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RESUMO

O acido tartarico € um &cido orgénico natural encontrado na fermentacdo de polpas de fruta,
principalmente uva e tamarindo. Ele desempenha um importante papel na industria vinicola
além de ser usado como aditivo em diversos setores. Existem trés métodos de producéo do
acido tartarico: natural como subproduto do vinho, sintese quimica e sintese biotecnoldgica.
Conhecer o método de producédo e origem geogréafica deste produto é importante para evitar
fraudes comerciais e rotulagdes falhas, e assim também abordar questbes de seguranca
alimentar para o consumidor. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o acido tartarico com a
finalidade de estabelecer pardmetros de qualificacdo e rastreabilidade. Diversas técnicas
analiticas como UPLC, NMR e FT-IR foram utilizadas visando, inicialmente, identificar a
presenca de impurezas e/ou tragos da rota sintética do &cido tartarico. Porém, os dados obtidos
ndo foram promissores devido a elevada pureza desse produto. A técnica de espectrometria de
massas de razdo isotdpica foi entdo aplicada associada a analise estatistica multivariada. Assim
foi possivel fazer a distincdo com relagcdo ao método de producéo e origem geogréfica do acido
tartarico. A combinacéo dessas técnicas permitiu a correta classificacdo de 100% das amostras
de acordo com o método de producdo e continente de origem. Também foram avaliados quatro
derivados do &cido tartarico: bitartarato de potassio, acido metatartarico, tartarato de calcio e
tartarato de sodio potéassio. A analise da razéo isotdpica comparada com o acido tartarico
possibilitou a distincdo do método de producao, com melhores resultados para o bitartarato de
potassio e acido metatartarico. Mesmo que mais estudos futuros incluindo maior nimero de
amostras de cada grupo sejam necessarios para validar esses resultados, pode-se concluir que a
analise isotopica associada a anélise multivariada deve ser considerada como uma importante

metodologia para o estudo e controle de qualidade do &cido tartarico e seus derivados.

Palavras-chave: &cido tartarico, analise isotOpica, rastreabilidade, andlise multivariada.
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ABSTRACT

Tartaric acid is an organic acid, naturally contained in some fruits, especially grape and
tamarind. It plays an important role in the wine industry and it is an important additive applied
in several sectors. There are essentially three methods of obtaining tartaric acid: natural as a by-
product of wine, chemical synthesis and biotechnological synthesis. Information about
production method and geographic origin of this product is relevant to avoid commercial frauds
and mislabeling, but also to address safety issues to consumers. The objective of this work was
to characterize tartaric acid in order to establish parameters of qualification and traceability.
Initially several analytical techniques, such as UPLC, NMR and FT-IR, were applied to identify
presence of impurities and/or traces from synthetic route of tartaric acid. However, the data
obtained was not promising, due to high purity of the products. Then isotope-ratio mass
spectrometry technique was applied and distinguished isotopic profiles of the samples were
obtained. IRMS associated with different multivariate statistics methods were able to classify
tartaric acid samples by production and geographic production of tartaric acid. The combination
of both techniques allowed the correct classification of 100% of the samples according to their
production method and continent of origin. Four tartaric acid derivatives were also evaluated:
potassium bitartrate, metatartaric acid, calcium tartrate and, potassium sodium tartrate. Isotopic
analysis of derivatives were compared to isotopic profile of tartaric acid, with notorious results
for potassium bitartrate and metatartaric acid. Even though further studies including a larger
number of samples in each group are needed in order to validate these findings, we can conclude
that isotopic analysis associated with multivariate analysis should be considered as an important

methodology for the study and quality control of tartaric acid and its derivatives.

Key words: tartaric acid, isotope analysis, traceability, multivariate analysis.
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INTRODUCAO

Produtos naturais sdo importantes fontes primarias para diversos tipos de industrias. Um
relevante e forte crescimento do mercado destes produtos vem se destacando ao longo das
ultimas décadas. Dois fatores que conduziram a isto podem ser destacados: mudancas nas
regulamentacfes e aumento da demanda do consumidor [1]. De outra parte, a sintese quimica
apresenta processos e técnicas de producdo de compostos sintéticos similares aos naturais. A
diferenca entre os compostos naturais e sintéticos vem se tornando cada vez menor.

Produtos de origem natural sdo expostos a multiplas fontes de fraude e adulteracdes,
sendo a principal dela com relagdo a sua origem natural. Outros tipos comuns de fraude sdo
guanto a origem geogréfica e adicdo de substancias adulterantes. Além disso, soma-se o desafio
de controlar substancias naturais complexas na indudstria, j& que isso demanda tecnologia e
conhecimentos cientificos elevados sobre qualificacdo e autenticacdo [2]. Desse modo,
pesquisa e desenvolvimento de métodos de caracterizacdo de produtos naturais sdo essenciais
para garantir a sua qualidade e para seguranca dos consumidores. Um produto natural que
ilustra perfeitamente esta problematica é o &cido tartarico.

O 4cido tartarico é um composto organico de forma molecular CsHsOs. Sua
nomenclatura oficial é &cido 2,3-dihidroxibutanodioico. Este &cido orgénico é amplamente
aplicado na industria alimenticia, farmacéutica e téxtil. E encontrado na fermentac&o de polpas
de fruta, principalmente uva e tamarindo [3; 4]. Ele pode ser sintetizado pela reacédo do anidrido
maleico com peroxido de hidrogénio [5], sendo este primeiro um produto derivado do petréleo.
Outra forma de producdo é a sintese biotecnoldgica, na qual o &cido cis-epoxisuccinico, também
derivado do petroleo, € convertido em L(+)-acido tartarico [6].

Atualmente, ha uma auséncia de legislacdo e normas especificas que permitam
diferenciar e qualificar o acido tartdrico de acordo com sua origem. Este vacuo legal
impossibilita a garantia de qualidade para o consumidor. E como as aplicacfes do &cido
tartarico chegam diretamente ao consumidor, seja por alimentos ou produtos de higiene, esta
falta de clareza quanto a sua forma de producgéo impede a escolha do consumidor por produtos
naturais.

Este trabalho foi dividido em cinco capitulos, cada um descrito a seguir. O Capitulo 1
foi apresentado uma revisdo bibliografica sobre o acido tartarico trazendo um panorama sobre
suas propriedades, processos de produgéo, aspectos econdmicos e atual legislagdo. Em seguida,
0 Capitulo 2 trata sobre a investigacdo de provaveis impurezas provenientes da sintese do acido

tartarico, como um meio de identificar sua origem. E também o uso de diferentes técnicas
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analiticas para caracterizar o &cido tartarico. O Capitulo 3 relata a aplicacdo da espectrometria
de massas de razdo isotdpica com anélise multivariada para classificagdo do &cido tartarico de
acordo com seu modo de producdo e origem geografica. Os derivados do acido tartarico foram
estudados no Capitulo 4 através de analise isotdpica, comparando-os com os resultados do acido
tartarico E entdo, no Capitulo 5, as principais conclusdes obtidas sdo apresentadas bem como

as perspectivas futuras deste trabalho.
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OBJETIVOS

Caracterizar o acido tartarico com a finalidade de estabelecer parametros de qualificacao

e rastreabilidade.

1.1 Objetivos Especificos

= Estudar o &cido tartarico e seus diferentes métodos de producéo;

= Utilizar técnicas cromatograficas e espectroscépicas para verificar a presenca de
impurezas e/ou tragos que identifiguem sua origem;

= Caracterizar do acido tartarico com relacdo a suas propriedades fisico-quimicas;

= Determinar raz@es isotdpicas de acido tartarico de diferentes origens;

= Identificar relagGes de razGes isotopicas com método de producdo e origem geografica;

= Determinar razdes isotdpicas de derivados do &cido tartarico;

= Analisar a origem dos derivados comparando com acido tartarico natural e sintético.

19



CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Produtos Naturais

Produtos naturais podem ser de fonte terrestre ou marinha, como plantas, animais e
microrganismos. Para que um produto possa ser denominado como produto natural ele deve
pertencer a um dos seguintes casos [2]:

= Ser um organismo inteiro que ndo foi submetido a nenhum tipo de processo ou
tratamento, a ndo ser processos de preservacao;

= Parte de um organismo;

= Extrato de um organismo ou parte dele;

= Composto puro isolado de organismos;

» Metabdlitos secundarios, produzidos por um organismo que nao 0S hecessita
estritamente para a sobrevivéncia.

Os produtos naturais extraidos de plantas exercem um papel importante na economia.
Sdo usados nos mais diversos tipos de industrias, principalmente alimenticia e farmacéutica.
Podem também atuar como modelos estruturais para a sintese de novas substancias. Seu uso €
observado desde as mais antigas civilizagoes [7].

O conhecimento das estruturas e propriedades dessas substancias é primordial para
desenvolver suas aplicacbes e ainda garantir a seguranca de quem faz uso da mesma. A
caracterizacdo desses produtos € realizada ha mais de 200 anos. Porém, a analise de compostos
naturais nunca foi simples. A quantidade de compostos organicos, a dificuldade de separacdo e
a baixa concentracdo sao fatores complicadores na andlise organica. Estudos dos produtos
naturais evoluiram significativamente, juntamente com o avanco das técnicas de caracterizacao.
Assim, novos métodos e procedimentos foram desenvolvidos, apesar de ainda ndo abrangerem
todas as substancias conhecidas. Ademais, o desenvolvimento da ciéncia gerou também novas
rotas de sinteses. Produtos antes exclusivamente naturais, agora sdo fabricados sinteticamente
em escala industrial. Logo, criou-se a necessidade de diferenciacdo da origem desses produtos.
Atualmente, ¢ plausivel obter alto teor de purificagcdo, assim como detectar elementos em nivel
ultra tragco. Como efeito, novos estudos podem documentar a historia de uma substancia,
determinando sua origem, contaminag&o, concentracdo real e adi¢do, subtracdo ou substituicao
de constituinte [8].

Um ramo importante de produtos naturais sdo os acidos organicos. Diversos acidos
organicos sdo de origem natural e fazem parte do nosso cotidiano, o acido tartarico é um
exemplo.
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1.2 Acido Tartarico

O acido tartarico é um acido organico natural encontrado na fermentacéo de polpas de
fruta, principalmente uva e tamarindo. O acido tartarico € um composto organico de forma
molecular C4HeOs, sua estrutura esté representada na Figura 1. Sua nomenclatura oficial é &cido

2,3-dihidroxibutanodioico.

OH O

HO
OH

O OH

Figura 1. Estrutura do &cido tartarico.

Desde a Antiguidade, gregos e romanos conheciam o &cido tartarico e seus derivados
como subprodutos da fermentacdo da uva. O nome deste acido tem origem medieval, do termo
tartarus. A partir do tartarato de potassio, o quimico islamico Jabir ibn Hayyan foi o primeiro
a isolar o acido tartarico, em 800 [9]. O método moderno de obtencdo foi desenvolvido em
1769, pelo quimico sueco Carl Wilhelm Scheele. O isolamento foi feito a partir do creme de
tartaro, um sal &cido de potéassio do &cido tartarico (KCsHsOs). Scheele ebuliu creme de tartaro
com giz e, em seguida, tratou com &cido sulfarico [10; 11]

Jaem 1832, Jean Baptiste Biot, fisico e matematico francés, descobriu a propriedade de
desvio da luz polarizada do &cido tartarico. O estudo dessa propriedade foi aprofundado por
Louis Pasteur, em 1847. Ele observou diferenca de formatos nos cristais de acido tartarico.
Pasteur usou pingas muito finas para separar 0s dois tipos de cristais do acido, descobrindo sua
assimetria. Assim, foi feito o primeiro isolamento dos isémeros, acido tartarico L(+) e acido
tartarico D(-) [12]. A diferenca entre eles era a dire¢do de desvio da luz polarizada, quando em
solucdo. Os sinais, positivo e negativo, foram adotados aos nomes do &cido por convencéo.
Estudos com o &cido tartarico continuaram na busca de métodos de obtencéo e purificacdo mais

simples e eficientes, de forma a possibilitar seu processamento comercial.

1.2.1 Propriedades

O é&cido tartarico apresenta dois grupos de hidroxila (OH) e dois grupos carboxilicos
(COOH). Este composto é estavel e, quando isolado, é um solido cristalino branco, inodoro e
soltvel em agua. Apresenta seu forte paladar &cido, por apresentar pH proximo a 1,6. Na Tabela

1 encontram-se as principais propriedades fisico-quimicas deste acido.

21



Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas do acido tartarico

Propriedade

Valor

Nome oficial

Formula molecular
Massa molecular
Estado fisico
Aparéncia

Odor

Sabor

Solubilidade em &gua
Ponto de fuséo
Densidade aparente
Decomposicao térmica
pH

Ponto de inflamabilidade

Rotacéo especifica

Acido 2,3-dihidroxibutanodioico
C4HsOs
150,09g.mol*
Sélido

Branco, cristalino
N&o apresenta
Muito azedo
1390g.L™ (20°C)
168-170°C
1,76g.cm™
>170°C

~1,6

210°C

Entre +11,5° e +13,5° (em
solugédo aquosa, 20°C)

Fonte: [12; 13].

Outra importante caracteristica do acido tartarico é a presenca de dois centros quirais

que apresentam os mesmos substituintes. Dois dos quatro estereoisdbmeros possiveis para esta

substancia sdo idénticos devido ao seu plano de simetria. Os trés estereoisébmeros do acido

tartarico estdo representados na Figura 2. Duas dessas formas sdo opticamente ativas: acido

L(+)-tartarico e &cido D(-)-tartarico. Sendo que o L(+) desvia o plano de vibragdo da luz

polarizada para a esquerda (levégiro) e o D(-) desvia o plano de vibragdo da luz polarizada da

luz para a direita (dextrdgiro). Eles séo enantidmeros, ou seja, imagens especulares um do outro.

Ja a terceira forma é um aquiral diastereoisomero de ambos os enantibmeros, acido dextro e

levotartarico. Ele é denominado acido meso-tartarico e é opticamente inativo. Ainda é possivel

obter uma mistura racémica dos dois enantidomeros, a qual é denominada DL-tartarico [10; 14].
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Figura 2. Representacdo das estruturas do acido tartarico. Modificado de [11].

O &cido tartarico é obtido natural e sinteticamente em grande quantidade na forma L(+)
e apresenta diversas aplicacdes. A mistura racémica e o acido meso tartarico podem ser
produzidos industrialmente. Enquanto a forma D(-) € rara e quase ndo apresenta aplicabilidade
[15; 16].

