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Resumo

Este trabalho teve por objectivo o desenvolvimento de uma metodologia experimental
para a determinagio do aldeido trans-2-nonenal em cerveja.

A presenga de frans-2-nonenal na cerveja pode fazer surgir um sabor/aroma
desagraddvel a papel/cartio que se torna notado em cerveja envelhecida e cujo limite de
percepcio € muito baixo, cerca de 0,1 pg/L. E, assim, de grande importincia o
desenvolvimento de metodologias de andlise que permitam de uma forma expedita quantificar
este composto na cerveja.

Este trabalho compreendeu duas fases. Numa primeira fase, desenvolveu-se uma
metodologia experimental para a extrac¢iio e quantificagdo do trans-2-nonenal em solugdes
modelo. A metodologia desenvolvida baseou-se na destilagio de solugdes modelo por
arrastamento de vapor, a qual se seguiu um passo de concentracio e extrac¢do do aldeido por
passagem do destilado através de colunas de extracc¢do de fase sélida. Por fim, era efectuada a
andlise do extracto por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo
espectrofotométrica. Cada um destes passos foi alvo de um estudo individual com vista ao
ajuste das condi¢des experimentais para cada um.

Numa fase posterior, aplicou-se a metodologia desenvolvida a determinagio de trans-
2-nonenal em amostras de cerveja, tendo-se procedido ao estudo da aplicabilidade dessa
metodologia a matriz cerveja. Neste contexto, estudou-se qual a influéncia da destilagdo por
arrastamento de vapor na indugdo da formagdo do trans-2-nonenal (jd que, durante este passo,
a cerveja € submetida a uma temperatura elevada, e tal pode conduzir & formagio de trans-2-
nonenal a partir de percursores deste aldeido existentes na matriz), e ainda, qual o efeito da
presenca do sulfito na extrac¢do deste aldeido.

Os estudos realizados permitiram seleccionar as condigdes experimentais mais
adequadas para a determinagdo do frans-2-nonenal na cerveja.

A metodologia desenvolvida pretende ser uma alternativa valida aos métodos
existentes para a determinacdo deste aldeido, apresentando como principais vantagens a

rapidez e simplicidade do processo de andlise.
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Abstract

The aim of this project was to develop a methodology to determine the aldehyde
frans-2-nonenal in beer.

The presence of trans-2-nonenal in beer is responsible for an unpleasant flavour to
paper/cardboard, which can be noticed in aged beer (this aldehyde has a perception limit very
low, around 0,1 pg/L). Therefore, it is very important the development of methodologies of
analysis that quickly allow the quantification of this compound in beer.

This work was developed in two parts. In the first part, a methodology was set up to
extract and quantify the frans-2-nonenal in model solutions. This methodology was based on
the steam distillation of model solutions of trans-2-nonenal, followed by concentration and
extraction of this aldehyde on solid phase extraction columns. Finally, trans-2-nonenal was
analysed in the extract by high performance liquid chromatography with spectrophotometric
detection.

In the second part, the developed methodology was applied to beer samples. In this
context was studied, the influence of steam distillation on the induction of trans-2-nonenal as
this compound can be formed from its precursors in beer, due to the use of high temperatures.
The effect of the presence of sulphite was also investigated.

The methodology developed in this work proved to be a good alternative to the
existent methods of determination of this trans-2-nonenal, presenting as major advantages the

fastness and simplicity of analysis.
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1. - Aspectos gerais sobre a cerveja

1.1. — A cerveja através dos tempos

1.2. - O processo de fabrico da cerveja

1.3. — A estabilidade organoléptica da cerveja
1.4. — Caracterizagdo organoléptica da cerveja

1.5. — A influéncia dos compostos carbonilo

1. — Aspectos gerais sobre a cerveja
1.1. — A cerveja através dos tempos [1]

A origem histérica da cerveja ¢ desconhecida. JiA os Sumérios e os Egipcios
produziam cerveja, hd mais de 5.000 anos antes de Cristo, e os Babilonios ja fabricavam mais
de dezasseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel, ha mais de 4.000 anos. O mais antigo
codigo de leis conhecido, o de Hamurabi na Babildnia (datado de 1.800 anos antes de Cristo),
declarava que a pena de morte poderia ser imposta a quem diluia a cerveja que vendia.
Igualmente, foi encontrada em papiros egipcios, de cerca de 1.300 anos antes de Cristo, uma
regulamentagdo da venda de cerveja.

Na Europa, sabe-se que na Idade Meédia se fabricava cerveja em determinados
conventos. Um dos conventos que iniciou a produgdo de cerveja foi o convento alemdo de
Weihenstephan. Os monges deste convento foram os primeiros a obter uma autorizagio
profissional para o fabrico e venda de cerveja em 1040. Esse convento transformou-se na

cervejaria mais antiga do mundo e ¢ onde, actualmente, se encontra instalado o Centro de
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Parte I — Fundamentagdo do Tema

Ensino da Tecnologia de Cervejaria da Universidade Técnica de Munique.

Com o tempo, 0 modo de fabrico da cerveja foi sendo aprimorado, quer relativamente
aos ingredientes utilizados, quer relativamente ao seu modo de fabrico. A cerveja,
originalmente uma bebida obtida pela fermentagdo de cereais, € hoje obtida a partir de uma
mistura de malte, ldpulo, dgua e leveduras. Os métodos artesanais foram sendo
progressivamente substituidos - sobretudo apés a Revolugdo Industrial - e hoje, o fabrico da

cerveja € quase todo automatizado e realizado em grandes unidades fabris.

1.2. - O processo de fabrico da cerveja [1]

1.2.1. - Matérias primas usadas no fabrico da cerveja

As matérias primas utilizadas no fabrico da cerveja sdo essencialmente a dgua, a
cevada, o ldpulo e a levedura. Descreve-se, sucintamente, a importincia e a fungdo de cada

uma destes matérias primas no fabrico da cerveja.

Agua — a dgua € o principal ingrediente da cerveja constituindo mais de 90% desta
bebida, pelo que, a qualidade da dgua utilizada no processo de fabrico da cerveja assume,
evidentemente, uma importancia vital. Por exemplo, a dureza da dgua influencia imenso a
qualidade da cerveja; o pH inicial da 4gua condiciona, igualmente, todos os equilibrios

quimicos que ocorrem durante o processo de fabrico da cerveja.

Cevada - a cevada constitui a matéria prima chave na produgdo de cerveja.
Relativamente a outros cereais, o malte de cevada confere 4 cerveja um sabor tnico.
Igualmente, a cor final da cerveja depende em grande parte da cor adquirida pelos grios de

cevada durante o processo de maltagem.

Lipulo - o lipulo € outro ingrediente chave na produgiio da cerveja. O lipulo é uma
planta trepadeira da familia das mordceas, origindria das regides temperadas do norte da
Europa, Asia e América. Habitualmente, adiciona-se a cerveja um extracto do lipulo, que
contém a substincia responsdvel pelo amargor caracteristico da cerveja, a lupulina, e 6leos
essenciais, que sdo uma mistura de diversos compostos igualmente responsdveis por
influenciar favoravelmente o aroma e sabor da cerveja. O lipulo possui, igualmente, um papel

auxiliar na formagdo da espuma, bem como, alguma actividade anti-séptica o que favorece a

4



1. — Aspectos gerais sobre a cerveja

estabilidade organoléptica da cerveja.

Leveduras — a levedura € uma bactéria que ¢ adicionada a cerveja com o objectivo de
transformar os agiicares provenientes do malte em dlcool e diéxido de carbono. O paladar e as
restantes caracteristicas da cerveja final dependem em grande parte da levedura utilizada. A
utilizagdo de leveduras seleccionadas permite obter uma cerveja de sabor e aroma mais ou
menos constantes, o que € essencial para uma produgio industrial. Uma das leveduras mais

utilizadas € a bactéria Saccharomices cerevisic.

1.2.2. - Etapas no processo de fabrico da cerveja

A cerveja €, conforme j4 foi referido atrds, o resultado da fermentacdo alcoélica de
mosto de cereal maltado, por meio de leveduras. O cereal mais importante para a boa
qualidade da cerveja € a cevada, podendo contudo usar-se mais do que um cereal, como por
exemplo, milho, arroz, aveia ou trigo (estes cereais que sdo adicionados conjuntamente com a
cevada denominam-se de adjuntos).

Sob a denominagdo de cerveja encontramos uma grande variedade de tipos desta
bebida que s3o obtidos, quer por processos de fabrico caseiro, quer por processos de fabrico
de escala industrial. As etapas que constituem o processo de fabrico da cerveja podem ser

resumidas conforme se apresenta no esquema seguinte:

Etapa 1: Maltagem Etapa 2: Empastagem Etapa 3: Fermentacio
e Maturacio

Cevada 7 /—> Malte 7 /—’ Mosto 7

- Germinagio - Moagem - Arejamento
- Aquecimento (paragem de - Adigdo de dgua e milho - Inoculagio com leveduras
germinagio e desidratagédo) - Maceragao com aquecimento i seleccionadas
- Torrefagdo ebuli¢do - Fermentagio
- Adigao de lipulo - Maturagido
- Ebuligdo - Clarificago, pasteurizagdo
- Eliminagdo do lipulo e engarrafamento

. /s o
Malte L» Mosto Cerveja

Figura 1.1. - Diagrama esquemitico representativo dos principais passos do processo de fabrico da

cerveja
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O processo de fabrico da cerveja inicia-se com a preparagdo do malte a partir da
cevada — etapa de maltagem. Este processo consiste, basicamente, em colocar o grio de
cevada em condigGes favordveis A sua germinacio, deixar iniciar o processo, e interrompé-lo
tdo logo o gréo tenha iniciado o processo de criagio de uma nova planta. Nesta fase, o amido
do grdo encontra-se j4 degradado em cadeias menores, o que o torna mais solivel em dgua.
Ao mesmo tempo, no interior do grio, formam-se variadas enzimas (fundamentais para as
fases seguintes do processo de fabricacdo de cerveja), e ainda, percursores de substincias
aromadticas, que se podem manter durante o fabrico da cerveja até€ a fase do engarrafamento.
Para interromper o processo de germinagdo, a cevada € submetida a um aquecimento
controlado, através do qual se procede, numa fase inicial, & desidratagdo, e por fim, 2
torrefacgdo. A etapa de preparagio do malte tem uma forte influéncia na fermentacio e, como
tal, € um importante factor da qualidade final da cerveja.

Na etapa seguinte — etapa de empastagem — todo o malte € triturado e misturado com
dgua' auma temperatura relativamente elevada (entre 63°C e 75°C). Em seguida, procede-se a
separagio do liquido dos residuos (constituidos das cascas do malte e outras matérias nao
soluveis) através de uma filtragem, obtendo-se um liquido turvo que € denominado mosto. O
mosto € transferido para uma caldeira de ebuligio para ferver durante aproximadamente uma
hora, durante a qual ¢ acrescentado o liipulo (fase da lupulagem). Neste passo, devido # acgdo
da temperatura, o ldpulo liberta as substincias aromiticas e o principio amargo que lhe €
caracteristico.

Terminada a fase de ebuli¢fo, o mosto é arrefecido e inoculado com as leveduras
(também designadas de fermento cervejeiro) para dar inicio 2 etapa seguinte — etapa de
fermentagdo. A fermentagdo industrial pode ser dividida em fermentagdo principal e
fermentagdo secunddria. Na fermentacio principal, inoculam-se as leveduras que transformam
as moléculas de agticar existentes no mosto em alcool e diéxido de carbono. E neste momento
que ocorre a formagdo da cerveja propriamente dita. Essa primeira etapa de fermentacio
estende-se, geralmente, durante 3 a 7 dias, sob temperaturas que podem variar entre 5 ¢ 26°C.
Completada a etapa de fermentagdo principal, passa-se para a etapa de fermentacdo
secunddria ou maturagdo. Assim, o mosto € transferido para tanques de maturagdo, onde a
cerveja permanece por 12 a 20 dias "repousando” a baixa temperatura, a cerca de 0 °C. O

objectivo principal desta fase € permitir um amadurecimento da cerveja, que deste modo

"0 passo da mistura de dgua com o malte € designado de brassagem.
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adquire um sabor e aroma mais apurado. No fim da maturagio, pode-se considerar o fabrico
da cerveja encerrado.

O tratamento final da cerveja "bruta" antes do engarrafamento, envolve um novo
processo de filtragem e clarificacdo para a eliminac@o dos residuos ainda em suspensdo no
liquido. Deste modo obtém-se o brilho e a translucidez da cerveja exigidos pelo consumidor.
A cerveja engarrafada €, por fim, submetida ao processo de pasteurizagio. Este passo consiste
em submeter a cerveja a uma temperatura de aproximadamente 60°C com a finalidade de
interromper qualquer fermentagdo que ainda possa estar a ocorrer. Com este passo confere-se

uma maior estabilidade ao produto.

Existem actualmente no circuito comercial mais de 150 tipos de cerveja que diferem
entre si na seleccdo das matérias primas e nos processos de fabrico utilizados na sua
produgdo. Como curiosidade, descrevem-se seguidamente e de forma resumida, as

caracteristicas de seis tipos de cerveja vulgares:

Cerveja Alt — Este tipo de cerveja € origindrio da Alemanha. O seu fabrico envolve dois
processos de fermentagdo: alta e baixa®. Esta cerveja € caracterizada por possuir uma cor

vermelha forte e um teor alcodlico que varia entre 4 e 5 graus.

Cerveja Bock — As cervejas deste tipo sdo encorpadas e possuem um teor alcodlico que varia
normalmente entre 5 e 7 graus. O malte usado na sua preparagdo € mais torrado e
caramelizado, o que transmite um sabor menos amargo. A sua espuma € cremosa e resulta do

prolongado processo de maturacgio e fermentagao.

Cerveja Stout — Este tipo de cerveja € origindria da Irlanda e caracteriza-se por ser fabricada
através de fermentagio alta; € uma cerveja forte, escura e rica em lipulo. Ao ser servida,
oferece um bonito visual de cores combinando o branco da espuma com preto e um marrom

dégradé. Possui um teor alcod6lico que varia habitualmente entre 3 e 7 graus.

Cerveja Kriek Lambic - Este tipo de cerveja € origindria da regido de Bruxelas. Esta cerveja

% dependendo do tipo de levedura utilizada, as cervejas dividem-se em cervejas de fermentagdo baixa ou cervejas de
fermentagdo alta. Nas cervejas de fermentagio baixa o fermento deposita no fundo do tanque onde ocorre este processo
resultando, habitualmente, uma cerveja mais clara e menos alcoélica. Nas cervejas que sdo produzidas por fermentacio alta, a
levedura fica em suspensdo no mosto fermentado, dando origem a uma cerveja mais alco6lica, mais aromdtica e mais escura.
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tem a particularidade de conter frutas imersas no seu interior, como por exemplo, cerejas,

péssegos ou framboesas. Possui entre 5 e 7 graus de lcool.

Cerveja Lager — A cerveja deste tipo tem a particularidade de no seu fabrico a etapa de
fermentagdo decorrer a temperatura baixa, normalmente entre 0° C e 6° C, o que faz com que
as leveduras se depositem no fundo, provocando uma fermentagdo muito lenta. Por tal facto,

este tipo de cerveja possui uma graduacio alcodlica muito fraca, que ronda os 3 e 5 graus.

Cerveja Amstel - Este tipo de cerveja € de origem holandesa. Detém um aroma espirituoso,
rotundo e embriagador. Caracteriza-se, igualmente, por ser bastante equilibrada, levemente

caramelizada e por possuir um ligeiro amargor com um final prolongado.

1.3. — A estabilidade organoléptica da cerveja

O principal objectivo das empresas cervejeiras € o de possuir um processo de fabrico
que lhes permita obter uma cerveja sempre com os mesmos padrdes de qualidade e com
caracteristicas imutdveis ao longo do seu envelhecimento. O processo de envelhecimento da
cerveja € um aspecto que tem preocupado as inddstrias cervejeiras. Tem sido objecto de forte
investigagdo na procura de identificar os compostos que sdo preponderantes na estabilidade
organoléptica da cerveja e os compostos que resultam do processo de envelhecimento
responsdveis pelas alteragdes organolépticas detectadas na cerveja envelhecida. O objectivo &
reunir um conjunto apropriado de conhecimentos que permita actuar adequadamente sobre os
mecanismos de formagdo desses compostos, de forma a minorar a sua influéncia sobre a
estabilidade organoléptica da cerveja.

Como resultado desse esforgo de investigagdo foram ja caracterizados vidrios factores
associados ao fabrico e armazenamento da cerveja que influenciam de forma notéria a
qualidade e estabilidade deste produto. Neste contexto, surgem como exemplos de factores

relevantes:

1. seleccdo _adequada de matérias primas [2.3] — a utilizagdo de uma qualquer matéria

prima menos propria para o fabrico da cerveja, inevitavelmente traduz-se na obtencdo de uma
cerveja de fraca qualidade ou com caracteristicas diferentes das esperadas. Por exemplo, no
passado, as fébricas de cerveja eram edificadas perto de nascentes de dgua que utilizavam

para garantir a boa qualidade dessa matéria-prima. Este problema, actualmente nio € tio
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1. — Aspectos gerais sobre a cerveja

relevante pois € fécil tratar a 4gua por forma a manté-la com niveis de qualidade elevada e
constante. O principal problema resulta da seleccio da cevada. Admite-se que a actividade
enzimética caracteristica da cevada (ou malte), em particular a actividade da enzima
lipoxigenase, possui um papel activo na formagio de aldeidos® durante o processo de fabrico
da cerveja, pelo que as caracteristicas desta matéria prima poderdo ser um factor importante

na estabilidade organoléptica da cerveja.

2. controlo sobre o nivel de oxigénio presente durante o fabrico e envelhecimento da

cerveja [3.4,5] — vdrios estudos tém apontado o oxigénio como sendo o principal agente

responsdvel pela degradacdo das caracteristicas organolépticas da cerveja. O oxigénio &,
habitualmente, associado a diminui¢do do teor de antioxidantes e & promog¢io de reacgdes
radicalares responsdveis pela alterac@o da cerveja. Por estes motivos, tém sido recomendadas
diversas estratégias que visam eliminar tanto quanto possivel a presenga do oxigénio nas
diversas fases da preparagdo da cerveja e na sua armazenagem. Como exemplo, refira-se a
promog¢do de uma atmosfera de diéxido de carbono no colo das garrafas imediatamente antes

do encapsulamento desta bebida.

3. condicdes de armazenamento da cerveja [4] — a conservagio da cerveja apds o seu

fabrico €, igualmente, um aspecto que tem merecido a atengio dos cervejeiros. Nas fabricas, a
cerveja produzida € armazenada em armazéns refrigerados e ao abrigo da luz. Sabe-se que o
condicionamento da cerveja a temperaturas baixas atrasa todos os fenémenos associados ao
seu envelhecimento, e que, a protec¢do da cerveja da luz natural evita a ocorréncia de
fenémenos de foto-oxidagdo, associados ao desenvolvimento de aromas/gostos desagraddveis

( p.e. lightstruck flavor).

1.4. - Caracterizacao organoléptica da cerveja

Atendendo que existe um variadissimo nimero de tipos de cerveja, todas possuidoras
de caracteristicas particulares, como resultado da utilizagio de diferentes matérias primas ou
de diferentes processos de fabrico, a caracterizagdo sensorial de uma cerveja obriga 2
utilizacdo de um conjunto de descriges sensoriais gerais e proprias desta bebida. O conjunto

de descrigdes em questdo foi compilado por Morten Meilgaard na década de 70 e ilustrada

3 0s aldeidos sdo compostos que em determinadas concentragdes definem o aroma e gosto da cerveja.
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numa roda de aromas e sabores. Esta roda dos aromas e sabores foi posteriormente adoptada
¢ normalizada pelo EBC - European Brewery Convention —, pelo ASBC — American Society
of Brewing Chemists —, e ainda pelo MBAA — Master Brewers Association of the America —
como The Flavor Wheel (ver Figura 1.2.). A roda dos aromas e sabores serve de instrumento
para a caracterizagdo do conjunto de sensagbes gustativas e olfactivas que podem ser sentidas

por qualquer provador de cerveja experiente.

Figura 1.2. — A roda dos aromas e sabores - The Flavour wheel

As caracteristicas organolépticas da cerveja vio-se alterando ao longo do seu
envelhecimento. Segundo Dalgliesh, (ver Figura 1.3.) estas alteragdes incluem uma
diminui¢#o da intensidade do amargor e um aumento da intensidade das caracteristicas doce e
caramelo/torrado de forma continua ao longo todo o envelhecimento da cerveja.
Paralelamente, este autor refere ainda o aparecimento das caracteristicas folha de groselha e
papal/cartdo, sensivelmente, a meio do termo de vida da cerveja. A caracteristica folha de
groselha, apés surgir, diminui de intensidade no tempo, enquanto que a caracteristica a
papel/cartdo aumenta continuamente.

Refira-se que o esquema proposto por Dalgliesh constitui um modelo genérico das
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1. — Aspectos gerais sobre a cerveja

variagdes das caracteristicas organolépticas que ocorrem ao longo do envelhecimento da

cerveja. Embora este comportamento seja actualmente o admitido pela inddstria cervejeira, €

evidente que nem todas as cervejas sofrem este tipo de alteracoes.

Amarg or Folha de
groselha

Intensidade

’
’
’
I
1
+
]
]
13

3

]

V4
< caramelo

K torrado ‘-

1 Gt \‘

[ at >t »
i o | :
! e papel, cartao

L]

Tempo

Figura 1.3. - Representacio esquemdtica das alteracdes sensoriais da cerveja ao longo do seu

envelhecimento [3] — Diagrama de Dalgliesh

1.5. — A influéncia dos compostos carbonilicos

O conjunto de transformagdes organolépticas que ocorrem ao longo do

envelhecimento da cerveja estd inevitavelmente associado a alteracOes da concentragdo de
compostos que influem sobre o sabor/aroma da cerveja. O desenvolvimento de novas técnicas
e novos métodos de andlise tém contribuido para a identificagdo destes compostos € dos
equilibrios em que participam. Lustig [3] refere os seguintes compostos como sendo os
principais responsdveis pela degradagio da cerveja: 2-metilbutanal, 2-furfural, 5-metil-2-
furfural, benzaldeido, 2-feniletanal, dietilsuccinato, etilfenilacetato, 2-propionilfurano e a -
nonalactona.

Um outro conjunto de compostos que tém, igualmente, merecido atengdo sdo os
compostos carbonilicos. O aparecimento de caracteristicas com aroma/sabor a papel/cartdo
(atribuido ao aldeido trans-2-nonenal), metal (atribuido ao aldeido 3-octa-1-enona) ou a folha
de groselha (atribuido ao aldeido 4-mercaptopentano-2-ona), sdo apenas alguns exemplos de

modifica¢des organolépticas da cerveja que sio atribuidos a compostos carbonilicos.

Meilgaard [5] realizou um estudo sobre o impacto organoléptico de alguns aldeidos e

cetonas na estabilidade da cerveja. Consistiu em preparar vdrias aliquotas de cerveja
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contaminadas individualmente com compostos desse tipo e na avaliacdo sensorial de cada
aliquota por um painel de provadores especializado. Na tabela seguinte estdo transcritos os

resultados obtidos neste estudo.

Tabela 1.1. - Limites de percepgio e descrigiio sensorial

de alguns compostos carbonilo em cerveja [5]

Aldeidos™™ N. carbonos [L. P. “/ppb Aroma/Sabor Aceitaciio”

Formaldeido 1 400 000 adstringente; frutado 3
Acetaldeido 2 25 000 folhas verdes; frutado 1
glioxal 2 7 000 000 Queimado 4
propanal 3 2500 maca; folhas verdes 1
frans-2-propenal 3 15 000 doce; mel 1
butanal 4 1 000 meldo; verniz 2
trans-2-butenal 4 8 000 maga; améndoa 1
furfural 3 150 000 papel; folhas 4
hexanal 6 300-400 amargo; aldeido 2
frans-2-hexenal 6 500-750 amargo; alcodlico adstringente; 3
heptanal 7 50-100 amargo; aldeido; vinoso 5
octanal 8 40 casca de laranja; amargo 3
trans-2-octenal 8 0.3-0.5 oxidado; aldeido; amargo 4
nonanal 9 15-20 adstringente; oxidado; frutado 4
frans-2-nonenal 9 0.3-0.5 oxidado; cerveja velha; papel/cartio 4
decanal 10 5-7 amargo; casca laranja; frutado 2
trans-2-decenal 10 1 amargo; oxidado; aldeido; rango 3
undecanal 11 3-4 amargo; laranja; vinoso 3
dodecanal 12 1.5 acido gordo; aldeido 2

Cetonas™" N. carbonos |L. P. “/ppb Aroma/Sabor Aceitagiio” )

diacetilo 4 150 diacetilo; manteiga 3
2-pentanona 5 30000 jasmim; cetona 2
2-hexanona 6 4000 cetona; Roquefort (queijo) 3
2-heptanona 7 2 000 cetona; noz; verniz 3
2-octanona 8 250 dlcool octilico; verniz; 3
2-nonanona 9 200 cetona; verniz 3
2-decanona 10 250 adocicado; flores 2
2-undecanona 11 400 plantas verdes 2

(*) L. P. — limite de percepgéo
(**) os valores obtidos estdo compreendidos entre 1 e 5 e representam por ordem crescente uma medida de ndo
aceitago para cada aldeido.

(***) — a negrito identificam-se os compostos carbonflicos identificados por Hashimoto [6] em cerveja oxidada
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Os resultados obtidos por este autor mostram que, dum modo geral, o limite de
percepcdo dos compostos carbonilicos diminui com o aumento da cadeia carbonada. Foi
também possivel verificar que de entre o conjunto de compostos carbonilo ensaiados, 0s
aldeidos monoinsaturados de cadeia longa mostraram ser os mais desagraddveis e com limite
de percepg¢ao mais baixo.

Os ensaios de caracterizagdo da frac¢io carbonilica realizados por N. Hashimoto e T.
Eshima [6] em cerveja, permitiram identificar, entre outros, alguns aldeidos insaturados que
os autores consideraram, tal como Meilgaard, como os principais responsdveis pelas
caracteristicas das cervejas envelhecidas.

Os estudos que tém sido desenvolvidos por muitos investigadores permitem,
actualmente, identificar com muita confianga, as principais vias associadas a formacdo dos

compostos carbonilicos. Este assunto ird ser retomado no ponto 3.
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2.- Reactividade de compostos carbonilicos

2.1. — Introdugao
2.2. — Algumas reacg¢oes de adi¢do nucle6filas
2.3. — Tautomerismo entre as formas carbonilo e enol

2.4. — Oxidagdo / Redugdo de compostos carbonilicos

2. - Reactividade de compostos carbonilicos [7,8,9]
2.1. - Introdugio

Com o objectivo de se conhecer os principais equilibrios em que, potencialmente, o
trans-2-nonenal podera estar envolvido na cerveja, far-se-a neste ponto uma breve abordagem
sobre a reactividade dos compostos carbonilicos. Nesta abordagem, estio descritas as
principais reacgdes caracteristicas dos aldeidos. Embora ndo seja possivel com esta descrigdo
caracterizar a reactividade quimica do trans-2-nonenal na cerveja, poder-se-a inferir sobre

quais 0s potenciais constituintes da matriz cerveja que podem interactuar com este aldeido.

Os compostos carbonilicos sdo caracterizados por possuirem na sua estrutura um
grupo carbonilo. Estes compostos dividem-se em aldeidos e em cetonas cuja diferenca reside
no facto de nos aldeidos existir pelo menos um atomo de hidrogénio ligado ao atomo do
carbono do grupo carbonilo, ao passo que, nas cetonas ndo existe nenhum 4tomo de

hidrogénio ligado a esse atomo de carbono.
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H R’

Figura 2.1. - Estrutura simplificada de compostos carbonilicos: a) aldeidos e b) cetonas

A reactividade dos compostos carbonilicos envolve, de um modo geral, o seu grupo
funcional, cuja estrutura geral pode ser representada através de duas estruturas hibridas (ver

figura 2.2.):

R"\ R
/CZO = /C+—O_
R R

Figura 2.2. - Estruturas hibridas do grupo carbonilo

Existe inerente a este grupo um dipolo eléctrico que se estabelece entre o dtomo de
oxigénio e o dtomo de carbono. Este dipolo resulta da maior electronegatividade do dtomo de
oxigénio relativamente ao dtomo de carbono, o que implica a existéncia de uma maior
densidade de carga negativa em torno do dtomo de oxigénio.

Um maior ou menor deslocamento de carga entre estes dois 4tomos depende das
caracteristicas dos grupos R e R’ que se encontram ligados ao dtomo de carbono. Assim,
grupos que possam doar densidade electrénica ao carbono, tais como, grupos alquilo, atenuam
o dipolo que existe entre o carbono e o oxigénio; pelo contrério, grupos R e R’ aceitadores de
densidade electronica, tais como, grupos possuidores de dtomos muito electronegativos,
acentuam o dipolo que existe no grupo carbonilo. A intensidade do dipolo €, igualmente,
dependente das condi¢des de meio, em particular do pH. Por exemplo, em meio 4cido,
facilita-se a protonagdo do dtomo de oxigénio do grupo carbonilo, o que por sua vez, provoca
uma maior deslocalizagio da densidade electrénica responsdvel pela ligagio do grupo
carbonilo (ou seja, acentua a intensidade do dipolo).

