso da inglesa Thomas Hardy Ale, considerada
uma das mais “fortes” do mundo. O material proteico figura entre 0,2 e
0,6 mg/100 mL [22].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como a cromatografia a gas,
esta entre as técnicas mais utilizadas para a analise de acidos carboxilicos em
cervejas, empregando ou nao derivatizagdo dos compostos de interesse [23, 24].

A CE tem sido empregada nos ultimos anos, apresentando como principais

26



vantagens a maior eficiéncia de separagao e o baixo consumo de solventes [25,
26].

Klampf et al. verificaram, por eletroforese capilar com deteccao UV indireta
e detecgado condutométrica, a presenca de acidos organicos e conteudo proteico,
respectivamente, em diversos tipos de cervejas [27]. Em uma cerveja do tipo
lager foram encontrados os anions citrato, piruvato, acetato, lactato e
piroglutamato em concentragées da ordem de 0,1 g/L. Ja outros anions, como
oxalato, maleato e succinato foram encontrados em concentrag¢des entre 0,01 g/L
e 0,07 g/L. Os diversos aminoacidos presentes foram detectados na forma de
cations em concentragdes de mesma ordem de grandeza.

Os ions inorganicos certamente fazem parte da composi¢cdo das cervejas.
Cloreto, sulfato e fosfato estdo presentes, sendo o fosfato o mais abundante
entre os trés [25, 27]. A concentragcdo de bicarbonato esta diretamente
relacionada a concentracdo de carbonatos totais em cervejas que, segundo
Kuban e Karlberg é de 2,6 g/L [28]. Sddio, potassio, calcio e magnésio séo os
cations inorganicos mais abundantes [29].

Apobs os resultados obtidos por Vidal et al. no estudo envolvendo MACs
[16], houve a busca por sistemas reais envolvendo bicarbonato na presenca de
alcoois. A presenca de quantidades apreciaveis de bicarbonato em meio
parcialmente alcodlico torna a cerveja um sistema potencialmente favoravel a

formacao de MEC.

1.2.2. Whisky, gin, rum e refrigerantes

O whisky — produzido primariamente na Escécia, Irlanda, Canada e Estados
Unidos — € uma bebida feita a partir do amido de cereais. Seu processo de producao

envolve a quebra hidrolitca do amido em acucares menores (di- e
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monossacarideos), seguida por fermentacao, destilagdo e maturagcdo em barris de
carvalho [30].

Durante o processo de trituracdo e hidrélise, os agucares e aminoacidos
presentes na composicdo dos cereais sao solubilizados. O etanol € produzido
durante a fermentagao e posteriormente destilado para aumentar a pureza. Durante
a maturacado sao formados ésteres, fendis e acidos carboxilicos responsaveis, em
grande parte, pelo sabor e aroma da bebida. Durante o envase, a mistura alcodlica
é diluida, com agua, a 40 - 43 % (v/v) de etanol [31].

Ja o gin consiste em uma bebida alcodlica destilada, cujo sabor vem
primariamente de uma mistura de ervas, sendo o zimbro a principal delas. O gin de
maior importancia comercial € o London Dry Gin, que atualmente €& produzido em
diversas outras regides [30]. O teor alcodlico minimo do gin varia entre 37,5 % e
40 %, segundo as definicbes norte-americanas e europeias.

O rum, por sua vez, € um destilado obtido exclusivamente a partir da
fermentacdo de subprodutos da cana-de-acucar [30] e, apés o envase, deve
apresentar a mesma concentragao de etanol do gin.

Refrigerantes s&do bebidas, usualmente carbonatadas, amplamente
consumidas em todo o mundo. Sua composigdo, exceto pelo gas carbdnico
adicionado, se assemelha a naturalmente encontrada em suco de frutas, de modo a
conter aproximadamente 10 - 11 % de agucares (o emprego de adocantes artificiais
tem crescido) e algo entre 0,3 - 0,5 % de &cidos adicionados — sendo o citrico, o
malico e o fosférico os trés mais comuns, embora outros como tartarico e latico
possam ser empregados. O nivel de carbonatagao pode variar entre 2,0 (volumes de
CO, em solugdo para cada volume do produto) a 5,0, para as bebidas mais

carbonatadas. [32, 33].
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1.2.3. Drinks

Sistemas envolvendo uma bebida alcodlica destilada e uma bebida
carbonatada sdo amplamente consumidos na forma de drinks e recebem os mais
variados nomes [34]. Entre as misturas conhecidas estdo aquelas compostas pelas
bebidas descritas na se¢do anterior: o whisky com club soda, o gin com agua tdnica

e o rum com refrigerante de cola.

1.3. Eletroforese Capilar

A eletroforese, técnica de separagado desenvolvida nos anos 30 pelo quimico
sueco Arne Tiselius para o estudo de proteinas do soro sanguineo, € um meétodo
baseado na diferenga de migragao de espécies carregadas em um eletrélito através
do qual tenha sido aplicado um campo elétrico de corrente continua [35].

A realizacao de eletroforese em tubo capilar foi descrita inicialmente nos anos
60 por Hjérten, com o emprego de um tubo de quartzo de 300 um e voltagens entre
2,5 e 3kV [36] e posteriormente por Jorgenson e Lukacs, empregando capilares
menores que 100 um e campos elétricos elevados [37], de maneira similar a
eletroforese capilar de zona realizada atualmente.

Resumidamente, sua instrumentagdo conta com um recipiente de amostra,
um recipiente de descarte, uma fonte de alta tensdo, um capilar, um ou mais
sistemas de deteccdo e um sistema de manipulacdo de dados. O esquema da

Figura 1 mostra a relagao entre os componentes e suas disposicdes.
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Figura 1. Esquema simplificado de um instrumento para eletroforese capilar no (a) momento de

injecado da amostra e no (b) decorrer da analise.

1.3.1. O fluxo eletrosmético e separagdes conduzidas no contra-fluxo

O fluxo eletrosmoético (EOF) € um fendbmeno conhecido em eletroforese
capilar, que consiste no arraste de espécies neutras (e até mesmo negativamente
carregadas) em direcdo ao catodo (polo negativo). A superficie interna do capilar,
composto de silica, apresenta grupos silandéis (SiOH) que se encontram na forma
dissociada (SiO’) em valores de pH acima de 3 [38]. O carater negativo dessa
superficie faz com que, préximo a parede do capilar, haja maior concentracao de
cations em relagdo a anions. Dada a tendéncia desses cations de migrarem, em
conjunto, ao catodo, o que se estabelece é um fluxo dessa camada mais proxima a
superficie em diregcdo ao catodo (cations, espécies neutras e anions). As camadas
mais interiores, embora nao apresentem carater tdo positivo, se deslocam na

mesma diregao por transferéncia de momento. Em sistemas onde ha EOF, o tempo
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de migragao da espécie até o detector se relaciona com a soma vetorial entre a
velocidade efetiva da espécie e a velocidade do EOF.