1.2.2 Tecnologias de producéo
Existem comercialmente trés métodos de obtencdo do acido tartarico: producéo natural

como um subproduto do vinho, sintese quimica e sintese biotecnologica.

1.2.2.1 Producéo natural

As substancias de partida para a producdo do acido L(+)-tartarico sdo subprodutos da
vinificagdo. Normalmente, o 4cido tartarico esta presente como um sal, sendo 0 mais comum o
bitartarato de potassio (KHC4H40s), seguido em menor quantidade do tartarato de calcio
(CaC4H406). Subprodutos do vinho sdo utilizados na produgdo do &cido tartarico e sdo
classificados de acordo com a sua formag&o e concentracdo de bitartarato de potassio, como
descrito na Tabela 2 [13].
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Tabela 2. Classificagdo dos subprodutos do vinho.

Concentracéo de bitartarato

Subproduto de potssio Formacao
Tartaro bruto 80-90% Parede dos recipientes de fermentacédo
Borra 19-38% Fundo dos recipientes de fermentacéo
Borra seca 55-70% Borra tratada
Bagaco de uva - Esmagamento da uva
Fonte: [13].

Nas destilarias o tartarato é obtido na forma de tartarato de calcio, borras e bagacos de
uva sdo tratados com hidréxido de calcio.

Para a producéo do &cido tartérico, subprodutos do vinho e residuos se tornam matéria-
prima e tem diferentes caminhos no processo industrial devido as diferencgas na sua composicao
e caracteristicas. Na Figura 3 é apresentado um esquema do processamento dos subprodutos
tartaricos dentro do processo de producéo do vinho. Trés caminhos sdo possiveis para obter o
acido tartérico. Este esquema foi baseado e fornecido por uma empresa francesa produtora de

acido tartarico.

Solugdo alcalina de
Tartaro, tartaro fino, creme descalcificacdo (residuos): O T —
de tartaro bruto: bitartarato contem tartaro dissolvido. i g ¢ L.
5 2 = R acido tartarico)
de potassio no estado solido Operagao de descalcificagao
dos tanques

Recuperagdo: processo de
recuperacao fiisico-quimica
para obter o tartarato de

Recuperado por destilarias de
vinho para a fabricagdo de
alcool e de célcio tartarato

Recuperagdo: secagem,
condicionamento em
contentores flexiveis

célcio bruto
Refinamento pelos
fabricantes para se obter Refinamento pelos fabricantes para
creme de tartaro puro ou obtencéo do acido tartarico

acido tartarico

Figura 3. Gestéo da producéo do acido tartarico dentro do processo de producéo de vinho.
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A preparacdo da matéria—prima para a producdo de &cido tartarico consiste basicamente
em ebulicdo com &gua, filtracdo e cristalizacdo do liquido destilado. Em seguida, é realizada
uma etapa de secagem, na qual o material € aquecido até 160° por cerca de duas horas [3; 15].

A producéo de acido tartarico inicia-se com a formacao do tartarato de célcio. Solucéo
de hidrdxido de célcio ou carbonato de calcio € adicionado lentamente ao bitartarato de potassio
bruto, juntamente com cloreto de célcio ou sulfato de célcio para uma reduzir perdas, Equacdo
1. O tartarato de calcio formado apresenta baixa solubilidade em &gua (0,525 g.Lt, 20°C),

possibilitando a precipitacdo do produto.
2 KHC4H4O06 + Ca(OH)2 + CaCl, — 2 CaC4H406 + 2 KCI + 2 H,0 1

A separacdo do tartarato de célcio da solucdo é feita por centrifugacdo. Os cristais
precipitados sdo retirados e a solucdo residual é tratada. O tartarato de calcio é convertido em
acido tartarico por tratamento com &cido sulfirico 5% em excesso, Equacdo 2. Tartarato
proveniente das destilarias ndo necessitam dessas etapas prévias, portanto segue por este mesmo

tratamento com é&cido sulfurico.
CaC4H406 + H2SO4 — H2C4H406 + CaSO4 2

O sulfato de calcio formado é insolGvel em agua e € separado por filtracdo. A solugéo
de &cido tartarico é concentrada e resfriada lentamente para cristalizagdo e, em seguida, 0s
cristais sdo secos. O produto obtido apresenta pureza de 99,9%, aproximadamente.

Outros sais do acido tartarico apresentam aplicabilidade e valor econémico, sendo
também produzidos em escala industrial, principalmente o tartarato de sodio e potéassio e 0
bitartarato de potassio. Tartarato de sodio e potassio (KNaCsH40s), também conhecido como
sal de Rochelle ou sal de Seignette, € produzido a partir bitartarato de potassio com carbonato
de sddio, Equacdo 3. Apos filtracdo e centrifugacdo, o solido resultante é levado e seco,

obtendo-se o produto final.
2 KHC4H406 + Na2CO3 — 2 KNaC4H40s + CO2 + H20 3

Ja o bitartarato de potassio, ou creme de tartaro, pode ser obtido diretamente do tartaro
bruto, sendo necessario apenas um processo de purificacdo. Ele também pode ser produzido a
partir de solucdo de acido tartarico com solugdo de sal de Rochelle acrescida de sulfato de

potassio, Equacéo 4.

2 H2C4H406 + 2 KNaC4H4O6 + K2SO4 — 4 KHC4H406 + Na2SO4 4
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Na Figura 4 o diagrama agrupa as etapas bésicas da producdo do &cido tartérico e seus
principais sais.

o e O I () R
> ' CaT bruto l > Centrifugagdo - CaT puro

Borra Ca(OH), + CaCl,

1

e R ) R I R
L ] e secagem

Concentracdo e
cristalizagdo

N Z
%

Qo

N

| TA99,9%

i

Figura 4. Processo de producéo do acido tartarico (TA) e seus principais sais, tartarato de
calcio (CaT), tartarato de sodio e potassio (KNaT) e bitartarato de potéassio (KTA).
Modificado de [15].

1.2.2.2 Sintese quimica

Uma rota sintética para producdo do acido tartarico em grande escala para propositos
comerciais foi descrita por Church (1951). Esta sintese é realizada a partir do acido maleico,
que é uma substancia derivada do petroleo. Ela consiste na hidroxilacdo do acido maleico
(C4H404) com perdxido de hidrogénio (H20.), na presenca do &cido tungstico (H:WO4) como
catalisador [5]. O composto intermediario formado, acido cis-epdxi succinico (C4H40Os), é
hidrolisado para a formacéo do acido tartarico [17].

A solugéo formada é concentrada e o produto € cristalizado em baixa temperatura e seco,

obtendo-se acido tartarico de alta pureza.

1.2.2.3 Sintese biotecnologica

Uma segunda forma de obtencdo do &cido tartarico a partir do &cido cis-epdxi
succinico é através da sua fermentagdo. Uma enzima capaz de hidrolisar o grupo epdxi do acido
epoxi succinico é adicionada neste processo, Figura 5. Ela pode ser proveniente de diversas

especies como Nocardia, Acetobacter, Corynebacterium, Acinetobacter, Agrobacterium,
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Rhizobium, Pseudomonas e Rhodococcus [18; 19; 20]. As vantagens desta forma de producéo
€ seu baixo custo, abundancia do &cido epdxi succinico e alta seletividade da biotransformacao

em &cido L(+)-tartarico [6].

O
HO OH

0O (@)

Figura 5. Estrutura do &cido cis-epOxi succinico.

Neste método um microrganismo é incubado em meio de cultura e adiciona-se uma
solucdo de acido cis-epOxi succinico. A enzima hidrolase acido cis-epdxisuccinico catalisa a
hidrélise do acido cis-epoxisuccinico racémico para a forma acido L(+)-tartarico. Cloreto de
calcio ou outro sal de célcio deve ser adicionado a solucéo, caso ela ndo contenha célcio. Os
cristais de tartarato de célcio formados sdo separados por filtracdo. A recuperacao do tartarato

em &cido tartarico € realizada em uma resina de troca idnica [21].

1.2.3 Aplicacgdes

O é&cido tartarico € uma substancia amplamente utilizada na industria. Os principais
ramos da industria que fazem uso deste composto séo o alimenticio e o farmacéutico. Ele é um
importante controlador de acidez e colabora no controle de microrganismos [15].

A aplicacdo mais importante do acido L(+)-tartarico € na producéo de vinho. Dentre
os acidos organicos presentes no vinho, ele é o mais forte [22]. Este &cido influencia
diretamente no pH e caracteristicas sensoriais do vinho. Mesmo estando presente naturalmente
nas uvas em forma salificada, ele pode ser adicionado no processo de produgdo. Em grande
guantidade, o acido tartarico concede aspereza e adstringéncia ao vinho; ja em concentracdes
adequadas, é responsavel pela sua fineza acida [23].

Continuando na industria alimenticia, o &cido tartarico e seus sais sdo usados como
intensificadores de sabor, especialmente em sabores de uva. Em bebidas carbonatadas é
utilizado como regulador de acidez. E na panificacéo, é utilizado como fermento. Ele reage com
o bicarbonato de sddio e libera didxido de carbono gasoso, provocando o crescimento de massas
e misturas, sem a necessidade de adicdo de culturas de leveduras [12]. Ademais, 0 acido
tartarico pode ser usado como conservante, estabilizador, antiaglomerante e espessante [24]. Os

produtos nos quais se pode encontra-lo sdo os mais diversos, por exemplo: sobremesas, sucos
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artificiais, balas, geleias, frutas e vegetais em conserva, goma de mascar e chocolate em pé [10;
25; 26; 27].

Outra area industrial que utiliza a combinacao de produtos tartaricos e bicarbonato de
sodio é a farmacéutica; eles sdo adicionados em produtos efervescentes [28]. Em produtos de
higiene o acido tartarico é encontrado em shampoos e hidratantes corporais [25].

Em menor escala, ele € usado na fabricacdo de cimento, gesso e produtos téxteis [29].
Na sintese organica, este acido é utilizado em separacGes enantiosseletivas e em formacdes de

complexos com metais [30; 31]

1.2.4 Aspectos econdémicos
O mercado do &cido tartarico € considerado em crescimento e promissor. A producgao
de vinhos representa a maior parte da aplicagdo desta substancia, seguido do uso como

emulsificantes e produtos farmacéuticos, como descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Divisdo do mercado do acido tartarico.

Mercado Porcentagem
Bebidas alcodlicas 30%
Emulsificantes 20%
Farmacéuticos 15%
Alimentos 10%
Téxtis 10%
Eletroquimicos 10%
Outros 5%

Fonte: [15].

Como pode ser observado na Figura 6, a Europa é o maior mercado consumidor do acido
tartarico. Sendo a Europa a regido com os maiores produtores de vinho esse amplo consumo
eraesperado. Em 2012, de acordo com a Organizagéo Internacional da Vinha e do Vinho (O1V),
0S maiores paises produtores de vinho s&o Francga, Italia e Espanha [32; 33]. N&o foram

encontrados dados de producéo e/ou consumo de acido tartarico no Brasil.
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Figura 6. Mercado consumidor de acido tartarico. Modificado de [34].

No inicio dos anos 2000 a estimativa de producdo mundial deste &cido era de 58000
toneladas. Ja a do seu sal, bitartarato de potassio, era de 20000 toneladas [15]. A demanda
mundial deste produto somente em bebidas e alimentos foi de cerca de 28000 toneladas em
2010. Enquanto na Ameérica Latina foi esperado um consumo acima de 10000 toneladas no
mesmo ano [35]. A expectativa de crescimento do mercado global do acido tartarico foi de
aproximadamente 2,25%, no periodo de 2001 a 2010. Novos indices apontam que, dos anos de
2009 a 2014, o consumo global do &cido tartarico e seus derivados cresce a uma taxa anual de
3,4% [34]. A Figura 7 mostra uma projecdo do mercado global do &cido tartarico até 2020.

Observa-se que em todas as areas industriais o crescimento do mercado € esperado.

il

212 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

M Vinho W Farmacéuticos I Antiacidos ® Outros

Figura 7. Volume do mercado mundial do &cido tartarico por aplicacdo, 2012-2020 (em mil
toneladas) [36].
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Outro ponto importante do comércio do &cido tartarico € com relagdo a sua forma de
produgdo. Atualmente, &cido tartdrico sintético estd formando um mercado estavel,
especialmente na Europa. As figuras e tabelas seguintes foram fornecidas por uma empresa
francesa, parceira deste estudo. A China é um macico fabricante deste produto, ela representa
35% da producdo mundial. Sendo que cerca de 33% da producdo da China é importada para a
Unido Europeia. Mesmo com o crescimento de consumo do &cido tartarico, produtores
europeus tém visto sua porcdo no mercado da Unido Europeia diminuir, como pode ser

observado na Tabela 4.

Tabela 4. Producéo e consumo do &cido tartarico na Europa.

2007 2008 2009 2010
Volume de producdo na Unido Europeia 29000 27500 25000 30588
(em toneladas)
Consumo total na Europa 26931 25333 22983 29964
(em toneladas)
Parcela dos produtores europeus na 76,10% 71,10% 72,70% 68,80%

Unido Europeia
Fonte: Faure S.A.
Em contraste, a quantidade de &cido tartarico chinés no mercado europeu foi

multiplicada por cinco entre 2003 e 2013. A Figura 8 mostra o progresso dos produtores da
China de 1999 até 2013.
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Figura 8. Progresso do consumo de &cido tartarico proveniente da China na Europa.
Fonte: Faure S.A.
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Essa mudanca no mercado resulta na modificacio do preco. Acido tartarico sintético
custa menos que o obtido naturalmente, e a diferenca nestes valores tem se acentuado com os
anos. Na Figura 9 observa-se 0 aumento do preco do acido tartarico europeu, geralmente obtido
de forma natural comparado ao &cido de origem chinesa, de producdo majoritariamente

sintética.

Origem europeia

e — /

Origem chinesa

Preco (€/kg)

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Anos

Figura 9. Comparativo da evolucédo do preco do acido tartarico proveniente da Europa
e China. Fonte: Faure S.A.

1.2.5 Regulamentacdo

Na Europa, o 6rgao European Economic Community (EEC) autoriza o uso de &cido
tartarico nos alimentos quando produzido naturalmente. Neste caso, assume-se que esta
substancia € obtida a partir de plantas (889/2008 EEC, 2008). Critérios de pureza e qualidade
do acido tartarico foram definidos pela Commission Directive 2008/84/EC [37].