E devido 2 existéncia deste dipolo que os compostos carbonilicos sdo relativamente
reactivos. Descrevem-se seguidamente, e de uma forma resumida, as principais reaccdes

associadas a compostos carbonilicos.
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2.2. — Algumas reaccoes de adi¢iio nucleéfilas

As reacgbes de adigdo nucledfilas consistem na adigdo de um composto com
caracteristicas nucleéfilas ao carbono do grupo carbonilo, do modo como se encontra

esquematizado na figura seguinte.

R’ o‘
v (O ,
R R

Figura 2.3. - Reacgiio genérica de adi¢io nuclesfila ao grupo carbonilo. “B:” representa um

composto nucleéfilo

Constituem potenciais nucleéfilos todos os compostos que possuam na sua estrutura
um dtomo capaz de doar densidade electrdnica, ou alternativamente, um 4tomo com excesso
de densidade electrénica. A extensdo da reac¢io de adigdo nucledfila dependerd da
polarizagio da ligagdo C=O (que varia consoante os grupos que estdo ligados ao grupo
carbonilo), bem como, de um maior ou menor impedimento estereoquimico associado ao
volume da espécie nucleéfila e aos grupos adjacentes ao grupo carbonilo.

Consideram-se, seguidamente, algumas reac¢bes de adigdo nucledfila envolvendo

diferentes agentes nucledfilos.

2.2.1. - Adicao da molécula de dgua

A adigéo de uma molécula de dgua ao composto carbonilico resulta na formacio de

um diol (ver figura 2.4.). Este processo € catalisado em meio 4cido ou em meio alcalino.

R’ OH R,\ lento Oi
\ 1 — _,R ¥
H,0 + C=0+HA 3= OH— C_-R A" | HO+ C=0+B === oH—C "X +BH
R R’ K 3
chpido Tl répido Tl + H+
OH
/?1; + OH—C--R
OH—C S+ H Y
R’ R

Figura 2.4. - Mecanismos propostos para a adicio de dgua ao grupo carbonilo. a) reacgio

catalisada em meio dcido; b) reacgiio catalisada em meio alcalino
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Esta reacgio € reversivel ¢ apreciavelmente extensa para compostos carbonilicos de
cadeia curta. Na tabela seguinte podem ser observados alguns valores termodinidmicos da
constante de hidratagio de alguns aldeidos e cetonas. Estes valores confirmam uma maior
extensdo da adigdo da molécula de dgua, para aldeidos cujo grupo funcional nio estd rodeado
de grupos volumosos, e para aldeidos que possuem na sua estrutura dtomos atractores de

densidade electrénica (p.e. 4tomos de cloro).

Tabela 2.1. - Valores de constantes de hidratacdo para alguns compostos carbonilicos
(Valores obtidos a 25°C) [7]

Composto Carbonilico (RR’CO) K = [RR'C(OH),]
[RCOR’]

HCHO 2x10°
CH;CHO 13
CH;CH,CHO 071
(CH3);CCHO 0.24

CH;COCH; IR
CH;COCHCl, 5

Tal como a molécula de dgua, os dlcoois também podem reagir com o grupo carbonilo
através da reaccio de adigdo nucleéfila. A adi¢do de dlcoois ao grupo carbonilo envolve numa
primeira fase a adi¢do de uma molécula de dlcool com a formagdo de um hemiacetal e, numa
fase subsequente, a adi¢do de uma nova molécula de dlcool com a formacdo de um acetal. A
formagdo de acetais € catalisada em meio 4cido. Nestas condigdes, tal como foi anteriormente
referido, € possivel aumentar a deficiéncia electrénica do carbono do grupo carbonilo
tornando-o mais vulnerdvel ao ataque de um nucleéfilo. Est4 representada na figura 2.5. o

mecanismo proposto para a reac¢io referida.
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a) m“

\R,, O\Rs O\R”
(_\
d) /—\ B H. ..R” R,
R—C—R R”\ . Ql AR s |
Cyf + o—n = R—¢—R += R—C—R + HB
> 0

Figura 2.5. — Mecanismo proposto para a formacio de acetais em meio 4cido. a) protonacio do
grupo carbonilo; b) adicio de uma molécula de dlcool & estrutura anterior com formacao de um
hemiacetal; ¢) protonacio do grupo hidroxilo do hemiacetal; d) adi¢io de uma molécula de alcool

a estrutura anterior com formacéo de um acetal
2.2.2. - Adicao de aminas

Certos compostos contendo 4tomos de azoto, tais como, aminas, amoniaco, efc.,
reagem com compostos carbonilicos conduzindo a formacdo de produtos de reac¢do que
possuem uma ligagdo dupla entre o carbono (proveniente do grupo funcional do aldeido) e o
azoto (proveniente do nucledfilo). Os compostos que possuem esta liga¢io sdo designados de

iminas, ou alternativamente, de bases de Schiff (ver figura 2.6.).

O mecanismo que explica esta adi¢do pode ser resumido do seguinte modo: numa

primeira etapa ocorre o ataque nucledfilo ao carbono do grupo funcional pelo dtomo de azoto,

5

que conduz a formagdo de um composto de estrutura tetraédrica (este composto &,
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habitualmente, muito instdvel); seguidamente, ocorre uma reac¢do de eliminacdo, em que, a
estrutura atras formada perde uma molécula de 4gua originando uma imina (estes compostos
sdo caracterizados por possuirem na sua estrutura uma ligacdo do tipo C=N). A estabilidade
destes compostos depende dos dtomos que estio ligados ao grupo funcional da imina: as
iminas que possuem atomos de hidrogénio ou grupos alquilo ligados aos dtomos de carbono
ou azoto do grupo funcional sdo, regra geral, instiveis, ao passo que, as iminas que possuem
na sua estrutura grupos arilo ou grupos com atomos de azoto ligados ao azoto nucleéfilo sio
mais estdveis, podendo inclusive ser isoladas. Na figura seguinte estd ilustrado o mecanismo

proposto.

Ry o R, a) R
=0 > _c-oH — = R —N=C—OH
R R H R

' b)

H,N—-R"<—= H,N-R”

C=N-R” 4 g 4+ HO

Figura 2.6. — Mecanismo proposto para a adi¢do de aminas ao grupo carbonilo. a) ataque
nucledfilo do composte azotado com formacio de um a-aminodlcool; b) eliminacio de uma

molécula de dgua com formacéo de uma imina

A reacgdo de formagdo de iminas €, habitualmente, bastante extensa e rapida. O passo
lento da reac¢do € catalisado em meio medianamente acido, pois, nestas condigdes, facilita-se
a protonagéo do grupo hidroxilo e a subsequente elimina¢io de uma molécula de dgua. Refira-
se ainda que, um meio demasiado 4cido desacelera todo este processo pois conduz a formagio
da espécie -NH;", por protonacio do grupo nucledfilo -NH, .

A titulo exemplificativo encontram-se referidos na tabela seguinte alguns compostos
azotados que podem ser utilizados como agentes nucleéfilos, bem como, 0S$ respectivos

produtos resultantes da reac¢do de adi¢io com compostos carbonilo.
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Tabela 2.2. — Exemplos de compostos azotados que podem formar bases de Schiff estiveis a

partir de compostos carbonilicos

Nome do nucledfilo/ Estrutura

Produto formado/ Estrutura

HONH, HON=CRR’
hidroxilamina oxima
H,NNH, H>NNH=CRR’
hidrazina hidrazona
R\
HENNHO C=NNH
R,
fenilhidrazina fenilhidrazona
R\
H,NNH NO, C=NNH NO,
R!
O,N O,N
2,4-dinitrofenilhidrazina 2,4-dinitrofenilhidrazona
9 i
[l R’
\ C
HzNNH/C\NHz C=NNH" NH,
R
semicarbazida semicarbazona

2.2.3. — Condensacio alddlica

A condensacdo alddlica envolve a formagdo de um [-hidroxialdeido ou pB-

hidroxicetona através da reac¢do de adig¢do entre dois compostos carbonilicos. Esta reacgio

inicia-se com a formagio de um carbanifo a partir de um dos compostos carbonilicos, que

posteriormente ataca o grupo funcional do outro composto carbonilico. O carbanido pode

formar-se pela remocdo de um dtomo de hidrogénio por espécies presentes no meio, ou

alternativamente, por equilibrio tautomérico do préprio composto carbonilico inicial (o

equilibrio tautomérico estd descrito no ponto 2.3.). Esta reaccéo € catalisada em meio dcido e

em meio alcalino, sendo o Gltimo caso o mais comum.
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O mecanismo proposto para esta reac¢ao esta representado na figura 2.7.

0O _
a) g ﬁ) @
HO_ + HC/ \R — H20+ -/C\ — l
= C
] HCT R O
H
0 0 0O 0
o g T g — (I: )]\
HC™ "H HC R H,C H ¢ "H
H,
¢) (|) i C|)H 0
C —_—
H3C/H\C H +HO0 = L )J\ + OH:
H, H,C I(-:I H

Figura 2.7. — Mecanismo proposto para a reaccio aldélica em meio alcalino. a) formacio do

carbaniio; b) adi¢ao nucledfila do enolato ao grupo carbonilo; ¢) formacao do aldol

2.2.4. - Adicao de hidrogenossulfito

Alguns compostos que possuem dtomos de enxofre sdo capazes de adicionar ao grupo
carbonilo de aldeidos ou cetonas, como € o caso do anido hidrogenossulfito.

A reaccio de adigdo do hidrogenossulfito ao grupo carbonilo conduz a formagio de a-
hidroxissulfonatos (ver figura 2.8.). A adi¢@o do anido hidrogenossulfito ao grupo carbonilo €
descrita como rdpida, reversivel e apreciavelmente extensa para aldeidos de cadeia curta.

Um aspecto importante que condiciona bastante a extensdo da formacdo destes
compostos € o factor estereoquimico. Tratando-se o anido hidrogenossulfito de um anido
relativamente volumoso, se os grupos R e R’ adjacentes ao carbono do grupo funcional forem
igualmente volumosos, a extensdo da reacc¢ao serd apreciavelmente reduzida, uma vez que €

dificultada a aproximag@o do nucleéfilo ao grupo carbonilo.

i LN
R/C\ , + HSO3' e R’-"/C_SOS'
K HO

Figura 2.8. — Reaccio de adi¢do do aniao hidrogenossulfito ao grupo carbonilo com formagio de

o-hidroxissulfunato
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Na Tabela 2.3. apresentam-se alguns valores da constante de equilibrio para a reacg¢do
de adi¢do do anido hidrogenossulfito a alguns aldeidos e cetonas. Estes valores confirmam a
influéncia que grupos volumosos na vizinhanca do grupo carbonilo exercem sobre esta

reacgdo de adicdo nucledfila.

Tabela 2.3. — Valores de constantes de equilibrio para a reac¢ao de adigio do anido
hidrogenossulfito a aldeidos e cetonas (valores obtidos a 0°C) [7]
K= [RR'C(OH)SO"]
[RCOR’] x [HSO"]

Composto carbonilico RCOR’

CH;CHO 800
CH,COCH; 200
CH;3;COC;Hs 40
CH;COC(CHjy)s 1.6

2.3. — Tautomerismo entre as formas carbonilo e enol
O equilibrio entre a forma carbonilica (aldeido ou cetona) e a forma endlica (dlcool

insaturado) € passivel de ocorrer nos compostos carbonilo possuidores de um hidrogénio o

(ver figura 2.9.).

H
HC™ C
|\(|:Hi/lmimgénios a

Figura 2.9. — Indicacfio de hidrogénios o num composto carbonilico

Estes hidrogénios possuem a particularidade de serem ligeiramente mais acidicos
relativamente a outros hidrogénios que possam existir no mesmo composto. Esta maior acidez
¢ devida a presenga do grupo carbonilo adjacente, que polariza os electrdes responsdveis pela
ligacdo C-H, e que explica a maior facilidade com que estes hidrogénios podem ser removidos
do composto.

Quando ocorre a remog¢do de um hidrogénio o, forma-se um anifio cujo excesso de

carga negativa estd deslocalizado entre os dtomos de C-C=0 (C-carbono onde inicialmente se
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encontrava ligado o hidrogénio a). O equilibrio que se estabelece entre a forma carbonilica e a
forma endlica resulta do modo como ocorre a protonagido, ora do carbanido (que, assim,
conduz a formagéo da forma carbonilica), ora do aniio enolato (que, assim, conduz 2
formacdo da forma endlica).

Este processo estd esquematizado na figura 2.10.

O -
& i ?
a) B- & H—;(l:/ \R — HB . HZ(_:/C\R > //C\
) C R
k) H 1,
b) O 0O o OH
I HB I | HB |
O, T S Ak - ~C
H,C R H,C R H,C” R HE R

Figura 2.10. - Equilibrio de tautomeria carbonilo — enol. a) remocio do hidrogénio «; b)

protonacio das formas enolato e carbanido.

Em todos os aldeidos e cetonas que possuem pelo menos um hidrogénio o, existe um
equilibrio com a correspondente forma enélica. A interconversio destes isémeros € catalisada
por dcidos ou bases. Dum modo geral, a posi¢io do equilibrio carbonilo-enol, estd deslocada
no sentido da forma carbonilica, devido ao facto de a ligagio dupla que existe entre o carbono
¢ 0 oxigénio deste grupo ser mais forte do que a ligacdo dupla que se estabelece entre os
carbonos na forma endlica.

Na tabela seguinte, podem ser observadas algumas constantes de equilibrio relativas

ao equilibrio carbonilo-enol que se estabelece em alguns compostos carbonilicos.

Tabela 2.4. — Valores de constante de equilibrio carbonilo-enol

para alguns compostos carbonilicos [7]

Forma carbonilica Forma endlica K= [enol]/[carbonilo]
CH;CHO CH,=CH,OH 5x10°
CH;CH,CHO CH;CH=CH,0H 1,2x 107
(CH;),CHCHO (CH3),C=CH,0H 1,6 x 107
CH;COCH; CH,= COHCH; 63x10°
CH;CH,COCH, CH;CH=COHCHj 5x 107
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2. — Reactividade de compostos carbonilicos

2.4. - Oxidacao / reduciao de compostos carbonilicos

Os aldeidos sdo oxidados a dcidos carboxilicos por uma variedade de agentes
oxidantes, entre os quais se incluem, por exemplo, o acido nitrico, o anifo permanganato, o
peréxido de hidrogénio ou ainda o oxigénio molecular. Neste ponto vai-se apenas referir a
oxidacao de aldeidos por acg¢do do oxigénio molecular.

A reac¢do que traduz a oxidagdo de aldeidos pelo oxigénio pode ser esquematizada do

seguinte modo:
2R-CHO + O, R 2 R-COOH

Ao contrério do que acontece com os aldeidos, as cetonas apenas sao oxidadas pelo O,
sob condigOes especiais. Este facto resulta da oxidagdo de cetonas envolver a quebra de uma
ligagdo carbono-carbono de um grupo extracgdo de um grupo alquilo/arilo (que € bastante
dificil de quebrar). Nos aldeidos € apenas necessdria a quebra de uma ligacio carbono-
hidrogénio.

Relativamente ao processo de redugdo dos compostos carbonilicos, os aldeidos podem
ser reduzidos a dlcoois primdrios a as cetonas a dlcoois secunddrios. De entre as vias possiveis
para a reduc@o dos compostos carbonilicos, destacam-se a hidrogenacio catalitica ou o uso de
compostos organometdlicos, tais como, o tetra-hidretoaluminato de litio ou o tetra-
hidretoaluminato de sédio. A reacgio dos compostos organometdlicos com compostos

carbonilicos € descrita como muito rdpida e extensa num meio habitualmente aprético.
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3. - O trans-2-nonenal na cerveja

3.1. — Introdugdo

3.2. — Equilibrios que condicionam o teor de trans-2-nonenal no processo de fabrico
da cerveja

3.3. — Equilibrios que condicionam o teor de trans-2-nonenal durante o
envelhecimento da cerveja

3.4.— Efeito da temperatura de armazenamento na concentragdo de trans-2-nonenal
na cerveja

3.5.— Efeito do pH da cerveja na concentragio de rrans-2-nonenal na cerveja

3.6. — Efeito do oxigénio na concentragao de frans-2-nonenal na cerveja

3.7.— Metodologias analiticas para determinag@o de trans-2-nonenal na cerveja

3.8. — Conclusio

3.1. - Introducéo

Os mecanismos responsaveis pelo aparecimento e/ou desaparecimento de aldeidos na
cerveja ndo sdo inequivocamente conhecidos. Estudos sobre a origem destes compostos e
sobre a sua evolugdo ao longo do armazenamento da cerveja tém o maior interesse para a
industria cervejeira, a fim de criar estratégias, a nivel industrial, que possam minimizar os
factores responsaveis pelo seu aparecimento.

As vérias vias potenciais de formagdo de aldeidos podem decorrer durante a
maltagem, empastagem, fervura do mosto e durante o envelhecimento da cerveja, englobando,

por exemplo, a degradacdo de aminodcidos, a oxidagdo de alcoois superiores, a oxidagdo de
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iso-a-4cidos  (isohumulonas), a condensagdo alddlica ou a oxidagdo enzimdtica/ndo
enzimdtica de acidos gordos [10]. Contudo, tal como foi referido anteriormente, ainda nio
existe consenso sobre qual o mecanismo preponderante para a formagdo de aldeidos, ou
mesmo sequer sobre o conjunto de factores que propiciam o aparecimento desses compostos.
Encontra-se esquematizado na figura 3.1. um diagrama que ilustra as principais vias
de formacdo de aldefdos, durante as diferentes fases de preparagio e durante o
armazenamento da cerveja, que sdo responsdveis pela perda das caracteristicas organolépticas
da cerveja. A identificacdo dos factores que originam estes aldeidos ndo € isenta de
dificuldades, jd que a importincia de cada uma destas vias de formagdo dependerd, ndo s6
das matérias primas usadas para o fabrico da cerveja, mas também do modo como se processa

o fabrico da cerveja.

Um dos aldeidos que tem merecido maior atengdo, por parte das industrias cervejeiras,
€ o trans-2-nonenal, devido a sua reconhecida influéncia sobre as caracteristicas
organolépticas da cerveja. Este aldeido tem sido correlacionado com o aroma/sabor a
papel/cartio que pode fazer-se notar logo a partir do primeiro més de envelhecimento da
cerveja.

Este aroma/sabor foi referenciado originalmente por Burger et al. durante a década de
50 em cervejas do tipo lager e caracterizado sensorialmente pelo mesmo investigador, do
modo ja referido. Em 1959, Barker e Stollberg avancaram com a hipdtese de existéncia de
percursores na cerveja responsaveis pelo aparecimento deste aroma/sabor.

A identificacdo do aldeido frans-2-nonenal na cerveja surgiu alguns anos mais tarde,
em 1970 por A. Jamieson e J. van Gheluwe [11]. Estes investigadores foram os primeiros a
correlacionar o aroma/sabor a papel/cartdo que ocorre em cerveja envelhecida, com a
presenca deste aldeido. Em 1974, Wang e Siebert demonstraram que ndo € necessiria a
participacdo sinergética do outros compostos para, juntamente com o aldeido trans-2-nonenal,
se sentir 0 aroma/sabor a papel/cartio. Segundo estes mesmos autores, uma concentragio
deste aldeido compreendida entre 0,05 ppb e 0,1 ppb € suficiente para fazer sobressair este
aroma/gosto caracteristico. Para concentragdes proximas de 0,2 ppb s@o perceptiveis notas
desagradéveis a papel, papel moido e cartéo, e para concentra¢des ainda mais elevadas deste
aldeido € perceptivel um aroma a pepino [12].

Em conclusdo, o aldeido trans-2-nonenal €, pelas razdes apontadas, um composto

determinante na qualidade organoléptica de uma cerveja.
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Figura 3.1. — Diagrama esquem:tico ilustrativo do aparecimento/formacio de aldeidos durante o
fabrico e envelhecimento da cerveja [10]

DS: Degradacao de Strecker CA: Condensaciio Aldélica
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3.2. — Equilibrios que condicionam o teor de trans-2-nonenal no processo de fabrico da

cerveja

Os niveis de concentragio de frans-2-nonenal variam continuamente durante o fabrico
e envelhecimento de uma cerveja. O aparecimento de frans-2-nonenal, juntamente com outros
aldeidos, cetonas e dlcoois, ocorre na primeira etapa do processo de fabrico da cerveja
correspondente ao processo de maltagem. Este aparecimento € explicado, segundo Drost [2],
por via da degradagio enzimdtica e/ou nfio enzimatica de lipidos provenientes do malte (ver
Figura 3.2.).

A degradacio enzimitica dos lipidos inicia-se com a libertagéo de 4cidos gordos por
actividade da enzima lipase e prossegue pela actividade da enzima lipoxigenase, que catalisa a
formagdo de hidroper6xidos (a partir dos 4dcidos gordos), cuja degradagio origina compostos
conotados com o envelhecimento da cerveja, tal como, o frans-2-nonenal.

A influéncia da actividade enzimatica na etapa de maltagem, sobre a estabilidade
organoléptica da cerveja foi, ignalmente, estudada por Sophie Néel et al.[13] através de
ensaios com frans-2-nonenal deuterado. Nestes ensaios os autores adicionaram uma
quantidade elevada de trans-2-nonenal deuterado na fase de empastagem e depois procederam
a andlise de trans-2-nonenal em cerveja fresca e em cerveja envelhecida. A andlise efectuada
a ambas as cervejas ndo revelou a existéncia de frans-2-nonenal deuterado, pelo que, os
autores concluiram que o trans-2-nonenal formado até i fase de empastagem ndo €

significativo para a estabilidade organoléptica na cerveja.

DEGRADACAO ENZIMATICA
. - 0, Enzima
E‘nznna. Acxd(?s \ Lipoxigenase
L:paV gordos livres \
Lipidos 9ROOH —— Precursores — trans-2-nonenal
0,

Auto-oxidacio

DEGRADACAO NAO ENZIMATICA

Figura 3.2. — Possiveis vias de formaciio de frans-2-nonenal que ocorrem durante a producio e

envelhecimento da cerveja [2]
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Durante a fase da empastagem, procede-se a filtragdo de todos os residuos sélidos que
se encontram em suspensao no meio € que derivam da mistura das matérias primas
necessdrias ao fabrico da cerveja. O processo de filtragdo conduz a eliminagio de percursores
de frans-2-nonenal, bem como de proteinas insoliveis e lipidos, que adsorvem
preferencialmente a superficie desses sedimentos [13].

Durante a fervura do mosto e fermentacdo, o nivel de trans-2-nonenal e dos aldeidos
em geral, baixa, devido respectivamente, a evaporagdo que ocorre, principalmente para os
aldeidos mais voldteis, e devido a accio redutora das leveduras presentes que transformam os
aldeidos nos dlcoois correspondentes. Apenas os aldeidos ligados a compostos existentes na
matriz, como por exemplo, aminodcidos, proteinas e sulfito [13, 14], escapam a esta redu¢do
podendo surgir na cerveja final na forma livre por cisdo desses aductos.

Outros estudos realizados por Sophie Noel et al. [15] referem que, cerca de 90% de
trans-2-nonenal que existe na fase de empastagem desaparece até a fase da fermentagao,
devido aos equilibrios em que participa, dos quais se destacam, a hidratacdo (que conduz a
formagado do 3-hidroxinonanal), a oxidagdo, (que conduz a formagdo do 4cido 3-nonendico),
ou interac¢Oes com aminoacidos/proteinas, (que conduz a formagdo de bases de Schiff).

Em suma, o nivel de trans-2-nonenal encontrado durante o envelhecimento da cerveja,
dependerd da quantidade de trans-2-nonenal que provém da ultima etapa do processo de
fabrico da cerveja e que envolve o trans-2-nonenal livre e ligado a compostos da matriz, e
ainda, do trans-2-nonenal formado de novo, ou seja, o trans-2-nonenal que € formado a custa

de precursores existentes na cerveja.

3.3. - Vias potenciais de formacido e equilibrios que condicionam o teor de trans-2-

nonenal durante o envelhecimento da cerveja

A quantidade de frans-2-nonenal presente numa cerveja fresca tende a aumentar ao
longo do seu tempo de vida; no entanto, alguns autores verificaram experimentalmente que o
nivel de trans-2-nonenal pode diminuir numa fase avancada do envelhecimento (ver Figura
23

Os motivos para o aumento do teor de trans-2-nonenal durante o envelhecimento da

cerveja ndo $do consensuais.
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Figura 3.3. — Variacdo da concentraciio de frans-2-nonenal em diferentes cervejas envelhecidas a

temperatura ambiente [2]

Descrevem-se seguidamente algumas vias e equilibrios em que o frans-2-nonenal

participa que poderdo condicionam a concentragdo deste aldeido na cerveja.

3.3.1. - Oxidacao de acidos gordos

Uma hipétese de mecanismo responsavel pelo aumento do teor de trans-2-nonenal em
cerveja, envolve a degradagdo de dcidos gordos [2, 16]. Os 4cidos gordos, em particular os
dcidos gordos insaturados, tais como o 4cido oleico, linoleico ou linolénico, sdo introduzidos
no processo de fabrico da cerveja pelo malte sob a forma de lipidos e libertados durante a
maltagem e empastagem pela acgdo de enzimas.

A oxidagdo de 4cidos gordos, varia de acordo com as condi¢des de meio ou das
espécies presentes. Condicdes de temperatura elevada, pH baixo, ou ainda, a presenca de
catibes metdlicos ou espécies oxidantes aceleram a auto-oxidagdo de 4cidos gordos. Pelo
contrdrio, condi¢bes de temperatura baixa, auséncia de catides metdlicos e de espécies
oxidantes, e a presenca de aditivos antioxidantes retardam a degradagdo de acidos gordos
[17].

A figura seguinte (Figura 3.4.) esquematiza dois perfis de "Oz-uptake" que podem ser
correlacionados com a velocidade de degradagio oxidativa de 4cidos gordos e que podem
verificar-se em alimentos em fungdo das condigdes de meio. O perfil (1) traduz o que
habitualmente se verifica nos géneros alimenticios; existe uma primeira fase em que a

absor¢do de oxigénio para o alimento € minima, e uma fase posterior, em que, ocorre um
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consumo rdpido de oxigénio normalmente responsdvel pela degradagdo do alimento. Este
perfil € justificado com base no desenvolvimento de reacgdes radicalares. Na primeira fase,
ndo € possivel a propagacio destas reacgdes, normalmente devido a presenga de conservantes
e estabilizadores que bloqueiam os radicais; contudo, quando o nivel dos conservantes ou
estabilizadores baixa, ou deixa de estar disponivel, observa-se o desenvolvimento de reaccSes
radicalares no alimento. Este dltimo comportamento corresponde ao perfil (2) quando a

partida ndo existern conservantes e/ou estabilizadores.

“Og-ilpfﬂke"

tempo

Figura 3.4. — Velocidade de oxidacao de dcidos gordos em fung¢iio das condigdes de meio [17]; 1 -
Concentracao de espécies pré-oxidantes baixa; 2 — Concentracio de espécies pré-oxidantes

elevada

De acordo com o descrito na bibliografia, a oxidagdo dos dcidos gordos pode ocorrer
por um mecanismo radicalar, nomeadamente por, auto-oxidagdo e por foto-oxidacio, e ainda,

por um mecanismo iénico.

3.3.1.1. - Auto-oxidacio de acidos gordos

O mecanismo de auto-oxidac@o de dcidos gordos inicia-se pela remog¢do homolitica de
um hidrogénio do 4cido gordo por uma espécie radicalar existente na matriz. Esta remogéo
ocorre com maior probabilidade no carbono alilico do 4cido gordo, ja que, conduz a formagio
de uma estrutura radicalar estabilizada por ressondncia. O mecanismo da auto-oxidagdo
prossegue pela adi¢cdo de uma molécula de oxigénio ao dcido gordo radical, seguida de uma

nova remog¢do homolitica de um hidrogénio de espécies presentes no meio conduzindo a
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formagdo de um hidroperéxido. A reacgéo subsequente envolve a cisdo do hidroperéxido com
a formacio dos produtos de degradacdo do acido gordo. A figura 3.5. esquematiza o
mecanismo descrito para a formagdo de trans-2-nonenal a partir da auto-oxidagéo do é4cido
linoleico. A formagéo de trans-2-nonenal resulta da combinagdo entre o radical hidroxilo e o

radical 1,3-nonadienilo provenientes da degradagéo do hidroperéxido (9).