O EOF pode ser diminuido ou eliminado a partir da modificacdo da superficie
interna do capilar ou da diminuicdo do pH do eletrélito — ou mesmo ter o seu sentido
invertido a partir da utilizagdo de tensoativos, cuja regido positiva se adsorve a
parede do capilar e a regido apolar interage com outras moléculas do tensoativo,
formando uma nova camada, dessa vez com a regido positiva da molécula em
contato com a solucao.

A existéncia do EOF, em algumas situagdes, permite que cations e anions
sejam analisados em uma mesma corrida eletroforética, dado que todas as espécies
serdo levadas em direcdo ao mesmo detector. Em sistemas ndo modificados,
primeiramente sdo detectados os céations e posteriormente os anions (levando em
conta o arranjo representado na Figura 1).

A separacao de anions conduzida no contra-fluxo eletrosmético permite uma
maior janela de separagao para pares adjacentes com baixa resolugao, visto que é
uma estratégia que permite maior tempo de residéncia dessas espécies dentro do
capilar. Esse tipo de separacao, dada a auséncia de um inversor de EOF, é também
uma forma de garantir que o seu composto de interesse nao interaja com o
tensoativo de maneira indesejada. Como desvantagens podem ser citados o
aumento do tempo de analise, maior variagao da mobilidade da espécie a pequenas
variagdes da velocidade do EOF para os anions detectados ao final da corrida e
alargamento dos picos.

A simulacdo a seguir (Figura 2) mostra o efeito da variagdo de 5 % do tempo

de migragao do EOF no tempo de migragao das diversas espécies no capilar.
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Figura 2. Simulagéo de separacao eletroforética de amostra contendo os cations 1-potassio e 2-sédio,
EOF e anions 3-MES, 4-butirato, 5-propionato, 6-glioxilato e 7-acetato. A curva em vermelho
representa a mesma separagao em condigao de aumento de 5 % no tempo de migragdo do marcador

de EOF. Os softwares utilizados sdo descritos na se¢éo 3.2.

Com a variagdo do tempo de migragcdo do marcador do EOF (4,0 min para
4,2 min), os cations sodio e potassio, cujo tempo de permanéncia no capilar € menor,
apresentam pouca variagado. Ja entre os anions que, na situagao de contra-fluxo,
permanecem por mais tempo no capilar, aqueles que levam mais tempo para atingir
o detector sdo mais influenciados pela variagao da mobilidade do EOF (ex. o tempo
de migragédo do MES variou 7,1 % enquanto que o tempo de migracéo do acetato
variou 9,7 %).
Variacbes dessa ordem de grandeza na mobilidade do EOF sdo comuns
durante a analise de matrizes complexas ricas em proteinas ou outras

macromoléculas. Esse material atua de maneira semelhante aos compostos
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utilizados para eliminar o EOF, diminuindo o carater negativo da superficie de silica

e, por consequéncia, diminuindo a mobilidade do EOF.
1.3.2. Detecgdo condutométrica sem contato (C*D)

A C*D, ou deteccdo oscilométrica teve suas primeiras aplicacdes em
separacdes utilizando-se campos elétricos nos anos 80 com os trabalhos de Ga$s et
al. [39, 40] e Vacik et al. [41] e n&o houve grandes desenvolvimentos na area até o
final dos anos 90, quando sua aplicacéo foi proposta de maneira independente por
Zemann et al. [42] e Fracassi da Silva e do Lago [43] para utilizagdo em conjunto
com eletroforese capilar de zona.

A C'D aplicada & CE consiste na emissdo de um sinal alternado de alta
frequéncia em um dos dois eletrodos posicionados no capilar. O sinal, que pode
apresentar sua amplitude atenuada ou amplificada pela solugéo interior ao capilar, é
medido no segundo eletrodo. O arranjo dos eletrodos em um detector do tipo C*D

esta ilustrado na Figura 3.

eletrodo

capilar

a

l capilar
ﬁ

b

— eletrodos E—

Figura 3. Esquema simplificado sem escala do posicionamento dos dois eletrodos no capilar em um
detector condutométrico sem contato. A visdo frontal do sistema (a) permite reconhecer a geometria
cilindrica do eletrodo em torno do capilar, enquanto que a visdo de corte (b) permite uma nog¢édo do
distanciamento entre os dois eletrodos (0,5 mm). Os pinos que se projetam para fora do eletrodo

representam seus terminais elétricos.
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A corrente resultante que passa pela célula é detectada pelo segundo
eletrodo, ampliada, retificada e medida. Dado que a corrente € uma
funcado da admitancia e que o capilar esta preenchido por uma solugao eletrolitica, a
admitancia medida é uma fung¢ao da condutancia na regido entre os eletrodos [43]. A
alta frequéncia aplicada reduz a impedancia do capilar, permitindo que as variagdes
de condutividade possam ser observadas mesmo com os detectores posicionados
externamente ao capilar, sem contato com a solucéo.

Esse arranjo apresenta como vantagem a prevencédo da contaminagao e do
desgaste dos eletrodos, a eliminagao da interferéncia dos altos potenciais utilizados
na separacao e a facilidade de posicionamento do capilar.

A C*D se mostrou eficaz na deteccdo de diversos ions ndo complexos em
matrizes como agua de chuva [44], plasma sanguineo [45], alcool combustivel [46] e
mesmo para espécies normalmente ndo analisadas por CE, como acidos graxos [47],
mono e dissacarideos [48], alcoois alifaticos [49], entre outros. Técnicas como
Cromatografia Eletrocinética Micelar [48] e Eletroforese Capilar em Meio Nao-

Aquoso [50] também podem ser realizadas utilizando-se deteccdo C*D.
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2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo principal demonstrar a presenga de
monoetil carbonato em amostras reais de bebidas alcodlicas carbonatadas — estudo
esse que, pelo nosso conhecimento, ainda nao foi realizado e apresenta um aspecto
novo da quimica desses alimentos. Outros objetivos incluem a obtengao da ordem
de grandeza da concentragdo do monoetil carbonato nessas bebidas, bem como o
estudo da influéncia do pH desses sistemas na formacdo e na hidrdlise dessa

especie.
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3. Materiais e metodos

3.1. Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. No preparo de

solugbes estoque e de trabalho, foi utilizada agua deionizada 18 MQ.cm

(Barnstead/Thermolyne, EUA).

