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PATENTE N2, 89 308

"Processo de partigdo de voléteis orga-
nicos e aparelho para a realizagZo do

masmo"
para que

KRAFT, INC., pretende obter privilé-

gio de inveng3do em Portugal.

RESUMDZD

O presente invento refere-se a um processo de partigZdo e
andlise de voldteis aromatizantes e outros componentes organicos
em composigdes alimentares ou de biocultura, utilizando misturas
de acetonitrilo e dgua que s¥o arrefecidas de modo a obter a se-

paragdo das fases e dos componentes.

0 invento refere-se ainda a um aparelho para a realizacg3o

do referido processo.
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MEMORIA DESCRITIVA

Antecedentes do invento

0O presente invento refere-se a processos e aparelho para
andlise de componentes organicos voldteis aromatizantes de produ-
tos alimentares. Mais particularmente o presente invento refere-
-se a processos e aparelho para extracg3o com separagdo de fases
e andlise qualitativa ou quantitativa dos compostos vol&teis orga
nicos aromatizantes de materiais biolégicos, tais como produtos

alimentares.

Os compostos volédteis aromatizantes, particularmente inclu
indo compostos org8nicos voldteis aromatizantes, relativamente n¥3o
polares, contendo menos de 15 4tomos de carbono compreendendo pelo
menos um elemento indutor de polarizacZo (por exemplo, oxigénio,
enxofre ou azoto), sZ%o geralmente bem conhecidos como constituin-
tes importantes dos produtos alimentares, que podem afectar pro-
funda ou subtilmente a sua palatibilidade e caracteristicas orga-
nolépticas. Quantidades muito pequenas de componentes voléiteis
aromatizantes t&m um efeito extremamente importante no aroma e pa
latibilidade de produtos alimentares. Como tal, na preparagZo ou
nos testes de produtos alimentares convencionais, tal como no de-
senvolvimento de produtos alimentares novos, & desejével analisar
os produtos alimentares, quer quantitativamente quer qualitativa-
mente, no que diz respeito a compostos voliteis aromatizantes.
Contudo, a andlise quantitativa e/ou qualitativa dos compostos vo
l4teis aromatizantes nos produtos alimentares, tais como lactici-
nios, é difficil devido 3 quantidade extremamsnte pequena de tais
compostos nos produtos alimentares e ao alto teor de materiais po
tencialmente interferentes nos produtos alimentares. Deste modo,
por exemplo, produtos alimentares tais como lacticinos podem con-
ter tipicamente proporg¥es importantes de componentes tais caomo
gorduras, protefnas, aminodcidos e sais que mascaram, diluem ou
de outra maneira interferem com a andlise dos volédteis aromatizan

tes.

Convencionalmente, utilizam-se vérios processos de extrac

G30 para compostos orgénicos volédteis aromatizantes na andlise do
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aroma e fragr8ncia e em estudos clinicos. 530 correntemente uti-
lizadas destilag3@o ou retengZo de compostos voliteis usando mate-
riais adsorventes, ou separagdo da fase org@nica usando dicloro-
-uretano ou outros solventaes correntemente utilizados, cada um
com as correspondentes vantagens e desvantagens. Oeste modo, por
exemplo, um método para andlise dos compostos voldteis aromatizan
tes em queijos envolve a cominuig¢do das amostras de queijo com um
substrato de enchimento, tal como um substrato de argila, de modo
a formar uma mistura Intima de substrato-queijo e o empacotamento
da mistura numa coluna para extrac¢¥o subsequente. Pode passar-se
acetonitrilo puro através da coluna sendo os componsntes aromati-
zantes extrafdos para o acetonitrilo / N.P. Wong, et al., J. Dairy
Sci., 51 (1968) 1768-65_/.