(11)
CH,- (CH,),- CH = CH - CH,- CH = CH - (CH,),- COOH

RO,
ROOH
(13) (9)
-CH == CH=:CH=:CH = CH-
I 0,
(13) l l ©)
~CH-CH=CH-CH=CH- -CH=CH-CH=CH-CH-
I |
00 - RH 00
R- =6
(A)| (9) |(B)
CHa-(CH,)- CH = CH - CH = CH { CH { (CH,),-COOH
(13) (I)
CHy(CHyl CH - CH = CH-CH=CH-(CH,),-COOH | I ) o
OOH (B)
OH
R,- CH, - CHO + CH,-(CH,);- CH= CH - CH=CH-
r_, B R,-CH =CH-CHO + - CH,R,

CH,~(CH,),- CH - CH = CH - CIH += CH,-(CH,),-CH=CH-CH = CI‘H
o) OH

Figura 3.5. — Mecanismo radicalar proposto para a formacio de frans-2-nonenal a partir da
auto-oxidacio do 4cido linoleico; (I) — formacdo de monohidroperéxidos; (II) — cisdo do
monohidroperéxido. A cisdo do monohidroperéxido(9) pela via (A) apresentada em (II), conduz 4

formacdo de frans-2-nonenal [17]

O mecanismo apresentado na figura anterior ¢ apenas uma das muitas vias possiveis
para a degradagdo do acido linoleico por auto-oxidagdo. Efectivamente, a remogéo inicial do
hidrogénio do acido linoleico pode ocorrer no carbono C8 ou no C14, por ambos possuirem
hidrogénios alilicos. De igual modo, a adigdo do oxigénio ao 4cido gordo radical também
pode ocorrer no carbono Cl1. Estes mecanismos alternativos justificam a formagdo de
diversos aldeidos saturados e insaturados, que podem igualmente afectar a estabilidade

organoléptica da cerveja.
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3.3.1.2. - Foto-oxidacao de acidos gordos

A degradagdo de dcidos gordos por foto-oxidagdo ocorre mais rapidamente do que o
modo anteriormente descrito. Este mecanismo pressupde a formacdo prévia de moléculas de
Os no estado excitado singleto (a formacdo de oxigénio no estado excitado singleto resulta da
interacgdo entre espécies excitadas pela ac¢do da luz e o oxigénio no estado fundamental) que,
ao contrario da moléculas de O, no estado fundamental, reage directamente com os dcidos

gordos originando os hidroperéxidos correspondentes (ver Figura 3.6.).

—  b) Configuracao electrénica das orbitais moleculares

2 ) o FeD
de lécula de O;: (G1)” (T n) (w
a) Excitaciao de uma molécula de vt wiplecnlade Oz (1) (o ) ()" L )

o ol é 3 *
xigénio n—s.2p, 2p,
X hy X' 5 | @ @ Estado excitado singleto de O, — ',
155 kJ/mol
X'+0,05) —PX+0,(A7 %) T @ O Estado excitado singleto de O, - 'A,
" S Estado fundamental de O, -’
- | @ @ stado fundamental de O, - "2,

Figura 3.6. — a) Excitaciio de uma molécula de oxigénio. b) Configuracio electrénica das orbitais

2p, e 2p, numa molécula de O; nos estados singleto (lZg' e 'Ag ) e no estado tripleto ( 3Eg' ) [17]

A interaccdo do O, no estado excitado singleto com os dcidos gordos conduz a
formacdo dos hidroperdxidos através de um mecanismo de ciclo-adi¢do conforme se ilustra na
figura 3.7. No caso concreto do dcido linoleico, estd referenciada a formacio de 4
hidroperdxidos por foto-oxidagdo. Estes hidroperéxidos reagem, posteriormente, de forma

andloga a ja descrita.
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Figura 3.7. - (I) - Mecanismo proposto de adi¢io de O; no estado excitado singleto & ligacio
dupla do icido linoleico com formag¢do de um monochidroperéxido; (II) - Monohidroperéxidos

formados por foto-oxidaciio a partir do 4acido linoleico [17]

3.3.1.3. - Mecanismo iénico de degradacio de 4cidos gordos

Encontra-se também proposto um mecanismo idnico de degradacdo de
monohidroperéxidos que admite-se que possa ocorrer em meios aquosos.

O mecanismo idnico comega com a protonagdo do grupo ~OH do hidroperéxido e
consequente perda de uma molécula de 4gua. Forma-se um oxo-catifio, altamente instavel, que
ataca a ligagdo simples C-C adjacente a ligagdo dupla C-C. Este rearranjo conduz a formagio
de um carbocatifio, que por sua vez origina um aldeido e um enol. A figura 3.8. ilustra o
mecanismo proposto que conduz a formagio de trans-2-nonenal a partir do

monohidroperéxido (9), formado a partir do 4cido linoleico [17].

36



3. - O trans-2-nonenal na cerveja

R, - CHO

Figura 3.8. — Mecanismo idnico de degradagio do monohidroperéxido (9) derivado do 4cido
linoleico. Ryj: COOH-(CH;)- ; R;: CH3-(CHj)4- [17]

3.3.2. - Outras vias potenciais de formacio de frans-2-nonenal

Hashimoto [6], estudou a influéncia da lupulagdo na estabilidade organoléptica da
cerveja tendo concluido que os alcenais (onde se inclui o frans-2-nonenal) e alcadienais
encontrados em cerveja envelhecida podem ser formados via oxidagdo de dlcoois superiores e
via oxidacio de isohumulonas' provenientes do lipulo, na presenga de melanoidinas® e
oxigénio.

A hipétese de o trans-2-nonenal se formar por oxidagdo de dlcoois superiores, € no
entanto, desvalorizada por outros autores [16] que afirmam ndo existir na cerveja o dlcool 2-
nonenol (que por oxidagdo formaria frans-2-nonenal).

Um outro mecanismo que pode contribuir para o aumento da concentragio de trans-2-

! as isohumulonas sdo compostos formados a partir da degradagdio de humulonas existentes no lipulo durante a fase de
fervura do mosto [18]. As ischumulonas sao responsdveis pelo amargor caracteristico da cerveja.

? as melanoidinas sdo compostos formados através da denominada reac¢do de Maillard a partir de carbohidratos e
aminodcidos. Estes compostos ainda ndo estdio claramente definidos estruturalmente, mas sdo caracterizados por possufrem
elevado peso molecular. Relativamente & sua fung¢io, as melanoidinas participam em equilibrios com iGes metdlicos, aminas,
e compostos com importincia organoléptica. As melanoidinas estdo também associadas ao desenvolvimento de cor dos
alimentos.
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nonenal em cerveja € a condensagdo aldélica entre aldeidos. Foi possivel verificar em
solugdes modelo que aldeidos de cadeia curta reagem com acetaldeido originando
inicialmente um aldol, e posteriormente, por desidratagdo deste composto um aldeido
insaturado sob condi¢gGes de meio pouco acidicas ou em meio alcalino a quente. Contudo,
ainda ndo se verificou a formacdo de frans-2-nonenal em cerveja a partir de acetaldeido e

heptenal [16].

3.3.3. - Alguns equilibrios provaveis que envolvem o frans-2-nonenal

3.3.3.1. - Equilibrios de isomerizacio entre o frans-2-nonenal e o cis-3-nonenal

O composto cis-3-nonenal foi identificado no mosto e em cerveja por Barker et al.
[19] como produto da oxidagdo do dcido linoleico. Os estudos realizados por este investigador
permitiram verificar que o cis-3-nonenal numa solugdo etandlica a 50°C rapidamente
isomeriza originando o trans-2-nonenal. Estes resultados sugerem assim que o cis-3-nonenal

pode constituir um percursor directo do trans-2-nonenal em cerveja.

3.3.3.2. - Equilibrios de formacio de bases de Schiff

A formagao de bases de Schiff foi estudada por Lermusieau et al. [20] relativamente a
influéncia do pH e da temperatura em solu¢des modelo contendo frans-2-nonenal e a proteina
lisina. Conforme se pode observar pelos grificos representados nas figuras 3.9. e 3.10., a
medida que a temperatura aumenta, o equilibrio entre o trans-2-nonenal e a proteina lisina
desloca-se no sentido da formagdo de bases de Schiff. Relativamente ao efeito do pH, verifica-
se que a medida que este diminui, o equilibrio das bases de Schiff desloca-se no sentido da sua
dissociagao.

Este comportamento pode ter um forte impacto no teor de trans-2-nonenal durante o
fabrico e envelhecimento da cerveja. Durante as fases de ebulicdo do mosto (temperatura de
ebuli¢do do mosto = 60-70°C) e fermentacio (temperatura de fermentacdo ~ 10-20°C) existe,
respectivamente, uma tendéncia para a formacdo de bases de Schiff e uma posterior tendéncia
para a sua dissociacdo (recorde-se também que, durante a fase de fermentagdo a maior parte
dos aldeidos € reduzida pela accio das leveduras). Dada a baixa estabilidade das bases de
Schiff em meio acido, € de esperar que ao pH da cerveja haja uma tendéncia para a libertagio

do frans-2-nonenal durante o envelhecimento da cerveja, por esta via.
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Figura 3.9. — Influéncia do pH na formacio da|Figura 3.10. — Influéncia da temperatura na
base de Schiff trans-2-nonenal-lisina (temperatura|formacao da base de Schiff trans-2-nonenal-
de aquecimento = 100°C durante 30 minutos) [20] |lisina (pH 5,4; tempo de aquecimento = 30

minutos) [20]

3.3.3.3. - Equilibrios de hidratacio

Barker et al. [14], realizaram estudos sobre a estabilidade do rrans-2-nonenal em meio
aquoso através da andlise de solugdes modelo de trans-2-nonenal por cromatografia gasosa.
Estes investigadores observaram o aparecimento de dois novos compostos, nestas solugdes,
que vieram a identificar de 3-hidroxinonanal e heptanal.

A formacio do 3-hidroxinonanal resulta da reaccio de hidratacdo do tramns-2-nonenal

(figura 3.11.), ao passo que, a formacdo do heptanal resulta da reacgdo retroaldélica do

composto 3-hidroxinonanal.

Y /,Of\ 0—H 0—H

—_— \ 4
RICT N v 0-H + W= Ruc—c=c| = rHC—C=C + y'

H H | H | H
\/ on, on M

Figura 3.11. - Mecanismo proposto para adi¢iio de dgua a ligacao dupla de um aldeido «,-insaturado com

formacao de um p-hidroxialdeido [14]
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Os ensaios realizados para a caracterizacio da reac¢ao de hidratagdo, também
permitiram concluir que a extensio da hidratagdo de alcenais aumenta com o comprimento da

cadeia do aldeido, em meio pouco é4cido, como pode ser observado na tabela 3.1.

Tabela 3.1.- Aldeidos detectados por cromatografia gasosa em solucbes aquosas de 2-alcenais a

pH 4,0 e a 20°C [14]
Aldeido Concentragio relativa dos aldeidos em equilibrio Tempo de
inicial™ 2-Alcenal (X) | 3-Hidroxialcanal (Y) | Alcanal™ Razio X:Y | reaccio”™" /dias
2-octenal 8,4 85,0 6,6 (hexenal) 9:91 11
2-nonenal 4.8 95,1 1,4 (heptanal) 5:95 10
2-decenal 2,2 97.8 - 2:98 10

(*) = [2-alcenal]ipicia = 37,5mg/mL, meio citrato, 0,05M, PH 4;solugio preparada a partir de cristais puros do
aducto 2-alcenal - bissulfito
(**) — formado por reacgdo retroaldélica a partir de Y

(***) ~ tempo necessdrio para atingir o equilibrio

O composto 3-hidroxinonanal j4 foi identificado no mosto e em cerveja, pelo que,

pode constituir um precursor directo do trans-2-nonenal.

3.3.3.4. - Auto-oxidacfo secundaria de aldeidos

A auto-oxidacdo secunddria de aldeidos constitui uma explicagdo possivel para o
abaixamento da concentragio de frans-2-nonenal que por vezes se verifica em fases
avancadas do envelhecimento da cerveja [16]. Neste processo, aldeidos insaturados originam
aldeidos saturados de cadeia curta mais estdveis. Foi descrito por Hashimoto et al. [16] a

formag@o de pentanal, hexenal, heptanal e octanal a partir do trans-2-nonenal, por esta via.

3.3.4. — Interaccio do #rans-2-nonenal com o sulfito em cerveja

A presenca de antioxidantes em pequenas quantidades nos alimentos tem a funcdo de
prolongar o tempo de estabilidade do produto alimentar. Estes aditivos inibem os efeitos
negativos de compostos oxidantes, em particular do oxigénio, evitando o desenvolvimento de
reacgOes responsdveis pela alteracio das caracteristicas organolépticas desses alimentos.

Virios antioxidantes tém sido utilizados pela inddstria cervejeira, ndo sendo por vezes claro o
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modo de actuagdo desses compostos.
Os antioxidantes mais vulgarmente conhecidos podem distribuir-se nos seguintes
grupos [10]:
1) Ascorbatos (p.e. dcido asc6rbico, ascorbato de s6dio)
2) Sulfitos (p.e. metabissulfito de potéssio, sulfito de sédio, hidrogenossulfito de s6dio)
3) Enzimas (p.e. tirosinase, glucose-oxidase, polifenol-oxidase)
4) Fenois e Polifendis (p.e. 4cido maleico, catequina, hidroquinona)
Um dos antioxidantes mais vulgarmente usados na inddstria cervejeira € o sulfito.
Como fungdes principais o sulfito apresenta:

1) actividade antioxidante - reage com agentes oxidantes da matriz, nomeadamente, com o
oxigénio originando o ido sulfato.

2) capacidade de formacgdo de aductos - esta propriedade € de extrema importancia, ja que
certos aldeidos com baixo limiar de percepcdo e que estdo continuamente a ser produzidos
pela matriz formam, na presenga de sulfito, compostos ndo voldteis muito estdveis, o que
eleva o limite de percepcdo desses aldeidos. Certos investigadores referem que a presenga do
sulfito poderd, inclusivamente, evitar/retardar o aumento da concentracdo de compostos
carbonilicos com o tempo, apresentando por isso um papel crucial na proteccio ao
envelhecimento da cerveja [21].

Relativamente a reactividade que se estabelece entre o sulfito e o frans-2-nonenal, € de
esperar que ocorra uma dupla adicdo da molécula de sulfito, respectivamente, ao grupo
carbonilo e a ligagdo dupla da cadeia carbonada. O estudo desta interac¢ao foi efectuado por
Nyborg [22] em solu¢des modelo e a nivel sensorial em cerveja. Assim, a andlise por
cromatografia liquida com espectroscopia de massa e por ressonincia magnética nuclear de
uma solugdo modelo de trans-2-nonenal e sulfito ([trans-2-nonenal]=170ppm;
[SO:]=770ppm; 10%, v/v, MeOH/H,O; pH=4,5), permitiu verificar que nestas condicdes
ocorre a adi¢cdo de sulfito quer ao grupo carbonilo, quer a ligagdo dupla com a formagdo dos
aductos esquematizados na figura 3.12.

Os ensaios sensoriais para avaliagdo da formagdo de aductos inactivos
organolepticamente, revelaram que o limite de percepcdo de trans-2-nonenal encontrado em
cerveja aumentou de 0,046 ppb para 0,130 ppb na presenca de respectivamente 3ppm e 6ppm

de sulfito.
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Figura 3.12. — Produtos da interaccio entre o sulfito e o frans-2-nonenal; I — Adicao do sulfito ao

grupo carbonilo; II — Adi¢io do sulfito a ligagio dupla; ITIa — Dupla adi¢do do sulfito, a ligacio

dupla e ao grupo carbonilo (configuragio R); ITIb - Dupla adi¢do do sulfito, a ligacdo dupla e ao

grupo carbonilo (configuragio S) [22]

A caracterizagdo da interac¢do do sulfito com compostos carbonilo foi também

efectuada por Dufour et al. [23], quanto ao comprimento da cadeia do aldeido e quanto ao

grau de insaturacdo do aldeido. Conforme se pode verificar pela tabela 3.2., os ensaios

realizados com butanal, butenal e acetaldeido, na presenca de HSO3™ permitiram concluir que

a interac¢do entre o anido HSOj; e os aldeidos € tanto mais favorecida quanto menor o

comprimento da cadeia carbonada, e quanto maior o grau de satura¢io da mesma cadeia.

Tabela 3.2. — Caracterizaciio da reactividade do frans-2-butenal, butanal e acetaldeido com sulfito em

solucoes modelo por RMN [23]

Butanal, butenal(*) Butenal, acetaldeido(*) Butanal. acetaldeido(*)
Fius Aducto Aducto Aducto Aducto Aducto Aducto
Butanal- Butenal- Acetaldeido- Butenal- Acetaldeido- Butanal-
HSO; (%) HSO; (%) HSO;5 (%) HSO; (%) HSO;5 (%) HSO5" (%)
1 62 38 84 16 52 48
100 100 0 100 0 53 47
150 100 0 100 0 53 47

(*) - solucoes modelo preparadas com uma quantidade equimolar de cada aldeido e com uma

concentracao de sulfito equivalente a metade da concentracio de aldeidos total (400mM)

Até a data, ndo estd identificado o aducto trans-2-nonenal-hidrogenossulfito em cerveja,

pelo que ¢ dificil inferir sobre a sua existéncia; a presenca de outros aldeidos e demais
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compostos da matriz (em quantidades muito superiores as de frans-2-nonenal) que
interactuam em maior extensdo com o sulfito apontam para a ndo formacéo do aducto ou para
uma formagao residual.

Independentemente da formagdo do aducto trans-2-nonenal-hidrogenossulfito, a
concentragio de sulfito presente na cerveja poderd influenciar indirectamente a concentragdo
de trans-2-nonenal livre. Para explicar esta influéncia, tomemos o exemplo do
envelhecimento da cerveja. Em cervejas frescas, altura em que o teor de sulfito € maximo, a
maior parte dos aldeidos (em especial os de cadeia curta), encontram-se ligados ao sulfito,
igualmente, sob a forma de aductos. A medida que a cerveja envelhece, o nivel de sulfito
baixa, e como consequéncia, o nivel dos aldeidos sob a forma livre aumenta. Nestas
condicdes, estes aldeidos poderdo tomar a posigio do trans-2-nonenal nos equilibrios em que

este participa, fazendo com que a sua concentragio sob a forma livre aumente.

3.4. — Efeito da temperatura de armazenamento na concentracgio de frans-2-nonenal na

cerveja

Os ensaios publicados sobre o desenvolvimento do teor de trans-2-nonenal durante o
envelhecimento de cervejas condicionadas a diferentes temperaturas, permitem verificar que
existem mecanismos preferenciais para a sua formagdo, de acordo com as diferentes
condi¢des de armazenamento da cerveja. Pela andlise das figuras seguintes (figuras 3.13 e
3.14.), facilmente se conclui que a temperaturas baixas o teor de trans-2-nonenal na cerveja
varia pouco ao longo do armazenamento, ao passo que, a temperaturas elevadas existe um
aumento continuo da sua concentragao.

De entre os mecanismos propostos responsdveis pela variacdo da concentragdo de
trans-2-nonenal livre em cerveja, existem alguns equilibrios em que o frans-2-nonenal
participa e que, s3o bastante influenciados pela temperatura, nomeadamente:

- a isomerizacdo entre o cis-3-nonenal e o frans-2-nonenal. A discussdo sobre este tipo
de equilibrio encontra-se no ponto 3.3.3.1.

- a degradagiio dos acidos triidroxioctadecendicos. Estes dcidos estdo identificados
como produtos resultantes da degradagdo enzimitica do 4cido linoleico. A capacidade de os
dcidos A e B (indicados na figura 3.15.) formarem frans-2-nonenal em cerveja, foi estudada

originalmente por Graveland et al.[25].
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Figura 3.13. - Influéncia da temperatura de | Figura 3.14. - Influéncia da temperatura de

armazenamento da cerveja na concentragio de | armazenamento da cerveja na concentragio de
trans-2-nonenal: A - 0°C; B - 38°C[24] trans-2-nonenal: A—0°C; B-25°C; C- 40°C [10]

Estes investigadores verificaram que aquecendo a cerveja a 60°C desenvolvia-se o
caracteristico sabor/aroma a papel/cartdo, provocado pela formagio de trans-2-nonenal. A
formagdo deste aroma/sabor era mais pronunciado quando se aquecia a mesma cerveja com o
pH ajustado a 2. Posteriormente, Stenroos et al. [25] estudaram a razdo pela qual a cerveja,
quando fervida a pH 2, desenvolve uma quantidade de trans-2-nonenal cerca de 1000 vezes
superior ao seu limite de percepgdo, 0,1 ppb. Estes investigadores identificaram como
precursores responsaveis pela formagdo de trans-2-nonenal nestas condigdes, os dois dcidos ja
descritos por Graveland, e ainda, o dcido 9,10,11-trihidroxi-12-octadecendico. Estes dcidos
sdo considerados estdveis ao pH da cerveja, e nas condi¢gdes normais de armazenamento da
cerveja; sdo, contudo, instdveis a pH 2 dando origem 2 formagdo de trans-2-nonenal.

Nao €, porém, certo que estes equilibrios justifiquem por si s6 a diferenca de
concentragbes de frans-2-nonenal encontrada durante o envelhecimento de cervejas a
temperaturas de 0°C e 40°C, mas os niveis elevados de frans-2-nonenal que se observam para
a temperatura mais elevada, poder estar correlacionada com o aumento ligeiro da degradacio

parcial destes dcidos, nas condi¢tes de pH da cerveja (cerca de 4).
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CH, - (CH;), - (l:H - C|:H — CH=CH - CH - (CH;); - COOH
OH OH l)H
A — Acido 9,12,13-trihidroxi- 10-octadecendico
CH; - (CH,), - (|:H -CH=CH- ?H - (l:H — (CH,); - COOH
OH OH OH

B — Acido 9,10,13-trihidroxi-11-octadecendico
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C — Acido 9,10,11-trihidroxi-12-octadecendico

Figura 3.15. - Acidos carboxilicos identificados por Graveland e Stenroos como responsaveis pela

formacio de frans-2-nonenal em cerveja aquecida a pH 2 [25]
3.5. — Efeito do pH na concentracio de frans-2-nonenal na cerveja

O pH influencia todos os equilibrios quimicos que decorrem durante o fabrico e
envelhecimento de uma cerveja, nos quais se incluem, os equilibrios que conduzem a
formacgdo de trans-2-nonenal e aldeidos em geral.

A influéncia do pH na estabilidade organoléptica da cerveja foi estudada por Kaneda
et al. [26] por quimioluminescéncia3 em cervejas frescas e em cervejas envelhecidas, as quais
o pH foi alterado para valores mais dcidos, por adigdo de HCI. A figura 3.16. ilustra o efeito
do pH no sinal quimioluminescente obtido para duas cervejas com pH de 4,3 e 3,8
envelhecidas a 37°C durante dois dias. E possivel verificar que a variagdo mais acentuada do
perfil do sinal quimioluminescente ocorre para a cerveja de pH mais baixo. Estes resultados
levaram o autor a concluir que o decréscimo do pH acelera as reacgdes radicalares

responsdveis pela degradagdo da cerveja.

3 os ensaios de quimioluminescéncia constituem um teste ripido de previsdo do tempo de vida itil de uma cerveja. Nestes
ensaios, a amostra de cerveja ¢ colocada numa cimara isolada de luz exterior ¢ ¢ aquecida a uma temperatura definida ao
longo do tempo. Este aquecimento promove a formagdo de compostos em estados excitados a partir da reacgdo entre espécies
activas de oxigénio (por exemplo, Oy, HO") e compostos existentes na matriz, em geral, polifenéis ¢ isohumulonas. O sinal
quimioluminescente que se obtém, resulta da emissdo de radiagdo que ocorre durante a estabilizagio desses compostos
excitados. As reaccdes radicalares, que como se sabe, contribuem para a degradagdo da cerveja, envolvem a formagio de
compostos excitados que originam sinais quimioluminescentes quando se estabilizam, A intensidade do sinal lido servird,
entdo, como indicador do niimero de reacgdes radicalares que ocorrem na amostra de cerveja durante o aquecimento e da
capacidade das cervejas em estabilizar essas espécies activas.
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Figura 3.16. — Efeito do pH no sinal de quimioluminescéncia em amostras de cerveja; 1 — cerveja
fresca a pH 4,3; 2 - cerveja fresca a pH 3,8; 3 — cerveja envelhecida durante 2 dias a 37°C a pH

4,3; 4 — cerveja envelhecida durante 2 dias a 37°C a pH 3,8 [26]

O acelerar das reacgdes radicalares em meio 4cido pode ser justificado pela formacgio

de espécies reactivas de oxigénio a partir da reacgio de Fenton:

Reacciao de Fenton
Fe** + H,0, — Fe** +HO" + HO

Fe’*+H,0, —» Fe*+0,” +2H

2 H202 R— HO® + HO + Oy +2 H*
Fe __ =

Espécies reactivas
de oxigénio
Em meio 4cido, a protonagdo da espécie O, conduz 3 formacio de HO,", que por sua
vez, ¢ ainda mais reactiva. Estas espécies reactivas de oxigénio sio responsdveis pela
degradagdo dos constituintes da cerveja, tais como, isohumulonas, polifendis, dcidos gordos,

agucares, efc., que por sua vez, também podem conduzir & formagéo de trans-2-nonenal [26].
3.6. - Efeito do oxigénio na concentraciio de trans-2-nonenal em cerveja

O oxigénio € considerado o principal agente responsavel pela alteracio das
caracteristicas organolépticas da cerveja. A nivel sensorial, verifica-se que o envelhecimento
de uma cerveja com um teor elevado em oxigénio, traduz-se num aumento do sabor a oxidado

mas, principalmente, no aparecimento de um sabor doce/caramelisado [27]. Por vezes, a
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cerveja poderd também escurecer ligeiramente.

Lermusieau et al. [20] conduziu estudos em amostras de cerveja para correlacionar o
teor inicial em oxigénio com o desenvolvimento do teor em tfrans-2-nonenal durante o
envelhecimento da cerveja. Para o efeito, os autores injectaram no colo da garrafa de cerveja
um volume de O,'® equivalente a uma concentragio de oxigénio de 96ppm (o teor habitual de
oxigénio em garrafas de cerveja € inferior a 0,1ppm). As cervejas foram submetidas a
envelhecimento forcado (durante 5 dias a 40°C) e a envelhecimento natural (durante 3 meses
a temperatura ambiente). No final dos ensaios, quantificaram o teor de trans-2-nonenal nas
cervejas e a frac¢do de 0,'® incorporada no trans-2-nonenal. Os resultados obtidos pelos
autores encontram-se na tabela 3.3.

Com base nos resultados obtidos, verificaram que o excesso em oxigénio ndo parecia
conduzir & formacdo de teores mais elevados de tfrans-2-nonenal, durante o envelhecimento da
cerveja. Os autores verificaram ainda que, o trans-2-nonenal formado nas cervejas com teor
elevado em 0,'® nfo incorporava no grupo carbonilico esse is6topo 0'®, Deste modo, os
autores concluiram que os mecanismos oxidativos propostos para a formacdo de trans-2-

nonenal durante o envelhecimento da cerveja deverao ser pouco relevantes.

Tabela 3.3. — Teores médios de frans-2-nonenal encontrado em cervejas frescas e em cervejas

envelhecidas, com teor normal e teor elevado em oxigénio [20]

[trans-2-nonenal] / ppb [trans-2-nonenal] / ppb
Amostra
(teor normal em O,) (teor elevado em O5)
Cerveja fresca 0,09 0,09
Cerveja submetida a envelhecimento natural 0,21 0,23
Cerveja submetida a envelhecimento forgado 0,35 0,29

Os resultados obtidos por estes investigadores sdo surpreendentes. Vdrios autores [2,
3, 26, 28] apresentaram mecanismos de formacdo de trans-2-nonenal, nos quais o oxigénio
desempenha um papel directo na formagédo desse aldeido (por exemplo, quando participa na
oxidagdo directa de componentes da matriz, como dcidos gordos, isohumulonas, dlcoois, efc.),
ou condiciona os equilibrios em que o trans-2-nonenal participa (por exemplo, quando
interactua com o sulfito. Em face destes resultados, poder-se-d concluir que o aumento da
concentracio de trans-2-nonenal durante o envelhecimento da cerveja, resulta do
deslocamento dos equilibrios em que o trans-2-nonenal participa, no sentido da sua
libertac@o, em detrimento dos mecanismos que envolvem a oxidagdo de compostos da matriz.

Neste sentido, este estudo relanga a importancia de controlar a formacdo de trans-2-nonenal e
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respectivos percursores durante o processo de fabrico da cerveja, ja que, segundo este estudo,

€ este trans-2-nonenal que € preponderante na cerveja final.

3.7. — Metodologias analiticas para determinacio de trans-2-nonenal na cerveja

O desenvolvimento de metodologias analiticas que permitam a quantificag@o do trans-
2-nonenal na cerveja, de execugdo rdpida e pouco trabalhosa, que envolvam equipamentos
acessiveis e que ndo utilizem reagentes perigosos na sua execugdo, tem grande interesse para
a inddstria cervejeira.

A complexidade dos equilibrios em que o frans-2-nonenal participa na cerveja e o0s
baixos niveis encontrados, dificultam a sua quantificagdo rigorosa e faz com que, ainda hoje,
ndo exista um método analitico que reuna consenso relativamente a fiabilidade dos resultados
obtidos. A importdncia de quantificar o trans-2-nonenal resulta de esse valor permitir
estabelecer uma correlacdo com as caracteristicas organolépticas da cerveja e permitir prever
o perfil da evolugdo deste composto em condi¢des normais de armazenamento. Assim, serd
possivel inferir sobre um periodo de validade seguro de uma cerveja, sem que tal defeito
organoléptico seja detectado pelo consumidor.

Encontrar uma metodologia que permita a determinacdo do frans-2-nonenal tem desde
logo uma dificuldade, ja que, o nivel de frans-2-nonenal existente em amostras de cerveja
fresca € extremamente baixo (entre 0,1 e 0,03 ppb); por outro lado, o processo de preparacio a
que se sujeita a amostra antes da andlise inevitavelmente modifica os equilibrios onde o trans-
2-nonenal estd envolvido, podendo inclusivamente, conduzir & sua formacdo conforme se
discutiu nos pontos anteriores.

Citam-se seguidamente, de forma sucinta, algumas metodologias encontradas na

literatura para a determinagao de frans-2-nonenal em cerveja.