A lista de reagentes utilizados (em ordem alfabética) e suas procedéncias

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes utilizados e procedéncia

Acido 2-(n-ciclohexilamino) etano sulfénico “CHES”

Sigma-Aldrich (EUA)

Acido 2-(n-morfolino)etano sulfénico “MES”

Sigma-Aldrich (EUA)

Acido acético (sal de sddio)

Merck (Alemanha)

Acido benzeno sulfénico (sal de sédio)

Eastman (EUA)

Acido butirico (sal de sddio)

Sigma-Aldrich (EUA)

Acido cloridrico

Merck (Alemanha)

Acido glioxilico

Sigma-Aldrich (EUA)
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Acido latico (sal de litio) Sigma-Aldrich (EUA)

Acido oxalico Sigma-Aldrich (EUA)
Acido propiénico (sal de sédio) Sigma-Aldrich (EUA)
Acido salicilico Riedel-de Haen (Suiga)
Acido tricloroacético Sigma-Aldrich (EUA)
Amberlite IR-120 Merck (Alemanha)
Bicarbonato de sédio Merck (Alemanha)
Dietil carbonato Sigma-Aldrich (EUA)
Etanol absoluto Merck (Alemanha)
Hidréxido de litio mono-hidratado Sigma-Aldrich (EUA)

Testes prévios mostraram condicbes oOtimas de separacao utilizando-se
Li/CHES 20 mmol.L™ com pH entre 9,0 e 9,5, assim como maior sensibilidade para o
analito quando comparado com eletrdlito CO3*/HCO5 previamente empregado para
analises de MEC [16]. Dessa forma, o eletrdlito de corrida utilizado durante os
estudos, exceto quando especificado, foi Li/CHES preparado a partir de uma solugéo
20 mmol.L”" de CHES. A massa de CHES necessaria para o preparo foi transferida
para um baldo volumétrico, ao qual se adicionou agua deionizada até atingir 80% do
seu volume. Ajustou-se o pH a 9,5 com hidroxido de litio e o volume do baldo
volumétrico foi completado. A solugdo de Li/CHES foi armazenada em refrigerador,
sendo substituida semanalmente.

Solucdo concentrada de MEC foi obtida pela adicdo de 1 g de bicarbonato de
sddio a 10 mL de etanol absoluto. Duas horas apds o preparo, a solucao foi filtrada
com filtro de papel para remogao do excesso de bicarbonato de sddio sdlido. Foi

realizado um preparo dessa solucio para cada dia de experimento.
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A resina catibnica Amberlite IR 120 foi condicionada por lavagem com acido
cloridrico 1 mol.L™". O material foi recuperado por filtragdo e lavado diversas vezes
com agua deionizada até atingir pH préximo de 7.

O preparo das solugdes utilizadas no estudo da formacdo de MEC em
diferentes condigées de pH envolveu trés etapas e partiu de solugdes (20 mmol.L™
de bicarbonato de sédio + 2 mmol.L™" de butirato de sédio — empregado como

padrdo interno) e 100 mmol.L™" de acido oxalico, como descrito a seguir:

1.pH~8
Solugao 1: 500 pL agua deionizada + 500 pL etanol puro

Solugao 2: 500 uL Solucdo 2 + 500 L butirato/bicarbonato de sédio

2.pH~4
Solugao 1: 280 pL acido oxalico + 720 yL agua deionizada
Solucgao 2: 500 uL Solucao 1 + 500 pL etanol puro

Solugao 3: 500 uL Solucdo 2 + 500 L butirato/bicarbonato de sédio

As solucdes 0,1 mol.L™" de acidos carboxilicos e MES foram preparadas
diretamente a partir dos reagentes e armazenadas em refrigerador, sendo

substituidas semanalmente.

3.2. Instrumentacio e software

O equipamento de eletroforese capilar utilizado durante os estudos presentes

foi desenvolvido pelo Laboratério de Automacgao e Instrumentacdo Analitica (LAIA,
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IQ-USP) e conta com uma fonte bipolar de alta voltagem, controle termostatico e
dois detectores condutométricos sem contato (C'D), posicionados a
aproximadamente 10 cm de cada uma das extremidades do capilar. Os detalhes a
respeito do desenvolvimento do sistema de eletroforese capilar fora descrito
previamente por Saito et al. [51], bem como certos detalhes sobre os detectores C*D
[52-54], sendo que os detectores utilizados, especificamente, sdo descritos em [55].

Durante os estudos foram utilizados capilares de silica fundida (Agilent, EUA)
de 80 cm de comprimento e 75 um de didmetro interno, exceto quando especificado.
O condicionamento dos capilares foi realizado em trés etapas. Primeiramente, se
deu a passagem de solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol-L™" por 5 min, seguida por
5 min de agua deionizada e, por fim, 10 min com o eletrdlito de corrida. Para os
experimentos com cervejas e drinks, o capilar foi submetido a 2 min de limpeza entre
as corridas eletroforéticas com hidroxido de soédio 0,1 mol.L™". Todos os
procedimentos de limpeza foram realizados com passagem de solugédo por
diferencial de pressao (- 73 kPa na saida do capilar).

Os experimentos foram realizados com o primeiro e o segundo detectores
posicionados a 10 cm e 70 cm do ponto de injecao, respectivamente. Exceto quando
especificado, a deteccdo foi realizada no segundo detector. As amostras foram
injetadas hidrodinamicamente pela aplicagdo constante de 25 kPa, por 1 s, no
recipiente contendo a amostra. O ambiente contendo o capilar foi mantido a 20 °C
durante todo o experimento.

As medidas de pH foram realizadas a partir de um pHmetro modelo 827 pH
lab (Metrohm, Suigca) com eletrodo de vidro combinado calibrado diariamente para a

faixa de pH a ser utilizada.
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O software PeakMaster, desenvolvido por Ga$ et al., foi utilizado para a
previsdo dos perfis eletroforéticos de alguns dos experimentos descritos e como
fonte de dados para as simulagdes. Detalhes a respeito das fungdes disponiveis e
dos algoritmos utilizados para os calculos podem ser encontrados no site do Grupo
de Pesquisa de Processos de Separagao Envolvendo Eletromigragéo [56].

A ferramenta Microcal OriginPro 7.5 foi utilizada para tratamento dos dados

brutos, bem como para a obtengao e exportagao dos graficos apresentados.

3.3. Métodos

Nos experimentos envolvendo amostras reais, as mobilidades efetivas das
espécies foram ajustadas para uma mesma condicdo de mobilidade de EOF e
potencial, dentro de cada experimento, segundo procedimento descrito em literatura
para padronizagao de eletroferogramas [57]. Tal procedimento tem como objetivo a
corregao das variagdes nos tempos de migragdo das espécies devido a adsorgédo de
conteudo proteico na parede interna do capilar.