Na tentativa de regulamentar as importa¢6es do acido tartarico e reduzir a desigualdade
de preco entre o cido tartarico natural e sintético, medidas anti-dumping® foram tomadas pelo
Tribunal Geral da Unido Europeia [39]. A imposic¢do de antidumping nos produtos tartaricos

atingiu principalmente aqueles provenientes da China [39].

1Dumping é uma préatica comercial pela qual empresas vendem seus produtos no mercado externo a um prego
extremamente baixo, muitas vezes, inferior ao custo de producéo, visando prejudicar a concorréncia e conquistar
uma fatia maior do mercado [38].
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Nos Estados Unidos o 6rgédo regulatério FDA (US Food and Drug Administration) se
refere ao acido tartarico como uma substancia ndo agricola permitida como ingrediente em
produtos processados rotulados como “organicos” ou “feito com organicos”. Além disso, ele ¢
descrito como “componente ndo sintético” se feito a partir de vinho de uvas; e como “substancia
sintética permitida” se produzido a partir do acido maleico [12]. Em 2006, este mesmo 6rgéo
concluiu que o &cido L(+)-tartarico produzido por conversdo do anidrido maleico através de
acao enzimatica é semelhante ao produzido naturalmente, sendo permitido seu uso para as
mesmas aplicacdes que o natural [40].

Em ambito internacional, a Codex Alimentarius regulamenta o uso do acido tartarico.
Desenvolvida por uma comissdao que envolve a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO) da Organizacdo das Na¢des Unidas (ONU) e a Organizacgéo
Mundial da Saide (OMS), a Codex Alimentarius Comission estabelece uma série de padrées e
codigos de conduta relativas a alimentos, sua producgdo e seguranca alimentar. As funcGes por
eles descrita para o &cido tartarico sdo regulador de acidez, antioxidante, emulsificante,
conservante, umectante, antiaglomerante e outros.

O International Oenological Codex descreve os principais produtos quimicos, organicos
ou produtos gasosos usados na fabricacdo e conservacao de vinhos. O acido tartarico € um
destes produtos. Nele é detalhado o limite de solubilidade, rotacdo especifica, volatilidade,
impurezas organicas e nivel de metais tracos, oxalatos e sulfatos para permissdo do seu uso em
vinhos [4].

No Brasil, o acido tartarico € um aditivo permitido pela Anvisa (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria), porém nenhum detalhe sobre sua producao é citado em regulamentacdes.

A caréncia de um controle de qualidade que distinga a procedéncia do acido L(+)-
tartarico e, consequentemente, produza uma regulamentacdo mais especifica; € um dos pontos
a ser suprido por este trabalho. Dessa forma, diferentes instrumentos de analise foram utilizados
a fim de desenvolver uma metodologia eficaz para a identificacdo da origem do acido tartarico

e, posteriormente, de seus produtos derivados.
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CAPITULO 2. INVESTIGACAO DE IMPUREZAS E
CARACTERIZACAO DO ACIDO TARTARICO

2.1 Parte experimental

Todo o projeto experimental foi realizado em colaboracdo com o Centre National de la
Recherche Scientifiqgue (CNRS), organismo publico de pesquisa francés. Os experimentos
foram feitos no European Research Institute on Natural Ingredients (ERINI), instituto ligado
ao CNRS que promove a juncdo do setor académico com empresas privadas e é voltado a
pesquisa de produtos naturais, localizado em Grasse, Franca. Além deste instituto algumas
andlises foram feitas na Université Nice Sophia Antipolis (UNICE), em Nice, também
localizada na Franca.

Um grande grupo de amostras de &cido tartarico foi reunido em colabora¢do com a
empresa Faure S.A (Franca). Este grupo incluia amostras de diferentes partes do mundo e de
origem natural e sintética. Ao todo, 36 amostras de &cido tartarico foram coletadas, sendo 35
amostras de acido L(+)-tartarico e 1 de acido DL-tartarico. Das 35 amostras de &cido L(+)-
tartarico, 24 amostras eram de origem natural e 11 de origem sintética. As técnicas e métodos

de analises utilizados nestes produtos estdo descritos a seguir.

2.1.1 Extracdes

Extracdo por refluxo foi aplicada para extrair possiveis impurezas provenientes do
processo de sintese em amostras de acido tartarico. Trés amostras de acidos tartaricos foram
usadas, todas sintéticas. Ja os solventes organicos usados foram: acetonitrila (CH3CN), tolueno
(CeHsCHs) e cloroférmio (CHCls), todos da Sigma-Aldrich, Franca.

Em um baldo de destilacdo 20g de amostra foi adicionada com 100mL de solvente. O
baldo foi conectado a um sistema de extracdo por refluxo em extrator Soxhlet. A mistura foi
aquecida até o inicio da ebulicdo do solvente e mantida por 8 horas. O sélido foi separado da
solucdo por filtracdo simples com papel filtro qualitativo (5-13um, tamanho 125mm, VWR
European). A secagem foi feita a temperatura ambiente. As amostras foram pesadas antes e

depois da extracdo para determinacao do percentual de recuperagéo.

2.1.2 Ponto de fuséo
Medidas de ponto de fusdo foram feitas para controle da pureza, esse dado foi coletado

para todas as amostras. A determinacdo do ponto de fusdo foi realizada no aparelho Ponto de
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Fusdo M-560 (Buchi, Suica) com capilares de vidro de fundo fechado de 90mm. As medigdes

foram feitas com taxa de aquecimento de 2°C.mint, em duplicata.

2.1.3 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

A técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, do inglés Ultra
Performance Liquid Chromatography) foi aplicada para identificar possiveis impurezas no
acido tartarico comercial proveniente do seu processo de sintese, como acido maleico, anidrido
maleico e acido cis-epoxisuccicinico. Diferentes métodos foram usados de acordo com o tipo
de impureza esperado. Um cromatografo liqguido UPLC nanoACQUITY acoplado a um
espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo tempo de voo (Q-TOPF) com
ionizacdo por nanoeletrospray (nanoESI) foi empregado nas analises. Os dados foram
adquiridos no software Mass Lynx 4.1. Os padrdes utilizados foram &cido L(+)-tartarico
(>99,7%, FCC, FG), acido maleico (ReagentePlus) e anidrido maleico (Puriss), todos
adquiridos da Sigma-Aldrich, Franga. E, por fim, acido cis-epoxi succinico (>97%), da TCI
Europe.

Primeiramente, amostras de acido tartarico de antes e depois das extragdes foram
analisadas por um meétodo chamado A. Neste Método A foi usada uma coluna Acquity BEH
Shield RP18 (2,1x100mm; 1,7um), Waters, Franca. A eluicdo foi conduzida com fase mével A
(dgua + 0,1% 4acido formico) e fase mdvel B (acetonitrila + 0,1% acido férmico), mantendo-se
95% de fase movel A e 5% de fase mével B. Volume de injecdo de 2L, temperatura 40°C e
vazdo de 0,2mL.L™ foram as condi¢des do método. Modo negativo (ES-), energia de colisdo
6eV, tensdo no cone 40V, tensdo do capilar 2,5kV, temperatura da fonte 120°C, temperatura de
dessolvatagdo 550°C, vazéo do gés no cone 10L.h"* e vazdo do gas de dessolvatagdo 1000L.h*
foram ajustados.

Ja um Meétodo B foi usado em amostras de &cido tartarico sem extracdo, visando a
identificacdo da presenca de acido maleico e/ou anidrido maleico. No Método B foi utilizada
uma coluna Acquity HSS T3 (2,1x100mm, 1,8um), Waters, Franca. A eluicao foi composta da
fase mdvel A (4gua + 0,25% acido formico) e fase movel B (metanol), com rampa de gradiente
inicial até 1min de 95% A, de 95 a 50% de A de 1 a 5 min, mantendo-se em 50% de A de 5 a
7min e de 50 a 95% de A de 7 a 10min. Os demais parametros estdo descritos a seguir: volume
de injecdo de 2uL, temperatura 30°C, vazdo de 0,3mL.L?, modo negativo (ES-), energia de
colisdo 10eV, tensdo no cone 15V, tensdo do capilar 1,5kV, temperatura da fonte 130°C,
temperatura de dessolvatagdo 500°C, vazdo do gas no cone 50L.h* e vazdo do gas de

dessolvatacdo 800L.h™* foram ajustados.
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Método para acido cis-epoxisuccinico

Um importante intermediario na producgdo biotecnoldgica do &cido tartarico € o acido
cis-epoxisuccinico. Um método para sua identificacdo por UPLC foi desenvolvido. O padréo
de acido cis-epoxisuccinico da TCI Europe, Bélgica, foi usado nas analises utilizando coluna
Acquity HSS T3 (2,1x100mm, 1,8um), Waters, Fran¢a. A elui¢do foi composta da fase movel
A (&gua + 0,25% acido formico) e fase mdvel B (metanol), com rampa de gradiente inicial até
1min de 95% de A, de 95 a 50% de A de 1 a 5 min, mantendo-se em 50% de A de 5a 7min e
de 50 a 95% de A de 7 a 10min, e mantendo essa propor¢ao por mais um minuto. Os demais
parametros estdo descritos a seguir: volume de injecdo de 2uL, temperatura 30°C, vazdo de
0,3mL.L%, modo negativo (ES-), energia de colisio 10eV, temperatura da fonte 130°C,
temperatura de dessolvatagcdo 500°C, vazdo do gas no cone 50L.ht e vazdo do gas de
dessolvatagdo 800L.h foram ajustados.

A otimizacdo do método foi feita ajustando os valores de tensdo do capilar e do cone. A
tensdo do capilar foi testada em 0,5; 1,0 e 1,5kV. E a tenséo do cone foi testada em 2, 5, 10, 15,
20, 25 e 30V. Solucdes com 100ppm de acido cis-epoxisuccinico foram injetadas nestas
analises.

Alguns parametros de validacdo foram determinados seguindo 0 guia para
procedimentos analiticos da ICH (International Coference on Harmonization) [41]. O limite de
deteccdo foi estabelecido com base na relacdo sinal-ruido. Esta relacdo é determinada pela
comparac¢ado de sinais de amostra de baixas concentracdes ja conhecidas do analito com sinais
do branco. Relacdo sinal-ruido entre 3 ou 2:1 é geralmente aceita para estimar o limite de
deteccdo. Neste trabalho foi adotada a relagdo sinal-ruido 2:1. Preparou-se solu¢des com 0,1;
1,0; 10 e 100ppm de acidos cis-epoxisuccinicos. Trés solucdes para cada quantidade de amostra
foram preparadas e injetadas em duplicata.

Com base no limite de detec¢do obtido, verificou-se a concentracdo de acido tartarico
ideal para identificacdo de &cido cis-epoxisuccinico. Como estamos procurando impureza a
niveis traco, buscou-se a quantidade maxima de amostras que pode ser analisada mantendo o
limite de deteccédo obtido anteriormente. Preparou-se solucdes de 4cido tartarico de: 100, 200,
300, 400 e 500ppm.

2.1.4 Cromatografia quiral
A cromatografia quiral foi utilizada para verificar a estereoisomeria das amostras de
acido tartarico. Amostras de acido L(+)-tartarico natural e sintético e acido DL-tartarico foram

analisadas seguindo este método, variando suas concentragoes.
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Todas as amostras analisadas passaram por reacao de derivatizacdo previamente, ja que
ela influencia favoravelmente a enantiosseletividade. A derivatizagdo envolveu a metilacdo de
ambos acidos carboxilicos do &cido tartarico para obter dimetil tartarato. Trimetilsulfonio
hidroxido (TMSH), de formula molecular (CHs)sS(OH), foi o agente de metilagdo. Foi utilizado
TMSH 0,2M em metanol, da Mancherey-Nagel, Alemanha. O procedimento da reagéo consistiu
inicialmente em dissolver 200mg de amostra em 5mL de metanol. Em seguida, diretamente em
um vial para cromatografia gasosa misturou-se 25uL desta solugdo com 50uL de TMSH. O vial
foi aquecido até 85°C por 10 minutos para assegurar completamente a reacgéo.

A cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chamas (GC-FID) foi usada para
diferenciacdo do acido L(+)-tartarico do acido D(-)-tartarico. Uma coluna quiral Hydrodex f-
Pm, 50mx0,25mmID, (Macherey-Nagel, Alemanha) foi usada no cromatografo Agilent 7890
A GC System com detector de ionizacdo de chamas. Volume de injecdo 1uL, gas de arraste
hélio 1,7mL.min*, modo split 150mL.mim™, temperatura do injetor 250°C, temperatura do
forno 170°C e temperatura do detector 250°C foram os parametros das medi¢des. As analises
isotérmicas foram feitas por 25 minutos.

A cromatografia gasosa acoplada com espectrémetro de massas (GC-MS) foi aplicada
para confirmar a identificacdo dos picos obtidos no GC-FID. Foi utilizado um cromatdgrafo
Agilent 700 triplo quadrupolo interligado com um Agilent 7890A GC System e amostrador
automatico Agilent 7683 com injetor split/splitless. O aparelho foi usado juntamente com uma
coluna ZB-1MS (30mx250umx0,25uml.D), Zebron. Volume de injecdo 1uL, gas de arraste
hélio ImL.min, modo split 150mL.mim™, temperatura do injetor 250°C e temperatura do
detector 300°C foram os parametros das medic6es. O atraso do solvente foi ajustado para 1,5
minutos. A temperatura inicial do forno foi de 60°C por 1 minuto, em seguida aumentou-se a
temperatura até 200°C com taxa de 10°C por minuto; e mantida assim por 14 minutos. O
intervalo de varredura do MSD foi de 35-450m/z.

2.1.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Esta técnica foi usada para identificar bandas e picos caracteristicos do acido tartarico.
MedicOes de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FT/IR,
do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) foram feitas em um espectrémetro FT/IR-
4600 tipo A com reflexdo total atenuada ATR PRO450-S, Jasco. As analises foram medidas na
regido espectral de 400-4000cm™ e com resolucio de 4cm™. Amostras de acido L(+)-tartarico
natural, acido L(+)-tartarico sintético e acido DL-tartarico foram estudadas.
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2.1.6 Espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear

Complementando as andlises de caracterizacdo do &cido tartarico, os elementos
hidrogénio e carbono foram analisados pela técnica de RMN com amostras de acido L(+)-
tartarico natural e sintético e 4cido DL-tartarico. O espectro de *H-NMR (200MHz) e *C-
NMR (50 MHz) foram obtidos no espectrometro Bruker Avance 500. O solvente usando nas

duas anélises foi &gua deuterada (D-0O).
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2.2 Resultados e discussao

2.2.1 Investigacéo de impurezas por extragao
As extracOes apresentaram percentual de recuperacdo maior que 90%, aproximadamente,
como detalhado na Tabela 5. Visualmente, ndo havia diferenca entre os sélidos obtidos apés a

secagem e o solido inicial. Isso ja é uma indicacdo da auséncia de impurezas.