Metodologia proposta por P. S. Wang (1974) [29]

O método proposto consiste na extracgdo da fracc@o carbonilica da cerveja através de
extrac¢Oes liquido-liquido com diclorometano, seguindo-se a derivatizagdo da fraccdo
extraida com 2,4-DNPH para formar hidrazonas, com os compostos carbonilo.

A andlise final das hidrazonas € feita por CLAE com deteccio espectrofotométrica.

De acordo com a descri¢do experimental, este método € moroso e pouco prdtico nos
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passos de preparagdo do extracto de cerveja (extracto que contém a fraccdo carbonilica) e de
derivatizagio da fracgdo carbonilica. Efectivamente, a obtengdo do extracto de cerveja
envolve um processo de extracgdo liquido-liquido de 10 solugdes distintas com 200 mL de
cerveja e 30 mL de diclorometano (estas solugdes sdo agitadas durante 90 minutos e
posteriormente arrefecidas por 1 hora a 0°C), seguindo-se a mistura de todas as fracgdes
orginicas e subsequente concentragdo da solugdo obtida num evaporador rotativo até um
volume de 2 mL.

O procedimento para a derivatizagio da fracgdo carbonilica, requer a solubilizacao do
extracto de cerveja em SmL de etanol seguindo-se a adigdo de 200 mL de uma solucdo
saturada em 2,4-DNPH em etanol/dgua, 50/50, v/v, pH 4. Esta mistura € agitada durante 4
horas e deixada a equilibrar durante meio dia. Por fim, € efectuada uma nova extrac¢do
liquido-liquido com cloroférmio (primeiro com um volume de 40 mL e depois com dois
volumes de 30 mL) e € concentrada a solugdo organica num evaporador rotativo. O extracto
derivatizado é, por fim, analisado por CLAE a 254 nm.

A metodologia proposta por estes autores usa um padrao interno, o 2-undecenal, com
vista a aumentar a robustez do método. Segundo os mesmos autores, 0 2-undecenal mostrou
ser o mais indicado para esta fun¢do por comportar-se de forma semelhante ao trans-2-
nonenal em todos os passos do método e ndo se desenvolver com o envelhecimento da

cerveja.

Metodologia proposta por N. Hashimoto, (1977) [6]

O método proposto baseia-se na destilagdo da cerveja sob vacuo. A fraccédo carbonilica
é recolhida no destilado e em seguida faz-se uma derivatizacdo com 2,4-DNPH. A anailise das
hidrazonas formadas € feita por cromatografia liquida em coluna e cromatografia em camada

fina.

Esta metodologia apresenta como principais desvantagens o uso de uma quantidade de
amostra elevada para andlise (5 litros) e o tempo de derivatizacdo da fracg¢do carbonilica.
Neste passo, € adicionado 1L de uma solucio acidica de 2,4-DNPH ao destilado (cerca de 400
mL) que fica a reagir durante 4 dias (2 dias a temperatura ambiente e 2 dias a 40°C).

Este método permite a identificacdo e quantificagdo de alcanonas, alcanais, alcenais
(onde se inclui o frans-2-nonenal) e alcadienais na cerveja. Uma outra vantagem, estd

relacionada com o procedimento experimental adoptado para a extraccdo da fraccdo
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carbonilica da cerveja. Para o efeito, realiza-se uma destilaco sob vdcuo que pretende evitar a

formagdo de aldeidos durante este passo.

Metodologia proposta por L. C. Verhagen, (1987) [30]

O método proposto consiste na eluigdio de cerveja directamente por colunas de

extrac¢do em fase solida do tipoC18 para a extracgio e concentragio do trans-2-nonenal da
cerveja. Ap6s a remogdo do trans-2-nonenal adsorvido na coluna, procede-se a sua
derivatizagido com dansilhidrazina.

A andlise das amostras € feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia com

detecgdo por fluorescéncia.

Este método apresenta como principais vantagens o uso de uma baixa quantidade de
amostra para andlise, 10 gramas de cerveja, e 0 modo simples de extraccio e concentragio da
fracgiio carbonilica da cerveja. Para o efeito, o autor utilizou a técnica de extracgdo em fase
soélida.

Este método apresenta como principais desvantagens o tempo relativamente longo de
derivatizagdo da espécie em andlise (cerca de duas horas), e a necessidade de utilizar um
sistema de CLAE modificado para obtengio de uma maior sensibilidade. O sistema de CLAE
utilizado pelos autores compreende duas pré-colunas para concentra¢do e duas colunas de
separagdo, alternadas entre si e em continuo. Este sistema visa optimizar o processo de
separagdo do frans-2-nonenal dos restantes compostos.

A quantificacdo € feita por fluorimetria.

Metodologia proposta por G. Lermusieau, (1999) [18]

O método proposto para a determinagdo do frans-2-nonenal em cerveja, baseia-se na
recolha da fracgdo carbonilica da cerveja através de uma destilagdo por vicuo e na
concentragao da fracgdo carbonilica do destilado recolhido, por eluicio numa coluna de
extraccao em fase sélida do tipo C18. A andlise do teor de trans-2-nonenal em cerveja € feita
por GC-MS .

O modo proposto para a realizagdo da destilagio sob vécuo, constitui a principal
desvantagem deste método. Neste passo, destila-se 1,51 de cerveja e o destilado (cerca de
400mL), € recolhido numa trap com azoto liquido. Nestas condigdes, o destilado obtido €

solido e necessita ainda de se liquefazer para se proceder 2 fase de extrac¢do e concentragio
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de trans-2-nonenal por colunas de extrac¢do em fase sélida.
O método proposto envolve a utilizagdo de um padrio interno, o nonano.

Os autores afirmam obter uma recuperagio de trans-2-nonenal de, cerca de, 80% .

3.8. - Conclusao

Os factores que condicionam a estabilidade organoléptica da cerveja dependem, da
natureza das matérias primas usadas para o fabrico da cerveja, do processo de fabrico da
cerveja, e por fim, das condi¢des de armazenamento da cerveja. Os mecanismos que podem
ser responsaveis pela formagdo de aldeidos em cerveja, e em particular do trans-2-nonenal,
sdo muitos, sendo dificil prever quais os mais relevantes durante o fabrico e envelhecimento
da cerveja. A quantidade de trams-2-nonenal que existe livre na cerveja depende da
quantidade de frans-2-nonenal que provém do mosto (livre ou ligado), dos precursores que
existem na cerveja, e ainda, dos equilibrios em que o trans-2-nonenal participa. O teor de
trans-2-nonenal livre encontrado ao longo do envelhecimento da cerveja, € uma consequéncia
da acgdo conjunta de variados factores, tais como, o teor em oxigénio, a temperatura de
armazenamento, o pH e o nivel de sulfito inicial. Estes factores influenciam os equilibrios em
que o trans-2-nonenal participa e/ou os mecanismos que conduzem & sua formag3o.

O desenvolvimento de um método analitico de determinacdo de trans-2-nonenal em
cerveja, que seja rdpido, rigoroso, e que permita estudar os mecanismos que induzem o seu
aparecimento continua a ser um grande desafio analitico e poderd dar um grande contributo
no sentido de esclarecer os mecanismos de formagdo do frans-2-nonenal e, desta forma,

permitir criar condigGes para a minimizagdo da formagio deste aldeido.
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cromatogrdfica e sobre a técnica de

extraccao em fase solida

4.1. — Introducao

4.2. — Breve historia da cromatografia

4.3. - Classificagdo das técnicas cromatograficas

4.4. — Descrigdo genérica da cromatografia de eluigdo como técnica analitica
4.5. — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.6. — Aspectos gerais sobre a técnica de extracgdo em fase sélida

4.—  Aspectos gerais sobre a técnica cromatogriafica e sobre a técnica de extracgio em

fase solida [31 - 34]

4.1. — Introducio

Como sera discutido na Parte II deste trabalho, para o desenvolvimento de uma
metodologia para a andlise do trans-2-nonenal em cerveja, foi necessério estudar e optimizar
um procedimento experimental que permitisse concentrar este aldeido e isola-lo da matriz
cerveja. Na metodologia adoptada a cerveja €, numa primeira etapa, destilada por
arrastamento de vapor para extrac¢do do aldeido desta matriz e, em seguida, faz-se passar o

destilado recolhido por uma coluna de extracgdo em fase solida do tipo C18 para concentrar o
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aldeido. Por fim, procede-se a andlise do concentrado obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa.

Neste ponto, far-se-4 uma breve abordagem sobre a técnica cromatogrifica como
técnica de separagdo, e mais em particular sobre a cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa. Igualmente, serdio aqui descritos alguns aspectos gerais sobre a técnica de

extracgdo em fase sélida, como técnica de extracgdo /concentragio.

4.2. — Breve histéria da cromatografia

A primeira evidéncia da cromatografia como método de separagdo surgiu no século
XIX, quando os tintureiros mergulhavam tecidos, cordas ou papeis em solugdes coradas, e
verificavam que o material adquiria uma coloragéo por bandas ao invés de adquirir a cor da
solucdo em que estavam mergulhados. Vdrios quimicos alemdes
estudaram este fenémeno mas nunca o conseguiram fundamentar da
forma correcta.

A descoberta da cromatografia € atribuida ao botdnico russo

Mikhail Tswett (figura 4.1.) em 1903, pois foi o primeiro a

reconhecer a base fisico-quimica deste método de separagdo e a
aplica-lo. Nos seus ensaios, Mikhail Tswett procedeu a elui¢do de Figura 4.1, — Mikhail
uma solugdo com pigmentos de plantas em éter, através de uma Tswett (1872-1919)
coluna de vidro contendo carbonato de célcio finamente dividido e

observou que a adi¢do de porgdes frescas de éter ao topo da coluna provocava o deslocamento
de cada pigmento a uma velocidade diferente. Mikhail Tswett chamou o método de
cromatografia (do grego Chroma = cor e graphein = escrita).

Passaram-se entdo 20 anos, desde a publicagfio dos trabalhos realizados por Mikhail
Tswett, até surgir uma nova aplicagdo da cromatografia pelo quimico alemdo Richard Kuhn,
também, na separa¢@o de pigmentos de plantas.

A cromatografia em coluna apresentava algumas dificuldades a nivel pratico,
nomeadamente, a falta de reprodutibilidade das particulas que constitufam a fase estaciondria,
e a ndo uniformidade no seu empacotamento na coluna de vidro. A partir da década de 40
foram surgindo novas técnicas cromatogrificas que visavam ultrapassar estas dificuldades.
Em 1944, a quimica Erika Cremer iniciou estudos em cromatografia gasosa. Também nesta
década, os quimicos sovi€ticos Nikolay Izmaylov e Maria Shrayber, motivados pelas

insuficiéncias da cromatografia em coluna, iniciaram o desenvolvimento da cromatografia em
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camada fina. Martin Synge em colaborac¢@o com o quimico Anthony James, iniciaram estudos
sobre cromatografia de particdo gis-liquido, que valeram em 1952 o Prémio Nobel da
Quimica a estes investigadores.

Foram, igualmente, surgindo desenvolvimentos ao nivel dos materiais constituintes da
fase estaciondria e ao nivel da concepgio da instrumentagio associada aos sistemas
cromatograficos. T. Taylor e H. Urey realizaram as primeiras separa¢gdes cromatograficas com
uma fase estaciondria permutadora de iGes em 1938 utilizando um zedlito como fase
estaciondria. Na década de 50, Marcel Golay, verificou nos estudos realizados em
cromatografia gasosa, que o uso de colunas muito compridas (90 a 180 metros) e com um
didmetro interno reduzido (0,25mm), permitia separa¢des muito mais eficientes dos
componentes de uma amostra; estas colunas actualmente designadas de colunas capilares
tiverem um enorme impacto na cromatografia gasosa. Em 1952, Per Flodin e Jerker Porath
desenvolveram materiais polimericos de celulose que permitiram a separagdo de componentes
de uma amostra em funcao do seu tamanho.

Em 1964, o quimico Calvin Gidding sumarizou as condi¢des necessarias para conferir
a cromatografia liquida o mesmo poder resolutivo que se obtinha por cromatografia gasosa: o
desenvolvimento de bombas de fluxo capazes de desenvolver um caudal constante da fase
movel a elevada pressdo, e ainda, o desenvolvimento de detectores sensiveis e estidveis em
fluxo. Apés o desenvolvimento das bombas de fluxo e dos detectores em fluxo, apenas se
utilizavam como fase estaciondria sélidos adsorventes, jd que, o uso de liquidos suspensos
sobre um sélido inerte era impraticdvel em cromatégrafos com bombas de fluxo. Foi entdo,
que se desenvolveram as fases ligadas, em que, a fase estaciondria € ligada quimicamente ao
sélido de suporte, em vez de estar simplesmente suportada nesse sélido.

A concepgdo de fases ligadas permitiu o uso de bombas de fluxo e faz com que a
cromatografia liquida de alta eficiéncia seja, actualmente, a técnica de separacdo mais versétil

que existe.

Embora a relacéo entre a cromatografia moderna e a cor seja praticamente inexistente,
o nome dado por Mikhail Tswett a esta técnica persistiu e €, ainda hoje, utilizado para
descrever todas as técnicas de separagio que envolvem a utilizagdo de uma fase estacionéria e

de uma fase movel.
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4.3. - Classificacio das técnicas cromatogrificas

As técnicas cromatogréficas podem ser classificadas de diferentes modos: de acordo
com o tipo de interac¢do que se estabelece entre a fase estaciondria e os componentes da
amostra, de acordo com a natureza fisica da fase mével, ou ainda, atendendo ao suporte fisico
da fase estaciondria.

Habitualmente, as técnicas cromatogrificas classificam-se, de acordo com o
mecanismo que se estabelece entre a fase estaciondria e os componentes da amostra, podendo
tratar-se de: cromatografia de partigdo, quando ocorre a distribuigio do soluto entre a fase
moével e uma fase estaciondria liquida; cromatografia de adsor¢ido, quando o soluto é
adsorvido a superficie de uma fase estaciondria sélida; cromatografia de permuta iénica,
quando ocorre atracgdo electrostatica entre o soluto e grupos idnicos presentes 2 superficie de
uma fase estaciondria sélida; cromatografia de afinidade, quando se estabelece uma interaccdo
especifica entre um determinado componente do soluto e moléculas presentes na fase
estaciondria; e por fim, cromatografia de permeaco gel. Neste tltimo caso nio hd qualquer
tipo de interacgdo entre a fase estaciondria e a amostra, ja que o fraccionamento da amostra
ocorre mediante o percurso efectuado pelos seus componentes; 0s componentes menores sio
capazes de atravessar o interior da fase estacioniria percorrendo uma distdncia maior, ao
passo que os componentes de maiores dimensdes, incapazes de penetrar no interior da fase
estaciondria, efectuam um percurso menor.

As técnicas cromatogréficas também podem ser classificadas de acordo com a
natureza fisica da fase mdvel, podendo entio dividir-se em cromatografia liquida,
cromatografia gasosa ou cromatografia de fluido supercritico. Dentro da cromatografia
liquida, pode-se subdividir os métodos cromatogrificos, atendendo A natureza da fase
estaciondria, em cromatografia liquido-liquido, cromatografia de fase ligada, cromatografia
liquido-sélido, cromatografia de permuta iénica, ou ainda, cromatografia de permeacio gel. A
cromatografia gasosa, pode-se subdividir em cromatografia gas-liquido ou cromatografia
gasosa de fase ligada. Por sua vez, a cromatografia de fluido supercritico também possui duas
variantes conforme a natureza da fase estacionaria (que pode ser liquida ou sélida).

As (€cnicas cromatograficas também podem classificar-se de acordo com o suporte
fisico em que a fase sélida se encontra, nomeadamente em, cromatografia em coluna e
cromatografia plana. No primeiro caso, utiliza-se um tubo cilindrico contendo a fase
estaciondria no seu interior e através do qual faz-se passar a fase mével por pressio,

capilaridade ou gravidade. Em cromatografia plana, a fase estaciondria é suportada numa
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superficie plana ou em papel, e a fase movel desloca-se por gravidade ou por accdo capilar ao

_longo desta superficie.

A tabela 4.1. resume a classificagdo das técnicas cromatogrificas atendendo aos

critérios de classificagdo descritos anteriormente.

Tabela 4.1. - Classifica¢ao das técnicas cromatogrificas

Natureza da Fase | Natureza da Fase Mecanismo Suporte da Nome da Técnica
Mavel Estaciondria de Separacao Fase Solida Cromatografica
Liquida Parti¢éio Coluna Cromatografia Gas-Liquido
Cromatografia ) Partigio Cromatografia Gas-Liquido
Fase Ligada Coluna .
Gasosa Modificada Ligado
Sélida Adsorc¢io Coluna Cromatografia Gas-Sélido
Cromatografia Liquido-
Coluna .
) ) Liquido
Liquida Parti¢ao
Cromatografia de Camada
Plana .
Fina
Cromatografia Liquida de
Coluna
) Alta Eficiéncia
Fase Ligada Particdo
Cromatografia de Camada
Plana
Fina de Alta Eficiéncia
Cromatografia Liquido-
Solido (cldssica)
Coluna
Cromatografia Cromatografia Liquida de
Liquida Alta Eficiéncia
Adsorgio Cromatografia de Camada
Fina
Plana Cromatografia Liquida de
Sélida
Alta Eficiéncia
Cromatografia em Papel
Cromatografia de Permuta
Permuta I6nica Coluna
Iénica
Cromatografia de
Afinidade Coluna )
Afinidade
Exclusdo Coluna Cromatografia de Exclusio
Cromatografia de Fluidos
Sdélida Adsorgdo Coluna )
Fluido Supercriticos
Supercritico ) Cromatografia de Fluidos
Liquida Partigao Coluna

Supercriticos
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4.4. - Descri¢iio genérica da cromatografia de elui¢io como técnica analitica

Na cromatografia de eluicio os componentes de uma amostra sdo continuamente
deslocados ao longo da fase estaciondria movidos pela fase mével. Normalmente, a fase
estaciondria estd disposta numa coluna; um pequeno volume de amostra € inserido no topo da
coluna e em seguida, a fase mével (ou eluente) que € continuamente adicionada ao topo dessa
coluna, desloca os componentes da amostra pela fase estaciondria num processo que
habitualmente se denomina de eluicdo.

A separagdo dos componentes da amostra resulta das diferentes velocidades de
deslocamento de cada componente ao longo da fase estaciondria, devido as interac¢des mais
ou menos fortes que estabelecem com as diferentes fases. Assim, se um determinado
componente da amostra possuir menor afinidade para a fase estaciondria, reside menos tempo
nesta fase, e logo, € arrastado mais rapidamente. Pelo contririo, se um componente da
amostra possuir maior afinidade para a fase estaciondria, € arrastado mais lentamente. Deste
modo, a separagiio entre ambos os componentes serd maior ou menor consoante a diferenca da
intensidade das interacgdes que estabelecem com as fases movel e estaciondria.

Se se colocar no fim da coluna um detector que responda a concentragio dos
componentes e se se representar o sinal do detector em fun¢do do tempo (ou em funcdo do
volume da fase mével) obtém-se uma série de sinais ou picos simétricos, respectivos a cada
componente. A representa¢io destes sinais ao longo do tempo denomina-se de cromatograma.

O sinal cromatogrifico pode ser usado para identificagio qualitativa e para

determinagdo quantitativa das espécies separadas.

Analise qualitativa

A aplicagdo da técnica cromatogrifica para a andlise qualitativa de amostras € muito
limitada. A tnica informagio qualitativa que o sinal cromatogrifico fornece sobre os
componentes de uma amostra € o seu tempo de retengdo (tempo que o componente leva a
percorrer toda a fase estaciondria até chegar ao detector; este tempo € caracteristico de um
qualquer componente). A anilise qualitativa de amostras pode fazer-se por comparagio
directa entre os tempos de retengdo obtidos no cromatograma com os tempos de retengio
descritos na literatura, ou ainda, com os tempos de retengdo obtidos com compostos padrio.

Um procedimento mais comum para avaliar a presenga de um determinado composto,
consiste em dopar a amostra com o padrdo do composto suspeito. Se o sinal da amostra com

adi¢do de padrdo originar um novo pico, pode-se concluir que o padrio e o componente a
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analisar sdo distintos. Se pelo contrdrio, o pico do componente aumentar, héd forte evidéncia

de ambos os compostos serem iguais.

Analise quantitativa

A andlise quantitativa em cromatografia € feita por comparagio entre a altura ou drea
do sinal do composto a estudar com respectivamente a altura ou drea do sinal obtido a partir
de padrdes de concentragdo conhecida do mesmo composto.

A quantificagio através da medicdo da altura do picos cromatogréficos, exige um
controlo apertado sobre as condi¢gdes experimentais usadas durante a andlise, tais como, a
temperatura da coluna, o fluxo da fase mdvel ou a composi¢do da fase mével. Todas estas
condi¢bes experimentais afectam o tempo de retencdo do composto, e como tal, a sua
variagdo pode alterar a altura do sinal. A medigio da altura do pico apresenta a vantagem de
ser muito precisa para picos estreitos.

A quantificacdo através da medi¢do da drea do pico cromatografico € independente
das condi¢Ges experimentais atrds mencionadas, apresentando a vantagem de poder ser

utilizada para picos assimétricos, ao contrdrio do caso anterior.

4.5. — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) envolve uma fase mével liquida e
uma fase estaciondria constituida por particulas finamente divididas. Estas particulas possuem
um didmetro interno compreendido habitualmente entre, 5 ¢ 10um. A fase estaciondria €
concebida empacotando estas particulas numa coluna; deste modo, consegue-se um aumento
da drea de contacto entre a fase estaciondria e a amostra, 0 que permite obter uma maior
eficiéncia de separag@o.

A concepgdo da fase estaciondria do modo referido, obriga a utilizagdo de bombas de
fluxo que sejam capazes de fazer passar a fase moével através da fase estaciondria. Assim,
consegue-se aliar fluxos razodveis da fase mével ao elevado poder de separagdo associado a

fase estaciondria.

A CLAE ¢€ actualmente o método analitico de separagcdo mais usado. Dependendo do
tipo da fase estaciondria que se utiliza, esta técnica encontra aplicagdes para a generalidade
das amostras, desde amostras polares a amostras apolares, com elevado peso molecular ou

nao.
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4.5.1. — Componentes bisicos de um sistema de cromatografia de alta eficiéncia

Um sistema de CLAE inclui os seguintes componentes basicos:
Bomba de fluxo - capaz de impulsionar a fase mével a uma velocidade constante sob elevada
pressao por todo o sistema cromatogréfico;
Injector - permite introduzir com rigor uma quantidade fixa de amostra na coluna;
Coluna cromatogrifica — onde decorre a separacdo dos componentes da amostra;
habitualmente existe uma pequena coluna (pré-coluna), incorporada no inicio da coluna
principal, que possui as mesmas caracteristicas que a coluna principal. Estas pré-colunas tém
como fungdo reter impurezas fisicas ou determinados compostos provenientes das amostras
que ficariam fortemente retidos na coluna principal. Associado 2 coluna cromatografica pode
igualmente existir uma manga termostatizada, cuja fun¢iio € melhorar a eficiéncia da coluna
por ajuste de temperatura;
Detector - pode ser selectivo ou universal dependendo da propriedade que mede. Idealmente,
o detector deve ser muito sensivel, estivel e reprodutivel.

Integrador/computador — este médulo regista e integra a resposta proveniente do detector.

Na figura 4.2. estdo representados esquematicamente os componentes bésicos de um
sistema de CLAE.

. : Bomba :
Fase Mével de fluxo 7’ —» Injector

Indicador de
fluxo e pressio

PC/Integrador [¢—— Detector |€4— Coluna -4—‘
Pré-coluna
Manga de
temperatura

Figura 4.2. --Diagrama esquemaitico dos médulos que compdem sistema de cromatografia liquida de alta

eficiéncia

4.5.2. — Cromatografia liquida de alta eficiéncia de particao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de particao pode ser dividida em CLAE
liquido-liquido e CLAE de fase ligada. A diferenca entre estas duas técnicas reside no modo

como a fase estaciondria liquida € suportada no sélido inerte.
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No primeiro caso, a fase estaciondria liquida € retida na superficie do sélido por
adsorcdo fisica, ao passo que, em cromatografia de fase ligada, a fase estaciondria liquida é
retida na superficie do solido por ligagdes covalentes. A CLAE liquido-liquido caiu em
desuso devido as desvantagens que apresentava, nomeadamente, pela perda da fase
estaciondria por dissolu¢do na fase movel, e ainda, pela ndo adequabilidade a sistemas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Far-se-a uma breve discussao sobre as colunas de parti¢do de fase ligada.

4.5.3. — Colunas para cromatografia de particio de fase ligada

O solido de suporte para a fase liquida estaciondria € habitualmente composto de
particulas uniformes de silica com um didmetro interno que varia entre 3 a 10um. A formacao
da fase ligada envolve uma primeira etapa em que a silica € previamente tratada com HCl
0,1M a quente, com o objectivo principal de formar os grupos silanol. Posteriormente, a silica
¢ colocada em refluxo com dimetilclorosilano, que conduz & formagdo de uma fase ligada
monomeérica (figura 4.3.). O uso de diclorosilanos ou triclorosilanos conduz a formagio de
fases ligadas poliméricas. S@o preferiveis as fases ligadas monoméricas, ja que, a sua estrutura

€ mais bem definida e reprodutivel do que as fases ligadas poliméricas.

2 i 0
Bi-OH + Cl-Si-R > %i-O—SI-R+HC1
/,a | b

CH, CH,

Figura 4.3. — Preparacio de fases ligadas por reac¢iio entre silica e organosilanos com a formacio

de fases ligadas monoméricas

Quando se pretende que a fase estaciondria tenha maior afinidade para compostos
polares (cromatografia de fase normal) os grupos —R do organosilano sido habitualmente
grupos ciano —CH4CN, amino —-C3HgNH; ou dimetilamino —C3;H¢N(CHs),; quando se
pretende que a fase estaciondria tenha uma maior afinidade para compostos apolares
(cromatografia de fase reversa) os grupos -R do organosilano s3o habitualmente
hidrocarbonetos, como, n-butil —C4Hg, n-octil —-CgH,7 ou n-octadecil —C;gH7

Devido a impedimentos estereoquimicos, estima-se que apenas metade da superficie
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da silica € recoberta pelos compostos organosilanos. A polaridade inerente dos grupos silanol
que permanecem por reagir, € responsdvel pela formagio de picos assimétricos, ou ainda, por
provocar elevados tempos de retengfo, especialmente em andlise de compostos bdsicos em
colunas apolares.

Os grupos silanol sdo, habitualmente, eliminados por nova reac¢io com

clorotrimetilsilano num processo denominado de “end-capping” (figura 4.4.).

2 CH,

8 . ; .
I-0-5j- (CHZ)n CH3 grupos silanol ligados

I

7 GH,

/ . Sl o LS grupos silanol “end-capped”
i-0-Si-

% -3 ?
i-0OH grupos silanol livres

]

Figura 4.4, — Superficie de uma fase estacionaria ligada para CLAE de fase reversa

O mecanismo pelo qual estas superficies interactuam com a amostra nio retine total
consenso entre os investigadores. Um possivel mecanismo envolve a formagdo de uma fase
modificada composta pelo hidrocarboneto ligado a fase estaciondria e o constituinte mais
apolar da fase mével. Nesta fase, estabelece-se um equilibrio de parti¢do da amostra entre a
fase estaciondria e a fase mével (considera-se deste modo que, a fase estaciondria é uma fase
liquida modificada). Outros investigadores defendem que a fase estaciondria ¢ uma superficie
modificada de silica onde ocorrem, simplesmente, fenémenos de adsorcio com os

componentes da amostra.

A cromatografia liquida de fase ligada apresenta como principais vantagens a
aplicabilidade a uma vasta gama de compostos polares e apolares constituindo uma técnica
analitica de aplicagdo ficil, rdpida e mais reprodutivel do que outros modos de cromatografia
liquida. Como desvantagens, a fase estaciondria s6 € estivel na zona de pH compreendida
entre pH 3 e pH 8 (um pH inferior a 3 provoca a remocio da fase liquida ligada enquanto que,

para um pH superior a 8, a silica é apreciavelmente solivel na fase mével).
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4.6. — Aspectos gerais sobre a técnica de extracciao em fase solida

4.6.1. - Introducao

As colunas de extracgdo em fase sélida (figura 4.5.)
sdo, actualmente, uma valiosa ferramenta analitica
para a separacdao de compostos presentes em matrizes
complexas. [Estas colunas sdo habitualmente CliEisda kol

e.g. polipropileno

A Peneiros de
ou polietileno

polietileno e.g. com

utilizadas com fins preparativos, em que, 0 objectivo

da sua utilizagdo € a extraccdo da(s) espécie(s) 720“,“ de porosidad
interferente(s) a andlise de um determinado composto Enchimento——
_ da coluna

por retencdo da(s) mesma(s) na coluna, ou

i n a eterminado .
alternativamente, a extrac¢do de um d Fisiita 45 -  Bepuessnbadic
composto existente numa amostra por retengdo do esquemitica de uma coluna de
mesmo na coluna. O modo como se processa a extracciio em fase sélida

separagdo/extraccdo nestas colunas € andlogo ao ja

descrito para a técnica de separagdo de cromatografia em coluna (ver ponto 2.4.), com uma
particularidade: enquanto que em cromatografia em coluna todas as espécies  sdo
continuamente deslocadas ao longo da fase estaciondria pela fase mével, nestas colunas, a
amostra € toda eluida pela coluna (a fase mdvel € a prépria amostra) e a(s) espécie(s) que é
retida na fase estaciondria s6 € eluida pela passagem de uma nova fase mével adequada. Este

procedimento € apresentado com mais detalhe no ponto 4.6.3.