Os eletroferogramas obtidos para os estudos com o vinho espumante e os
drinks foram tratados por algoritmo de suavizagédo gaussiana com janela de 0,75 s e,
posteriormente, com filtro de mediana moével com janela de 3 pontos [58]. A
aplicacdo dos dois filtros teve como objetivo a redugdo do ruido bem como a
eliminagao de sinais esporadicos induzidos no detector devido a fuga de alta tensao

da fonte utilizada na separagéo.
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4. Resultados e discussao

4.1. ldentificacdo de MEC

4.1.1. Estratégia de identificagdo — Hidrolise do DEC

Como descrito anteriormente, os acidos alquil carbénicos podem ser vistos
como produtos da hidrdlise parcial de OCs. O acido etil carbdnico é, entdo, formado

na primeira etapa de hidrolise do DEC, reagao representada pela equagao a seguir:

O O

+  HO = +
/\OJ\O/\ ’ /\O)J\OH on

Reacéo 4. Equilibrio de hidrolise parcial do DEC com a formagéo de acido etil carbdnico e etanol.

Em meio basico o acido etil carbonico encontra-se em sua forma anibnica, o

MEC, espécie de interesse do presente trabalho:

O O

+ OH" = + H,O
/\O)J\OH /\O)J\ N 2

Reacéao 5. Equilibrio de desprotonagao do acido etil carbdnico, com a formagao de MEC e agua.
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O MEC, por sua vez, sofre hidrélise, culminando na formagao de bicarbonato

e etanol:

+ HO = +
- OJ\O‘ 2 HO)J\O' on

Reacao 6. Etapa final da hidrolise do DEC. O MEC, produto da primeira etapa, é hidrolisado, com a

formacgao de bicarbonato e etanol.

Com a finalidade de se verificar o processo descrito, preparou-se uma
solugdo de DEC 100 mmol.L™" em hidréxido de litio 0,1 mmol.L™ para a promogao de
sua hidrolise em meio basico. A reagao foi monitorada por corridas consecutivas em
CE-C*D, no detector mais préximo do ponto de inje¢do (primeiro detector), desde o
momento da preparacao da solucao até 80 min.

Os eletroferogramas obtidos (Figura 4) foram submetidos a um processo de
ajuste de linha de base e suavizagao utilizando-se algoritmo de média mdével com

cinco pontos.

Tempo (min)

Figura 4. Composigcéo de eletroferogramas de solugdo 100 mmol.L™" de DEC. O tempo decorrido a
partir do preparo da solucdo é 0, 14 min, 25 min, 36 min, 58 min e 80 min, da curva inferior a superior,

respectivamente.Os tempos de migracao sao referentes ao primeiro detector.
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Pode-se verificar um aumento da concentracdo de MEC durante os primeiros
25 min, produto da primeira etapa da hidrélise do DEC. A partir desse momento
ocorre a diminuigdo da concentragdo dessa espécie devido a segunda etapa da
hidrélise, responsavel pela quebra do MEC e a formagao de bicarbonato. Como os
dois equilibrios atuam simultaneamente, a existéncia de ambas as espécies logo na
primeira corrida analitica pode ser notada. O resultado sugere, inclusive, que a
velocidade da segunda etapa da hidrélise € maior do que a da inicial, motivo pelo
qual o aumento da area do pico correspondente ao bicarbonato é proporcionalmente
maior do que a diminuicdo do pico correspondente ao MEC.O sinal relativo ao DEC
nao pode ser verificado por se tratar de uma espécie neutra e nao ter resolugdo em
relagao as outras que sao arrastadas pelo EOF.

O spiking da solugdo de DEC estudada com solugéo saturada de bicarbonato
de sédio em etanol anidro promove o aumento da relagao entre as areas do primeiro
e do segundo pico (Figura 5), sugerindo que ha formagao natural de monoetil
carbonato em ambas — no primeiro caso a partir da hidrélise do DEC e no segundo a

partir da reagao entre alcool e bicarbonato.
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Figura 5. Eletroferogramas de solugdo de DEC — 80 min a partir do momento da preparagéo (curva
em preto) e de solugdo de DEC — 80 min a partir do momento de preparagédo — apos spiking com
solugéo saturada de bicarbonato de sédio em etanol anidro (curva em azul). Os tempos de migragao

sao referentes ao primeiro detector.

Tais resultados foram obtidos anteriormente para sistema similar, embora
utilizando-se reversor de fluxo e maior distancia entre o ponto de injecdo e o
ponto de deteccdo [59]. O experimento foi reproduzido para fins de confirmacéao e
contribui para a clareza do presente trabalho.

O spiking das amostras reais com solucdo saturada de bicarbonato em
etanol, cujas evidéncias apontam ser concentrada em MEC, foi uma das
estratégias utilizadas para a identificacdo do pico do MEC nos experimentos

subsequentes.
4.1.2. ldentificagdo do MEC em amostras de cerveja
A presencga de etanol e do anion bicarbonato, provenientes dos processos de

fermentagcdo e gaseificacdo, torna a cerveja um meio naturalmente propicio a
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formacao de MEC. A identificacdo do MEC em meio as diversas espécies anibnicas
presentes na amostra pode ser realizada por CE-C’D sem a necessidade de
tratamento prévio da amostra.

Duas estratégias diferentes foram utilizadas para indicar a presenga de MEC
na amostra estudada: spiking com analito e remogao de bicarbonato. A primeira
delas permite a identificagdo do pico correspondente ao MEC por aumentar a
relagéo entre a area de pico do analito e das outras espécies presentes. A segunda,
por sua vez, age no sentido contrario. A remogao de bicarbonato da amostra faz
com que o equilibrio seja deslocado na diregdo de formagdo do bicarbonato,
reduzindo assim a concentracdo de MEC na amostra e, consequentemente, a area
do pico. Na situagao ideal, em que todo o bicarbonato é removido da amostra, o pico
correspondente ao MEC deveria desaparecer.

Apesar da impossibilidade de se preparar uma solu¢do padrdao do analito, a
formagdo de MEC a partir de solugbes alcodlicas de bicarbonato de sddio ja foi
evidenciada por estudos anteriores e corroborada pelo experimento sobre a
formacdo de MEC a partir da hidrélise de DEC apresentado na seg¢ao anterior.
Dessa forma, uma solucdo saturada de bicarbonato de sddio em etanol foi utilizada
para a execugdo do spiking. E importante ressaltar o fato de que o preparo dessa
solucao deve ser realizado com pelo menos 45 minutos de antecedéncia, para que a
concentragdo de MEC atinja niveis detectaveis apos sua adicdo a amostra [16].

A remocao do bicarbonato de uma amostra pode ser realizada prontamente a
partir de sua acidificacao, levando a formacgao de acido carbdnico que, por sua vez,
decompde-se em agua e gas carbdnico, que se desprende do sistema.