Tabela 5. Percentual de recuperacéo nas extracdes de acido tartarico sintético.

Acetonitrila Tolueno Cloroformio
Amostra 1 89,85% + 2,16  90,35% +£5,63 97,86% + 1,67
Amostra 2 92,67% +2,15 96,97% +0,61 98,86% +0,56
Amostra 3 94,66% +0,28 97,56% +0,83 89,73% +1,23

Foram realizadas medicGes do ponto de fusdo em todas as amostras como indicativo de
sua pureza. A média e desvio padrdo da temperatura de fusdo foi 168,4°C + 0,6. Todas as
amostras apresentaram valores condizentes com a literatura, todos estavam dentro do intervalo
tedrico. Ndo houve diferenca significativa no ponto de fusdo entre acido tartarico natural e
sintético.

Continuando a averiguacdo de impurezas, agora em nivel traco, foi utilizada a técnica
de analise de cromatografia liquida de ultra eficiéncia. Trés amostras de acido tartarico sintético
foram estudadas e submetidas a extracdo. Apds a extracdo com acetonitrila, tolueno e
cloroférmio, as amostras foram comparadas com as sem extracdo. Diversas mudangas de
parametros foram feitas na metodologia de analise usando a coluna BEH Shield RP18 até
chegar na descrita na se¢éo 2.1.3.

A comparacao dos cromatogramas pré e pos extracdo em todos os solventes nao apontou
presenca de impurezas, todos eram extremamente similares, Figura 10. O perfil do pico
referente ao &cido tartarico apresenta uma cauda, comum em andlise de acidos organicos [42].
Isto ja era esperado, mas ndo tdo acentuado. Os picos anteriores ao do &cido tartarico sdo
referentes a sua fragmentacdo. Ja no espectro de massa referente a este pico, o erro para
determinacdo de massa exata estava acima de 5ppm. Este alto valor de massa exata aliado aos
picos largos e de baixa resolucdo impossibilitam a suposicdo de composicédo elementar e busca

por pequenos picos que indicassem presenca de impurezas tragos.
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Figura 10. Cromatograma do &cido tartarico sintético, Parametros A.

Alguns parametros do equipamento foram mudados de forma a melhorar a resolucéo
dos cromatograma. Utilizando o Método B, a coluna BEH Shield RP18 foi trocada pela HSS
T3, mais indicada para composto polar e de grande compatibilidade com fase aquosa segundo
informac@es do fornecedor. A energia de colisdo foi aumentada enquanto a tensdo no cone e no
capilar foram diminuidas. Além disso, a acetonitrila foi substituida por metanol na fase movel
com uso de gradiente. Como resultado, picos bem mais definidos e intensos foram alcancados,
assim o Método B passou a ser aplicados em todas as analises seguintes. A Figura 11, apresenta
um cromatograma que exemplifica todos os obtidos com o uso do Método B. Dois picos foram

identificados, o primeiro é referente ao acido formico que foi usado como aditivo e o segundo
pico referente ao 4cido tartarico.
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Figura 11. Cromatograma do acido tartarico sintético, Parametros B.

Todas as amostras com e sem extracdo foram novamente analisadas utilizando o Método
B, e mais uma vez, nenhuma diferenca foi identificada. Conclui-se que a extracdo ndo auxilia
na busca de impurezas do &cido tartarico sintético, assim o processo de extracdo precedente a

analise por UPLC foi suspensa.

2.2.2 Investigagdo de impurezas por UPLC

Em seguida, UPLC foi usada para estudo dos reagentes do &cido tartarico por sintese
quimica, ja que eles sdo impurezas indicadoras de origem sintética do acido. Duas substancias
foram analisadas: acido maleico e anidrido maleico. PadrGes de anidrido maleico e acido
maleico foram examinados separadamente e depois misturados com o acido tartarico. Na

Tabela 6 estdo os valores da razdo massa/carga destas substancias.

Tabela 6. Raz&o massa/carga do &cido tartarico e seus reagentes.

Composto fon m/z
Acido tartérico CaHsO%s. 149
Acido maleico C4H304 115

Anidrido maleico C4HO3 97

Como pode ser observado na Figura 12, na analise conjunta dos padrdes foram obtidos

picos bem definidos e separados para cada um. A analise individual do &cido tartarico
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apresentou um Unico pico, assim como a do &cido maleico, identificados pelo espectro de

massas. Ja o anidrido maleico exibiu trés picos em seu cromatograma.
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Figura 12. Cromatogramas dos padrdes do &cido tartarico, acido maleico e anidrido maleico.

A Figura 13 mostra detalhes do cromatograma e espectro de massas do anidrido
maleico. O primeiro e menor deles é referente a hidroxilagdo do anidrido maleico, formando o
ion C4HO4 (m/z 113). Parte da amostra sofre hidrolise formando &cido maleico, como
verificado no segundo pico. E no terceiro pico uma parcela da amostra ja desprotonada interagiu

com a fase mével metanol, formando CsH4O4, identificado pelo m/z 129, Equacéo 5.

C4HO3 + CH30H — CsH504 5
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Figura 13. Cromatograma e espectro de massas do anidrido maleico.
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Um novo cromatograma do anidrido maleico foi feito 24 horas apds o preparado da sua
solucdo, notou-se que todo composto foi convertido em acido maleico por hidrélise. Dessa
forma, é de suma importancia a rapida analise desta substancia para sua detec¢éo.

Com base nos cromatograma dos padrdes, foram investigadas trés amostras de acido
tartarico naturais e trés sintéticas. Como € constatado no cromatograma da Figura 14, os picos

apresentam o mesmo tempo de retencdo, 0,88min, e sua forma é muito similar.

Figura 14. Comparagdo entre os cromatograma de acido tartarico sintético (A) e natural (B).

N&o ocorre distingdo entre as amostras naturais e sintéticas ao longo de todo o

cromatograma de forma que possa ser apontada a presenca de qualquer impureza. Esta analise
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foi realizada com todas as sintéticas do &cido tartarico e este perfil perdurou em todas as
amostras.
Dessa forma, esta andlise foi considerada ineficiente para identificacdo de &cido maleico

e anidrido maleico como indicadores de sintese do acido tartarico.

Estudo do &cido cis-epoxisuccinico

A producdo de acido tartarico sintético por via biotecnologica utiliza o acido cis-
poxysuccinico como reagente, por isso sua presenca como impureza também foi investigada.
A método de analise foi otimizado variando a tensdo do cone e a tensdo do capilar. A tensao do
cone foi estudada em 0,5; 1,0 e 1,5kV, os valores de &rea e altura estdo na Tabela 7.

Tabela 7. Variacdo da tensdo do capilar na analise de acido cis-epoxisuccinico.

Tensdo do capilar (kV) Area Altura
0,5 7809,966 109393
1,0 7120,378 103164
1,5 6936,767 98602

A tensdo de capilar mais baixa aplicada que apresentou melhor resposta foi a de 0,5kV,
sendo este o valor escolhido para continuacdo das analises.

Jé& para a tensdo do cone, os valores de 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30V foram testados, como
pode ser observado na Tabela 8. Na tens@o de cone de 15V obteve-se a melhor resposta e 0s
valores extremos testados apresentaram respostas mais baixas. A tensdo de cone de 15V foi

definida para a sequéncia das analises.

Tabela 8. Variagdo da tensdo do cone na analise de &cido cis-epoxisuccinico.

Tenséo do cone (V) Area Altura
15 19949,863 274646
20 18141,055 247403
10 15235,523 212835
25 12882,029 177131
5 7721,782 106351
30 6580,288 89995
2 3506,419 48824

Definidos esses parametros, o limite de deteccdo do acido cis-epoxisuccinico foi
calculado. Com base na relacdo sinal-ruido 2:1, 10ppm foi o menor valor injetado aceito por

este teste.
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Assim, solugdes com 10ppm de &cido cis-epoxisuccinico foram preparadas com
diferentes quantidades de acido tartarico, de forma a verificar sua influéncia na identificacéo
do residuo. Valores de 100, 200, 300, 400 e 500ppm de &cido tartarico cada um com 10ppm de
acido cis-epoxisuccinico foram avaliados, os resultados estdo na Tabela 9. Os melhores
resultados foram considerados com avaliacdo da relacdo area pela altura. Os melhores
resultados foram obtidos com as maiores concentragdes, sendo que a concentragdo de 400ppm

de &cido tartarico foi adotada para evitar saturacao da coluna.

Tabela 9. Influéncia da quantidade de &cido tartarico na identificacdo de &cido cis-
epoxisuccinico.

Quantidade de acido tartarico (ppm) Area Altura
500 15089,089 155202
400 14153,891 183405
300 10750,412 135154
200 12587,034 154323
100 11213,546 147847

Por fim, injetou-se amostras de &cido tartarico sintético com os parametros otimizados:
tensdo de capilar 0,5kV, tensdo de cone 15V e 400ppm de &cido tartarico. Mais uma vez todas
as amostras sintéticas foram analisadas e nenhum pico que possa ser atribuido ao acido cis-
epoxisuccinico foi verificado em nenhuma delas.

Em resumo, é possivel afirmar que as amostras sintéticas possuem alto nivel de pureza.
Até o limite de deteccdo de 10ppm, nenhuma impureza de acido cis-epoxisuccinico foi
identificada. E, de acordo com a capacidade dos métodos usados neste trabalho, ndo € possivel
fazer a distincdo entre acidos tartaricos naturais e sintéticos baseando na presenca desta

impureza.

2.2.3 Ensaios de caracterizacéo
Outras técnicas de analise foram aplicadas para avaliacdo de propriedades do &cido

tartarico e/ou seu uso para confirmacéo em casos de resultados suspeitos.

Cromatografia Quiral

A cromatografia quiral foi usada para examinar a estereoisomeria do &cido tartarico. O
cromatograma obtido por GC-FID da misturas de &cido tartarico L(+) e DL (50:50) esta
apresentado na Figura 15. O primeiro e majoritario pico é referente ao acido L(+)-tartarico. O
segundo pico é a presenca do &cido D(-)-tartarico, sua menor intensidade é devido a sua menor

concentracdo. Os picos foram confirmados por GC-MS pelo composto formado na metilagéo,
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tartarato dimetil (CeH1006). Em um primeiro momento verificou-se a eficiéncia da metilacédo
com relacdo ao tempo. Trés tempos de injecdo apos a reacdo de metilacdo foram testados:
injecdo apds preparacado, injecdo apos 2h, injecdo apds 1 dia. O pico da injecao apos 2h foi 1,7
maior que a injecdo imediata, sendo a melhor escolha para analise. Esse tempo é necessario
porque o &cido tartérico é dicarboxilico com pKal = 2,89 e pKa2 = 4,40; assim um tempo maior
€ necessario para assegurar a dupla metilagéo.

12 S
11 - — Injecdo imediata
i —— Injecdo apds 2h
— Injecao apos 1 dia
10
9 4
8 -
T
6 -
5 4
4 L) I L) l L} ] L l L) I ) I L} l L} l L} I L) I
148 149 150 151 152 153 154 155 156 15,7 158

Tempo (min)

Figura 15. Cromatograma GC-FID para o &cido tartarico L(+) e DL com trés tempos de
injecdes apoOs a metilacao.

A quantidade de agente de metilacdo (TMSH) também foi testada com trés valores:
25uL, 75uL e 100pL. A Figura 16 apresenta os cromatogramas obtidos para cada quantidade.
O melhor resultado foi obtido utilizando 75uL de TMSH. Isso implica que o excesso de
reagente ndo necessariamente favorece a resolucdo desta anélise.

Assim, adotou-se 0 uso de 75uL de TMSH para reacdo de metilacdo e injecdes no
cromatografo apos 2h. A porcentagem minima do acido D(-)-tartarico que pode ser identificada
foi calculada testando sua concentragdo de 5 a 25% em uma mistura com acido L(+)tartarico,

Figura 17.
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Figura 16. Cromatograma GC-FID para o &cido tartarico L(+) e DL variando a quantidade de

agente de metilagao.

Figura 17. Cromatograma para diferentes porcentagens de L(+)/D(-) do &cido tartarico.
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Os picos para concentragcOes de 5 e 10% de D(-) apresentaram a mesma altura para o
segundo pico, referente ao &cido D(-)-tartarico. Assim esta metodologia demostra ser Util para
identificacdo enantiomérica do &cido tartarico para até 5% de D(-). Valores abaixo disso estéo

muito proximos da linha de ruido do aparelho.

Espectroscopia na regido do infravermelho

Trés tipos de amostras foram escolhidas para as analises por espectroscopia na regiao
do infravermelho e ressonancia magnética nuclear: acido L(+)-tartarico natural, &cido L(+)-
tartarico sintético e &cido DL-tartarico.

A espectroscopia na regido do infravermelho foi usada para identificar bandas e picos
caracteristicos do &cido tartarico. Dessa forma, esta técnica poderia ser utilizada para
confirmacéo de resultados de casos suspeitos. Os espectros na regido do infravermelho para os
trés acidos estdo expostos na Figura 18, como 0s espectros se sobrepuseram eles foram
deslocados verticalmente para melhor visualizacdo. A banda caracteristica para acidos
organicos é entre 1728-1732cmt, devido ao estiramento da ligagdo C=0 do acido carboxilico.
Em 1078cm™ tem-se um pico devido a ligagdo C-O de alcool primario [14]. Importantes faixas
de bandas para calibracdo do &cido tartarico foram definidas por Moreira [43] para calibracdo
do &cido tartarico em vinhos. Os picos em 1466¢cm™, 1404cmt, 1227cm™ e 1142cm™ coincidem
com os reportados por Moreira [43]. Além disso, outros dois picos destacam-se no inicio dos
espectros, em 3333-3404cm™ devido a ligagGes intermoleculares (ligagdes de hidrogénio) e em

2360cm™ em efeito da presenca de CO».
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Figura 18. Espectro de FTIR para o &cido L(+)-tartarico natural, acido L(+)-tartérico sintético
e acido DL-tartarico.