4.6.2. - Enchimentos em colunas de extracc¢io em fase sélida

Existem diversos tipos de enchimentos para colunas de extracgdo em fase sélida. Cada
tipo de enchimento possui propriedades de retencdo e selectividade proprias. A escolha de um
determinado enchimento pressupde um conhecimento prévio das espécies que constituem a
interferéncia a eliminar, e/ou, obviamente, das substancias que se pretendem purificar.

A fase estaciondria de uma coluna de extraccio em fase sélida € constituida por um
sélido inerte (silica), que possui ligado quimicamente & sua superficie um determinado tipo de
moléculas que sdo responsdveis pelas interac¢oes que se podem estabelecer com a amostra.

Dum modo geral, existem trés tipos de interacgOes possiveis (ver figura 4.6.):
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1- Interacgdes ndo polares — a fase estaciondria é constituida por uma superficie
inerte recoberta por moléculas organicas muito pouco polares, que retém,
sobretudo, compostos também pouco polares pelo estabelecimento de forgas de
Van der Walls.

2- Interacgbes polares — a fase estaciondria € constituida por um sélido inerte
recoberto por moléculas orgnicas contendo grupos polares. Este tipo de
moléculas retém a sua superficie compostos polares devido 2 formagdo de
interacgdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido ou dipolo induzido-dipolo
induzido.

3- Interacgdes i6nicas — a fase estaciondria contém i sua superficie moléculas com
grupos idnicos, capazes de interactuar com compostos igualmente idnicos

existentes na amostra por interac¢des electrostéticas.

\/\/\/\/ i ( """ (V\/\ ey ™ -
|/ N “\kO A)/\,\A‘:@;\m/

silica silica silica CCONEHY

Figura 4.6. - Diferentes tipos de interac¢des que se podem estabelecer entre o enchimento de uma coluna
de extracgiio em fase sélida e os componentes de uma amostra. a) Interacc@o nio polar; b) Interacgio

polar; c¢) Interaccao electrostitica

4.6.3. - Os 4 passos basicos na utilizacio de uma coluna de extraccao em fase sélida

A utilizagdo de uma coluna de extrac¢io em fase sélida engloba 4 passos bésicos (ver
figura 4.7.):

1. — Condicionamento da coluna: em colunas polares ou apolares o condicionamento
faz-se primeiro pela elui¢io de um volume de solvente de polaridade semelhante ao da fase
estaciondria da coluna (normalmente, 3 vezes o volume da coluna), e posteriormente, pela
eluicdo de igual volume de uma solugdo de natureza similar ao solvente da amostra. O
primeiro solvente que se faz passar pela coluna tem por objectivo limpar eventuais impurezas
que esta possa conter e ainda, homogeneizar a fase estaciondria para a eluicdo da amostra, ao
passo que, o segundo solvente que se faz passar pela coluna tem por principal objectivo
eliminar vestigios do solvente anterior cuja presenca condicionaria o processo de extracgdo. O

condicionamento de colunas de extraccio em fase sélida de permuta idnica € feito
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simplesmente pela eluigdo de dgua ou soluco tampdo pela coluna.

2. — Retengiio: esta etapa consiste em fazer passar a amostra pela coluna.
Independentemente da estratégia utilizada para a purificacio da amostra (retengio da espécie
a analisar ou retencdo dos interferentes) este passo deve ser realizado de forma lenta (1-
2gotas/segundo), para que toda a fase estaciondria seja uniformemente utilizada e ainda, para

garantir a extraccao total das espécies da amostra a extrair.

3. — Lavagem da coluna: apés a elui¢do da amostra faz-se atravessar pela coluna
uma nova por¢do de solugdo similar ao solvente da amostra. Esta etapa tem por objectivo
efectuar uma eliminagdo mais eficiente das espécies interferentes contidas na fase

estaciondria.

4. — Eluicdo: a eluigio € o ultimo passo na utilizagdo de uma coluna de extrac¢io em
fase sélida quando se pretende extrair um determinado componente de uma amostra. A
recolha desse componente € feita mediante a passagem de um solvente capaz de romper a
interacgdo existente entre a fase estaciondria e a espécie retida. A eluicio deve ser feita com
as mesmas precaugOes do passo da retengio (passo 2) para garantir uma recolha quantitativa

do componente retido.

1) Condicionamento 2) Retenc¢do ou passagem da
da coluna amostra pela coluna

B - espécie a analisar

e - interferentes da matriz

A - outros interferentes da
matriz

3) Lavagem da coluna 4) Eluicdo da espécie retida

i

rs
\

=

o

Figura 4.7. - Esquema ilustrativo do modo de utilizacio de uma coluna de extracciio em fase
sélida quando se pretende a extracciio e recolha de uma espécie presente numa amostra. 1)

Condicionamento da coluna; 2) Retencio; 3) Lavagem da coluna; 4) Eluicio da espécie retida
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1. - Introducdo

O trabalho experimental que se descreve a seguir, teve por objectivo o
desenvolvimento de uma metodologia analitica para a determinagdo do trans-2-nonenal em
cerveja. Este trabalho, vem no seguimento de estudos preliminares realizados no nosso
laboratorio [35], que mostraram ser possivel identificar o trans-2-nonenal em amostras de
cerveja contaminadas com este aldeido a partir da seguinte metodologia: (1) destilagdo por
arrastamento de vapor da amostra de cerveja contaminada; (2) concentragio do destilado
recolhido em colunas de extrac¢do em fase solida do tipo C18; (3) analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detecgdo espectrofotométrica.

Neste trabalho procurou-se estudar com maior rigor e profundidade a metodologia
acima descrita, para a determinagdo do frans-2-nonenal em cerveja. Numa primeira fase,
estudou-se com solugdes modelo de trans-2-nonenal, a eficiéncia do processo de destilagio
por arrastamento de vapor e a eficiéncia do processo de extrac¢do por colunas de extracgio
em fase solida. Numa segunda fase, estudou-se a aplicabilidade da metodologia desenvolvida
a amostras de cerveja. Igualmente, se estudou a influéncia da matriz da cerveja na indugio da
formagdo de frans-2-nonenal nas condigdes em que o trans-2-nonenal ¢ extraido, e ainda, o

efeito da presenca do sulfito na extracgdo desse aldeido.
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.
2 —Instrumentacdo e reagentes utilizados l

2.1. — Instrumentag¢do
2.2. — Reagentes

2.3. — Preparagdo de solugdes

2. — Instrumentacdo e reagentes utilizados

2.1. — Instrumentacio

Durante a realizagdo deste trabalho utilizou-se a seguinte instrumenta¢do na
preparagdo de solugdes: balanga analitica Mettler, modelo AES0, para pesagem rigorosa dos
reagentes, balanga Mettler, modelo PE2000, para pesagem de reagentes, banho de ultra-sons
Bandelin Sonorex, modelo TK30, para a homogeneizagao/desgaseificagdo das solugdes e um
medidor de pH Metrohm, modelo 605, equipado com um eléctrodo de vidro combinado
Metrohm, Ref.: 6.02.02.000.

A medi¢ao de volumes de solugdo inferiores/iguais a 1000 uL foi efectuada com
micropipetas Gilson Pipetman (P1000 — capacidade méaxima de 1000 puL; P200 — capacidade
maxima de 200 pL). A medi¢do de volumes de solugdo superiores a 1,00 mL foi efectuado

com material de vidro aferido.

A analise das amostras foi efectuada num cromatografo liquido de alta eficiéncia com
as seguintes caracteristicas:

1. — Bomba de fluxo — Gilson, modelo 307 (sistema isocratico)
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2. — Vilvula de injeccdao manual — Rheodyne, modelo 7125 (volume do loop, 20puL)

Seringa de injecgdo Hamilton 250pL

3. — Detector espectrofotométrico de comprimento de onda varidvel, Gilson, modelo

115 (volume de célula de fluxo — 11uL ; comprimento &ptico da célula de fluxo — 10 mm)

4, — Integrador Spectra-Physics, modelo DataJet CH1

5. — Colunas de CLAE (na tabela 2.1. especificam-se as caracteristicas das colunas de

CLAE utilizadas)

Tabela 2.1. — Caracteristicas das colunas de CLAE utilizadas

Conjunto pré-coluna e coluna, C8

Conjunto pré-coluna e coluna, C18

Pré-coluna Nucleosil, C8, Macharey — Nagel
Ref.: 721787.40

Pré-coluna Nucleosil, C18, Macharey — Nagel
Ref.: 721602.40

Comprimento — 11 mm

Comprimento — 8 mm

Didmetro interno — 4 mm

Diametro interno — 4 mm

Didmetro de particula — Sum

Didmetro de particula — Spum

Tamanho do poro — 120 A

Tamanho do poro — 100 A

Coluna Nucleosil, C8, Macharey — Nagel
Ref.: 720052.46

Coluna Nucleosil, C18, Macharey — Nagel
Ref.: 720014.46

Comprimento — 250 mm

Comprimento — 250 mm

Diametro interno — 4,6 mm

Didmetro interno — 4,6 mm

Didmetro de particula — 5 pm

Diametro de particula — 5 pm

Tamanho do poro — 120 A

Tamanho do poro — 100 A

Os estudos espectrofotométricos foram efectuados num Espectrofotometro Hitachi,

modelo U-2000.

O condicionamento de solugdes/amostras a temperatura controlada foi realizado numa

estufa Memmert, modelo Tv10.

Na preparagdo de amostras foram utilizadas colunas de extrac¢do em fase sdlida,

Macharey — Nagel do tipo Chromabond C18, 200mg, Ref.: 730002.

2.2. — Reagentes

Os diversos aldeidos e reagentes utilizados na preparacio de solugdes e respectivas

caracteristicas gerais encontram-se indicados nas tabelas 2.2. e 2.3.
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Tabela 2.2. — Aldeidos utilizados na realizacio do trabalho experimental

Aldeido Marca Pureza
trans-2-hexenal Aldrich 98%
trans-2-heptenal Aldrich 90%
trans-2-octenal Aldrich 94%
trans-2-nonenal Aldrich 97%
trans-2-decenal Fluka 97%

trans, trans-2,4-nonadienal Aldrich 85%
trans, trans-2,4-decadienal Aldrich 85%

Tabela 2.3. — Reagentes gerais utilizados na realiza¢do do trabalho experimental

Reagente Marca Pureza
Metabissulfito de potissio Riedel-deHaén 96%
Acido cloridrico Pronalab 37%
Hidréxido de sédio Merck p-a.
Cloreto de sédio Merck p-a.
Dihidrogenofosfato de sédio Merck p.a.
Acetato de sédio Merck p.a.
Hidrazina Aldrich 98%

[ sk para cromatografia liquida de
gradiente
Etanol Pronalab 99,8%

Toda a 4gua utilizada no decorrer deste trabalho, para a preparacdo de solugdes e para

a realizagiio das destilagdes por arrastamento de vapor, foi purificada do seguinte modo:

1 — passagem da dgua de abastecimento ptiblico por resinas permutadoras de leito misto;

2 — destilag@io da dgua obtida num sistema Autostill Ref.: 951075

3 — passagem da dgua desionizada e destilada pelo sistema de purificagdo de dgua "Simplicity"

da Millipore®

As amostras de cerveja utilizadas durante a realizagdo deste trabalho foram cedidas

pela Unicer, Bebidas de Portugal, S.A.

2.3. — Preparacio de solucoes

As solucdes de partida dos aldefdos foram preparadas a partir do respectivo reagente
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comercial conforme se descreve na tabela 2.4. Estas solugdes de partida foram preparadas
semanalmente em meio dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v), devido a reduzida solubilidade dos
aldeidos em meio aquoso. As solugdes de menor concentragdo destes aldeidos foram

preparadas por dilui¢do das respectivas solugdes de partida.

Tabela 2.4 - Modo de preparacéo das solucées de partida dos aldeidos

Procedimento experimental para a
Solucéo Solvente Concentracio

preparacio das solugdes

Pipetaram-se 29,6 pL do reagente para
trans-2-hexenal
um baldo volumétrico de 25 mL

Pipetaram-se 36,4 LL do reagente para
trans-2-heptenal
um baldo volumétrico de 25 mL

Pipetaram-se 39,7 puL do reagente para
trans-2-octenal
um baldo volumétrico de 25 mL

Pipetaram-se 42,7 uL do reagente para Agua/Acetonitrilo, 3
frans-2-nonenal 1,00 x 10°M
um baldo volumétrico de 25 mL 50:50, viv

Pipetaram-se 46,8 pL do reagente para
trans-2-decenal
um baldo volumétrico de 25 mL

trans, trans-2,4- | Pipetaram-se 47,2 pL. do reagente para

nonadienal um baldo volumétrico de 25 mL

trans, trans-2,4- | Pipetaram-se 51,9 pL do reagente para

decadienal um baldo volumétrico de 25 mL

As solucdes de partida dos restantes reagentes utilizados no decorrer deste trabalho

foram preparadas conforme se descreve na tabela 2.5.

Tabela 2.5. - Modo de preparacio das solugies de partida dos reagentes gerais

Solucao Procedimento experimental para a preparacio das solucoes

Metabissulfito de Pesaram-se rigorosamente 0,222 g do reagente para um baldo volumétrico de 100,00

potassio, 1,00 x 10°M | mL. Homogeneizou-se a solugdo com dgua até perfazer o volume.

Pesaram-se¢ 2,1 g do reagente para um baldo volumétrico de 20,00 mL.

Hidrazina, 1 M . }
Homogeneizou-se a solugfo com dgua até perfazer o volume.

Tampdo acetato, Pesaram-se 1,7 g de acetato de sddio para um frasco de 500 mL. Homogeneizou-se a

0,025 M, pH 4 solugdo com dgua até perfazer o volume. O pH da solugio foi ajustado com HCI, 6 M

Pesaram-se 1,8 g de dihidrogenofosfato de sédio para um frasco de 500 mL.
Tampao fosfato,

Homogeneizou-se a solugio com dgua até perfazer o volume. O pH da solugio foi
0,025 M, pH 8

ajustado com NaOH, 6 M
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3. — Estudos preliminares com

trans-2-nonenal

3.1. - Caracterizagdo do comportamento do trans-2-nonenal por CLAE com detecgo ;

espectrofotométrica

3.2. — Estudos de estabilidade de solu¢des de trans-2-nonenal

3. — Estudos preliminares com trans-2-nonenal

3.1. — Caracterizagio do comportamento do trans-2-nonenal por CLAE com detecgio

espectrofotométrica

Este estudo teve por objectivo avaliar a aplicabilidade da técnica de CLAE com
detecgdo espectrofotométrica como técnica analitica para a identificacdo e quantificacdo do

aldeido trans-2-nonenal.

Para tal, comegou-se por realizar o estudo espectrofotométrico do rrans-2-nonenal na
zona do U.V.-Visivel. Preparou-se uma solugdo aquosa de frans-2-nonenal, 25x10° M. e
procedeu-se a analise espectrofotométrica desta solugéo.

O espectro obtido pode ser observado na figura 3.1.

Este ensaio permitiu verificar que o frans-2-nonenal absorve na zona do ultravioleta,
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apresentando um mdximo de absor¢do a 226 nm. A absor¢do de radiacio U.V. a este
comprimento de onda ou préximo, € caracteristico de compostos que possuem uma ligagdo

dupla entre carbonos, conjugada com um grupo carbonilo, como € o caso do trans-2-nonenal

[36, 37].

a
2 0,500
o
§ ,f \f sinal do frans-2-nonenal
S
3 / \
BARS
. branco
N
& -0, 050
g e U] T T
z nm 200 200 440
a
=

Figura 3.1. - Espectro de absor¢iio de uma solucdo aquosa de trans-2-nonenal, 25x10°° M

Uma vez determinado o comprimento de onda de absor¢io médxima do trans-2-
nonenal, realizou-se uma curva de calibragcdo por CLAE com deteccio espectrofotométrica
por injeccdo de solugbes modelo de tranms-2-nonenal, preparadas rigorosamente, com as
seguintes concentragdes, 1x1078 M, 5x10°% M, 1x107 M, 5107 M e 1x10° M. Neste ensaio

foram utilizadas as condic¢des cromatograficas que estdo descritas no Quadro L.

Quadro 1

Condicoes cromatograficas utilizadas na andlise de solugdes de trans-2-nonenal

Fase estaciondria —

Conjunto pré-coluna e coluna, C8 (ver caracteristicas da fase estaciondria no ponto 1.1)

Fase moével -

Composigdo do eluente, 4gua/acetonitrilo, 50:50 (v/v); Fluxo, 1,00mL.min"*

Parimetros de integracio —
Sensibilidade 0,02AUFS; Velocidade do papel, 1,00cm.min™; Atenuagio, 1
Comprimento de onda de deteccio -

226 nm
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Os valores de drea de pico e respectivos tempos de retengio obtidos ap6s injeccdo de

cada solugio de trans-2-nonenal estdo resumidos na tabela 3.1.

Tabela 3.1. - Valores de drea de pico e tempo de retengio obtidos por anilise de solucdes modelo

de trans-2-nonenal por CLAE com detecgio espectrofotométrica

[trans-2-nonenal]/ M

Area de pico de trans-2-nonenal

tempo de retengao

1x10% 452 12.45
5x10° 1506 12.42
1x107 2184 12.42
5x107 10 770 12.43
1x10° 23 898 12.42

Conforme seria de esperar, para cada injec¢do das solugdes modelo no sistema CLAE

verificou-se o aparecimento de um sinal cromatogrifico com um tempo de retengio

caracteristico e cuja intensidade aumentou com o aumento da concentragdo do aldeido na

solucdo injectada. A figura 3.2. ilustra um cromatograma tipico obtido neste ensaio.

o
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!
™
——t
d.
%
e o
s
B o4
C) -
1 —
- ‘
= .
ot N oo
rfp\,\! @0
Y]

CHARNNEL A

pico do trans-
2-nonenal

14

DATA SAVED TO BIN %

Figura 3.2. - Cromatograma de uma solugiio modelo de frans-2-nonenal, 5x10® M. As condigdes

cromatogrificas utilizadas para a andlise desta solugio encontram-se descritas no Quadro I

A representacio gréfica dos valores de drea de pico em fungdo da concentragdo de

aldeido injectada (figura 3.3.) permitiu verificar que €é possivel estabelecer uma razodvel

correlacio linear entre o sinal lido e a concentragdo de solucio de aldefdo injectada.
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Figura 3.3. - Curva de calibragio para o trans-2-nonenal obtida por CLAE com detecgdo

espectrofotométrica
3.2. — Estudos de estabilidade de solu¢des de trans-2-nonenal

Estes ensaios tiveram por objectivo avaliar a estabilidade das solugdes de trans-2-
nonenal em duas condigdes de meio distintas, em solugdo aquosa e em meio dgua/acetonitrilo,
50:50 (v/v).

Para a realizagdo deste estudo de estabilidade prepararam-se trés solucdes de trams-2-
nonenal com concentragdes, 1x107M, 1x10°M e 1x107 M, nos dois meios referidos, dgua e
dgua/acetonitrilo. Em seguida, condicionaram-se as solucdes em duas situacdes distintas: (1)
na estufa a 22°C e no escuro; (2) a temperatura ambiente e expostas a luz.

Efectuaram-se andlises didrias destas solugdes, por CLAE com detecgdo
espectrofotométrica, por forma a acompanhar a evolugio do sinal de trans-2-nonenal.

Dada a baixa solubilidade do trans-2-nonenal em &dgua, prepararam-se as solucdes
aquosas por diluicdo de solugdes mais concentradas (1,00 x 102 M) preparadas num meio
agua/acetonitrilo, 50:50 (v/v). Devido a elevada dilui¢do que era efectuada, a quantidade do
solvente orgénico na solucgdo final pode ser considerada desprezdvel.

Nas tabelas 3.2. e 3.3. s@o apresentados resultados obtidos dos diferentes ensaios

realizados.
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3. — Estudos preliminares com trans-2-nonenal

Tabela 3.2. — Estudo de estabilidade de solugdes de frans-2-nonenal em meio dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v)

Valores de dreas de pico de solugdes de frans-2-

Valores de 4dreas de pico de solugdes de rrans-2-

nonenal condicionadas a temperatura ambiente e

Tempo | nonenal condicionadas a 22,0 + 1°C no escuro
expostas a luz
Co=1X10"M | Con=1x10°M [Cop =1x10° M| Cap=1x10"M | Cp,=Ix10°M [Cp,=1x10"M
0 dias 2653 23735 216 678 2258 24 660 240063
1 dia 2 399 23 140 210176 2533 24 260 233 338
2 dias 2272 25308 223 189 2 686 26 487 247 846
3 dias 2348 23 267 221110 2576 24911 240717
4 dias 2 396 23204 216 333 2489 24 054 242 258
7 dias 2 355 21056 207 941 2 666 21772 226 838
Tabela 3.3. - Estudo de estabilidade de solu¢bes aquosas de trans-2-nonenal
) Valores de dreas de pico de solugoes de trans-2-
Valores de areas de pico de solugdes de trans-2-
o nonenal condicionadas a temperatura ambiente e
Tempo nonenal condicionadas a 22,0 + 1°C no escuro
expostas a luz
Co=1x10" M[Cppp =1x10°M| Cp, =1x10"M Coa=1x10"M [Cpu =1x10° M| Cy, =1x10° M
0 dias 2712 27 740 275736 2678 26 565 275 960
1 dia 2150 24 274 245 947 324 25775 278715
2 dias 1 809 22231 225 308 0 15 475 253 495
3 dias 109 14 950 200 834 0 6 480 235255
4 dias 0 4347 166 881 0 2740 217 285
7 dias 0 0 40 567 0 0 142 990
Sensibilidade: 0,02 AUFS
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o i g
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& 20000 %
g 7 + [trans-2-nonenall=1e-7M; 22°C escuro
O 15000 + X [trans-2-nonenal]=1e-7M; tp ambiente
% i A [trans-2-nonenall=1e-6M; 22°C escuro
o 10000 - v [trans-2-nonenalj=1e-6M; tp ambiente
8 & [trans-2-nonenal]=1e-5M; 22°C escuro
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Figura 3.4. - Valores de area de pico de solu¢bes de frans-2-nonenal em meio dgua/acetonitrilo,

50:50 (v/v)
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Figura 3.5. - Valores de drea de pico de solu¢des de trans-2-nonenal em meio aquoso.

E possivel verificar pelos resultados apresentados na figura 3.4., que as solugdes de
trans-2-nonenal preparadas em dgua/acetonitrilo 50:50 (v/v), mantiveram a sua concentragio
nas duas condigdes em que foram testadas. Pelo contrario, as solugdes de trans-2-nonenal
preparadas em Agua mostraram ser instdveis em ambas as situagdes testadas (figura 3.5.).
Verifica-se, igualmente, que ndo existe um comportamento distinto entre as solucOes
armazenadas ao abrigo da luz e as solugOes expostas a luz.

No ponto 2 - Parte I, foram discutidas algumas reac¢es/mecanismos que poderdo
justificar o abaixamento do sinal deste aldeido em meio aquoso, nomeadamente, a adicio de
dgua ao grupo carbonilo, a reac¢do alddlica, ou o equilibrio tautomérico.

Uma outra reac¢do que poderd, igualmente, ser responsdvel pelo abaixamento do sinal
observado encontra-se descrita por Collin e Nogl [15]. Estes autores referem que o trans-2-
nonenal em 4gua, rapidamente origina o composto 3-hidroxinonanal. Esta reacgdo foi
igualmente estudada por Barker e colaboradores [14] (figura 3.13. Parte I), que verificaram
que a adi¢do de dgua € apreciavelmente extensa para aldeidos de cadeia longa.

A principal conclusdo a retirar dos resultados obtidos neste estudo € a de que as

solucoes aquosas de frans-2-nonenal nao sao estdveis, e devem ser preparadas em meio

dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v) para aumentar a sua estabilidade.
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4. — Desenvolvimento da metodologia

experimental para a determinacdo de

trans-2-nonenal em solucoes modelo

4.1.— Estudo e optimizagdo de um sistema de destilagdo por arrastamento de vapor

para extracgdo do frans-2-nonenal
4.2. — Estudo da eficiéncia de colunas C18 na extracgdo e concentraco de trans-2-

nonenal em solugdes aquosas

4.—  Desenvolvimento da metodologia experimental para a determinacio de trans-2-

nonenal em solu¢des modelo

4.1.— Estudo e optimizacio de um sistema de destilacio por arrastamento de vapor

para extrac¢io do frans-2-nonenal

O desenvolvimento do método para a determinagdo de trans-2-nonenal na cerveja,
iniciou-se pelo estudo e optimizagdo dos varios passos envolvidos na metodologia adoptada,
em solugdes modelo. Deste modo, comegou-se por estudar o grau de extraccio do trans-2-
nonenal usando o processo de destilagdo por arrastamento de vapor num sistema como o
representado na figura 4.1. Estudou-se a influéncia da forga idnica da solugio a ser destilada,
0 volume da solugdo a destilar, o volume de destilado a recolher, e por fim, a repetibilidade do

processo de destilagao.
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Parte II — Desenvolvimento do Método

Os procedimentos experimentais seguidos, os resultados e as conclusdes respectivas a

cada estudo, encontram-se descritos seguidamente.

saida de agua

agua geradora
de vapor

#

entrada de agua

amostra

manta de recolha do
aquecimento destilado

Figura 4.1. - Representaciio esquemitica da montagem experimental efectuada para uma destilacio

por arrastamento de vapor
4.1.1. - Estudo da forga iénica na extrac¢io de frans-2-nonenal

Atendendo a que o trans-2-nonenal € um composto muito pouco polar, estudou-se a
influéncia da forga idnica da solugdo a destilar no grau de extracciio do trans-2-nonenal.

Para o estudo do efeito da forga iénica na extracgdo de trans-2-nonenal realizaram-se
dois conjuntos de ensaios distintos do seguinte modo: num ensaio prepararam-se cinco
solugdes aquosas de frans-2-nonenal, 1x10°M, de 100mL cada, contendo, respectivamente,
uma concentragdo em NaCl de 0, 0,2, 0,3, 0,5 e 1,0 M. Estas solugdes foram destiladas
individualmente por arrastamento de vapor tendo-se fixado como volume a recolher em cada
destilagdo, 20,0 mL. O volume recolhido foi posteriormente diluido a 100mL e analisado por
CLAE.

O segundo conjunto de ensaios foi realizado do mesmo modo que o primeiro, com a
diferenca de terem sido destiladas solugdes de trans-2-nonenal, 2,5x10°°M, com as seguintes
concentragdes de NaCl, 0,0,2,0,7, 1,5e 3,0 M.

Para o cilculo da percentagem de recuperag¢do de frans-2-nonenal de cada ensaio,
preparam-se, em paralelo, solugdes de controlo de trans-2-nonenal com concentracdes 1x10°

e 2,5x10°M, que foram analisadas sem serem destiladas. A percentagem de extrac¢do €
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4. — Desenvolvimento de uma metodologia experimental em solucdes modelo

calculada pela razio entre a drea de pico obtida na andlise da solugdo diluida do destilado e a
drea de pico da solu¢do de controlo que nido sofreu destilagéo.
Os resultados obtidos para cada um dos ensaios realizados estdo descritos na tabela

4.1.

Tabela 4.1. - Estudo do efeito da for¢a iénica na extracgio de frans-2-nonenal

de solucdes aquosas com diferentes concentragoes em NaCl

[trans-2-nonenal]mees = 1 x 10 M

Area de pico obtida Area de pico obtida com &

s com solugdio destilada solucdo de controlo s
0 20482 66,1
0,2 24173 78,0
0.3 18019 30992 58,1
0,5 18 597 60,0
1,0 18 702 60,3

[trans-2-nonenal ] ymosra = 2,5 X 10°M
[NaClJ/M Area de pico obFida com | Area de pico obtida com Recuperacio /%
solucgdo destilada solugiio de controlo
0 39 355 56,5
0,2 57 160 82,0
0,7 46 620 66,9
70 165

1,5 53000 76,0
3,0 39475 56,6

Sensibilidade: 0,02 AUFS

De acordo com as percentagens de recuperagiio de trans-2-nonenal obtidas, para as
solugbes de menor concentragdo no aldeido ndo € possivel distinguir uma tendéncia clara
sobre um aumento ou diminui¢do da extracgdo utilizando NaCl; contudo, o estudo realizado
para as solugdes mais concentradas de frans-2-nonenal parece indicar que ocorre uma melhor
extraccdo deste aldeido na presenca de NaCl relativamente a situagdio em que ndo €
adicionado o sal.