Dado que o estudo foi realizado a partir da técnica de CE, deve-se considerar

que um aumento de forca idbnica da amostra pode levar a consequéncias
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indesejaveis no processo de separacido, de modo que a utilizacdo de acidos fortes
(ex. acido cloridrico, acido nitrico, acido sulfurico), que geram espécies de alta
mobilidade, deve ser desencorajada. Alguns acidos fracos, como o acido acético,
propidnico ou butirico, ionizam-se em agua, formando anions cujos tempos de
migragdo sao relativamente préximos do tempo de migragdo do analito, podendo
ocorrer co-migragao ou dificultar a avaliagao do eletroferograma, além de também
contribuirem significativamente para o aumento da forga ibnica do meio.

Uma alternativa viavel é a utilizacdo de uma resina catidénica. A troca de
cations presentes na matriz por cations HzO" promoveria a remocao do bicarbonato,
sendo posteriormente retirada do sistema sem que houvesse a adicdo de anions.
Além disso, o efeito sobre a forga ibnica provocado pela acidificagdo do meio seria
amenizado pela retirada de cations de menor mobilidade em igual proporgao.

O experimento foi conduzido na situacdo de contra-fluxo que, embora eleve o
tempo de analise, procura evitar uma possivel interacdo dos componentes da
cerveja com o tensoativo utilizado para a reversao do fluxo eletrosmético. O
aumento da janela de separagdo também apresenta grande importadncia nessa
analise, dado o numero de espécies presentes com mobilidades préoximas a do
analito.

Os eletroferogramas da Figura 6 evidenciam o efeito das duas estratégias

discutidas anteriormente.
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Figura 6. Eletroferogramas obtidos para amostras de uma mesma cerveja nas situagdes: (a) in natura,
(b) apos spiking com solugdo concentrada de MEC e (c) apods tratamento com resina catidnica

Amberlite IR 120. A regido marcada corresponde a janela esperada para a saida do MEC.

Os resultados, quando analisados a luz dos estudos anteriores e dos
aspectos discutidos anteriormente no presente trabalho, tornam evidente a presenca
de MEC nas amostras de cerveja estudadas.

A regido dos eletroferogramas 7a e 7b antes ocupadas pelo pico
correspondente ao bicarbonato (pico de maior area) passam a apresentar dois picos
de menor area, como mostra o eletroferograma 7c. Esse resultado pode indicar que
houve a remogéo total do bicarbonato, revelando outras duas espécies comigrantes,
ou a remogao parcial, sendo um dos picos remanescentes o sinal do bicarbonato
restante. De qualquer forma, o eletroferograma 7c mostra que, independentemente
da quantidade de bicarbonato presente na amostra, houve o desaparecimento do
sinal do MEC. Esse resultado é importante do ponto de vista quantitativo, dado que

mostra a inexisténcia de possiveis espécies que comigrem com o analito.
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4.1.3. ldentificacdo de MEC em vinhos espumantes

Os vinhos espumantes também sao fortes candidatos a formacao de MEC
dado que, assim como as cervejas, também apresentam bicarbonato e etanol em
sua composicao.

Apesar disso, os resultados de CE-C*D obtidos para amostras dessas
bebidas ndo foram conclusivos. Foi verificada a presenga de uma ou mais espécies
com mobilidades proximas a mobilidade do MEC, que apesar do formato do pico
apresentar semelhancga, o tempo de migragao sugere nao ser o bicarbonato. Devido
ao fendbmeno de eletrodispersdao — distorcdo do pico devido a diferenca de
condutividade entre a regido ocupada pela amostra e o eletrdlito de corrida — o
alargamento dos picos faz com que toda a regido do eletroferograma onde se
verificaria o pico correspondente ao MEC seja encoberta.

As duas abordagens de identificagdo discutidas no caso das cervejas foram
utilizadas: spiking com solugdo concentrada de MEC e tratamento com resina
catidnica. Os resultados (Figura 7) sugerem que a elevagao presente na cauda do

pico (tm = 7,3 min) pode estar relacionada com a presenga de MEC.
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Figura 7. Eletroferogramas de trés amostras do mesmo vinho espumante: (a) in natura, (b) mistura
com solucao concentrada de MEC (1:1; v/v) e (c) amostra apds tratamento com resina catiénica. A
pequena elevagao em 7,3 min que aumenta com a mistura e diminui apds o tratamento com resina

catidnica pode estar relacionada a presenca de MEC.

Pode-se argumentar que as condi¢des eletroforéticas utilizadas n&do foram
otimizadas para se obter a separagao entre o MEC e seus interferentes de matriz.
Deve-se, no entanto, levar em consideragao o fato de que o MEC é uma espécie
instavel, o que restringe o numero de abordagens que podem ser utilizadas para
conseguir melhores resultados. Sendo assim, apesar das incertezas, os resultados

apresentados sado as melhores evidéncias da presenca de MEC em vinhos

espumantes.
4.1.4. |dentificacao de MEC em drinks

Os estudos sobre formacao direta de MEC a partir da mistura entre etanol e
bicarbonato sugerem a possibilidade de que essa espécie também se forme em
sistemas binarios envolvendo uma bebida alcodlica (fonte de etanol) e uma bebida

carbonatada ou refrigerante (fonte de bicarbonato).
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Sistemas como esses sao amplamente consumidos na forma de drinks e
recebem os mais variados nomes. Entre essas misturas estdo o whisky com club
soda, o gin com agua tbénica e o rum com refrigerante de cola.

Essas bebidas alcodlicas destiladas constituem matrizes simples do ponto de
vista da CE-C*D. Pode ser verificado nos eletroferogramas a diante (Figura 8, Figura
9, Figura 10) a pequena quantidade (ou até mesmo a auséncia) de anions cuja
mobilidade seja proxima a do MEC, diferentemente da cerveja.

A maior concentracdo de etanol nesses sistemas — quando comparado com
as cervejas — sugere que uma maior quantidade de MEC seria formada, levando-se
em conta o deslocamento do equilibrio da formacdo de MEC no sentido da formacéao
dos produtos.

Com o objetivo de se verificar a hipétese de formagcdo de MEC nos trés
sistemas supracitados, misturas binarias na proporgao 1:1 (bebida alcodlica : bebida
carbonatada; v/v) foram submetidas & analise por CE-C*D logo apés o momento de
sua preparagao. Os resultados obtidos podem ser visualizados nos eletroferogramas

a sequir (Figura 8, Figura 9 e Figura 10):

marcador EOF
HCO'3
K
MEC
(c)
W (b)
(a)
5 6 71 8 s 10
Tempo (min)

Figura 8. Eletroferogramas de(a) whisky, (b) club soda e (c) mistura 1:1 (v/v) das duas bebidas.
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Figura 9. Eletroferogramas de (a) gin, (b) agua ténica e (c) mistura 1:1 (v/v) das duas bebidas.

marcador EOF

HCO,

MEC
butirato

|
G

(b)

Tempo (min)

Figura 10. Eletroferogramas de (a) rum, (b) refrigerante de cola e (c) mistura 1:1 (v/v) das duas

bebidas. O butirato ndo esta presente nas bebidas e foi adicionado como padrao interno.