Esta ndo é uma técnica capaz de distinguir enantibmeros, por isso a similaridade do
espectro das amostras L e DL de &cido tartarico. Alguma diferenca entre os &cidos naturais e
sintéticos era esperada, proveniente de alguma impureza e/ou contaminacdo; entretanto
nenhuma diferenca significativa foi observada. Esse fato era provavel, ja que outros trabalhos
na literatura [17; 25] também ndo discriminaram a origem do &cido tartarico por meio destas

técnicas, devido ao seu elevado nivel de pureza.

Ressonancia magnética nuclear

Nos espectros obtidos pela ressonancia magnética nuclear do *C e H nenhuma
diferenca estrutural foi verificada, como apresentado nas Figura 19 e Figura 20. Ambos
espectros mostraram pequenas defasagens de deslocamento quimico devido essencialmente a
efeito de concentragdo. No entanto, os deslocamentos quimicos observados estdo de acordo

com as estruturas quimicas dos produtos estudados [44].
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Figura 19. Espectro do **C-NMR para as amostras do &cido L(+)-tartarico natural, cido L(+)-
tartarico sintético e acido DL-tartérico.
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Figura 20. Espectro do *H-NMR para as amostras do 4cido L(+)-tartarico natural, acido L(+)-
tartarico sintético e acido DL-tartarico.
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Nenhum indicio de impureza foi detectado por meio desta técnica. Para distin¢do dos
enantidmeros seria indicado o uso da técnica de NMR quiral. O uso de NMR 2D foi cogitado,
porém devido ao seu alto valor a técnica de espectrometria de massas de razdo isotopica foi

testada antes.

2.3 Conclusao

A investigacdo de impurezas de sintese € uma maneira de identificar o método de
producéo de um produto. Porém, para o cido tartarico esse estudo ndo foi promissor para as
impurezas acido maleico, anidrido maleico e &cido cis-epoxisuccinico. Este composto apresenta
nivel de pureza no produto final muito alto e, mesmo com técnicas analiticas de alta resolucédo
como UPLC e NMR, ndo foi possivel detectar substancias provenientes da sintese em nivel
trago. A espectroscopia na regido do infravermelho, apesar de ndo diferenciar amostras naturais
das sintéticas, € uma importante técnica que pode ser utilizada para confirmacdo de casos
suspeitos de ndo serem &cido tartarico.

Ja a caracterizacdo por cromatografia quiral permite identificar a presenca do

enantidmero D(-) em &cido L(+)-tartarico quando presente em no minimo 5% da mistura.
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CAPITULO 3. ANALISE ISOTOPICA DO ACIDO TARTARICO

3.1 Aspectos gerais

3.1.1 Analise isotopica

IsGtopos sdo 4tomos de um elemento quimico cujos nucleos tém o mesmo ndmero de
protons, mas numeros diferentes de néutrons. Eles podem ser classificados em estaveis e
instaveis (radioativos). A abundancia isotdpica é a fracdo do nimero de &tomos de um is6topo
de um elemento em relacdo ao numero total de atomos desse mesmo elemento. A Tabela 10

lista os is6topos de hidrogénio, carbono e oxigénio e suas respectivas abundancias.

Tabela 10. Abundancia de is6topos estaveis naturais do hidrogénio, carbono e oxigénio.

Elemento Isétopo Abundancia (%)
Hidrogénio 1H 99,9855
2H 0,0145
Carbono 12¢ 98,892
=2 1,108
Oxigénio 160 99,7587
70 0,0375
20 0,2039

Fonte: [45].

Compostos contendo is6topos leves de elementos quimicos como carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio sdo mais volateis, reativos e rapidos em participar de reagdes bioquimicas
naturais. Por isso, diferenciacdes isotdpicas ocorrem durante processos fisicos e bioldgicos,
tornando possivel o uso de razdes isotopicas como marcadores de autenticidade de amostras
quimicas e biologicas. Essas amostras podem ser investigadas quanto a origem, identidade,
adulteracdo, entre outros [46]. A globalizacdo dos mercados tem aumentado a preocupacgdo com
0 controle de autenticidade dos produtos. Além das analises quimicas convencionais, as
medidas de raz0es isotdpicas se mostraram especialmente Uteis neste campo de aplicacao,
especialmente para alimentos. Diversos estudos demostraram isso paras 0os mais diversos
produtos, como laticinios [47], vinho [48; 49], café [50], suco de laranja [51] e arroz [52].
Comerciantes, produtores e consumidores estdo especialmente interessados na rotulagem

correta da origem, rastreabilidade e auséncia de adulteracéo de alimentos. Para o caso do acido
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tartarico, os isdtopos *C, 80 e 2H poderiam fornecer informagdes muito interessantes sobre
sua origem natural ou sintética e proveniéncia geogréfica.

O carbono apresenta dois isotopos estaveis de ocorréncia natural *>C e *3C. A principal
fonte de carbono em plantas é gas carbdnico absorvido da atmosfera usado para a producdo de
carboidratos. O carbono presente no &cido tartdrico natural tem origem em plantas,
especialmente em videiras. A fixacdo de CO2 pode ocorrer por dois caminhos principais (C3
ou C4), nos quais efeitos isotdpicos conduzem a diferenciacdo de isétopos de carbono [53].

O ciclo C3 ou Calvin é a via metabdlica para a fixacdo de carbono na fotossintese
utilizada pela maioria das plantas, principalmente de regifes tropicais umidas. O produto
originado na reacdo fotossintética € uma molécula com trés carbonos, o &cido 3-fosfoglicérico,
via enzima ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase. Ja a via C4 ou Hatch-Slack forma o acido
oxalacético, uma molécula com quatro atomos de carbono, via enzima carboxilase
fosfoenolpiruvato [54]. As plantas que fazem esta via possuem grande afinidade com CO: e
perdem menos &gua que plantas C3 durante a fixacdo do carbono e fotossintese. De maneira
simplificada, plantas C3 discriminam contra *CO; e apresentam relativamente menor razio
13C/12C que plantas que fixam o carbono por via C4. Como vantagem elas podem sobreviver
em ambientes aridos [55; 56]. Como plantas C4 predominam em climas quentes e de baixas
altitudes e plantas C3 sdo mais comuns em altas altitudes, pode se dizer que ha uma tendéncia
de diminuicéo da razdo **C/*?C em plantas do equador para os polos [57]. A raz&o isotopica de
carbono em plantas C3 apresenta uma faixa da valores entre -24% a -32%, enquanto os valores
de plantas C4 é entre -11% a -15% [45].

A principal planta produtora de &cido tartarico, a videira, apresenta via fotossintética C3
e é cultivada sob condices climaticas rigorosas [46]. Consequentemente, a relagdo *C/*°C é
restrita a uma faixa pequena de valores. Em contraste a producdo de acido tartarico sintético
por matéria-prima proveniente do petréleo permite uma ampla gama de valores para a relacéo
isotopica de carbono, o que pode gerar valores sobrepostos no acido tartarico natural [17]. Logo,
esta medida ndo é determinante para a identificagdo do acido tartarico, porém permite uma
analise preliminar ja que amostras que ndo estiveram dentro da faixa natural, indicam origem
sintética.

Medidas de isotopos estaveis de oxigénio e hidrogénio, de maneira geral, fornecem
informacdes sobre a origem geografica de um composto ou produto. Uma das principais fontes
desses isOtopos € a &gua. Em escala global, a concentracdo de deutério e oxigénio-18 em agua
de precipitacdo é caracteristica das condi¢Ges climaticas locais [58; 59]. Dessa forma, a

composicao isotopica é controlada principalmente por processos em escala regional, como:
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proveniéncia de massas de ar Umido, trajetorias do transporte de vapor de agua para 0S
continentes, evaporacao e condensacao e a média histdrica de chuva [49; 60].

Para o acido tartarico natural, proveniente de plantas a agua é a Unica fonte de hidrogénio
para a fotossintese. Enquanto que para o oxigénio, além da agua de precipitacdo, ocorre
absorcdo por CO2 e Oz atmosférico. A absor¢do de dgua ndo promove fracionamento dos
is6topos de oxigénio, ja a absorcdo do gas carbdnico sim. Essa molécula é absorvida para o
processo de fotossintese fracionando os is6topos de oxigénio e carbono de acordo com seu meio
de fixacdo. A absorcdo de O é feita pela respiracdo celular nas folhas, processo que também
provoca fracionamento de is6topos. O nivel de fracionamento é afetado pelas condicdes locais,
como por exemplo temperatura, exposicdo a luz, umidade relativa e estresse hidrico,
provocando enriquecimento de isétopos pesados [17; 49].

O oxigénio presente no acido tartarico sintético tem como fonte Unica a agua usada nas
diversas etapas de reacdes quimicas na producdo industrial [17]. A diferenca da origem dos
isGtopos naturais de oxigénio do &cido tartarico natural e sintético favorece a diferenciacéo entre
eles. Em suma, acido tartarico natural apresenta maior razio isotopica de 20 que o sintético.
Essa mesma afirmacéo ndo pode ser feita para os is6topos de hidrogénio, pois para os dois tipos
de producéo de &cido tartérico, eles provem da mesma fonte: 4gua de precipitacdo. Entretanto,
isso torna a relagdo 2H/*H extremamente dependente da regido e do clima.

3.1.2 Espectrometria de massas de razao isotopica

O espectrometro de massa € uma das ferramenta analitica mais usada para obter
informacdes sobre massa molecular, identificacdo, quantificacdo e confirmagdo de compostos
[45]. A espectrometria de massas de razdo isotdpica (IRMS) é desenvolvida especificamente
para medicdo precisa de pequenas diferencas isotopicas de elementos leves, como 2H/*H,
13C/t2C, IN/*N e 80/1%0. Na natureza a variagdo da razéo dos is6topos estaveis é muito sutil,
sendo necessaria medicdes muito precisas para detecta-las. Tanto um espectrdmetro de massas
comum, quanto um IRMS séo capazes de medir is6topos, entretanto eles se diferem quanto a
precisdo da medicdo. Essa precisdo é definida como um desvio padrdo entre quatro e seis
algarismos significativos [61]. A desvantagem desta alta preciséo é que o IRMS aceita o analito
na forma de apenas uma Unica espécie quimica e no estado gasoso; sendo que este gas deve ser
isotopicamente representativo da amostra original.

Antes da analise por IRMS as amostras devem ser convertidas a gases simples como Ho,
CO2, N2 e CO. Esta conversao depende da composicdo da amostra e do is6topo de interesse. O

gue sera medido é a razdo dos ions correspondentes a estes gases considerando 0s is6topos do
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elemento de interesse [62; 63]. Permanentemente, a razdo isotdpica da amostra é comparada a
razdo isotdpica de um composto de referéncia, garantindo alta precisdo para esta medida. Ao
longo dos ultimos anos a determinacdo da razdo dos isotopos estaveis de elementos leves,
principalmente, carbono, oxigénio e hidrogénio, tem sido utilizada ndo apenas para elucidacéo
de vias bioguimicas e mecanismos de rea¢do, mas tém aumentado sua importancia no controle
de autenticidade e garantia de origem de alimentos e ingredientes de alimentos, entre outros.
Assim, como qualquer espectrometria de massas, 0 principio basico da IRMS ¢ gerar
ions do composto analisado, seja ele organico ou inorganico, acelerar este ion por um potencial,
injetd-lo em um campo magnético uniforme e detecta-lo [64]. Se um ion de massa, m, e carga,
z, € acelerado por uma diferenca de potencial fixa, V, entdo cada molécula ird4 adquirir uma
velocidade, v. Quando esses ions sdo submetidos a um campo magnético, B, as suas trajetorias

se tornam curvas com raio, r. O movimento deste ion é definido pela Equacéo 6:

m B2r2

Z 2V

6

Assim, a combinacdo dos campos eléctrico e magnético permite selecionar quais ions
realizam uma curvatura que permita atingir o detector [65].

Um espectrometro de massas de razdo isotdpica € composto por um sistema de
introducdo de amostra, uma fonte de ions, um analisador para separacdo dos ions de acordo
com sua razdo m/z e um detector. A Figura 21 apresenta um diagrama esquematico do IRMS.
Na fonte de ions do espectrémetro de massas, moléculas de gases sdo ionizadas por impacto de
elétrons (electron ionisation, EI), onde um feixe de elétrons acelerados (hormalmente utiliza-
se uma lampada de filamento de tungsténio aquecida) bombardeia a molécula causando a
ionizacdo. As moléculas ionizadas sdo entdo aceleradas a varios kV para dentro analisador
magnético. Os ions passam por um campo magnético antes de atingir os detectores de copos de
Faraday (Faraday cup). A forca do campo magnético e diferenca de potencial determina a
trajetdria dos ions e onde eles entrardo nos detectores. O uso de multiplos detectores, com um
copo para cada isotopdmero, permite a medicdo da razdo de intensidade idnica, anulando
flutuagdes na intensidade do feixe de ions. As correntes dos ions resultantes s&o continuamente

monitoradas e seguem para um sistema de tratamento de dados.
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Figura 21. Esquema de um espectrometro de massa de raz&o isotdpica na analise de 3C/*%C.
Modificado de [66].

A determinacdo da abundéancia isotdpica é feita simultaneamente com um copo de
Faraday dedicado a cada razdo m/z. No caso do carbono que é convertido em COa, trés
isotopdmeros sdo quantificados 12C0,, 33C0, e 12C80 1°0, com as respectivas relagdes m/z
44, 45 e 46. Para 0 oxigénio, que é baseado no CO, as razdes m/z 28 e 30 referentes a C1°0 e
C!80 sfo identificadas. E para o hidrogénio, os isotopdmeros H, e *H?H, de m/z 2 e 3
respectivamente, séo detectados [63; 67].

Como dito anteriormente, as amostras devem apresentar-se no IRMS na forma de um
gas puro, o0 que requer o uso de sistemas complexos para a preparacdo de amostras antes da sua
introducdo no espectrometro de massas. Por isso, geralmente a técnica de IRMS € associada
com outra; sendo que uma das mais utilizadas é o analisador elementar (EA) que permite dois
tipos de associagOes. Para analises de carbono e nitrogénio as amostras passam por combustao
em atmosfera de oxigénio, essa técnica é conhecida como EA-IRMS (Elemental analyser
isotope ratio mass spectrometry) ou EA-IRMS em modo de combustéo. E para anéalises de
hidrogénio e oxigénio as amostras passam por converséo termal em alta temperatura, chamada
de TC/EA-IRMS (Thermal conversion / Elemental analyser isotope ratio mass spectrometry)
ou EA/IRMS em modo de pirdlise [62; 66; 68].