Verifica-se igualmente, em ambos os estudos efectuados, que a destilagdo de solugdes
de trans-2-nonenal com uma concentragio de NaCl, 0,2M, mostrou ser a mais vantajosa para
a recuperagdo do analito em estudo, pelo que, optou-se por fixar esta concentracdo de NaCl

nas solugdes a destilar.
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4.1.2. — Estudo do efeito do volume de amostra a destilar na extraccao do trans-2-

nonenal

Com este estudo pretendeu-se verificar qual a influéncia do volume inicial de solugdo

a destilar no grau de recuperagio de trans-2-nonenal,

Este estudo foi realizado para trés concentracdes distintas de frams-2-nonenal na
solugdo a destilar, respectivamente, 1 x 107M, 1 x 10°M e 1 x 10°M, em meio aquoso, 0,2M
em NaCl. Para cada concentragio ensaiaram-se cinco volumes de amostra diferentes,
respectivamente, 25, 50, 100, 150, 200 e 300 mL. Recolheram-se em todos os ensaios o
mesmo volume de destilado 25,0 mL. Por fim, antes de proceder 2 andlise por CLAE, diluiu-
se o destilado recolhido ao volume inicial respectivo. Para o cdlculo da percentagem de
recuperagdo de trans-2-nonenal de cada ensaio, preparam-se paralelamente solugbes controlo
de trans-2-nonenal, com concentragdes de 1 x IO'TM, 1x10°Me 1x 10°M. Calculou-se este

valor do modo descrito nos ensaios anteriores.

Os resultados obtidos para cada ensaio realizado e a percentagem das recuperagtes de

trans-2-nonenal respectivas estfo descritas na tabela 4.2.

Tabela 4.2. - Estudo do efeito do volume de soluciio a destilar na extracgio de frans-2-nonenal

[trans-2-nonenal e = 1 x 10°M

Volume inicial no baldo / mL Ar;)‘i:g‘;g‘g;’gﬁ?:(ia(i?m igig}i%ﬁi;ﬁt}}gﬁ) C(?:)n Recuperacio/%
25,00 1496 52,5
50,00 1 847 64,8
100,0 2 685 2849 94,2
200,0 2017 70,8
300,0 2169 76,1

[trans-2-nonenal]ymosr, = 1 X 10°M

Vol el ol . | A SR o e B oo | g cmpermgtr
25,00 17 239 60,6
50,00 20 008 70,3
100,0 23020 29 080 80,1
200,0 21 854 76,8
300,0 20533 72,2
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Continuacio da tabela 4.2.

[trans-2-nonenal |ymesra = 1 X 10° M

Volume inicial no baldo / mL Asr;'ﬁl g;opé‘;(;[%l;gga( ::;“ ‘:‘Jliaggg ELCEO?]IE:'O?S ‘(::f)l Recuperagio/ %
25,00 29 508 54,4
50,00 34 577 63,8
100,0 32 465 54190 59,9
200,0 38 785 71,6
300,0 34 947 64,5

(*)Sensibilidade: 0,02 AUFS
(**)Sensibilidade: 0,1 AUFS

Os resultados experimentais obtidos mostram que, a destilagio de volumes reduzidos
de amostra (25 mL e 50 mL) proporcionam niveis de recuperacio de frans-2-nonenal mais
baixos, do que quando sdo destilados volumes de amostra compreendidos entre 100 mL e
300mL (nestas condigdes, obtiveram-se niveis de recuperagio de trans-2-nonenal superiores e
aproximadamente constantes para as trés concentragdes ensaiadas do aldeido). Este
comportamento pode ser observado na figura 4.2.

A interpretagio dos resultados obtidos ndo ¢ simples porque a percentagem de
recuperagdo do frans-2-nonenal ndo depende claramente da sua concentragio inicial.
Contudo, o aspecto experimental mais importante que se pode concluir dos resultados obtidos
¢ que o frans-2-nonenal € recuperado num volume pequeno de destilado recolhido, mesmo

quando o volume a destilar € elevado.

100+

90':
80
70'-
60 A
50-
40-
30 ® [trans-2-nonenal]=1x 107 M

- ® [trans-2-nonenal]=1x 10° M
204

101

0 L) 1 . T Y 1 L] ) L 1 ¥ T

0 50 100 150 200 250 300
Volume de amostra no baldo / mL

A [trans-2-nonenal]=1x 10° M

Recuperagao do trans-2-nonenal / %

Figura 4.2. - Representagio grifica das recuperacbes de frans-2-nonenal obtidas no estudo da

variac¢io do volume de amostra a destilar na extracciio de trans-2-nonenal.
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4.1.3. - Estudo da evoluciio da extraccio de frans-2-nonenal ao longo da recolha de

destilado em solu¢des modelo

Neste estudo, pretendeu-se averiguar o modo como o trans-2-nonenal & recuperado no
destilado recolhido ao longo da destilagio por arrastamento de vapor, com vista a
determinagdo do volume mais adequado a destilar, para a recolha Optima de trans-2-nonenal
nesse processo.

Este estudo foi realizado com solugdes aquosas de rrans-2-nonenal e com solugdes de
trans-2-nonenal contendo 6% (v/v) em etanol, esta tltima para simular a percentagem de
etanol existente na cerveja.

Procedeu-se a destilagdo das solugdes modelo de trans-2-nonenal (volume amostra de
100mL), em meio NaCl 0,2M, com diferentes concentracGes deste aldeido, respectivamente,
1x10°M, 1x10°M e 1x10"M. Durante a destilagdo recolheram-se fracgdes sucessivas de
destilado de 5,0 mL, tendo-se diluido rigorosamente cada fracglo recolhida a 100mL para
posterior andlise por CLAE. O cdlculo da percentagem de recuperagdes obtidas foi feito de

modo semelhante ao indicado nos ensaios anteriores.

Os resultados obtidos para os ensaios realizados em meio aquoso e em meio

dgua/etanol, 6% (v/v) estdo descritos nas tabelas 4.3. e 4.4,

Tabela 4.3. - Estudo da evolugdo da extracgio do frans-2-nonenal

ao longo da destilagiio de solugdes aquosas

[trans-2-nonenal | o = 1 x 1007M

Fracgio Area de pico obtida com | Area de pico obtida com Recuperagio | Recuperacio
recolhida /mL solug@o destilada (*) solugdo de controlo (*) parcial /% total /%
0-5 1512 52,6 52,6
5-10 70 2,5 55,1
10-15 0 2876 0 55,1
15-20 0 0 55,1
20-25 0 0 55,1
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Continuacio tabela 4.3,

[trans-2-nonenal]ymeswa = 1 X 10°M

Fracgdo Area de pico obtida com | Area de pico obtida com | Recuperacéio Recuperacio
recolhida /mL solucdo destilada (*) solucdo de controlo (*) parcial /% total /%
0-5 22 642 75,5 75,5
5-10 2381 79 734
10-15 147 29 989 0,5 83,9
15-20 0 0 83,9
20-25 0 0 83,9
[trans-2-nonenal]ymesra = 1 X 10°M
Fracgao Area de pico obtida com | Area de pico obtida com | Recuperagio Recuperagio
recolhida /mL solucdo destilada (**) | solugdo de controlo (**) parcial /% total /%
0-5 38923 67,6 67,6
5-10 2936 51 72,7
10-15 787 57 556 1,4 74,1
15-20 378 0,7 74,8
20-25 121 0,2 75,0

(*) - Sensibilidade: 0,02 AUFS; (**) - Sensibilidade: 0,1 AUFS

Tabela 4.4. - Estudo da evolugio da extraccio do frans-2-nonenal ao longo da destilagao de solugdes

agua:etanol, 6% v/v

[trans-2-nonenal]mosra = 1 X 107M

Fracgio Area de pico obtida com | Area de pico obtida com | Recuperacio Recuperacao
recolhida /mL solucdo destilada (*) solugio de controlo (*) parcial /% total /%
0-5 2.521 78,2 78,2
5-10 224 6,9 85,1
10-15 0 2876 0 85,1
15-20 0 0 85,1
20-25 0 0 85,1
[trans-2-nonenal]umesma = 1 x 10°M
Fracgao Area de pico obtida com | Area de pico obtida com | Recuperacio | Recuperaciio
recolhida /mL solucio destilada (*) solucdio de controlo (*) parcial /% total /%
0-5 30 254 75,1 75,1
5-10 3301 8,2 83,3
10-15 528 40 268 1,3 84,6
15-20 283 0,7 85,3
20-25 0 0 85,3
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Continuacéo da tabela 4.4.

[trans-2-nonenal]ymosr = 1 x 10°M

Fracgdo Area de pico obtida com | Area de pico obtida com | Recuperacio Recuperacio
recolhida /mL solucdo destilada (*) solucdo de controlo (*) parcial /% total /%
0-5 49619 70,6 70,6
5-10 9209 13,1 83,7
10-15 1 908 70 289 2,7 86,4
15-20 522 0,7 87,1
20-25 72 0,1 87,2

(*) - Sensibilidade: 0,02 AUFS
(**) - Sensibilidade: 0,1 AUFS

O perfil de recuperagdes obtido (figura 4.3.) revela que o trans-2-nonenal € extraido
logo nas primeiras fracgdes de destilado recolhidas, quer nas solugdes aquosas, quer nas

solugdes contendo etanol. Verifica-se, igualmente, que a recolha de 25 mL de destilado €

suficiente para a extracgdo completa de trans-2-nonenal em todos os casos estudados.

Por comparagiio entre as recuperacdes obtidas no processo de destilagio por
arrastamento de vapor das solugdes aquosas e das solugdes de dgualetanol, 6% (v/v), verifica-
s que a extrac¢ao do aldeido € mais extensa na presenca de etanol. Estes resultados
compreendem-se se atendermos ao facto de o frans-2-nonenal ser praticamente insoltivel em
dgua e durante a destilagdo (das solugdes aquosas), poder ficar retido na superficie do
sistema, nomeadamente nas paredes do vidro do sistema de destilagdo. Pelo contrério, quando
sdo destiladas solugGes contendo etanol, € possivel que o alcool ajude a remogdo do aldeido
da superficie do sistema, contribuindo assim para uma maior eficiéncia de extrac¢do do trans-
2-nonenal. Este facto, constitui uma vantagem para a destilag@o por arrastamento de vapor de
amostras de cerveja que contém etanol.

Relativamente a eficiéncia de extraccio do trans-2-nonenal para solucdes com
diferentes concentragGes deste aldeido, através dos resultados obtidos com solugdes aquosas,
ndo foi possivel estabelecer uma tendéncia clara para um aumento ou diminuigio da eficiéncia
da destilagdo. Contudo, de acordo com os valores de percentagem de recuperagao do trans-2-
nonenal obtidos para as solugBes etandlicas, verificou-se que a eficiéncia do processo de
destilagdo € independente da concentraciio inicial deste aldeido; estes resultados vdo de

encontro aos obtidos no estudo do ponto 4.1.2.
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Figura 4.3. - Perfil de extracciio de frans-2-nonenal durante uma destilacao por arrastamento de vapor

em solu¢des modelo a) aquosas b) agua/etanol, 6% (v/v)

4.2. - Estudo da eficiéncia de colunas C18 na extrac¢io e concentracio de trans-2-

nonenal em solu¢bes aquosas

Para isolar e concentrar o aldeido frans-2-nonenal utilizaram-se colunas de extrac¢io
em fase sélida do tipo C18. Neste passo, estudou-se em solugdes modelo, a eficiéncia de
extrac¢do de frans-2-nonenal e a influéncia do etanol, no processo de retengdo do trams-2-
nonenal nessas colunas.

O procedimento seguido e os resultados obtidos correspondentes ao estudo individual

de cada um dos aspectos referidos, encontram-se descritos nos pontos seguintes.
4.2.1. - Estudo da eficiéncia da extraccao de tfrans-2-nonenal em colunas C18

Este estudo pretendeu avaliar o nivel de recuperagdo de trans-2-nonenal em colunas
de extraccao em fase solida C18. Utilizaram-se solugdes com diferentes concentragtes de
trans-2-nonenal que se submeteram ao tratamento com a coluna C18, e no fim se analisaram
por CLAE.

Neste estudo prepararam-se trés solucdes de trans-2-nonenal em dgua com as
seguintes concentragdes de 4x10°M, 16x10°M e 4x10°M. Em seguida, fez-se atravessar
25,00 mL de cada solucdo de trans-2-nonenal pelas colunas C18, e posteriormente, fez-se a
eluigdo do trans-2-nonenal retido na coluna com duas fracgdes de 1,00 mL de acetonitrilo
sucessivas, que se mantiveram separadas. No fim, cada uma dessas fraccdes foi analisada por

CLAE.
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Paralelamente, prepararam-se do mesmo modo,

trés  solugdes de franms-2-nonenal com uma

concentragdo 25 vezes superior (correspondente ao AmostER
factor de concentragio resultante do modo de
extrac¢do) como solugdes de controlo para cilculo da
eficiéncia deste processo.
adaptador

Dada a baixa estabilidade deste aldeido em

/ coluna C18

trompa
de vacuo

meio aquoso, apls a preparacdo das respectivas

solucdes, procedeu-se 2 realizagio imediata do ensaio.
Para cada concentragio de frans-2-nonenal

estudada foram realizados trés ensaios independentes.

kitasato

Os valores obtidos da percentagem de

- . d ’ L d Figura 4.4. - Representacfio esquemitica da
recuperacao apos extraccao frans-2-nonena das
shperigae ag L © montagem experimental utilizada para a

solugSes modelo, encontram-se tabelados seguidamente  eluigiio de solugdes por colunas C18.

(ver tabela 4.5).

Tabela 4.5. - Estudo da eficiéncia da extraccio de frans-2-nonenal

de solucdes aquosas em colunas C18

[trans-2-nonenal]ymose=4x10° M — concentragdo de 25 vezes — [trans-2-nonenal]y,=1x10" M

Fraccdo de Area de pico obtida com | Area de pico Recuperacao
Ensaio ) . Recuperacao/%
acetonitrilo /mL | solugdo concentrada prevista média /%

0-1 2056

1 68,5
1-2 0
0-1 1985

2 3002 66,1 67,2
1-2 0
0-1 2050

3 68,3
1-2 0
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Continuacio da tabela 4.5.

[trans-2-nonenal]ymosra=16x10" M — concentragdo de 25 vezes — [trans-2-nonenal].ya,=4x10" M

. Fracgdo de Area de pico obtida com | Area de pico Recuperacio
Ensaio o Recuperagao/%
acetonitrilo /mL |  solugdo concentrada prevista média /%

0-1 8 808

1 83,5
1-2 0
0-1 8774

2 10 543 83,2 81,9
1-2 0
0-1 8 331

3 79,0
1-2 0

[trans-2-nonenal]mesya=4x10° M — concentragio de 25 vezes — [trans-2-nonenal]guae=1x10° M

: Fracgdo de | Area de pico obtida com | Area de pico Recuperagio
Ensaio : Recuperacao/ %
acetonitrilo /mL |  solugo concentrada prevista média /%

0-1 26 606(*)

1 106,8(*)
1-2 0
0-1 20390

2 24919 81,8 85,0
1-2 0
0-1 21 945

3 88,1
1-2 0

(*) — valor desprezado

Sensibilidade: 0,02 AUFS

Os resultados obtidos para a extracgdo e concentragdo de trans-2-nonenal nas
condigdes atrds descritas, mostram que as perdas relativas deste aldeido sdo superiores
quando se utilizam solu¢Ges menos concentradas, ou seja, parece haver uma perda sistemadtica
e constante de trans-2-nonenal que se torna percentualmente mais significativa quanto menor
a concentragio da solugdo inicial de trans-2-nonenal.

Verificou-se também que, na primeira fracgdo de 1,00mL de acetonitrilo o trans-2-

nonenal retido é todo eluido.

4.2.2. - Estudo da eficiéncia das colunas C18 na extracciio de frams-2-nonenal em

solucoes etandlicas

A importéncia da influéncia do etanol no passo de extracgdo e concentracdo de trans-
2-nonenal por colunas C18, deriva do facto de este dlcool ser voldtil e, portanto, serd de
esperar que seja co-destilado com o trans-2-nonenal durante a destilagdo por arrastamento de

vapor da amostra de cerveja. Pretende-se, assim, verificar se a passagem de uma solugiio de
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trans-2-nonenal contendo etanol afecta a retengdo deste aldeido na coluna C18, ji que o

etanol influencia a polaridade do meio e pode, por isso, diminuir a retengio.

Este estudo foi realizado para trés conjuntos de solugdes aquosas de frans-2-nonenal,
com concentragdes respectivas de 4x10'9M, 16x10°M e 4x10'8M, e com diferentes teores em
etanol, respectivamente, 1, 5, 10, 20 e 40% v/v . Como nos primeiros ensaios se verificou que
a influéneia do etanol era observada quando se eluiam solucdes com teores deste dlcool entre
20% e 40%, realizou-se um novo ensaio em que se estudou a influéncia do etanol para
solugdes com teores em etanol de, 20, 25, 30, 35 e 40% (v/v).

De cada solugio fez-se atravessar por uma coluna C18 um volume de 25,00 mL,
tendo-se eluido a fraccdo de trans-2-nonenal retida na coluna com 1,00 mL de acetonitrilo.
Realizou-se em simultineo a andlise de solugdes aquosas padrdo de trans-2-nonenal (com
concentragdo 25 vezes superior, correspondentes ao factor de concentragdo) para o cilculo da

recuperagdo obtida nestes ensaios.

Os resultados obtidos para cada um dos estudos efectuados encontram-se na tabela 4.6.

e natabela 4.7.

Tabela 4.6. - Estudo da eficiéncia da extraccao do frans-2-nonenal

de solucdes etanélicas (1, 5, 10, 20 e 40 % de EtOH v/v) em colunas C18

[trans-2-nonenal | ymosr=4x10° M — concentragio de 25 vezes — [trans-2-nonenal],.=1x10" M

Area de pico obtida com

[EtOH] / % (v/v) solugio concentrada Area de pico prevista Recuperacio / %
1 1 656 66,3
5 1 866 74,7
10 1274 2499 51,0
20 1775 71,0
40 472 18,9

[trans-2-nonenal]ymesr,=16x10° M — concentragio de 25 vezes — [frans-2-nonenallau,=4x10" M

Area de pico obtida com

[EtOH] / % (v/v) solugio concentrada Area de pico prevista Recuperacao / %
1 8618 75,1
5 8121 70,7
10 7777 11479 67,7
20 7765 69,5
40 2 668 23,2
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Continuacio da tabela 4.6.

[trans-2-nonenal | ymose,=4x10° M — concentragdo de 25 vezes — [rrans-2-nonenal]elum=IxlO'G M

Area de pico obtida com

[EtOH] / % (v/v) Area de pico prevista Recuperacio / %
solugcdo concentrada
1 18 194 71,9
5 19 436 76,8
10 22 369 25310 88.4
20 21 864 86,4
40 7 106 21,6

Tabela 4.7. - Estudo da eficiéncia da extrac¢ao do frans-2-nonenal

de solugdes etandlicas (20, 25, 30, 35 ¢ 40 % de EtOH v/v) em colunas C18

[trans-2-nonenal | ymos=4x10° M — concentracdo de 25 vezes — [trans-2-nonenal]ea,=1x10" M

[EtOH] / % (v/v)

Area de pico obtida com

solugdo concentrada

Area de pico prevista

Recuperacio / %

20 2357 98,1
25 2044 85,1
30 2212 2402 92,1
35 1785 74,3
40 617 25,7

[trans-2-nonenal]ymesrs=16X10" M — concentragdio de 25 vezes — [trans-2-n

onenallyue=4x10" M

Area de pico obtida com

[EtOH] / % (v/v) Area de pico prevista Recuperagio / %
solugdo concentrada
20 9341 84,4
25 9177 82,9
30 8 346 11 070 75,4
35 9215 83,2
40 4279 38,7

[trans-2-nonenal]ymea=4x10° M — concentragi

o de 25 vezes — [trans-2-nonenally,.=1x10° M

[EtOH] / % (v/v)

Area de pico obtida com

solugdo concentrada

Area de pico prevista

Recuperacio / %

20 21217 83,8
25 22 481 88,8
30 21576 25294 85,2
35 14 861 58,7
40 6 884 27,2

Sensibilidade: 0,02 AUFS
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Conforme se pode verificar pelos resultados obtidos para o primeiro conjunto de
ensaios realizados (elui¢io de solugdes de frans-2-nonenal com um teor em etanol de 1, 5, 10,
15, 20 e 40% v/v), as solugdes com teores de etanol compreendidos entre 1% e 20%
apresentaram indices de recuperagdo do aldeido elevados e relativamente préximos. Por sua
vez, quando se eluiu a solucdo com o teor mais elevado em etanol, 40% v/v, verifica-se uma
acentuada perda do sinal do frans-2-nonenal, o que indica que parte deste aldeido é eluido
durante a passagem da amostra.

O estudo mais detalhado do efeito do etanol na eluigdo das solucdes de trans-2-
nonenal ensaiadas (solugdes com um teor em etanol de 20, 25, 30, 35 e 40% v/v), permitiu
concluir que o teor em etanol na solugio que se faz eluir pela coluna afecta a retencdo deste
aldeido, apenas para percentagens superiores a 30% v/v, nestas condicdes experimentais.

No grafico 4.5. estdo representadas as recuperagdes obtidas para todas as situacdes
ensaiadas. E possivel observar pelo perfil de recuperagdes obtido a existéncia de um patamar
de recuperagdes de trans-2-nonenal que € independente quer do teor inicial do analito, quer do

teor inicial de etanol (neste tltimo caso até cerca de 30% v/v).

-
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Figura 4.5. - Representagio gréfica do efeito do teor em etanol na percentagem de recuperacio de frans-2-

nonenal para diferentes concentracoes deste composto

4.2.3. - Estudo da influéncia da dilui¢io de solugdes de frans-2-nonenal de meio dgua e

etanol na extracc¢iio de frans-2-nonenal em colunas C18

Este estudo vem no seguimento dos resultados obtidos no ensaio anterior, onde se
verificou que solugdes de trans-2-nonenal com percentagens de etanol superiores a 30% (v/v)

alteravam a retengdo deste aldeido em colunas C18. Assim, este estudo pretende simular qual
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a dilui¢do mais adequada a fazer apés a destilagdo por arrastamento de vapor de uma solugio
com aproximadamente 6% (v/v) em etanol, por forma a diminuir a percentagem de etanol da
solugdo que € feita passar pela coluna CI18, e assim, diminuir a possibilidade do rrans-2-

nonenal ser eluido durante a passagem da amostra.

Neste ensaio prepararam-se trés solucdes de concentracdo distinta de trans-2-nonenal,
respectivamente, 4x10°M, 16x10°M e 4x10®M, com um teor em etanol de 60% (v/v) (este
serd o teor em etanol que existe em 25mL de destilado recolhido por destilagdo de 250mL da
solugdo modelo contendo 6% de etanol, se todo o etanol for destilado). Mediram-se aliquotas
de 25,00mL de cada uma destas solugdes e procedeu-se a diluigdes de 2, 3 e 4 vezes com
dgua, para se obter respectivamente, 50, 75 e 100mL de solucdo final. Seguidamente,
procedeu-se a passagem de cada uma destas solu¢des por colunas C18, eluiu-se a fracgio
retida com 1,00mL de acetonitrilo e analisou-se por CLAE.

Paralelamente, preparam-se trés solugdes de frans-2-nonenal de concentragio 1x10°
°M, 4x10'M e 1x107M, para o cdlculo da recuperagdo do aldeido nas diferentes situagdes

ensaiadas. Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 4.8.

Tabela 4.8. - Estudo da influéncia da dilui¢ao de solucoes etanélicas de frans-2-nonenal

na extracciio em colunas C18

[trans-2-nonenal],moga = 4 x 10° M

Vol. amostra | Volume de [trans-2- |Areade pico|
Percentagem ‘ Area Prevista
diluida que | EtOH que nonenal] da | obtida com
em EtOH na [trans-2-nonenal] | Recuperagio/ %
atravessaa | atravessa a solugdo solugdo "
solucdo =1x10"'M
coluna C18/mL| coluna/mL diluida/M | concentrada
25,00 60 % 4x107 0 0 %
50,00 30 % 2x 107 220 103 %
15 2142
75,00 20 % 1,33 x10” 1536 71,7 %
100,0 15 % 1x107 1650 77.0%
[trans-2-nonenal] ymogra = 1,6 x 10° M
Vol. amostra | Volume de [trans-2- |Area de pico|
Percentagem Area Prevista
diluida que EtOH que nonenal] da | obtida com
em EtOH na [trans-2-nonenal] |Recuperagao/%
atravessaa | atravessa a solugio solugdo N
solugio =4x10°M
coluna C18/mL| coluna/mL diluida/M |concentrada
25,00 60 % 4x 107 0 0 %
50,00 30 % 2x 107 7083 77,7 %
15 - 9112
75,00 20 % 1,33 x107 9829 >100 %
100,0 15 % 1 x 107 8 746 93,0 %
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Continuagio da ta

bela 4.8.

[trans-2-nonenal] ynoswa = 4 x 10°M

Vol. amostra | Volume de [trans-2- |Area de pico|
. Percentagem Area Prevista
diluida que EtOH que nonenal] da | obtida com
em EtOH na [trans-2-nonenal] | Recuperagio/ %
atravessa a | atravessa a solugdo solugdo 5
solucdo =1x10"M
coluna C18/mL| coluna/mL diluida/M | concentrada
25,00 60 % 4x10° 513 1,85 %
50,00 30 % 2x10° 17 394 62,7 %
15 . 27720
75,00 20 % 1,33 x10° 22 737 82,0 %
100,0 15 % 1x10° 23 226 83,8 %
Sensibilidade: 0,02AUFS
o
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Figura 4.6. - Representaciio grafica da percentagem de recuperacio de frans-2-nonenal em fungiio

da percentagem de etanol da solucido. Volume total de etanol que atravessa a coluna = 15 mL;

Volume de solucao variavel

Conforme se pode verificar pelos resultados acima descritos, existe um efeito de

eluigdo do frans-2-nonenal pelo etanol, que € tdo mais significativo quanto maior o teor em

etanol presente. Contudo, verificou-se igualmente, que quando se procede a dilui¢io da

mesma solugdo antes de a fazer passar pela coluna C18, € possivel evitar as perdas deste

aldeido por essa via; ou seja, neste processo € mais acentuada a perda por elui¢do do trans-2-

nonenal quando o teor em etanol € elevado e o volume total da solugdo que atravessa a coluna

¢ baixo, do que quando o volume da solu¢do que atravessa a coluna € elevado e a

concentragdo em etanol € baixa.

Em face dos resultados obtidos, optou-se por diluir as amostras provenientes do

destilado, até um teor de etanol de, cerca de, 15 % (v/v).
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5. - Desenvolvimento da metodologia

experimental para a  separa¢cdo e

quantificagdo de trans-2-nonenal na cerveja

5.1. — Identificagdo do sinal do trans-2-nonenal na cerveja
5.2. - Optimizagdo das fases cromatograficas para a resolugdo do sinal do trans-2-
nonenal em cerveja

5.3. — Estudo da influéncia de alguns factores na determinagéo de trans-2-nonenal

S. — Desenvolvimento da metodologia experimental para a separagio e quantificacdo

de frans-2-nonenal na cerveja
5.1. — Identificagdo do sinal do frans-2-nonenal na cerveja

Ap0s o estudo das condigdes experimentais para a extrac¢do e quantificagdo do trans-
2-nonenal em solugdes modelo, aplicou-se essa metodologia para identificar o sinal relativo a

este aldeido em amostras de cerveja.

Para o efeito, prepararam-se dois extractos de cerveja seguindo o planeamento
experimental ilustrado no Esquema 1. A identificagdo do sinal do frans-2-nonenal em cerveja,
foi realizada por comparagio entre o cromatograma do extracto de cerveja ndo contaminada

(amostra A) e o cromatograma do extracto de cerveja contaminada a priori com trans-2-
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nonenal (amostra B).

Esquema 1

Adigio de 2,9g NaCl‘/

Amostra de cerveja,
500mL

Adicdo de 2,9g NaCl +

adigdo de 1,00mL de uma solugdo
\ de trans-2-nonenal 2x10°M

Amostra A
250 mL, 0,2M NaCl

Amostra B
250 mL, 0,2M NaCl,
[trans-2-nonenal],;.=8x10°M

Destilagdo por
arrastamento de vapor

Amostra A
Volume de destilado
recolhido = 25mL

Amostra B
Volume de destilado
recolhido = 25mL

Diluigdo do destilado a 100mL
e passagem desta solugdo por
uma coluna C18. Eluicao da

Amostra A
Extracto de cerveja

frac¢do retida com
1,00 mL de acetonitrilo

Amostra B
Extracto de cerveja
[trans-2-nonenal],g;.=2x10°M

Andlise cromatogrifica

Amostra A

Cromatograma da amostra A

Amostra B
Cromatograma da amostra B

Neste ensaio foram utilizadas cervejas previamente submetidas a envelhecimento

forgado. Estas cervejas possuem, em principio, um teor em trans-2-nonenal mais elevado do

que cervejas frescas, o que contribuiu para facilitar a identificagfo do sinal.

Pela comparacdo dos cromatogramas respectivos 4 amostra A e & amostra B, foi
possivel verificar que a contaminag¢@o da amostra B com trans-2-nonenal provocou o aumento
de um pico com o tempo de retencéo de, cerca de, 15 min (figura 5.1.). Admitiu-se que este

pico € correspondente ao aldeido trans-2-nonenal embora, como € ébvio, seja impossivel

garanti-lo com base apenas nesta técnica.
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Pico c}o trans-2-nonenal.
Area de pico: 9 752

a)

b)

Pico do trans-2-nonenal.

Area de pico: 16 406

\wl.ral

16 .52

Figura 5.1. — Picos cromatograficos obtidos a partir de extractos de cerveja envelhecida para

identificacfio do sinal de frans-2-nonenal. Em a) andlise de um extracto de cerveja envelhecida; em b)

analise de um extracto de cerveja envelhecida contaminada a priori com trans-2-nonenal. Condigdes

cromatograficas descritas no Quadro I (Composicao do eluente, agua/acetonitrilo, 55:45 (v/v)).