Os eletroferogramas mostram o aparecimento de uma nova espécie, que

pode ser atribuida ao MEC por spiking com solugéo concentrada do composto.
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Verificou-se também que, diferentemente dos resultados obtidos em estudos
anteriores, houve a formagdo de quantidades apreciaveis de MEC logo apés o
preparo da mistura binaria. A possibilidade da existéncia de um processo catalitico
promovido por algum dos componentes presentes nos drinks levou a realizagao de

novos experimentos, descritos em detalhes na sec¢do 4.3.

4.2. Determinacido de MEC

4.2.1. Fundamentos

Como ja discutido, o MEC €& uma espécie instavel. Sua determinacdo por
calibracéo direta a partir de uma solugao padrao do composto ndo € uma estratégia
viavel, devido ao processo de hidrolise, que se daria desde o momento da
preparacao das solugdes até o momento de sua detecgéo.

Sabe-se, no entanto, que para espécies monovalentes a sensibilidade do

detector condutométrico (dk/dca), pode ser descrita pela Equagao 2 [52, 60]:

dre _ Wa = 1) s+ o) 2
dcy Ha

Sendo pa, s € po (cm?.V'.s™) as mobilidades do analito, seu co-ion e o seu contra-
ion, respectivamente e F a constante de Faraday.

A escolha do eletrélito de corrida utilizado durante o presente trabalho tem
como fundamento os conceitos expressos pela equagao anterior. A grande diferencga

entre as mobilidades eletroforéticas do MEC e do CHES (seu co-ion, presente no
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eletrélito) é responsavel por promover um ganho na sensibilidade quando
comparado, por exemplo, com o tampao carbonato.

O valor dk/dca esta diretamente relacionado com a altura do pico obtido para
o analito. A area do pico, no entanto, leva em conta fatores que contribuem para o
formato do pico, como a eletrodispersao, a mobilidade e o campo elétrico envolvido
na separacgao (representados pela constante g na Equacéo 3).

O fator de resposta (kai) € a razéo entre a sensibilidade do analito (a) e do
padrao interno (pi). Dessa forma, o fator de resposta calculado em fung¢ao das areas

dos picos pode ser calculado pela Equacgao 3:

_ Gatpi(a — ts)(pa + Uo)
ka,pi -
Ipitta(tpi — 1) (pi + 1o)

F (3)

Como mostra a Equacao 3, o fator de resposta esta inteiramente relacionado
com as mobilidades das espécies presentes na analise. Esse fato sugere que
quaisquer espécies que apresentam valores de mobilidade e fatores dispersivos (g)
iguais a mobilidade do MEC apresentam o mesmo fator de resposta e, portanto,
podem ser utilizados como padrdes de calibragao.

A busca por uma espécie cuja mobilidade seja exatamente igual a do MEC
nao constitui uma tarefa trivial, no entanto. Apesar disso, uma analise grafica da
Equacéo 2 (e, consequentemente, Equacao 3) mostra que, para intervalos pequenos
de mobilidade (préximas a mobilidade do MEC), a sensibilidade do detector
apresenta carater linear (R*> = 0,999) (Figura 11). A unidade de mobilidade Ti

(Tiselius) corresponde a 10°.cm?.V'.s™.
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Figura 11. Calculo tedrico para a sensibilidade do detector (dk/dC,) em fungdo do moddulo da
mobilidade eletroforética para um pequeno intervalo de mobilidades. Os calculos foram realizados
levando-se em conta o sistema utilizado: eletrdlito Li/CHES 20 mM, pH 9,5, com as mobilidades do

co-ion e do contra-ion corrigidas para a forga ibnica do sistema pelo software Peakmaster.

Sabe-se que alguns carboxilatos e sulfonatos, espécies estaveis nas
condicbes de estudo, apresentam mobilidades proximas a do MEC. A curva de
fatores de resposta em funcdo das mobilidades dessas espécies pode ser utilizada
para a obtencao do fator de resposta do MEC por interpolacao.

Diversas espécies foram testadas com a finalidade de servirem ao propésito
descrito anteriormente. Cinco delas foram selecionadas para a montagem da curva:
MES, butirato, propionato, glioxilato e acetato. O butirato foi adotado como padrao
interno. A Figura 12 mostra a curva obtida. Os pontos s&o acompanhados pela

representacdo grafica das incertezas (n = 5).
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Figura 12. Fator de resposta (referentes ao butirato) das espécies MES, butirato, propionato, glioxilato

e acetato, respectivamente. A curva ajustada por regressao linear apresentou coeficiente R?=0,997.

A mobilidade do MEC pode ser prontamente obtida a partir das corridas
eletroforéticas. Sua interpolagcdo na curva anterior resulta em um valor de fator de
resposta da espécie em funcdo do padrao interno utilizado. Dadas as areas dos
picos das espécies envolvidas (analito e padrao interno) e a concentragdo do padréo
interno, obtém-se a concentracdo de MEC a partir da definicdo de fator de resposta

(Equacéo 4).

4.2.2. Avaliagdo do método

O método de quantificacdo descrito acima foi verificado a partir da

determinagao do tricloroacetato (TCA) em uma solugdo padrdo. Sua concentragao
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foi determinada por titulometria de neutralizacdo com hidréxido de sédio (n=3) e
corresponde a (0,1008 + 0,0001) mol.L™.

A mobilidade eletroforética do TCA foi determinada experimentalmente a
partir da média entre trés corridas analiticas. O perfil obtido encontra-se a seguir

(Figura 13).

EOF tricloroacetato

butirato

T T T T T T T T T
4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0

Tempo (min)

Figura 13. Eletroferograma obtido para solugdo 1 mM de acido tricloroacético. O TCA é a espécie
anidénica mais rapida (t, = 6,97 min). Os picos em t,=2,82 min e t,=6,66 min correspondem,

respectivamente, ao sddio e ao butirato, adicionado como padrao interno.