A anélise por EA-IRMS e TC/EA-IRMS pode ser dividida em 4 etapas: combustdo ou

conversdo térmica da amostra no analisador elementar, introdugdo dos gases envolvidos na
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fonte de ions do espectrémetro de massas pela interface, ionizacdo das moléculas de gases
seguido de separacéo e deteccdo no espectrometro de massas e tratamento de dados.

EA-IRMS

Esta técnica ¢ aplicavel em uma ampla gama de materiais e permite estabelecer as razdes
isotopicas de *C/*2C e N/**N. Sem preparagdo de amostra significante, apos serem pesadas,
substancias solidas ou néo voléateis sdo introduzidas no analisador elementar usando capsulas
de estanho [66].

A Figura 22 representa um diagrama esquematico do analisador elementar com IRMS.
A cépsula com amostra é abaixada em um forno de combustdo através de um amostrador
automatico de carrossel, entdo a amostra € queimada a temperaturas elevadas sob um fluxo de
oxigénio e produz NOy, CO- e H>0. Este catalisador de combust&o contém Cr203 e Co304/Ag
para restringir enxofre e halogénios, e também fragmentos de quartzo para coletar cinzas e
residuos da amostra e capsula. A temperatura pode variar de 900-1100°C, mas o calor de
combustdo da capsula de estanho pode eleva-la até 1800°C [62]. Os produtos da combustéo sdo
carregados por um fluxo de hélio até uma cAmara de reducgdo, onde 6xidos de nitrogénio séo
convertidos em N2 e 0 excesso de Oz é removido. Esta camara usualmente é preenchida com
cobre de alta pureza e as reacdes ocorrem a temperatura de 650°C, podem ocorrer variacdes de
acordo com a analise desejada e/ou modelo do aparelho. Em seguida, o analito é levado para
um armadilha quimica contendo perclorato de magnésio, Mg(ClOa4)2, para remocéo de dgua que
foi produzida na combustéo. E entdo os gases resultantes, CO2 e N, séo separados por uma
coluna cromatografica de enchimento, passam pelo detector de condutividade térmica que
permite visualizar a separacdo dos picos dos gases e, por fim, entram no espectrémetro de

massas de razdo isotopica [68].
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Figura 22. Diagrama esquematico do analisador elementar com IRMS (EA-IRMS).
Modificado de [62; 66].
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Como as razdes isotdpicas sdo definidas com relacdo a gas de referéncia previamente
calibrado com padrdes internacionais, os melhores resultados séo obtidos quando a intensidade
de sinal da amostra e do géas de referéncia sdo de magnitude similar e quando eles séo analisados

tdo proximos quanto possivel com relagdo ao tempo.

TC/EA-IRMS

Também conhecido como modo de pirdlise, este acoplamento se difere do EA-IRMS
no tipo de reator utilizado e no seu enchimento. Neste caso, o reator é constituido de cerdmica
ao invés de quartzo, e no seu interior encontra-se um tubo de carbono vitreo. Como
preenchimento sdo utilizados pequenos fragmentos de carbono vitreo e I1a de prata para blindar
atomos de halogénios.

TC/EA-IRMS permite medir as razdes isotopicas 2H/*H e 180/'°0 de amostras organicas
ou inoganicas. As amostras sdo convertidas em gases por pirélise, ou seja, na auséncia de
oxigénio; a decomposicdo quimica ocorre pela acdo da temperatura [68].

A Figura 23 apresenta um diagrama esquematico desta técnica. As amostras sdo
introduzidas no sistema em cépsulas de prata. A decomposi¢do do analito em gases, como Ho,
N2 e CO dependendo da amostra, ocorre em temperaturas entre 1250-1450°C. Assim como no
EA, existem varia¢fes recomendadas para analises especificas. Os gases formados sdo, entéo,
separados por uma coluna GC e os picos sao identificados por um detector de condutividade

térmica. E enfim, Hz e CO séo analisados por um espectrdmetro de massas de razdo isotopica.
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Figura 23. Diagrama esquematico do EA/IRMS em modo de pirélise (TC/EA-IRMS).
Modificado de [62; 66]
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3.1.3 NotacOes e padrdes para analises isotopicas
VariacOes na abundancia natural de is6topos estaveis sdo expressas usando a notacdo

delta (6) como mostrado nas Equacdes 7 e 8.

abundancia do isétopo mais pesado

razdo (R) = Equacédo 7

abundancia do isdtopo mais leve

5= (m — 1) .1000 (%o) Equacéo 8

padrédo

Onde Ramostra é razdo isotdpica da amostra e Rpadrao € @ razéo isotopica do padrdo. Como
os valores de ¢ geralmente sdo muito pequenos, eles sdo multiplicados por mil e sdo reportados
em partes por mil (%o ou per mil) [62].

Como evidenciado pela notacdo delta, a razdo isotopica, em niveis de abundancia
natural, € medida com relacdo a padrdes que definem a escala de medida para is6topos
particulares. Com isso, sdo eliminados qualquer viés ou erro sistematico nas medidas.

A Agéncia Internacional de Energia Atomica (IEAE - International Atomic Energy
Agency; Viena, Austria) e o Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia dos Estados Unidos
(NIST — National Institute of Standard and Technology; Washington, EUA) séo os 6rgéos que
fornecem uma gama de material de referéncia padréo. Para referéncia na medigdo da razéo
isotopica de oxigénio e hidrogénio foi sugerido o uso de uma “agua média do oceano”,
denominada SMOW (Standard Mean Ocean Water), em 1961 [69]. O padrdo hipotético
SMOW era como o ponto zero de uma escala convencional em termos de aguas de referéncia
reais. As razdes isotopicas de SMOW foram compiladas fazendo uma média ponderada das
medidas da razdo isotopica de diferentes d&guas do mar disponiveis no momento. Como nunca
existiu um padrdo real de SMOW, sua composicao isotdpica foi definida com base em um
padrdo de dgua conhecido como NBS-1, uma amostra de dgua do rio Potamac localizado em
Washington, Estados Unidos. Inicialmente SMOW foi definido como padréo de referéncia
primario para expressar as variacdes relativas de #0/'°0 e ?H/*H em é&guas naturais, porém
rapidamente ele foi adotado para os demais materiais naturais. Esse padrdo atendeu bem as
andlises, principalmente de &gua, j& que 0 oceano apresenta composicdo isotopica uniforme e
corresponde a aproximadamente 97% da agua existente na crosta terrestre, além de ser o maior
reservatorio de hidrogénio na Terra [68]. Porém, devido a falta de um padréo para calibracéo
de medidas laboratoriais e duvidas sobre o estado de conservacdo do padrdo NBS-1, esse padréo
foi substituido. Em 1967, um novo padrdo denominado VSMOW (Vienna Standard Mean
Ocean Water) foi preparado buscando uma composi¢do isotopica praticamente idéntica a do

SMOW. Para obter esse padréo dgua do oceano Pacifico (latitude 0° e longitude 180° em julho
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de 1967) foi misturada com pequenas quantidades de outras aguas, até atingirem a composi¢ao
isotdpica desejada. Em 2006, como o padrdo VSMOW estava esgotando, entdo um novo padrdo
foi produzido pela IEAE, chamado de VSMOW 2 e com valores similares ao seu padrdo
original [70].

O material de referéncia do carbono é chamado de Pee Dee Belemnite (PDB) e é
baseado em um carbonato de calcio marinho de uma belemnite do Cretacio, Belemnitelle
americana, originaria da formacéo Pee Dee, na Carolina do Sul, Estados Unidos. Suas razdes
isotopicas sdo similares as dos calcarios marinhos, conhecido por ser enriquecido em carbono
13 comparado a compostos organicos. O bicarbonato dissolvido no oceano controla a
composigdo isotopica do CO, atmosférico, e esses dois compostos constituem as duas grandes
fontes de materiais de partida de carbono no seu ciclo biogeoquimico. Como a razdo isotdpica
do PDB ¢é muito proxima do bicarbonato dissolvido no oceano pode-se dizer que ele é para o
carbono o equivalente ao SMOW para os is6topos de hidrogénio e oxigénio. Como a demanda
esgotou os padrbes de PDB, outros padrdes foram calibrados para as mesmas raz@es isotdpicas,
sendo um dos mais utilizados o VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite).

A Tabela 11 apresenta as razdes isotopicas doa padrdes de referéncia do hidrogénio,

carbono e oxigénio usados neste trabalho [71] adaptado.

Tabela 11. Razd@es isotdpicas dos padrbes de referéncia do hidrogénio, carbono e oxigénio.

Padrdo de referéncia Isétopo Razdo isotdpica Delta (%o)
VSMOW 2H/*H 0,00015576 0,00
VPDB 2c/3¢c 0,011224 0,00
VSMOW 1%0/1%0 0,0020052 0,00

Todos os padrbes utilizados em métodos isotdpicos estdo calibrados relativamente a

estes padrdes de referéncia.

3.1.4 Analise multivariada

A anélise multivariada é o uso de ferramentas quimiomeétricas apropriadas para extrair
informac0es relevantes e estabelecer padrdes entre diferentes amostras. Para isso um grande
namero de amostras e varidveis sdo medidas e relacionadas a fatores externos, como clima,
variedade geogréafica e processos de producdo [72; 73]. Dois dos principais métodos de analise
multivariada sdo analise de componentes principais (PCA) e analise discriminante (DA).

A andlise de componentes principais (PCA) é um tratamento estatistico usado para
simplificar a matriz de dados com base na correlacdo entre as variaveis. A colinearidade elevada

¢ uma forte indicacdo de que € possivel encontrar novas bases que melhor representem a
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informacdo fornecida nas medidas [74]. Ela permite demonstrar diferencas entre as vérias
amostras ou grupos de amostras através de novas variaveis formadas, referidas como
componentes principais, determinando a0 mesmo tempo quais variaveis estdo envolvidas
principalmente. A componente principal é a ordenacdo que melhor retrata a distribuicdo dos
dados e a componente secundaria é perpendicular a ela. Além de demonstrar diferencas ao
longo do estudo das amostras, esta técnica analitica reduz a complexidade do sistema, sendo
muito aplicada em reconhecimento de padrdes.

A andlise discriminante (DA) classifica um conjunto de amostras em diferentes grupos
baseando-se em um conjunto de caracteristicas semelhantes que os descrevem. Estes grupos
sdo conhecidos ou pré-determinados como desejado [75]. Essa classificagcdo é avaliada se 0s
diferentes grupos podem ser matematicamente distinguidos de acordo com o conjunto de dados
diferente. Para verificar a adequada categorizacdo de uma amostra aleatéria em um grupo o
método de validagdo cruzada pode ser aplicado. Neste método a anélise discriminante é repetida
n vezes excluindo uma amostra de cada vez, e esta amostra € atribuida a um grupo usando a
funcdo discriminante obtida. Dessa forma, todos os elementos sdo atribuidos sem participarem
da construcdo da fungéo discriminante, portanto, todos elementos sdo usados como amostras de
validacdo. Se a taxa de éxito obtida na validagdo cruzada é similar a obtida na anélise
discriminante de todas amostras, a validacéo € positiva e os resultados sdo aceitos para toda a

populacdo [73].
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3.2 Parte experimental

Nesta etapa, 35 amostras de acido tartarico foram obtidas em parceira com a empresa
francesa Faure S.A. Elas foram classificadas de acordo com seu método de producéo e regido
geogréfica. Todas elas tiveram o nivel de pureza monitorado de acordo com o ponto de fuséo,
como descrito na se¢édo 2.1.2, e apresentaram pureza acima de 95,5%.

As amostras foram quebradas criogenicamente para assegurar a homogeneidade na
distribuicdo de tamanho e foram mantidas em dessecador sob atmosfera inerte para evitar erros
devido a condig¢Bes do meio ambiente. O alto nivel de pureza e homogeneidade das amostras
permitiu a anélise de IRMS sem a necessidade de preparacdes complexas.

3.2.1 Determinacdo de razdo isotdpica

A determinacdo de is6topos estaveis 1*C/*2C, 0/*°0 e 2H/*H foi feita por espectrometria de
massas de razao isotopica.

As medidas de *C/*2C foram feitas em um analisador elementar Flash EA1112 acoplado a
um IRMS Delta V Plus, ambos da Thermo Scientific. As amostras de &cido tartarico foram
introduzidas na unidade de combustdo na temperatura de 1000°C sob fluxo de oxigénio e hélio.
O carbono foi convertido em CO. e os sinais de m/z 44, 45, e 46, referentes aos seus
isotopdmeros, foram usados para medir a relagdo 3C/*%C.

As medidas de '®0/*°0 e ?H/*H foram realizadas em analisador elementar de conversdo
térmica em alta temperatura TC/EA (TC/EA high temperature conversion elemental analyzer)
também acoplado com IRMS Delta V Plus, da Thermo Scientific. As amostras foram
depositadas na unidade pirélise com temperatura de 1400°C. Hidrogénio e oxigénio foram
convertidos em H, e CO, respectivamente. A razdo ?H/*H foi calculada baseada nas medidas
dos sinais m/z 2 e 3, referentes aos isotopdmeros de H. E, por fim, a razdo ¥0/**0O foi
determinada usando os sinais coletados de m/z 28 e 30, referentes aos isotopémeros de CO.

Os resultados das medidas isotopicas obtidas foram expressos na notagéo delta (5) em parte
por mil (%o), como na Equacdo 10.

Os padrdes internacionais usados como referéncias para 3C/*2C foi Vienna Pee Dee
Belemnite (VPDB). Ja para 0/*®0 e ?H/*H foi utilizado Vienna Standard Mean Ocean Water
(VSMOW).
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3.2.2 Analise estatistica
As técnicas estatisticas multivariadas foram realizadas com o Minitab® Statistical

Software versao 17.1.0 (Minitab Inc., State College, EUA). As técnicas aplicadas foram analise
de componentes principais (PCA) e analise discriminante (DA) com validacdo cruzada. As

variaveis isotdpicas foram tratadas de acordo com seu método de producéo e origem geogréafica.
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3.3 Resultados e discussao

Os dados experimentais da razdo isotopica do carbono, oxigénio e hidrogénio estdo
resumidos na Tabela 12. Primeiramente as amostras de &cido tartdrico foram separadas
conforme o método de producdo. Em seguida as amostras de acido tartarico naturais foram
divididas segundo sua origem geografica. As razfes isotopicas de carbono, oxigénio e

hidrogénio de todas as amostras medidas encontram-se no Apéndice A.