5.2.— Optimizacao das fases cromatograficas para a resolu¢io do sinal do trans-2-

nonenal em cerveja

Uma vez identificado o sinal relativo ao trans-2-nonenal em cerveja, estudaram-se as

condi¢des cromatograficas mais adequadas com vista a resoluc@o deste sinal. Igualmente se

procuraram condi¢des de minimizacao do tempo de andlise.

Para a determinacdo das condicOes cromatogréficas que permitissem a resolucdo do

pico do frans-2-nonenal, ensaiaram-se diferentes composi¢des de fase mével, mantendo a fase

estaciondria em uso (pré-coluna e coluna Nucleosil, C8), nomeadamente:

agua/acetonitrilo, 60:40 (v/v);
dgua/acetonitrilo, 55:45 (v/v);
dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v);
tampdo acetato, pH 4, 25 mM/acetonitrilo, 55:45 (v/v);
tampdo fosfato, pH 8, 25 mM/acetonitrilo, 55:45 (v/v)

Foram, igualmente ensaiadas, diferentes composi¢des de fase mdvel para uma fase

estaciondria alternativa (pré-coluna e coluna Nucleosil, C18, Macherey-Nagel),

nomeadamente:

dgua/acetonitrilo, 30:70 (v/v),
agua/acetonitrilo, 40:60 (v/v);
dgua/acetonitrilo, 45:55 (v/v),
dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v);
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O extracto de cerveja foi preparado de forma aniloga 2 ja descrita no ponto anterior
para a amostra A. Este extracto foi posteriormente contaminado com 500 uL de uma solugdo
padrdao de trans-2-nonenal, 6x10'6M, e diluido a um volume de 3,0 mL. Deste modo, foi

possivel a injec¢do de uma solugdo nas diferentes fases méveis ensaiadas, contendo uma

concentra¢io aprecidvel do aldeido em estudo.

Nas figuras 5.2. € 5.3. ilustram-se os picos cromatogrificos obtidos para as diferentes

situagdes ensaiadas.

a)

12.33

10.67

b)

< 16.00

16 .65

C)

pico do trans-2-
nonenal

27 .29

25.80

d)

16.17

e)

17 .38
18.25

17 .83

k'/

Figura 5.2 . - Picos cromatogrificos obtidos na analise de um extracto de cerveja com as seguintes

composi¢oes de fase mével: a) dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v); b) agua/acetonitrilo, 55:45 (v/v); ¢)

dgua/acetonitrilo, 60:40 (v/v); d) Tampio acetato, pH 4, 25mM/acetonitrilo, 55:45 (v/v); ¢) Tampio

fosfato, pH 8, 25mM/acetonitrilo, 55:45 (v/v). Fase estacionsria: Pré-coluna e coluna C8
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Figura 5.3. - Picos cromatogrificos obtidos por anilise de um extracto de cerveja com as seguintes

composicoes de fase mével: a) dgua/acetonitrilo, 30:70 (v/v); b) dgua/acetonitrilo, 40:60 (v/v); ¢)

dgua/acetonitrilo, 45:55 (v/v); d) d4gua/acetonitrilo, 50:50 (v/v). Condigdes cromatogrificas descritas

no Quadro 1. Fase estacionaria: Pré-coluna e coluna C18
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5. — Desenvolvimento de uma metodologia experimental em cerveja

Conforme se pode observar na figura 5.2., ndo foi possivel a resolucdo do pico do
trans-2-nonenal por alteracdo da composi¢do da fase mdvel utilizando a coluna com fase
estaciondria do tipo C8. Nestas condigdes € possivel observar que, aparentemente, existem
dois compostos que eluem conjuntamente com sinal atribuido ao frans-2-nonenal,
inviabilizando a quantificagdo rigorosa deste composto.

Os resultados obtidos utilizando fase estaciondria diferente, do tipo C18, mostraram-se
mais satisfatérios (figura 5.3.). Nestas condig¢Oes, utilizando como fase mével uma mistura
dgua/acetonitrilo, 45:55 (v/v), parece conseguir-se resolver por completo o pico do trans-2-
nonenal dos restantes sinais. A titulo exemplificativo, ilustra-se na figura 5.4. o célculo do
pardmetro Rs — pardmetro de resolugdo de picos cromatogrificos — para um sinal deste

aldeido obtido na andlise de uma amostra de cerveja.

a) pico 3 b)
Dados:
Velocidade do papel = 1,00cm/minuto
t.1 = 16.29 minutos
pico 2 t,2 = 17.47 minutos
trans-2-nonenal ‘ t,3 = 18.57 minutos
e “'c': p % =
[ \ Calculo do parametro de resolucio Rs:
- [ Rs=2.(ty-tx)/ (Wy+ Wx)
em que, Rs € a resolugdo, W € a largura da base
pico 1 do pico e t; € o tempo de retengio da espécie
3
L R:.2=24
s i 3 : R2,3=1,7
0,5cm (,5cm 0,8 cm
Figura 5.4. - a) Picos cromatograficos obtidos por andlise de um extracto de cerveja

(cromatograma apresentado no anexo A2, dia (); b) calculo do parametro Rs. Os valores de Rs
obtidos (ambos superiores a 1,5), confirmam que as condi¢des cromatograficas utilizadas

permitem a resolucao do sinal do aldeido em estudo

No Quadro II resumem-se as novas condigdes cromatograficas optimizadas para a

andlise de trans-2-nonenal em cerveja.

101



Parte I — Desenvolvimento do Método

Quadro 11

Condigoes cromatogrificas optimizadas para a anilise de frans-2-nonenal em cerveja

Fase estaciondria —
Conjunto pré-coluna e coluna, C18

Fase moével —

Composigdo do eluente, dgua/acetonitrilo, 45:55 (v/v); Fluxo, 1,00mL.min"!

Parametros de integragio -

Sensibilidade 0,05AUFS; Velocidade do papel, 1,00cm.min’"; Atenuagio, 1
Comprimento de onda de deteccio —

226 nm

5.3. - Estudo da influéncia de alguns factores na determinacdo de trans-2-nonenal

5.3.1. - Estudo da influéncia do pH na formacio do frans-2-nonenal durante a etapa de

destilaciio por arrastamento de vapor da cerveja

A quantidade de rans-2-nonenal que se forma na cerveja € bastante influenciada pelo
pH do meio. O pH condiciona todos os equilibrios em que o trans-2-nonenal participa, e
ainda, os mecanismos que conduzem 3 sua formagdo/degradacdo. Durante a etapa de
destilagdo por arrastamento de vapor, a cerveja € submetida a uma temperatura elevada, e
consequentemente, todas as reacg¢des que definem a concentragdo de trans-2-nonenal na
cerveja poderdo ser aceleradas ou eventualmente modificadas.

Estudou-se, por isso, qual o efeito que o PH da amostra exerce sobre a formagéo de

trans-2-nonenal durante o passo de destilagdo por arrastamento de vapor.

Para tal, destilaram-se amostras de 250 mL de cerveja, com os seguintes valores de
pH: 2, 3, PHeerveja, 5, 6, 7 € 10 (0 ajuste do pH da cerveja, prévio a destilacdo, foi efectuado
ap6s o estudo da influéncia da adicio de solugdo de dcido forte e base forte i cerveja,
conforme se encontra ilustrado na figura 5.5.).

Apos a recolha do destilado de cada cerveja ensaiada, realizou-se o procedimento
experimental jd referido, para a obtencio do extracto de cerveja. Em seguida, analisou-se cada

um dos extractos por CLAE com detecgdo espectrofotométrica.
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5. — Desenvolvimento de uma metodologia experimental em cerveja

A tabela 5.1. resume os valores de dreas de pico de trans-2-nonenal obtidos para cada

amostra de cerveja destilada neste ensaio. Estes valores encontram-se, também, representados

graficamente na figura 5.6.

Tabela 5.1. - Area do pico de frans-2-nonenal obtida apés destilagiio de cervejas

com valores de pH ajustados

PH da cerveja ensaiada Volume de dcido/base adicionado/pL Area de pico
2 1800 uL, HCI, 6M 67199
3 600 pL, HCI, 6M 6192

4 (pH da cerveja) - 1441
5 400 uL NaOH, 6M 1567
6 900 pL. NaOH, 6M 3694
7 1500 pL. NaOH, 6M 8810
10 2500 pL. NaOH, 6M 14149
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e \olume de HCI, 6M adicionado, u L

Figura 5.5. — Estudo da influéncia de adiciio de solugdes de dcido forte e de base forte no pH da

cerveja. Volume de cerveja ensaiada, 250 mL
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80000 -

i

Area de picode trans-2-nonenal
:
1

pH cerveja destilada

Figura 5.6. - Variacio dos valores de drea de pico de frans-2-nonenal apds a destilacao de cervejas

com diferentes valores de pH inicial

A representagio grifica da drea de pico de trans-2-nonenal com o pH da cerveja
destilada (figura 5.6.), revela a existéncia de um pH 6ptimo, para o qual, a formacao de trans-
2-nonenal durante a destilagio por arrastamento de vapor (por efeito do aquecimento), é
minima. O forte aumento da quantidade de trans-2-nonenal que se observa para pH inferior
ao pH da cerveja, jd havia sido caracterizado por Graveland et al.[25] e ainda por Stenroos et
al. [25]. Estes autores verificaram que a cerveja origina quantidades de trans-2-nonenal, cerca
de 100 vezes superior ao seu limite de percepgio, quando fervida em refluxo a pH 2.
Atribuiram essa formagéo de trans-2-nonenal devido a degradagdo dos seguintes dcidos:

- 4cido 9,12,13-triidroxi-10-octadecendico

- acido 9,10,13-triidroxi-1 1-octadecendico

- 4cido 9,10,11-triidroxi-12-octadecendico

Relativamente ao aumento progressivo da drea de pico do trans-2-nonenal que se
verificou quando sdo destiladas cervejas com valores de pH superiores ao pH da cerveja, ndo

foi encontrada na bibliografia pesquisada nenhum estudo que avancasse para uma explicacdo.
5.3.2. - Influéncia da adicdo de hidrazina ao destilado de cerveja
Perante a elevada intensidade do sinal que se obteve para as zonas extremas de pH, e

numa tentativa de comprovar que o composto que origina este mesmo sinal € o rrans-2-

nonenal, realizou-se um novo ensaio, em que se adicionou hidrazina ao destilado de cerveja.
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5. — Desenvolvimento de uma metodologia experimental em cerveja

Como a hidrazina é um nucledfilo forte, que interactua facilmente com compostos
carbonilicos conduzindo a4 formagio de hidrazonas (figura 5.7), pretendeu-se verificar se a

adicdo de hidrazina ao destilado provoca o abaixamento do sinal atribuido ao trans-2-nonenal.

R-CHO + H;)N-NH; <= R-CH=N-NH, + H)O

aldeido hidrazina hidrazona

Figura 5.7. - Equacao global da formacao de hidrazonas

Este resultado poderd servir como indicador de que o sinal € representativo de um
aldeido (trans-2-nonenal), embora ndo permita afirma-lo de forma inequivoca.

Com este ensaio pretendeu-se, igualmente, identificar outros sinais que aparecem no
cromatograma do extracto de cerveja relativos a compostos carbonilicos que, de acordo com o
referido, podem também diminuir de intensidade na presenca de hidrazina.

Para a realizaco deste ensaio efectuou-se o seguinte planeamento experimental.

Esquema 2

Destilagio por arrastamento
de vapor de uma cerveja
(pH ensaiado: 2 e 10)

Divisdo da solugdo em 2 Recolha d‘e ?SHmL de Divisdo da solugdo em 2
volumes iguais destilado e diluigdo a 90mL volumes iguais
Amostra A Amostra B
45mL + 5 mL de dgua 45 mL + 5 mL de uma
solucio de hidrazina, 0,5M.

Passagem desta solugio por | Tempo de equilibrio: 1 hora
uma coluna C18 e eluigdo da
fraccdo retida com 1,00mL de l

acetonitrilo

Amostra A Amostra B
Extracto de cerveja Extracto de cerveja

Anilise cromatogrifica

Amostra B Amostra B
Cromatograma da amostra B Cromatograma da amostra B
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Na Tabela 5.2. estdo descritos os valores de drea de pico de trans-2-nonenal obtidos

em extractos de cerveja destilada por arrastamento de vapor a pH 2 e a pH 10, com e sem

hidrazina.

Tabela 5.2. - Efeito da adicio de hidrazina na area de pico do frans-2-nonenal

Cerveja destilada a pH 2

Cerveja destilada a pH 10

Area de pico de trans-2-
nonenal no destilado

sem hidrazina

Area de pico de rrans-2-
nonenal no destilado

com hidrazina

Area de pico de trans-2-
nonenal no destilado

sem hidrazina

Area de pico de trans-2-
nonenal no destilado

com hidrazina

35590

165

5855

0

Na figura 5.8. pode observar-se a forma dos picos obtidos no extracto de uma cerveja

destilada por arrastamento de vapor a pH 2 com e sem adi¢fio de hidrazina.

pico do
frans-2-nonenal

17.54

15.93

—

18.75

20 .86

“

17 .53

15.96

pico do
frans-2-nonenal

18.71
20 .07

Figura 5.8. - Efeito da adicfio de hidrazina ao destilado de cerveja. a) pico do trans-2-nonenal no

extracto de uma cerveja destilada a pH 2 sem adic¢do de hidrazina ao destilado; b) pico do trans-2-

nonenal no extracto de uma cerveja destilada a pH 2 com adigao de hidrazina ao destilado
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5. = Desenvolvimento de uma metodologia experimental em cerveja

Pelos resultados obtidos, foi possivel verificar que a adi¢cdo de hidrazina ao destilado
das cervejas ensaiadas com pH 2 e com pH 10, provocou o desaparecimento quase completo
do sinal com o tempo de retengdo igual ao tempo de retencdo do frans-2-nonenal. Este
resultado serve para reforgar a indicagdo que o sinal que € obtido por destilagdo de cervejas
com diferentes valores de pH devera ser relativo a este aldeido. Verificou-se, igualmente, por
comparagdo entre 0s cromatogramas respectivos aos extractos dos destilados com e sem
adicéo de hidrazina, o abaixamento de alguns sinais cromatograficos (pode ser observado no
Anexo Al a indicag@o desses sinais nos cromatogramas obtidos neste estudo). Estes sinais,
conforme se indicou nos pressupostos deste ensaio, poderdo ser representativos de certos

compostos carbonilicos que sdo, igualmente, extraidos da cerveja nestas condigdes.

5.3.3. — Estudo da influéncia do teor em SO; na determinacio de frans-2-nonenal

E conhecido que o sulfito pode interactuar directamente com aldeidos (nos quais se
inclui o trans-2-nonenal) conduzindo a formagao de aductos. O equilibrio de formagao desses
aductos € reversivel e durante o envelhecimento da cerveja admite-se que, -por
desaparecimento do sulfito os aductos se quebrem, provocando o aumento da concentragdo de
aldeidos livres na cerveja. Embora ainda ndo tenha sido identificado na cerveja o aducto
formado entre o sulfito e o trans-2-nonenal, estudou-se a influéncia deste composto na
metodologia desenvolvida, j4 que, uma eventual combinagdo entre estes dois compostos
representa uma fracc@o de frans-2-nonenal que se encontra mascarada pela matriz que pode

influenciar o processo de extracgao.

Para o estudo da influéncia do teor de sulfito na determinacgio de trans-2-nonenal foi
realizado o seguinte ensaio em cerveja: preparam-se 4 amostras de cerveja de 250 mL cada. A
trés destas amostras adicionaram-se, respectivamente, 10, 20 e 30 ppm de sulfito,
permanecendo a amostra restante como controlo do ensaio. Todas as solucdes foram
equilibradas durante 3 horas, tendo-se procedido posteriormente, a andlise do teor de trans-2-
nonenal em cada uma das solugdes pelo modo ja descrito.

A cerveja utilizada na realizagdo destes ensaios foi produzida propositadamente sem a
adicdo de sulfito e foi posteriormente submetida a envelhecimento forgado. Deste modo, foi
possivel realizar este estudo em amostras de cerveja sem sulfito e com um teor em frans-2-

nonenal elevado.
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Os resultados obtidos neste ensaio estdo descritos na tabela 5.3.

Tabela 5.3. - Variacio do sinal de trans-2-nonenal com a concentracio de sulfito na cerveja

[SO2]cervej/PPm Area de pico do trans-2-nonenal
0 3101
10 3315
20 2959
30 2154

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que apenas na tltima situagdo
ensaiada (teor de sulfito igual a 30 ppm) se observou uma tendéncia de abaixamento do sinal
relativo ao frans-2-nonenal. Contudo, niveis de sulfito da ordem de 30 ppm em cervejas
comerciais sdo uma situagdo extrema que na pratica ndo se verifica. O teor de sulfito em
cerveja € maximo para cervejas frescas, variando habitualmente entre 10 e 15 ppm.

Os resultados obtidos ndo foram de todo inesperados existindo vdrias razdes que
apontavam para que o sulfito ndo constituisse uma interferéncia na determinagdo do trans-2-
nonenal por esta metodologia. Destaca-se o facto de, (1) a reactividade entre o sulfito e o
trans-2-nonenal ser baixa quando comparada com, por exemplo, a reactividade entre o sulfito
e certos aldeidos de cadeia curta que existem na cerveja em quantidades muito superiores
(entre os quais se destaca o acetaldeido), e ainda, (2) o facto de, se o aducto existir, ser poder
continuar a ocorrer a extrac¢do do frans-2-nonenal por deslocamento do equilibrio no sentido
da rotura do aducto.

Em conclusdo, pode-se afirmar que o sulfito ndo parece constituir uma interferéncia na

aplicacdo da metodologia proposta.

5.3.4.- Estudo da etapa de destilacio por arrastamento de vapor em amostras de cerveja

na inducao da formacao de frans-2-nonenal

Sabendo que a concentracdo de frans-2-nonenal em cerveja estd relacionada com a
temperatura a que a cerveja € submetida, perante a metodologia proposta para a determinagio
de trans-2-nonenal, decidiu-se estudar a influéncia da temperatura na quantidade de frans-2-
nonenal determinada durante o processo de destilagdo por arrastamento de vapor.

Para o estudo do efeito da temperatura sobre a formacdo de trans-2-nonenal pela
matriz foram realizados dois ensaios distintos. Em primeiro lugar, estudou-se a influéncia do
aquecimento em refluxo na formagao de frans-2-nonenal em cerveja e em seguida, estudou-se

a formagdo de trans-2-nonenal na destilagdo por arrastamento de vapor em fungdo do volume
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5. — Desenvolvimento de uma metodologia experimental em cerveja

de destilado recolhido nessa destilagéo.

Estes ensaios sdo descritos seguidamente, assim como 0s respectivos resultados.

5.3.4.1. - Estudo da formacio de frans-2-nonenal em cerveja submetida a aquecimento

por refluxo

Iniciou-se este estudo pela determinacdo da quantidade de trans-2-nonenal que €

formada em cerveja submetida a refluxo. Para tal, ensaiaram-se 4 amostras de cerveja

pertencentes ao mesmo fabrico do seguinte modo: 3
amostras foram submetidas a refluxo num sistema como o
representado na figura 5.9., por trés intervalos de tempo
diferentes, respectivamente, 1, 2 e 3 horas. No fim do
aquecimento por refluxo, deixou-se cada uma das
amostras arrefecer e determinou-se o teor em trans-2-
nonenal existente pela metodologia desenvolvida. A
amostra restante serviu de controlo do ensaio (esta
amostra ndo foi submetida a refluxo tendo-se apenas
determinado o teor em frans-2-nonenal pelo modo ja

descrito).

Os resultados obtidos neste estudo estdo descritos
na tabela 5.4., e mostram, de forma clara, que a
quantidade de trans-2-nonenal formada é dependente do
tempo de aquecimento da cerveja a estas condigdes (a

quantidade de trans-2-nonenal formada aumenta com o

ij‘u ___— entrada de dgu:

’

condensador
‘-\

saida de Agua ~

amostra de
cerveja

. banl.lo
maria

li.“‘*t placa de

(e% (a% aquecimento
( L ssy &

Figura 5.9. — Esquema da montagem
experimental utilizada para refluxar

a cerveja

tempo a que a cerveja € submetida a elevadas temperaturas).

Tabela 5.4. - Valores de darea de pico obtidos em amostras de cerveja submetidas a refluxo por

diferentes intervalos de tempo

Tratamento da amostra Area de pico de trans-2-nonenal
sem refluxo 1319
1 hora de refluxo 9740
2 horas de refluxo 14 860
3 horas de refluxo 30793

A partir dos cromatogramas obtidos neste estudo, foi possivel verificar que o
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aquecimento prolongado da cerveja proporciona a formacgio de muitos outros compostos que
sdo detectados nas condigdes de andlise utilizadas. De entre o conjunto destes sinais,
observou-se que os que aparecem a esquerda e a direita do pico do trans-2-nonenal,
apresentaram uma tendéncia para o aumento com o tempo de refluxo, conforme se observa na

figura 5.10.

18.97
18,77
17.69
18.81

18.74
17
16 .48

16 .43

|
L UL L

Amostra apds 1 hora de Amostra apés 2 horas de | Amostra ap6s 3 horas de

!

Amostra nio refluxada
refluxo refluxo refluxo

Figura 5.10. - Efeito do tempo de refluxo nos picos adjacentes ao do frans-2-nonenal no extracto da

cerveja

5.3.4.2. - Estudo da formacdo de frans-2-nonenal durante a destilacdo por arrastamento

de vapor

Em face dos resultados obtidos em 5.3.3.1., estudou-se com mais detalhe as variacOes
da concentracdo de frans-2-nonenal que ocorrem durante a execugio da destilagdo por
arrastamento de vapor na cerveja. Para o efeito, foram realizados dois estudos distintos,
designados de “Estudo A” e “Estudo B” (ver Esquema 3). No estudo A, a partir de uma
mesma amostra de cerveja, mediram-se quatro volumes de 250 mL cada e procedeu-se 2 sua
destilagdo, tendo-se recolhido para cada volume ensaiado, respectivamente 25, 50, 75 e 100
mL de destilado. No estudo B, procedeu-se do mesmo modo que no estudo A, com a
diferenga de terem sido destilados cinco volumes de 250 mL e recolhido respectivamente para

cada volume 5, 10, 15, 20 e 25 mL de destilado.
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O estudo B foi repetido quatro vezes, sendo que numa das repeticdes, a amostra de
cerveja foi deliberadamente contaminada com trans-2-nonenal.

Pretendeu-se com estes estudos caracterizar a evolucdo do sinal do trans-2-nonenal
em fungdo do volume de destilado recolhido durante a destilagio por arrastamento de vapor,
com a finalidade de tentar distinguir onde culmina o processo de extrac¢do do aldeido da
matriz e onde comeca a influéncia do aquecimento na formacdo do aldeido durante a
destilacdo.

No esquema 3 mostra-se o planeamento experimental seguido.

Esquema 3
Estudo A- Estudo da formacéao de trans-2-nonenal Estudo B- Estudo da formacao de frans-2-nonenal
em cerveja destilada por arrastamento de vapor: em cerveja destilada por arrastamento de vapor:
Volumes destilados: 25, 50, 75 e 100 mL Volumes destilados: 5, 10 15, 20 e 25 mL
Amostra de Amostra de
cerveja cerveja
Divisao da amostra Divisdo da amostra
G | de cervejaem 4 P de cervejaem 5
volumes de 250 mL volumes de 250 mL
Amostra 2 Amostra 2
Amostra 3 Amostra 3
Amostra 4 Amostra 4
Recolha de| Recolha de| Amostra 5
25mL de SmL de
destilado destilado
Recolha de Recolha de
SOmL de Destilagiio por 10mL de Destilagao por
destilado destilado
arrastamento arrastamento
Recolha de de vapor Recolha de de vapor
75mL de |v 15mL de |v
destilado destilado
Recolha de Recolha de
v 100mL de v 20mL de | ¢
Anilise destilado Andlise destilado
por L por Recolha de
CLAE | Diluicdo a 100 mL e CLAE |Y 25mL de
Andlise passagem por uma Anilise destilado
r coluna C18. Eluicdo da -
CIP;)&E A frac¢io retida na Eoluna CE(KE v Rilsigiua LXkmlL e
: : passagem por uma
Andlise = 1‘00. mL % Andlise coluna C18. Eluigdo da
por v AR por v fracgdo retida na coluna
CLAE CLAE com 1.00 mL de
Andlise Andlise acetonitrilo
por por v
CLAE CLAE
Andlise
por
CLAE
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Na tabela 5.5. podem ser observados os valores de drea de pico obtidos para cada

ensaio realizado.

Tabela 5.5. - Resultados experimentais obtidos para o estudo da formagio de trans-2-nonenal

durante a destilacio por arrastamento de vapor de uma cerveja

Estudo A Estudo B
Volume de Volume de
destilado Ensaio 1 destilado Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Bnsaio 4%
recolhido recolhido
25 mL 1589 5 mL 809 460 - 4692
50 mL 1952 10 mL 1197 672 756 6196
75 mL 2 826 15 mL 1257 685 1120 6316
100 mL 3755 20 mL 1771 944 1367 6118
25 mL 1616 1 003 1319 6435

(*) — neste ensaio foi adicionado previamente a todas as amostras 50uL de uma solugdo de trans-2-nonenal,

1,5x10°M

Os resultados experimentais obtidos nestes ensaios permitem verificar que, em geral,
quanto maior for o volume de destilado recolhido, maior sera o valor de area de pico do trans-
2-nonenal (Estudo A). Contudo, constata-se que, aparentemente, 0 aumento do sinal se deve
numa primeira fase da destilagio ao aumento da recuperagao do trans-2-nonenal que existe
em cerveja, e s6 numa fase posterior, € que 0 aumento, mais ligeiro, poderd ser atribuido a
formacio do aldeido a custa da degradag@o dos percursores existentes na cerveja. Trata-se,
pois, de um processo dindmico, onde os valores de pico de trans-2-nonenal encontrados até,
sensivelmente, aos 15 mL de volume de destilado recolhido sdo pouco influenciados pela
formagio de trans-2-nonenal a partir dos percursores ¢ representam o trans-2-nonenal
existente na amostra que € possivel extrair por destilagdo. Acima dos 15 mL, o aumento do
pico comega a ter relevancia e influencia a determinac@o de trans-2-nonenal inicialmente
presente na cerveja.

Este comportamento ¢ mais facilmente observado nos resultados obtidos no ensaio 4
do estudo B. Neste ensaio, as 5 amostras de cerveja destiladas para recolha de,
respectivamente, 5, 10, 15, 20 e 25 mL de destilado foram previamente contaminadas com
uma solucdo de trans-2-nonenal. De acordo com os resultados obtidos neste ensaio verificou-
se que quando se recolhe, cerca de, 10 mL de destilado extrai-se todo o trans-2-nonenal da

amostra. Por outro lado, quando s@o recolhidos volumes superiores de destilado observa-se
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uma tendéncia para um aumento do sinal deste aldeido, possivelmente, devido 4 sua formagio
pela matriz (que nestes ensaios, devido A quantidade elevada de trans-2-nonenal ¢
proporcionalmente pouco relevante para o resultado final).

Estdo representados no grifico da figura 5.11. os valores obtidos para a 4rea de pico
de trans-2-nonenal relativos aos diferentes ensaios realizados. E possivel observar que o
modelo proposto se ajusta ao perfil da extrac¢io de trans-2-nonenal encontrado neste

processo.
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Volume de destilado recolhido / mL

Figura 5.11. — Representacio grafica da variacio do teor de frans-2-nonenal com o volume de
destilado recolhido para varios conjuntos de cerveja. A zona a sombreado identifica o intervalo
ideal do volume de destilado a recolher para a extraccio de frans-2-nonenal existente na cerveja,

sem que ocorra formacio aprecidvel deste aldeido pela matriz
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6.1. — Descrigdo detalhada da metodologia optimizada para a determinagio do teor
em frans-2-nonenal existente na cerveja

6.2. — Aplicagdo do método das adigdes de padrdo na determinagio do teor em trans-
2-nonenal existente em cerveja

6.3. — Aplicagio da metodologia desenvolvida na monitorizagdo do teor de trans-2-
nonenal em cervejas submetidas a envelhecimento for¢ado

6.4. — Aplicagdo da metodologia desenvolvida a identifica¢do de outros aldeidos

insaturados

6. — Aplicacdes da metodologia desenvolvida

6.1. — Descricdo detalhada da metodologia optimizada para a determinacio do teor em

trans-2-nonenal existente na cerveja

A metodologia proposta para a determinagdo do frans-2-nonenal em cerveja divide-se
nas trés seguintes etapas: (1) destilagdo da amostra de cerveja por arrastamento de vapor, para
uma previa separagdo do frans-2-nonenal dos compostos da matriz; (2) passagem do destilado
recolhido por uma coluna de extraccdo em fase sélida do tipo C18 e recolha dos compostos
retidos, para uma nova separagdo dos compostos da matriz e, ainda, para uma concentragio do

aldeido; (3) analise do concentrado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgio
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espectrofotométrica, para quantificagdo do aldeido.

Descrevem-se, seguidamente, de uma forma detalhada todos os passos atrds referidos

que compdem esta metodologia.