Para a calibracdo do detector foram realizadas cinco corridas analiticas de
solugdes padrao das cinco espécies citadas anteriormente. A curva dos fatores de
resposta de cada espécie em fungao das suas mobilidades (Figura 14) foi utilizada

para a interpolagao da mobilidade do TCA.
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Figura 14. Curva de calibragdo do detector para interpolagdo da mobilidade do TCA. A curva ajustada
por regressao linear apresenta coeficiente de correlagéo R? = 0,999. O fator de resposta, obtido

dessa forma, permite o calculo da concentragdo da espécie na amostra.
De acordo com a Equacao 4, vale a relacio:

Arca Crca
= kTCA,but —C (5)
but

Abut

A concentracdo do TCA (Equacao 6) pode ser obtida diretamente a partir do

rearranjo dos membros da Equacao 5:

C _ CbutATCA
TCA — A k
but™TCA,but

O valor obtido por CE-C'D com calibragdo indireta para Crca foi de

(0,102 + 0,003) mol.L™", mostrando forte correspondéncia com o resultado obtido por
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titulometria. As médias se mostraram comparaveis de acordo com o teste t de
Student com 95 % de confianga.
O método de quantificacdo descrito foi utilizado para a estimativa das

concentracdes de MEC em diversas bebidas alcodlicas carbonatadas.
4.2.3. Determinagdo de MEC em amostras de cerveja

A concentragdgo de MEC em amostras de cerveja varia de acordo com
diversos fatores, dentre eles a quantidade de alcool e bicarbonato presentes (que
ndo é constante entre fabricantes ou mesmo entre lotes diferentes do mesmo
fabricante). O desprendimento de CO, que ocorre continuamente apds a abertura da
lata também dificulta a obtengdo de uma concentragao exata da espécie, dado que a
cada corrida analitica sua concentragao tende a ser menor. Outro fator se deve ao
processamento da amostra de cerveja. A grande quantidade de bolhas compromete
a obtengao de medidas volumétricas.

Apesar disso, essa concentracdo pode ser estimada de acordo com o
procedimento descrito anteriormente. Para esse experimento, o detector C*D foi
calibrado a partir de trés corridas eletroforéticas de uma solugdo 1 mmol.L'dos cinco
padrées (MES, butirato, propionato, glioxilato e acetato) de acordo com o
procedimento ja descrito, imediatamente antes da injecdo da amostra.

A curva de calibragdo obtida foi utilizada para a interpolagcdo da mobilidade
eletroforética do MEC presente na cerveja, obtida experimentalmente, como descrito
a seguir. O MES foi utilizado como padrédo interno na construgao da curva e,
posteriormente, foi adicionado as amostras de cerveja. Apesar da maior diferenca de
tempo de migragao em relagao ao MEC quando comparado com outras espécies (ex.

butirato e propionato), o MES nao comigra com outros compostos presentes na

58



cerveja, de modo que o seu sinal pode ser facilmente integrado no eletroferograma

(Figura 15).

EOF bicarbonato

+

Na MEC

MES /
/

——— :
3,0 45 6,0 7.5 9,0 10,5
Tempo (min)

Figura 15. Eletroferograma C*D de amostra de cerveja lager. O MES (t,, = 6,8 min), adicionado para

fins quantitativos, ndo comigra com as outras espécies presentes, apresentando resolugao de pico.

Uma amostra de cerveja foi submetida & CE-C*D logo ap6s a abertura da lata.
A mobilidade do MEC proveniente dos eletroferogramas foi interpolada na curva
padrao do detector e, com base no fator de resposta obtido, sua concentracio foi
calculada. A concentragdo de MEC encontrado em uma amostra de cerveja do tipo
lager foi de (0,67 + 0,11) mmol.L™".

Essa concentragdo é, no entanto, subestimada, devido ao processo de
hidrolise que se da entre 0 momento da injecdo e o de sua passagem pelo detector.
Apesar disso, pode-se calcular a concentracdo de MEC no momento da injecao, de
acordo com o procedimento descrito na introdugao, utilizando-se a constante de

hidrolise obtida anteriormente por Vidal et al. [16].
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[RCO5™]4
In ([RCOg_]Z) (7)

“n = 01, — )
[RCO;7]1\

In (m) = kp - [H,0] - (t; — t1) (8)
In([RCO37];) —In([RCO;5™1,) = kp, + [H,0] - (t; — t1) 9)
In([RCO5711) = ky - [H,0] - (t; — t1) + In([RCO37]3) (10)

[RCO;7], = ekn[H20]-(t2—t1) +In ([RCO37]2) (11)

Sendo k, = (1,99+ 0,5).10°L.mol™.s™, t; 0 momento da injecdo (t = 0), t, o
momento da deteccdo (t = 7,3 min) e utilizando-se a razoavel aproximacado de
[H,0] = 55,5 mol.L™", obtém-se a concentracdo inicial de MEC igual a
(1,2 £ 0,2) mmol.L™

Se considerarmos que os 2,5 g.L™! de carbonato total existente na cerveja [28]
estejam na forma de anions bicarbonato, € que a cerveja possui aproximadamente
5% de etanol (de acordo com o indicado pelo fabricante), pode-se obter uma

aproximacao da concentracdo esperada de MEC na cerveja como demonstrado a

sequir:
X _ [CH3CH,0C05][H,0] 1
®1 " [CH3CH,OH][HCOS] (12)
K,,[CH;CH,OH][HCO3
[CH;CH,0C05] = eql CHsCH, OHIHC O] (13)
[H,0]

Substituindo-se na Equacao 13 os valores declarados anteriormente, apds as

devidas conversdes de unidade, obtém-se uma concentragdo esperada de MEC de
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aproximadamente 1,3 mmol.L™". Sendo assim, verifica-se uma boa concordancia
entre o valor esperado e o valor obtido experimentalmente.

Vale ressaltar que a situagao real do experimento ndo permite a obtencao de
um valor exato para a concentragao de MEC, sendo a continua perda de CO,apés a

abertura da lata um dos principais motivos.
4.2.4. Determinagao de MEC em drinks

A determinacdo de MEC em amostras de drinks é facilitada em relagdo a
cerveja devido ao menor numero de espécies com mobilidades proximas ao MEC
presentes na matriz e ao processamento relativamente mais simples das amostras.
A alta concentragao de etanol, quando comparada com a da cerveja, leva a maiores
concentragcdes de MEC.

Com a finalidade de se obter a concentragdo de MEC em uma mistura de rum
com refrigerante de cola (1:1; v/v), foi realizado um experimento de CE-C*D logo
apds a mistura das duas bebidas. A menor complexidade da matriz permitiu o
emprego do butirato como padrao interno, espécie cuja mobilidade € mais proxima
da mobilidade do MEC quando comparada com o MES.

A amostra apresentou (4,1 +0,5) mmol.L™" de MEC apds extrapolagdo da
concentracdo para o ponto de injecdo de modo analogo ao realizado na segao
anterior para a concentragdao de MEC em cerveja. Os eletroferogramas obtidos para

os outros dois drinks (ver seg¢ao 4.1.4) sugerem concentragao similar de MEC.

4.3. Efeito do pH sobre a formacao de MEC

De acordo com resultados prévios a respeito da cinética de formacao de
MACs [16], sdo necessarios alguns minutos para que a mistura entre etanol e

bicarbonato reaja formando concentragcbes detectaveis de MEC. Apesar disso, 0s
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eletroferogramas discutidos na seg¢ao 4.1.4 evidenciam a formagcdo de MEC logo
apos o preparo do drink. Tal fato sugere a existéncia de um processo catalitico que
ocorre nos sistemas estudados, embora nao verificado nos sistemas descritos na
literatura.