Tabela 12. Razdes de is6topos estaveis de carbono, oxigénio e hidrogénio do acido tartarico
para diferentes métodos de producéo e origens geogréficas.

613C 6180 62H
| Média o Min Max | Média o Min Max | Média o Min  Max
Método de producdo
Natural (n=24) -22,65 0,39 -23,30 -21,81 | 28,13 2,75 23,43 34,20 | -81,92 22,27 -126,50 -49,00
Sintético (n=11) -25,06 4,20 -31,53 -21,19| 17,40 1,78 13,85 19,60 | -40,73 21,30 -72,00 -9,00
Origem geogrdfica
Europa (n = 18) -22,58 0,44 -23,23 -21,81 | 29,25 2,15 26,40 34,20 | -70,33 10,69 -85,00 -49,00
Ameérica do Sul (n=6)| -22,85 0,28 -23,30 -22,55| 24,79 1,40 23,43 27,70 |-116,67 8,69 -126,50-103,00

As amostras de &cido tartarico sintético apresentam valores de §*3C abaixo das amostras
naturais e com maior desvio padrdo. Uma maior dispersao desses valores ja era esperada devido
ao processo de sintese que utiliza carbono proveniente do petréleo, com ampla gama de valores
para 8*C. Uma maior diferenca entre valores de amostras naturais e sintéticas é notada na
comparagdo da razdo isotopica do oxigénio. A média de 580 ainda apresenta baixo desvio
padrdo, pressupondo uma importante medida para classificacdo do método de producdo das
amostras. J4 os valores de 6°H apesar de distintos possuem alto desvio padréo, ou seja, hd uma
grande disperséo e sobreposic¢ao dos dados.

Para as amostras naturais agrupadas pela origem geografica a maior diferenca entre as
razdes isotopicas de Europa e América do Sul é verificada para o hidrogénio. Para os dados de
5180 também ocorre uma importante distingio sem sobreposicao de valores.

As razdes isotopicas de 8°C e 5180 foram condicentes e similares a trabalhos anteriores
[17; 76]. Nao foi encontrado na literatura medi¢des de 52H em acido tartarico para comparagao.

Para correlacionar os resultados obtidos com as raz6es de isétopos estaveis de carbono,

oxigénio e hidrogénio foi empregada a analise multivariada.

3.3.1 Meétodo de producéo
O conjunto de dados dos trés is6topos medidos (5*3C + 520 + 5?H) para as 35 amostras

de &cido tartarico foi sujeito a analise de componente principal (PCA), o grafico obtido esta na
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Figura 24. O gréfico retrata uma clara separacdo entre amostras de producéao natural e sintética
usando os dois primeiros componentes principais. Como pode-se ver as amostras sintéticas tém
valores mais dispersos que os naturais. Essa tendéncia é percebida devido a diferentes fontes
de carbono usadas na producdo sintética feita em diferentes partes do mundo. Além disso, a
diferenga na composicdo de isétopos da agua utilizada na sintese € um importante fator que
contribui para esta separacao.
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Figura 24. Gréfico de PCA para método de producdo usando os dois primeiros componentes
principais para dados de §*°C, 580 e §°H.

Apenas um outlier foi identificado, proveniente de uma amostra de &cido tartarico
sintético com alto valor de §*3C. Como o carbono de amostra sintéticas provem de derivados
do petréleo e pode apresentar ampla gama de valores, este dado nédo € surpreendente. A remocao
deste outlier na analise PCA néo altera significativamente a divisdo entre grupo natural e
sintético.

A andlise discriminante com validagdo cruzada confirmou os resultados de PCA. Todas
as amostras foram corretamente classificadas, 100% para o desempenho geral e 100% para a

validagdao cruzada.
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3.3.2 Origem geogréfica

Prosseguindo a andlise multivariada, as amostras naturais de acido tartarico foram
classificadas de acordo com a origem geografica. Novamente, uma separacao das amostras foi
observada com base nos dados de PCA dos trés isétopos (8'°C + §'80 + §2H), Figura 25. A
segmentacdo mais pronunciada foi entre amostras da Argentina e aquelas de paises europeus.
A combinac&o de dados da razdo isotdpica de 2H/*H e 180/1°0, que fornecem informagcdes sobre
a origem geogréfica, foi crucial para esta diferenciacdo. Os processos de fracionamento de
isétopos que as plantas realizam variam com a condi¢do climatica, gerando perfis de &cido

tartarico distintos de acordo com a sua procedéncia.
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Figura 25. Gréfico de PCA para origem geografica de acidos tartaricos naturais usando 0s
dois primeiros componentes principais para dados de §*3C, 5'®0 e §°H.

Da mesma forma que o método de producdo, a separacao geografica foi confirmada por
DA com validagéo cruzada. Considerando o conjunto de amostras da Argentina e conjunto da
Europa, a correta classificacdo das amostras foi de 100% para o desempenho geral e 100% para
a validacéo cruzada. Ja a divis@o por paises gerou um desempenho geral de 78,3% enquanto a
validacdo cruzada reduziu este valor para 73,9%. As amostras categorizadas erroneamente eram
da Franga e Italia. Como estes paises sdo de regides adjacentes, um perfil de dados semelhante

é esperado. A semelhante fonte de agua de precipitacdo e proximidade geogréfica geram dados
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com diferencas sutis ou quase ndo existentes, além de sobreposi¢cdo de dados. Amostras
adicionais desta regido podem colaborar para um melhor ajuste na classificagéo.
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3.4 Conclusao

Este estudo descreveu um novo método de andlise de razdo de isOtopos estaveis
combinado com tratamento de dados por analise multivariada para classificar o acido tartarico
com base no método de produgdo e na origem geografica. Recomenda-se a combinacdo de
dados dos trés isotopos possiveis, §°C, 580 e &°H, uma vez que isso permite duas
classificacfes do &cido tartarico com apenas um conjunto de dados. A analise de componente
principal foi uma ferramenta precisa para obter a classificacdo adequada, o que foi confirmado
com a verificagdo por andlise discriminante

O namero de amostras utilizadas neste estudo confirma a aplicabilidade desta técnica ao
controle de qualidade do &cido tartarico. Porém, acredita-se que uma classificacdo mais acurada

possa ser realizada com mais amostras de outras regides geograficas.
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CAPITULO 4. ANALISE ISOTOPICA DOS DERIVADOS DO ACIDO
TARTARICO

4.1 Aspectos gerais

Diversos produtos provenientes da estrutura base do acido tartarico sdo comercializados.
Sais e ésteres sdo as substancias derivadas mais produzidas, com destaque para o bitartarato de
potéssio, tartarato de célcio, tartarato de sodio potassio e &cido metatartarico.

Compartilhando do mesmo esqueleto quimico do &cido tartarico essas substancias se

diferem quanto a sua funcdo quimica, como pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26. Estrutura do acido tartarico e seus principais derivados.

4.1.1 Bitartarato de potassio

Também conhecido como creme de tartaro, essa substancia é formada nos tanques de
vinho e se depositam espontaneamente na forma de pequenos cristais ortorrombicos. Este sal
de formula molecular KHC4H4Og é solGvel em agua e alcool; e apresenta sabor levemente
acido. Conhecido desde a antiguidade, o creme de tartaro tem sua maior producdo proveniente
de borras e bagacos de uvas. Ele é usado nas industrias alimenticias, farmacéuticas e quimicas.
Em alimentos, € usado como estabilizante, anti-aglomerante e espessante. Na vinicultura, ele

atua como indutor de cristalizacéo dos sais do &cido tartarico. Em preparac¢des farmacéuticas é
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utilizado junto com o &cido tartarico para produzir diuréticos e laxantes. E na area quimica é

largamente usado como padréo para solu¢Ges tampao [3; 13].

4.1.2 Tartarato de célcio

O tartarato de célcio € produzido a partir do bitartarato de potassio presente nos residuos
do vinho e é encontrado naturalmente na forma L(+). Este sal cristaliza em formato
tetrahidratado e apresenta solubilidade extremamente baixa em &gua e alcool. Sua principal
aplicacdo € na producéo de &cido tartarico e como aditivo na fabricacéo de vinhos atuando na
desacidificacdo. Ademais, ele pode ser usado como regulador de acidez em produtos

alimenticios [77].

4.1.3 Tartarato de sédio e potassio

Conhecido também como sal de Rochelle e sal de Seignette, esta substancia foi
descoberta em 1672 pelo farmacéutico Pierre Seignette. Este sal de férmula molecular
KNaCsH4Os forma cristais ortorrombicos e apresenta piezeletricidade. Normalmente ele é
formado a partir do creme de tartaro e € insolivel em &gua. O tartarato de sédio e potassio é

usado como regulador de acidez, antioxidante, estabilizador e emulsificante.

4.1.4 Acido metatartarico

E o produto obtido pela desidratacio do &cido L(+)-tartarico a temperatura de 160-
170°C, usualmente em baixa pressao, Figura 27. O acido metatartarico é adicionado no vinho
para prevenir a precipitacdo do cido tartarico. Ele € altamente solGvel em agua e alcool, mas
hidrolisa com rapidez [77]. Geralmente este produto é comercializado na forma de fino po,

apresenta odor fraco de torrado e cor amarelo claro.
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Figura 27. Formacdo do &cido metatartarico [78].
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As principais caracteristicas do &cido tartarico e dos derivados descritos acima estéo

resumidas de maneira comparativa na Tabela 13.

Tabela 13. Propriedades do L(+)-acido tartarico e alguns de seus derivados.

L-acido tartarico

Bitartarato de

Tartarato de calcio

Acido metatartarico

potassio
L-Acido 2,3- bl s s
Outros nomes s : . monopotassico hidroxibutanodioato Acido ditartarico
dihidroxibutanedioico = P
Creme de tartaro de calcio
Massa molecular 150,1 118,18 190,14 -
Férmula quimica C,HeO¢ KC,HsOq CaC,H,0, C;H:01,
0 OH
HO,_ _COOH i T ')
Estrutura OH . . o 0oy ° oH
o 0 x| o
HO™ “COOH & HO 0" o
OH
OH 0
Ponto de fusdo 168-170°C >250°C 650°C 170°C-
Solubilidade Agua, 4lcool, glicerol Batxa solybllldade em Balxa} solubl!ldade em Agua, 4lcool
agua agua e alcool
[a] +11.5 and +13.5°
Rotagdo especifica  (aq. sol. 20g/100mL, - [a] +7,2 £ 0,2° (20°C) -
20°C)
Residuos de
enxofre >1e/ke ) ) )
Cloretos >1g/kg - - -
Sulfatos >1g/kg - >1g/kg -
Sédio - 1 pp 100 - -
Teste com solugdo de
sulfato de mercurio (ll)
e solugdo de
Acido citrico permanganate de - - -
potassio, nenhum
precipitado branco
deve ser formado
Acido oxalico Solugdo deve ) ) )
e bario permanecer clara
Oxalato >100mg/kg >100mg/kg - -
Ferro >10mg/kg >10mg/kg - -
Chumbo >5mg/kg >5mg/kg >5mg/kg >5mg/kg
Merctrio >1mg/kg >1mg/kg >1mg/kg =l
Arsénio >3mg/kg >3mg/kg >3mg/kg >3mg/kg
O produto usado em
Apds 4 horas de vinhos deve conter
secagem em forno a pelo menos 105 pp
Outros - 105°C, perda de FeidEE s e 100 de &cido tartarico

SES 23 PRIt apos hidrdlise e 32 pp

100 de acido
esterificado

massa deve ser < 1 pp
100

Fonte: [77; 79].

Tartarato de sédio
potassio

Sal de Seignette
Sal de La Rochelle

210,22
KNaC,H,0,

70-80°C

Agua

>5g/kg
>5g/kg

>10mg/kg
>5mg/kg
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4.2 Parte experimental

4.2.1 Analise dos derivados do &cido tartarico por IRMS

Assim como para o 4cido tartarico, um conjunto de amostras de derivados deste acido
foram coletadas de diferentes fornecedores e de diversas partes do mundo. Como o &cido
tartarico apresentou bons resultados na classificacdo do método de producéo, essas amostras
foram usadas na comparagéo com os derivados, verificando se estes derivados eram de origem
natural ou sintética. Os resultados foram comparados com as informagdes obtidas dos
fornecedores e de rotulagem das amostras.

Nesta fase, 74 amostras de derivados foram analisadas, sendo que 34 amostras eram de
tartarato de célcio, 23 de bitartarato de potéssio, 6 de tartarato de sodio potéssio e 4 de acido
metatartarico. E ainda 7 amostras de tartarato bruto, que apresenta de 80 a 90% de bitartarato
de potassio.

As amostras foram quebradas criogenicamente para assegurar a homogeneidade na
distribuicdo de tamanho e foram mantidas em dessecador sob atmosfera inerte para evitar erros
devido a condi¢des do meio ambiente. O alto nivel de pureza e homogeneidade das amostras
permitiu a anélise de IRMS sem a necessidade de prepara¢es complexas.

Todas as amostras foram analisadas por espectrometria de massas de razao isotdpica
seguindo a metodologia descrita na se¢do 3.2.1. Os dados obtidos foram analisados por analise
de componentes principais (PCA) e analise discriminante (DA) com validacdo cruzada, por
meio do Minitab® Statistical Software versdo 17.1.0 (Minitab Inc., State College, EUA).
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4.3 Resultados e discussao

As amostras foram submetidas a analise dos is6topos estaveis de carbono, oxigénio e
hidrogénio. A Tabela 14 contém os valores médios e desvio padréo dessas medidas, bem como
seus maximos e minimos. Os dados de §*3C, 5180 e §2H de todas as amostras estdo apresentadas

no Apéndice B.

Tabela 14. Raz0es de isotopos estaveis de carbono, oxigénio e hidrogénio para o acido
tartarico e derivados.