(1) Destilacao da cerveja por arrastamento de vapor

Medem-se 250mL de cerveja para um baldo de duas tubuladuras. De seguida, adicionam-
se 2,9g de NaCl a cerveja e homogeneiza-se a solugdo. Quando a 4gua geradora de vapor se
encontrar em ebulicdo da-se inicio a destilagdio. A destilagdo € terminada quando se
encontram recolhidos 15 mL de destilado (tempo para a realiza¢do deste passo num sistema
convencional de destilagio por arrastamento de vapor: 19-20minutos).

E vulgar, durante esta etapa, a formagio de espuma pela amostra, que em elevadas
quantidades pode ser arrastada juntamente com o destilado, inviabilizando o ensaio. A
formagdo de espuma € facilmente contrariada friccionando com gelo, por breves instantes, a

parede exterior do baldo aquando da formacado de espuma.

(2) Passagem do destilado de cerveja por uma coluna de extraccao em fase solida do tipo

C18 - 200 mg

Condicionamento da coluna C18

A etapa de passagem do destilado de cerveja por uma coluna C18 requer o prévio
condicionamento da coluna. No presente caso, o condicionamento € feito fazendo passar em
primeiro lugar, cerca de, 8-10 mL de acetonitrilo com o objectivo de remover impurezas
existentes e, ainda, de activar o enchimento. Em seguida, passa-se pela coluna, cerca de, 8-
10mL de 4gua ultrapura para igualmente eliminar impurezas, e sobretudo, para eliminar

vestigios de acetonitrilo.

Passagem do destilado pela coluna C18

Dilui-se o destilado anteriormente recolhido a 100 mL. Seguidamente, procede-se a
passagem da solugdo anterior pela coluna de forma lenta, a um fluxo de 1-2gotas por segundo
(tempo para a elui¢do da solugdo: 20-25 minutos). No fim da passagem lava-se a coluna com
cerca de 8-10mL da dgua ultrapura e seca-se o seu enchimento por vicuo. A elui¢do da
fraccdo de destilado retida na coluna € feita pela passagem e recolha de 1,00 mL de
acetonitrilo (extracto de cerveja). Este passo deve ser feito com muito cuidado quer na

medicdo do volume de acetonitrilo quer na sua eluicdo pela coluna, para garantir que este
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eluente atravessa toda a fase estaciondria de um modo homogéneo.

(3) Analise do extracto de cerveja por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccio espectrofotométrica

As caracteristicas gerais do sistema de cromatografia utilizado para andlises de
extractos de cerveja estdo descritas no ponto 2.1.

As condigdes cromatograficas optimizadas para a andlise de frans-2-nonenal no

extracto de cerveja foram as seguintes.

o Fase estacionaria | Pré-coluna e coluna C18""

e Fase movel Acetonitrilo:Agua, 55:45, viv

e Sensibilidade do detector | 0,05 AUFS

e Fluxo do eluente | 1,00 mL/min

e Comprimento de onda | 226 nm

e Velocidade do papel | 1,00 cm.min”

e Atenuacgdo | 1

(*) — as caracteristicas da fase estaciondria encontram-se descritas mais detalhadamente na tabela 2.1.

O tempo para a eluicdo do frans-2-nonenal nestas condigdes cromatogréficas € de,

cerca de, 20 minutos.

A montagem laboratorial efectuada para a realizagdo da destilagdo por arrastamento de
vapor e para a passagem do destilado pelas colunas C18 estd esquematizada, respectivamente,

nas figuras 4.1 e 4.4. desta Parte.

6.2. — Aplicacio do método das adicdes de padrao na determinacio do teor em trans-2-

nonenal existente em cerveja

O método das adigdes de padrio € utilizado neste trabalho para compensar as perdas

de trans-2-nonenal que ocorrem durando o processo de preparagio da amostra.

Para a realizagdo deste ensaio, mediram-se 4 volumes de 250 mL de cerveja aos quais
se adicionaram rigorosamente diferentes quantidades de uma solucdo padrdo de trans-2-

nonenal, 5x10°M, conforme se descreve na tabela 6.1. Em seguida, procedeu-se a
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determinacio da concentragdo de frans-2-nonenal em cada amostra pela metodologia jd
descrita. Este ensaio foi realizado em duplicado, tendo-se utilizado em ambos os ensaios
cerveja pertencente ao mesmo lote.

Para o célculo da recuperacdo do frans-2-nonenal adicionado as diferentes amostras,
prepararam-se diferentes solugdes modelo de trans-2-nonenal, contendo uma concentragdo

equivalente 4 adicionada, que foram directamente analisadas por CLAE.

Nas tabelas 6.1. e 6.2. encontram-se descritos, respectivamente, os resultados obtidos

e os valores da recuperagio de frans-2-nonenal obtidos para cada ensaio realizado.

Tabela 6.1. - Resultados experimentais obtidos pelo método das adicoes de padrio

. [trans-2- Area de pico de trans-2-nonenal
Volume de padréo
Amostra o nonenal]exeracto’ )
adicionado/pL A Ensaio 1 Ensaio 2 Valores médios
1 0 X 1140 1123 1132
2 20 x + 1x10” 1785 1787 1786
3 40 x +2x107 2230 1986 2 108
4 80 x +4x107 3142 3190 3166

Tabela 6.2. - Recuperacdes de frans-2-nonenal obtidas apés adigoes de padrao

Area obtida para as Incremento de 4rea
[rrans-2-nonenal/M . Recuperagio média
solugdes padrio obtida"™’
1x107 1380 654 474 %
2x107 2 468 976 39,5 %
4x107 4354 2034 46,7 %

(*) — diferenca entre as dreas de pico médias respectivas aos ensaios 2,3 e 4 (ensaios em que se adicionou uma
quantidade rigorosa de trans-2-nonenal) e a drea média de pico respectiva ao ensaio I (ensaio em que ndo se

adicionou trans-2-nonenal)

Na figura 6.1. apresenta-se o grafico resultante da aplicagio do método das adi¢des de
padrio a amostras de cerveja. Como se pode verificar, foi possivel estabelecer uma correlagdo
linear entre o sinal lido e as diferentes concentracdes de trans-2-nonenal adicionadas em cada
amostra. Verificou-se, igualmente, através dos valores do grau de recuperagdo de trans-2-
nonenal, que ocorreu uma perda aproximadamente constante deste aldeido em todos os
ensaios sujeitos a adi¢do de padrdo, o que viabiliza o uso do método das adi¢Ges de padrdo
nas condicdes presentes. Essas perdas sdo passiveis de ocorrer durante a destilacdo, e poderdo

ser devidas a, degradacio térmica do aldeido, inadequabilidade do sistema, ou a ineficiéncia
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do processo de destilagdo para a extracgdo do aldeido. Igualmente, podem ocorrer perdas
ocorrer durante o processo de elui¢io do destilado pelas colunas C18. No estudo realizado na
fase inicial deste trabalho, com solu¢des modelo de frans-2-nonenal com concentragdes
proximas das que sdao encontradas em cerveja (descrito no ponto 4.2. da Parte II) verificou-se
que cerca de 20 % do trans-2-nonenal € perdido durante esta etapa.

Os valores da concentragao de trans-2-nonenal obtidos para a cerveja nos ensaios 1 e
2, revelaram-se bastante proximos e dentro da ordem de grandeza habitualmente encontrada

para este aldeido em amostras de cerveja.
Este comportamento ilustra a boa capacidade de resposta que a metodologia possui

para a determinagdo da concentragdo deste aldeido em cerveja.
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Figura 6.1. — Aplicacio do método das adi¢cGes de padrdo na determinacéio de frans-2-nonenal em

cerveja

6.3. — Aplicacdo da metodologia desenvolvida na monitorizacio do teor de trams-2-

nonenal em cervejas submetidas a envelhecimento forcado

O ensaio de envelhecimento forcado consiste em submeter um conjunto de cervejas
pertencentes a um mesmo fabrico a uma temperatura elevada, durante um determinado
periodo de tempo. A maioria dos investigadores desta drea realiza este ensaio submetendo as

cervejas a uma temperatura de 37°C durante uma semana. Admite-se que este € o periodo de
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tempo necessario a perda das caracteristicas organolépticas da cerveja; por este motivo, €
vulgar considerar-se que a exposi¢do da cerveja a 37°C durante | semana é equivalente a
armazenar a cerveja a temperatura ambiente durante 6 meses (perfodo findo o qual, a cerveja
perde igualmente as suas propriedades organolépticas normais).

Este tipo de estudo € extremamente importante no controlo de qualidade da cerveja, na
medida em que fornece indicacGes sobre a capacidade que uma determinada cerveja possui
em evitar/inibir a formacdo de compostos influentes na sua estabilidade organoléptica durante
o seu envelhecimento.

Este estudo constitui, igualmente, um teste 2 capacidade de resposta desta
metodologia. O perfil de concentragdo de frans-2-nonenal que ¢ obtido em estudos de
envelhecimento acelerado é bem conhecido e estd descrito por vidrios autores [10, 24],

podendo-se assim, comparar os resultados obtidos com os descritos.

Para a realizagdo deste estudo submeteram-se um conjunto de 16 amostras de cervejas
frescas a uma temperatura de 37°C, que ao longo de 14 dias foram sendo retiradas e
analisadas pela metodologia proposta.

Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela seguinte, ¢ em anexo — Anexo A2 —

apresenta-se um cromatograma relativo a cada dia de andlise.

Tabela 6.3. — Valores de dreas de pico de frans-2-nonenal obtidos em amostras de cerveja

submetidas a envelhecimento acelerado

Area de pico de trans-2- Area média de pico de rrans-2-
Dia do ensaio Ensaio
nonenal nonenal

Ensaio 1 553

0 544
Ensaio 2 534
Ensaio 1 653

1 664
Ensaio 2 674
Ensaio | 1694

2 838
Ensaio 2 838
Ensaio 1 1214

3 - 1214
Ensaio 2 i
Ensaio 1 1202

5 1173
Ensaio 2 1144
Ensaio 1 944

7 1108
Ensaio 2 1271
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Continuagiio da tabela 6.3.

Ensaio 1 1612

9 1528
Ensaio 2 1 445
Ensaio 1 1410

12 1476
Ensaio 2 1542
Ensaio 1 1550

14 i 1550
Ensaio 2 11387

™ _ ensaio desprezado; ™ _ ensaio nio realizado

Pelos resultados obtidos (figura 6.2.), foi possivel observar uma tendéncia para o
aumento da concentragfo do trans-2-nonenal ao longo do ensaio de envelhecimento forcado,
que parece ser mais significativo nos primeiros dias do ensaio.

A comparagdo do perfil de concentragdo do frans-2-nonenal encontrado neste ensaio
com os resultados que se encontram publicados por outros autores (figuras 3.14. e 3.15 - Parte
I) confirma que a cerveja quando armazenada sob condigdes de temperatura elevada,
apresenta uma maior propensio para a formagdo do trans-2-nonenal do que quando a cerveja

€ armazenada a temperatura mais baixa.

Areade picode  trans-2-nonenal
1

T T T T T T 1
8 9 10 M1 12 13 14

o
—
-
w
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o
[+2]
~J

dias

Figura 6.2. - Representacio gréfica dos valores médios de drea de pico de frans-2-nonenal obtidos

para um conjunto de cervejas submetidas a envelhecimento forcado

Tal como foi anteriormente referido no ponto 3.4. Parte I, as reacgdes que justificam o
perfil da evolugfo de concentragio de frans-2-nonenal observado ao longo do envelhecimento

acelerado da cerveja ndo estdo totalmente esclarecidas. O aumento de concentracio de trans-
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2-nonenal que se observa durante este ensaio deverd ser resultado da aceleracdo de
mecanismos de formagdo de trans-2-nonenal que j4 se estabelecem & temperatura ambiente
e/ou do desenvolvimento de diferentes mecanismos. Mas por outro lado, o perfil que se
observa na figura 6.2. mostra que existe um aumento apreciavel do sinal do trans-2-nonenal
no inicio do ensaio e uma tendéncia para a estabilizagio desse sinal no final do ensaio.
Atendendo que a cerveja € uma matriz complexa, tal comportamento pode indicar que
ocorrem simultaneamente vdrios fenémenos que condicionam a concentracdo deste aldeido:
uns que envolvem a formacgio de frans-2-nonenal a partir dos seus percursores, e outros, em
que o frans-2-nonenal participa directamente e que conduzem ao abaixamento da sua

concentracao.

A realizagdo deste ensaio permitiu, além de monitorizar o nivel de concentracio do trans-
2-nonenal, acompanhar os sinais cromatograficos dos outros compostos que sdo detectados
nestas condi¢des experimentais. A avaliagio conjunta de todos os cromatogramas e
respectivos picos cromatograficos, permitiu constatar que um certo sinal variou de forma
regular ao longo do ensaio: o sinal que elui logo a seguir ao trans-2-nonenal e que tal como

ele, aumentou de intensidade de forma continua durante o envelhecimento acelerado.

6.4.- Aplicagio da metodologia desenvolvida i identificacio de outros aldeidos

insaturados

Na tentativa de identificar o composto responsével pelo pico adjacente ao do trans-2-
nonenal e de tentar identificar alguns dos outros picos cromatograficos que eram obtidos na
analise do extracto de cerveja, fez-se a aplicagio da metodologia desenvolvida  anilise de
outros aldeidos, para além do trans-2-nonenal, na medida em que, alguns desses compostos
organicos sdo igualmente importantes na caracterizacio da estabilidade organoléptica da
cerveja (tabela 1.1 - Parte I).

Estudou-se a aplicabilidade desta metodologia na andlise dos seguintes aldeidos, trans-2-
hexenal, trans-2-heptenal, trans-2-octenal, trans-2-decenal, trans, trans-2,4-nonadienal e
trans, trans-2,4-decadienal. Enquanto que para os trés primeiros aldeidos referidos,
pretendeu-se apenas identifica-los no extracto de cerveja, para os trés dltimos aldeidos
pretendeu-se, igualmente, verificar se corresponderiam ao sinal que elui a seguir ao pico do
trans-2-nonenal. Foram testados os aldeidos trans, trans-2,4-nonadienal e trans, trans-2,4-

decadienal por serem compostos sobre os quais se sabe que a sua concentragdo aumenta ao

122



6. — Aplicacdes da metodologia desenvolvida

longo do envelhecimento da cerveja atingindo valores que excedem o respectivo (tabela 6.4.).

Tabela 6.4. - Limites de percepcio e descricio sensorial de alguns compostos carbonilicos em cerveja [38]

o Concentragio em cerveja
Aldeido Aroma Limite percep¢io / ppb
envelhecida / ppb
trans, trans-2,4-nonadienal Pepino 0,5 0,7
trans, trans-2,4-decadienal Oleo; rango 0,3 0,8

Ao longo da realizagio deste trabalho experimental verificou-se que o composto que elui
a seguir ao frans-2-nonenal comporta-se de um modo muito semelhante a este aldeido:
® ¢ detectado a0 mesmo comprimento de onda que o frans-2-nonenal apds a
execu¢do da metodologia proposta para a determinagio deste aldeido.
e ¢ continuamente formado quando a cerveja € submetida a uma temperatura elevada
* apresenta grande intensidade quando a cerveja ¢ destilada a pH 2 ou a pH 10
® na presenca de hidrazina, o sinal praticamente desaparece
® possui um tempo de retencdo muito semelhante ao tempo de retencio do trans-2-
nonenal
Deste modo, a identificagio do composto responsavel por este sinal € interessante, porque:
(1) correlaciona-se com o envelhecimento da cerveja, podendo assim servir de indicador para
o tempo de vida 1til restante da cerveja e (2) poderd ser um composto carbonilico de cadeia
longa; como se sabe, os compostos carbonilicos de cadeia longa possuem propriedades
organolépticas bem vincadas, pelo que, poderdo ser influentes na estabilidade organoléptica

da cerveja.

6.4.1. - Estudo espectrofotométrico de aldeidos insaturados

Preparou-se individualmente uma solugdo de cada aldeido em meio aquoso com uma
concentragio de 25x10°M, a partir de cada padréo respectivo. Efectuou-se em seguida, um
estudo espectrofotométrico de cada solu¢do para averiguar a possibilidade de detectar estes

compostos por esta técnica.

O varrimento espectrofotométrico das solucdes de frans-2-alcenais, revelam que todos
estes aldeidos possuem um maximo de absorvincia ao mesmo comprimento de onda, 226nm,
tal como o trans-2-nonenal Para os aldeidos trans, trans-2,4-nonadienal e trans, trans-2,4-

decadienal verificou-se que ambos possuem um mdximo de absorvincia ao comprimento de
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onda 280 nm e praticamente ndo absorvem a 226 nm.

Os espectros obtidos para os aldeidos referidos sio apresentados na figura seguinte.

&
= {0,500
a) Z |
S frans-2-hexenal i
3 trans-2-heptenal |
= trans-2-octenal !
RS trans-2-decenal i
branco ]
i} e
& 0.0 L , ‘
g m 200 400 600 &00
S
b) 2 0.500
% [\\.l trans, trans-2,4-decadienal
AES \
/r_‘ branco
0,050 L . ‘ |
nm 200 400 800 800

WL SCAN/T2N

Figura 6.3. - a) Sobreposi¢io dos espectros de absorcio dos aldeidos frans-2-hexenal, trans-2-
heptenal, frans-2-octenal e trans-2-decenal. O comprimento de onda ao qual ocorre a absorcao
maxima de radiacio é comum a todos os frans-2-alcenais (trans-2-nonenal inclusive): 226 nm. b)
Espectro de absor¢io do aldeido frans, trans-2,4-nonadienal. O comprimento de onda ao qual

ocorre a absor¢io méxima de radiagio é comum ao aldeido rrans, trans-2,4-decadienal: 280 nm
6.4.2. - Identificacio dos aldeidos em cerveja

O ensaio realizado para a identificacio em cerveja dos aldeidos referidos, consistiu em
analisar pela metodologia desenvolvida, duas amostras de cerveja, sendo que a uma delas foi
adicionada SOpL de uma solugdo modelo contendo os aldeidos trans-2-alcenais e os aldeidos
trans, trans-2,4-alcadienais, com uma concentracdo respectiva de 15x10°M e 2x10*M.

A identificacdo destes aldeidos fez-se por comparacio dos sinais cromatograficos
obtidos para uma amostra de cerveja ndo contaminada e para a amostra de cerveja

contaminada.

O esquema 4 mostra o planeamento experimental seguido.
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Esquema 4
- Adiglo de 2,9g NaCl + Adicdo de
Amostra de cerveja, 50uL de uma solugdo contendo todos
. 500mL os trans-2-alcenais, 15x10°M, e os
Ad 2,9g NaCl i : i
icdo de 2,9¢ Na / \;:ans,trans-2,4-alcadienals. 2x10*M
Amostra B

Amostra A

250 mL, 0,2M Na(Cl 250 mL, 0,2M NaCl,

[trans-2-alcenais] .= 3x10° M
[trans, trans-2,4-alcadienais],q.= 4x10°M

Destilaggo por arrastamento de vapor
Diluigo do destilado a 100mL e passagem
desta solugdo por uma coluna C18
Eluig8o da fracgdo adsorvida com 1,00mL
de acetonitrilo

Extracto da amostra A Extracto da amostra B
Cromatograma da amostra A Cromatograma da amostra B

A andlise cromatogréifica de cada extracto foi realizada duas vezes, em duas fases
moveis diferentes, respectivamente (1) dgua/acetonitrilo, 45:55 (v/v) e (2) dgua/acetonitrilo,
50:50 (v/v). Paralelamente, determinou-se os tempos de retencio de cada aldeido nas
diferentes fases méveis ensaiadas, por injecgio de solugdes modelo contendo apenas um
aldeido.

Na Tabela 6.5. podem ser observados os valores de tempo de retengdo obtidos para

ambas as fases madveis utilizadas.

Tabela 6.5. - Tempos de retengiio de diferentes aldeidos por eluiciio

com diferentes composicoes de fase mével

Akl Fase mdvel dgua/acetonitrilo, Fase mdvel dgua/acetonitrilo,
45:55 (v/v) 50:50 (v/v)

trans-2-hexenal 6.49 7.51
trans-2-heptenal 8.81 10.83
trans-2-octenal 12.52 17.85
trans-2-decenal 28.23 41.46

trans, trans-2,4-nonadienal 12.93 20.26

trans, rrans-2,4-decadienal 18.25 32.97

Os picos cromatograficos obtidos na realizagdo do ensaio acima descrito podem ser

observados seguidamente.
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Figura 6.4. — Picos cromatogrificos de extractos de cerveja com e sem adicfio @ priori de aldeidos.
Da esquerda para a direita: (1) andlise ao extracto de cerveja com fase mével dgua/acetonitrilo,
45:55 (v/v); (2) andlise ao extracto de cerveja contaminada com fase mével dgua/acetonitrilo, 45:55
(v/v); (3) anilise ao extracto de cerveja com fase mével dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v); (4) analise ao

extracto de cerveja contaminada, com fase mével dgua/acetonitrilo, 50:50 (v/v)

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a utilizagdo da fase movel
dgua/acetonitrilo 45:55, (v/v) (fase movel optimizada na determinacéo de trans-2-nonenal em
amostras de cerveja), mostrou ser inadequada para a resolugdo de alguns dos picos que sdo
eluidos mais cedo do que o trans-2-nonenal. Contudo, verificou-se nestas condigdes que a
contaminagdo da cerveja com a solugido modelo de aldeidos provocou um aumento claro dos

sinais com tempo de retengéo 28.26 e 6.49. A comparagio destes valores com os tempos de
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retengdo obtidos na andlise das solugdes modelo dos aldeidos ensaiados revelam que estes
sinais possuem o mesmo tempo de retengdio que os aldeidos frans-2-decenal e trans-2-
hexenal, respectivamente.

Relativamente 2 aplicabilidade do método desenvolvido para a identificagdo/extracgdo
dos restantes aldeidos ensaiados, verificou-se que para os aldeidos (figura 6.4.):

- trans-2-heptenal, foi possivel a identificacio de um sinal bem definido no extracto de
cerveja com o mesmo tempo de retencio obtido na anilise da solugdo modelo deste aldeido
quando se utilizou uma fase mével agua/acetonitrilo, 50:50 (v/v). Igualmente, o sinal obtido
na analise da cerveja ndo contaminada aumentou de intensidade ap6s a adicdo da solucio
modelo de aldeidos, podendo assim concluir-se com alguma certeza que, € possivel identificar
este aldeido em cerveja.

- trans-2-octenal, ndo foi clara a presenca de um pico no extracto de cerveja nio
contaminada com o mesmo tempo de retencdo verificado pela andlise da solugdo modelo.
Como pode ser observado no cromatograma obtido com uma fase mével 4gua/acetonitrilo,
50:50 (v/v), parece existir um sinal de muito baixa intensidade que elui conjuntamente com a
espécie seguinte que aumentou de intensidade quando a amostra de cerveja foi contaminada
com a solugido modelo.

- trans, trans-2,4-nonadienal, néo foi identificado nenhum sinal respectivo na amostra
de cerveja ndo contaminada. A andlise do extracto de cerveja contaminada com este aldeido
resultou no aparecimento de um novo pico. O mesmo comportamento foi observado para o
aldeido trans, trans-2,4-decadienal.

Ficou assim demonstrado que nenhum destes aldeidos & responsdvel pelo sinal que

elui a seguir ao pico do trans-2-nonenal

Os resultados obtidos neste ensaio abrem boas perspectivas para a aplicacio desta
metodologia na determinagdo simultinea de virios aldeidos na cerveja. Torna-se evidente que
a aplicagdo desta metodologia na determinacio simultinea destes aldeidos obrigard a
utilizagdo de um sistema de cromatografia de gradiente, para assim melhorar a resolugdo de
todos os picos a quantificar. E, igualmente, importante realizar um estudo (semelhante ao
realizado para o trans-2-nonenal) com vista ao esclarecimento sobre as condigdes de validade

que permitam a aplicagdo desta metodologia para cada um destes aldeidos.
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de trabalho futuro

A metodologia desenvolvida em solugdes modelo para a extracgdo e concentragio de
trans-2-nonenal mostrou ser aplicavel a determinagdo deste aldeido em cerveja. Verificou-se,
contudo, a necessidade de rever as condigdes de destilagdo por arrastamento de vapor da
cerveja, ja que, nesta etapa pode ocorrer a formagéo de trans-2-nonenal a partir de percursores
deste aldeido existentes na matriz. Determinaram-se, entdo, as condigdes experimentais mais
adequadas para a extracgdo de frans-2-nonenal da cerveja durante a etapa da destilagdo por
arrastamento de vapor, relativamente ao pH da cerveja a destilar (ponto 5.3.1.) e ao volume de
destilado a recolher (ponto 5.3.3.), por forma a minimizar a formacéo de trans-2-nonenal.

A aplicagio do método das adi¢des de padrio a amostras de cerveja, para a
determinagdo de frans-2-nonenal, mostrou que ¢ possivel obter uma boa correlagdo linear
entre a quantidade adicionada/existente de frans-2-nonenal na cerveja e o sinal medido e
ultrapassar o facto das recuperagdes obtidas apos extracgdo serem de cerca de 40%.

A utilizagdo da técnica cromatografica para a identificagdo e quantificagdo do sinal do
trans-2-nonenal permite, igualmente, a monitorizagdo simultinea de outros compostos que se
correlacionem com o envelhecimento da cerveja, ou que, eventualmente, possuam

propriedades organolépticas determinantes para as caracteristicas da cerveja.

A metodologia desenvolvida apresenta como principais vantagens relativamente a

generalidade dos métodos existentes (ver ponto 3.7. Parte I):
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e maior simplicidade e rapidez de anilise; o método desenvolvido pode ser executado em,
aproximadamente, 1 hora, e nio requer um passo prévio de derivatizagio deste analito.
Muitas metodologias encontradas na bibliografia envolviam a prévia derivatizagio do trans-
2-nonenal com vista a melhorar a sensibilidade do préprio método;

® 0 uso de um baixo volume de amostra; a destilagio de um volume de 250 mL e posterior
concentragio de 250 vezes, mostrou ser suficiente para a quantificag¢@o do #rans-2-nonenal;

e um baixo custo por anailise.

A metodologia desenvolvida pode ainda ser melhorada no sentido de se reduzir o
tempo de andlise desta metodologia. Estas melhorias podem ser realizadas utilizando um
destilador automadtico (em vez do sistema convencional de destilagdo por arrastamento de
vapor usado) e um sistema de cromatografia de gradiente (que poderd permitir a
elui¢do/determinagdo mais rdpida do(s) aldeido(s) em estudo).

Uma outra proposta de trabalho futuro, envolve a realizacio de um estudo de
comparagdo de métodos. Na bibliografia consultada surge uma metodologia de andlise do
trans-2-nonenal, proposta por Lermusieau [20], que assenta numa destilagio sob vacuo a
baixa temperatura (para extrac¢do da fraccdo carbonilica) e posterior eluicdo do destilado
recolhido numa coluna de extracgio em fase sélida do tipo C18 (para concentragdo do trans-
2-nonenal). De acordo com este autor, esta metodologia apresenta como principal vantagem a
capacidade de extrair o frans-2-nonenal da cerveja sem motivar a sua formagio ja que a
destilagdo sob védcuo € realizada quase a temperatura ambiente (cerca de 30°C). Esta
metodologia apresenta, contudo, algumas desvantagens: € pouco pritica (€ destilado um
volume de amostra de 1,5 L, e a recolha do destilado € feita numa trap com azoto liquido) e €
apreciavelmente morosa (tempo de destilacdo, 90 minutos). Seria, pois, de grande interesse,
verificar se € possivel correlacionar a metodologia desenvolvida neste trabalho, que € bastante
mais barata, rdapida e simples de executar, com a metodologia proposta por Lermisieau.

Durante a realizagio deste trabalho e tendo em vista o objectivo proposto, ndo foi
realizada uma abordagem especifica sobre a precisao dos diversos passos que constituem esta
metodologia. Este aspecto €, contudo, parte integrante do desenvolvimento de um método
com vista a sua validacdo, e permite desenvolver ainda mais a prépria metodologia numa
perspectiva de a tornar mais precisa. Este tipo de estudo serd mais conveniente numa fase de

implementag¢io do método quando este se encontra automatizado ou semi-automatizado.
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Errata

na pagina

5 (figura 1.1.)

10

11

81

98

108

120 (Tabela 6.3.)

123

onde se 1&...

Clarificagfo, pasteurizagio ¢
engarrafamento

...de forma continua ao longo todo o
envelhecimento...

...metal (atribuido ao aldeido 3-octa-
l-enona) ou a folha de groselha
(atribuido ao aldeido 4-
mercaptopentano-2-ona), sio...

...0 volume de destilado a recolher, e
por fim, a repetibilidade do processo
de destilagio

...com tempo de retengio de, cerca
de, 15 min (figura 5.1.).

... s¢ 0 aducto existir, ser poder
continuar...

1108

.-.que excedem o respectivo (tabela
6.4.).

deve ler-se...

Clarificagio, engarrafamento e
pasteurizagio

...de forma continua ao longo de todo o

envelhecimento...

...metal (atribuido a cetona 3-octa-1-
enona) ou a folha de groselha (atribuido a
cetona 4-mercaptopentano-2-ona), sio...

... € 0 volume de destilado a recolher.

...com tempo de retengio de, cerca de, 15
minutos (figura 5.1.).

... s¢ 0 aducto existir, se poder

" continuar...

1271

-..que excedem o respectivo limite de
percepgao (tabela 6.4.).
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