Ha relatos na literatura a respeito do efeito catalitico da anidrase carbdnica
sobre a hidrélise dos MACs [61]. Considerando-se que a anidrase carbbnica esta
presente em todos os seres vivos — animais, vegetais, fungos e bactérias —, a
hipétese da existéncia de um processo enzimatico ndo deve ser prontamente
descartada.

Apesar disso, tendo-se em vista que o mesmo efeito catalitico foi verificado
nas trés misturas binarias, a possibilidade de a catalise se tratar de um processo
enzimatico € pequena — dado que o conteudo enzimatico possivelmente presente
seria diferente para as trés bebidas alcodlicas (verificar componentes das bebidas
utilizadas na segéo 1.2.2).

Os trés sistemas compartilham, no entanto, o baixo valor de pH — 4,50, 3,23 e
2,66 para “whisky e club soda”, “gin e ténica” e “rum com refrigerante de cola”,
respectivamente, obtidos por medida direta com o auxilio de um pHmetro.

Com a finalidade de se verificar o efeito do pH sobre a formacdo de MEC em
sistemas envolvendo agua, etanol e bicarbonato, duas solu¢gdes com diferentes
valores de pH foram preparadas e submetidas & CE-C*D.

O acido utilizado para o ajuste de pH foi o acido oxalico, devido ao seu baixo
impacto na forga idbnica da amostra quando comparado com acidos mais fortes (i.e.
acido cloridrico). Além disso, o produto de sua dissociagao € o anion oxalato, cuja
mobilidade eletroforética ndo compromete a separagado dos compostos na regiao do

analito.
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Os resultados obtidos (Figura 16) mostram perfis claramente diferentes para a

cinética de formacao do MEC.

3,04
2,54 °
2,04 .0

1,5 1

AMEC/ABUT
[ J

0,5" .

L AR 4
4
0,0 T T T T ¥ T ? ? 1

0 10 20 30 40 50
Tempo (min)

pH 4

Figura 16. Perfis de formagao de MEC a partir de etanol e bicarbonato em sistemas com diferentes

valores de pH.

Para o sistema de pH 4 verifica-se uma quantidade substancial de analito
logo apds o momento da mistura, de maneira similar a verificada na preparagao dos
drinks. Dada a acidez do meio, essa concentracdo diminui ao longo do tempo,
devido a perda de bicarbonato na forma de CO,. J4 em pH 8 observa-se o oposto:
logo apds a mistura das solugdes, a quantidade de MEC existente € baixa e tende a
aumentar com a passagem do tempo, até atingir o equilibrio. Devido ao pH elevado,
a perda de bicarbonato € minimizada. Os resultados para esse sistema estdo de
acordo com os obtidos por Vidal et al. [16]para valores mais altos de pH.

A figura abaixo representa os equilibrios do CO, em meio alcodlico/aquoso

em funcgao do pH (Figura 17).
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Figura 17. Equilibrios envolvendo CO, em meio alcodlico/aquoso em fungao do pH do sistema.

Percebe-se que, para valores mais altos de pH, o caminho mais provavel
envolve a substituicdo nucleofilica pelo solvente no grupo carbonato (lado direito do
esquema). A medida que se reduz o pH do sistema, espera-se que a reagéo ocorra
pela adicdo do solvente no CO,, espécie mais abundante (lado esquerdo do

esquema). Os resultados obtidos indicam que o segundo caminho é o mais rapido.
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5. Conclusoes

Verificou-se a presenca de MEC em amostras de cerveja lager e cerveja
escura, independentemente do baixo valor de pH dessas bebidas. Apesar das
complicagdes encontradas, ha também evidéncias da presenca de MEC em vinhos
espumantes.

Nos casos das bebidas ja envasadas na presenga de gas carbbnico ha tempo
suficiente para que a reagédo atinja o equilibrio at¢é o momento da abertura do
recipiente para consumo. Mesmo depois de abertos, com o desprendimento de gas do
sistema, ainda se verifica concentragdes detectaveis de MEC.

Ao contrario do esperado com base nos resultados da literatura, pbde-se
verificar a presenca de quantidades detectaveis de MEC logo apds a mistura entre
uma bebida alcodlica destilada e uma bebida carbonatada. O pH dessas misturas néo
se mostrou suficientemente baixo para promover a liberagcdo de CO, em grande
extensdo e, consequentemente, a decomposicao total do MEC.

Verificou-se, ainda, que o baixo pH favorece a cinética de formacao da espécie
em uma escala compativel com o tempo levado para se consumir a bebida, havendo
entdo consumo de MEC durante a ingestédo de drinks.

A estimativa da concentracdo de MEC nas bebidas estudadas foi possivel
devido ao grande potencial analitico da técnica de CE-C*D em permitir a

determinacao de espécies sem a necessidade de uma curva de calibragao, qualidade
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que a torna uma ferramenta poderosa nao apenas na quantificagdo do MEC, mas de

diversas outras espécies instaveis.
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6. Perspectivas

A presenca de MEC em alimentos era desconhecida até entdo. Apesar disso,
bebidas como a cerveja sdo consumidas ha milénios, sugerindo a pequena
probabilidade de que a espécie seja nociva. Nao ha, no entanto, informagbes a
respeito do seu papel no sabor da bebida, bem como seu efeito na absorgéo do alcool
pelo organismo. Estudos anteriores concluiram que a presenca de CO, favorece a
absorgéo do alcool no organismo [62]. Ha também relatos na literatura a respeito da
diferenca nas taxas de absor¢ado do etanol pelo organismo ao se ingerir uma mistura
de agua com vodka e uma de agua gaseificada com vodka [63].

Sabe-se que os MACs apresentam raios hidrodindmicos pouco inferiores aos
carboxilatos com mesmo nimero de carbonos [16]. E conhecido o fato de que
algumas células apresentam canais que auxiliam no transporte de alguns carboxilatos
entre seu interior e exterior. Apesar das explicagcdes fornecidas pelos autores, o
desconhecimento a respeito da formagcdo de MEC nesses sistemas os leva a
desconsiderar seu possivel papel como transportador do etanol por membranas.

Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho sirvam como estimulo para
novas pesquisas na area de alimentos, sendo a influéncia da presenca de MEC no
sabor das bebidas alcodlicas carbonatadas uma sugestao cabivel. O envolvimento de
outras areas na busca por novos conhecimentos a respeito da formacdo e
estabilidade de MEC em solugao aquosa, tais como a area médica, pode levar a um

melhor entendimento da absor¢cédo do etanol e seu metabolismo.
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