Média o Minimo Maximo
Acido tartarico 313C -22,61 0,45 -23,32 -20,98
natural 3130 28,62 2,67 21,70 34,70
o*H -79,80 19,89 -137,00 -40,00
Acido tartérico 1C -24,86 3,96 -31,53 -21,19
. d31*0 15,77 7,48 -15,80 20,80
sintético
&H -47,05 21,39 -91,00 -9,00
. 313C -22,15 0,42 -22.,84 -21,74
Acido
L. 330 26,35 2,15 24,60 30,00
metatartarico
o*H -113,50 21,38 -130,00 -77,00
e e d13C -22,83 1,19 -27,93 -21,97
. 3130 25,28 3,61 19,70 34,30
potéssio
o*H -127,29 36,00 -191,00 8,40
Tartarato de C -22,87 1,36 -25,48 -16,50
calcio 53180 18,64 4,31 7,10 28,90
&*H -72,17 12,37 -106,00 -40,00
Tartarato de d3C -22.94 3,77 -31,22 -20,45
.. . 3130 15,52 5,00 8,50 21,70
sddio potassio
o*H -69,17 12,90 -90,00 -50,00
d13C -23,38 0,44 -23,91 -22 .57
Tartarato bruto 3'%0 28,80 2,54 24,90 31,40
o*H -83,00 7,58 -99,00 -73,00

Todas as amostras apresentaram valores médios §**C proximos. Destaca-se 0 tartarato
bruto com a média de 5'°C mais baixa entre os derivados, com valores proximos do &cido
tartarico sintético. Este € um possivel indicativo de presenca de amostras sintéticas.

Nas medidas de raz&o isotdpica do oxigénio as menores medias encontradas foram para
tartarato de sodio potassio e tartarato de célcio. Apesar do valor de desvio padrdo dessas
medidas, elas se encontram mais proximas dos valores de acido tartarico sintético do que do

natural.
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Ja as medidas de §°H foram as com maior disperso entre os valores, resultando em alto
desvio padrdo. Mesmo com a sobreposi¢do de valores, novamente tartarato de sédio potéssio e
tartarato de célcio apresentaram valores mais proximos do acido tartarico sintético.

. Os valores médios de razdo isotdpica isolados ndo sdo suficientes para analisar estes
compostos. Assim, a anélise multivariada foi empregada para estabelecer relagdes entre os
dados obtidos. O conjunto de dados dos isotopos estaveis de carbono, oxigénio e hidrogénio
foram analisados por analise de componentes principais (PCA).

A Figura 28 apresenta o resultado para o acido metatartarico. Todas as amostras
encontram-se na regido do &cido tartarico natural, indo de encontro com os dados de
fornecedores das amostras que afirmavam ser de origem natural.

O tartarato bruto é composto de 80 a 90% de bitartarato de potassio. Devido a
semelhanca de sua composi¢do com o bitartarato de potassio, estas amostras foram analisadas

juntamente, como mostrado na Figura 29.
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® Acido tartarico natural
B Acido tartarico sintético
@ Acido metatartarico
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Figura 28. Gréfico da anélise de componente principal para o &cido metatartérico.
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Figura 29. Grafico da analise de componente principal para o bitartarato de potassio e

tartarato bruto.
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A maioria das amostras de bitartarato de potassio e todas de tartarato bruto situam-se na
area do acido tartarico natural. As informacOes pré-analise eram de que uma amostra era
sintética e as demais de origem natural. As amostras circuladas foram classificadas pela DA
diferentemente das informacdes dos fornecedores. A amostra circulada no alto do gréafico era
tida como natural de origem da América do Sul pelo fornecedor, porém, pela analise
discriminante ela foi classificada como sintética. Ja amostra circulada mais abaixo da figura foi
informada como de origem sintética, e DA a indicou como natural. O isolamento desta Unica
amostra de ambos grupos, sintéticos e naturais, corrobora a informacéo de sua origem sintética.
Isso porque a variacdo dos dados da razdo isotdpica para produtos sintéticos € maior que dos
sintéticos.

A Figura 30 mostra a analise de PCA para o tartarato de calcio. Um claro deslocamento
dessas amostras é observado em direcdo a area dos acidos tartaricos sintéticos. A principal causa
é o maior valor da razo 2H/*H. Dados dos fornecedores afirmaram que todas as amostras eram
naturais. A analise por DA classificou as quatros amostras circuladas como sintéticas. Para este
produto este tipo de analise ndo torna a sua origem tdo evidente, visto a localizacdo de suas
amostras no intermedio entre os produtos naturais e sintéticos.

Por fim, a Figura 31 apresenta o gréafico de PCA para o tartarato de sddio potéssio. Esta
substancia apresentou grande dispersdo no gréafico. Duas amostras foram reclassificadas por
DA, elas estdo circuladas na figura. Ditas como naturais, elas foram apontadas como sintéticas.
O baixo numero de amostras e espalhamento dos seus dados impossibilitam afirmac6es sobre
a origem do tartarato de sodio potassio. Um maior grupo de amostras e certificacdo do método

de producéo poderao indicar a adequacdo desta técnica para esta substancia.
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Figura 31. Grafico da analise de componente principal para o tartarato de sodio potassio.
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Figura 30. Grafico da analise de componente principal para o tartarato de calcio.
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4.4 Conclusao

A analise de derivados do acido tartarico por espectrometria de massas de razdo isotopica
¢ inovadora e demonstra capacidade de bons resultados para classificar as amostras como
naturais ou sintéticas. Para uma primeira exploracdo a determinacéo de origem por comparagdo
com &cido tartarico é bastante promissora para o bitartarato de potassio (creme de tartaro) e
tartarato bruto. A distingdo entre amostras naturais e sintéticas é significativa. Os resultados de
IRMS para o acido metatartarico indica boa classificagdo para amostras naturais. Para
confirmacéo destes resultados a analise de amostras sintéticas é necesséria.

Para os demais derivados, tartarato de sodio potassio e tartarato de célcio, é necessario
um maior nimero de amostras de forma a confirmar as tendéncias dos dados. Além disto, a
certificacdo da origem destes produtos permitiria averiguar a adequacéao desta técnica para esta

analise.
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CAPITULO5. CONCLUSOES

Este trabalho desenvolveu um estudo sobre os meios de producéo e utilizou-se técnicas
de caracterizacdo do 4cido tartérico, incluindo seus principais derivados a fim de estabelecer
parametros de qualificacdo e rastreabilidade.

Técnicas analiticas instrumentais como cromatografia liquida de alta eficiéncia e
ressonancia magnética nuclear ndo mostraram resultados efetivos, devido a simplicidade desta
molécula e alta pureza obtida com a sintese. A caracterizacdo do acido tartarico por
espectroscopia na regido do infravermelho apesar de ndo identificar a sua origem, € uma
importante técnica que pode ser utilizada para confirmacdo de casos suspeitos de ndo serem
acido tartarico. Ja a caracterizacao por cromatografia quiral foi otimizada e permitiu identificar
a presenca do enantiobmero D(-) em &cido L(+)-tartarico quando presente em no minimo 5% da
mistura.

As analises de is6topos estaveis com analise multivariada oferecem a abordagem mais
promissora baseada em hipdteses para estabelecer método de producéo e origem geografica do
acido tartarico. Esta técnica é de facil preparacdo de amostras e possibilita que grandes
quantidades de dados sejam geradas rapidamente. Os resultados colhidos corroboram aqueles
encontrados na literatura e adiciona a eles a separacdo geografica, com amostras de diferentes
continentes. Este método é uma combinacdo de perfis de isdtopos analisados estatisticamente
com interpretacfes que podem variar de acordo com o software de multivariaveis. Portanto, a
robustez desta metodologia deve ser testada por testes cegos e ensaios interlaboratoriais.

O estudo dos derivados do &cido tartarico por IRMS abriu uma nova metodologia de
analise e controle de qualidade. De acordo com nossas pesquisas, esse trabalho representa a
primeira vez que IRMS foi utilizada na analise de derivados do acido tartarico para avaliar o
método de producdo, o que pode ajudar no controle de préticas fraudulentas na indUstria. Por
ser uma primeira exploracdo é importante um aprofundamento deste estudo, entretanto este
caminho ja se apresenta com fortes indicios de aplicabilidade futura.

Dessa maneira, como sugestdo de trabalhos futuros inclui-se obtencdo de maior
quantidade de amostras de acido tartarico de diversas regides geograficas, de modo a criar um
banco de dados isotopicos mais amplo. Da mesma forma para os derivados do &cido tartarico,
a ampliagdo do nimero de amostras é importante, além da certificacdo de sua origem. Além
disso, realizar a sintese dos derivados a partir de amostras naturais e sintéticas do acido tartarico

permitiria acompanhar o perfil isotopico mediante este processo. Por fim testes de robustez da
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metodologia por IRMS contribuiriam também na investigacdo da necessidade de desenvolver
metodologias para cada derivado.

5.1 Perspectivas futuras

Padrdes de is6topos podem ser usados no controle desta substancia, seja como produto
final ou como produto enoldégico.

Baseado nos resultados deste trabalho foi apresentada um novo método de analise do
acido tartarico por IRMS para identificar sua origem. E que posteriormente possa ser usada na
legislacdo. Além disso, como desdobramento deste trabalho uma nova rotulagem do &cido
tartarico que indique “origem natural” foi proposta na farmacopeia americana. 1sso permitiria
melhorar significativamente a seguranca do uso desse produto e garantir aos consumidores uma
legibilidade e transparéncia reais na rotulagem quando o &cido tartarico € colocado em
producao.

Desse modo, uma maior quantidade de amostras de ampla diversidade permitiria a
geracdo de banco de dados de diferentes locais geograficos, que poderiam ser incorporados em

sistemas de rastreabilidade.
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A. Dados de IRMS do 4cido tartarico

APENDICES

Tipo | Codigo  §"°C §°0 5'H
N1 2323 2970 -67.00
N2 2273 2630 70,00
N3 2271 3150 -61,00
N4 2260 2830  -62,00
N5 22,62 2990  -71,00
N6 2280 2840  -73.00
N7 2290 2680  -79.00
N8 2287 2640  -85.00
N9 2290 2720 -80,00
N10 2280 30,00 -77.00
N1l 2274 2640 84,00
N12 2300 2950  -49.00

Natural 15 2246 3040  -71,00
N14 2190 3420 -75.00
N15 2230 2970 -81,00
N16 2255 2510 -123.00
N17 2255 2380 122,50
NI8 2267 2343 -126,50
N19 2330 2430 -103,00
N20 2290 2440  -107.00
N21 2310 2770 -118,00
N22 2222 2920 -63.00
N23 2181 3250 52,00
N24 2184 3005 -66,00

S 2277 1385 -32.00
2 22,00 17,80 -22.00
S3 2251 1820  -47.00
S4 21,80 18,40 29,00
S5 2124 1900 -10,00
Sintético S6 2923 1445 -63.00
7 31,53 1630 -62,00
S8 2195 1920 -46,00
S9 21,19 1960 25,00
S10 3120 1720 72,00
S11 3020 1740 -60,00
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B. Dados de IRMS dos derivados do acido tartarico

Amostra Codigo 613C 5180 8 H
AMetal -22,84 30,00 -77,00
Acido metatartirico AMeta2 -21,93 25,00 -130,00
AMeta3 -21,74 2580 -127,00
AMetad -22,08 24,60 -120,00
KHT1 -2793 27,00 -191,00
KHT2 -22,23 29,20 -111,00
KHT3 -22,05 20,00 -133,00
KHT4 -22,52 29,70 -105,00
KHTS5 -22,83 26,00 -115,00
KHT6 -22,47 21,90 -142,00
KHT7 -22,78 21,70 -147,00
KHTS8 -22,19 21,80 -143,00
KHT9 -22,97 2490 -159,00

KHT 10 -23,31 27,60 8,40
KHT 11 -2230 34,30 -114,00
Bitartarato de potassio KHT 12 -22,00 21,80 -140,00
KHT 13 -22,12 25,20  -93,00
KHT 14 -22,74 29,15 -121,00
KHT 15 -22,56 19,70  -146,00
KHT 16 -22,06 24,50 -123,00
KHT 17 -22,67 22,40 -142,00
KHT 18 -23,19 27,10 -127,00
KHT 19 -2395 25,60 -115,00
KHT 20 -23,18 26,20 -121,00
KHT 21 -22,19 22,50 -162,00
KHT22 -2197 22,80 -159,00
KHT 23 -2290 30,30 -127,00
TB 1 -2391 29,50  -77,00
TB 2 -2326 2490  -99,00
TB 3 -23,47 31,00  -85,00
Tartarato bruto TB 4 -23,02 25,60 -84,00
TB 5 -23,772 31,40  -82,00
TB 6 -23,74 27,80  -73,00
TB 7 -22,57 31,40  -81,00
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Amostra Codigo 513(: 5180 52H
CaT 1 -22,12 8,86 -106,00
CaT 2 -22,88 14,63 -84,00
CaT3 -23,20 20,20 -61,00
CaT4 -22,65 20,60 -63,00
CaT 5 -16,50 16,90 -70,00
CaT 6 -23,31 11,40 -80,00
CaT7 -24,19 15,50 -85,00
CaT8 -24,11 16,40 -78.,00
CaTo9 -23,85 16,20 -74,00
CaT 10 -22,68 15,20 -74,00
CaT 11  -23,59 13,80 -78,00
CaT 12 -24,15 18,80 -40,00
CaT 13 -21,77 23,50 -63,00
CaT 14 -23,46 16,10 -77,00
CaT 15 -23,52 18,60 -69,00
CaT16 -22,76 18,30 -76,00
Tartarato de célcio CaT 17 -25.48 20,20 -64,00
CaT 18 -23,88 17,50 -62,00
CaT 19 -22,27 18,60 -61,00
CaT 20 -23,25 19,70 -70,00
CaT 21 -23,49 17,30 -79,00
CaT 22 -23.,88 19,30 -55,00
CaT 23 -21,67 23,30 -58,00
CaT 24 -23,15 28,90 -58,00
CaT 25 -2298 21,70 -80,00
CaT26 -22,86 19,30 -78,00
CaT 27 -22,80 21,80 -78,00
CaT 28 -22,67 19,80 -87,00
CaT 29 -23,58 25,60 -71,00
CaT 30 -21,52 22,10 -61,00
CaT 31 -23,11 22,30 -69,00
CaT 32 -22,79 18,30 -90,00
CaT 33 -22,23 24,50 -55,00
CaT 34 -23,07 21,70 -72,00
KNaT1 -20,82 21,70 -50,00
KNaT2 -22,69 14,50 -90,00
Tartarato de sodio potéassio KNaT'3  -31,22 8,50 67,00
KNaT4 -20,45 20,60 -75,00
KNaT 5 -21,05 10,00 -58,00
KNaT 6 -21,38 17,80 -75,00
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