Existem muitos factores quimicos e fisicos envolvidos na
avaliagdo dos fenb6menos de extracgdo por partigdo [—A. Leo, et al.,
Chemical Reviews, 71 (1971) 525-616; H. Walter, et al., Anal.
Biochem. 155 (1986) 215—242_7. AR partigdo de fases através de
misturas de acetonifrilo, dgua e cloroférmio tem sido usada para
extrair complexos caorados da molibdofosfato p:ra determinagW®es co
lorimétricas em andlises de materiais inorg8nicos n3o aromatizan-
tes [—Fujinaga, T., et al., "Study of Solvent Synergism for the
Selective Extraction. IV.", Bunseki Kagaku, Vol. 33 (3), pp. 159-
-164 (1984)_/. Contudo, tais técnicas nZo t&m sido aplicadas %
andlise quantitativa ou qualitativa de voldteis aromatizantes em
produtos alimentares; mais ainda, o uso de cloroférmio pode in-
terferir com os picos, conhecidos ou n3do conhecidos, de vol4teis
aromatizantes. Tem-se usado cromatografia gasosa (GC) e cromato-
grafia lfquida de alta precis¥o (HPLC) para identificar e quanti-
ficar compostos org8nicos tais como os voldteis de enxofre Zfﬂ.
Tangerman, et al., Clin. Chim. Acta, 130 (1983) 103-110; A. Tan-
german, J. Chromatogr., 366 (1986) 205-216; J.A. Cox, et al.,
Anal. Lett., 10 (1977) 869—885_7, sendo a GC preferida para a de-
terminagdo de niveis muito reduzidos desses compostos. Os tempos
de retengd@o em HPLC em fase inversa t&m sido usados para correla-
cionar os coeficientes de partig¥o de n-octanol/4gua Z_C.U. Eads-
forth, Pest. Sci., 17 (1986) 311-325_7 de muitos compostos. No
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entanto, enquanto as técnicas analfticas de GC e HPLC est3o bem

desenvgolvidas o que & adequado para a detecgdo e quantificagdo de
compostos orglnicos especificos, os processos convenciaonais para
preparagdo de amostras alimentares e extrac¢3o de compostos voléd-

teis aromatizantes t&m desvantagens significativas.

Sdo0 desejdveis novos processos para andlise de compostos
organicos voldteis aromatizantes que proporcionam a extracgZo efi
caz e conveniente de compostos voldteis aromatizantes dos produ-
tos alimentares e ao mesmo tempo minimizem os componentes interfe
rentes ou mascarantes e é um objecto do presente invento propor-
cionar tais processos. 530 também desejédveis novos processos pa-
ra a extracgdo de componentes polares seleccionados de fermenta-
¢Bes biolégicas sendo também um objecto do presente invento pro-
porcionar tais processos. E ainda um objecto do invento propor-
cionar processos automatizados para andlise de componentes organi
cos aromatizantes que possam ser fdcil e convenientemente usados
em sistemas de teste analiticos repetitivos. Estes e outros objec
tos do invento ser3o evidentes a partir da descrigdo detalhada se

guinte e dos desenhos que a acompanham.

Descric3o dos desenhos

As Figuras la, lb e lc s3o ilustragBes esquemdticas de
aparelhagem analftica adequada para andlise automatizada de volé-
teis aromatizantes de acordo com uma concretizag@o do presente in
vento juntamente com esquemas de temporizag®o para operag3c da

aparelhagem;

as Figuras 2a e 2b s%o ilustragBes grédficas do efeito glo
bal de parti;éo/concentragéo na cromatografia lfquida de alta pre

cisdo de quatro voldteis de enxofre e l-metionina;

a Figura 3 é uma representag®o gréfica da svolug¥o no tem
po para uma temperatura seleccionada de -202C dos compostos da Fi

gura 2;

a Figura 4a é uma representagdo gréfica do tempo de reten
¢d30 e relagBes de partig3o da fase orglAnica para uma variedade de

voldteis org&nicos aromatizantes e outros compostos da Tabela 1;

a Figura 4b mostra a relag®o entre a temperatura e a par-
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ticd%o volumétrica do acetonitrilo, com 8 sem nfvels adicionados

de cloroffrmio;

as fFiguras S5a e 5b s#o curvas de resposta a HPLC para ca-
feina e outros compostos polares de uma bebida comercial de cola
antes e depois da separagdo de fases num sistema de 4gua/acetoni-

trilo;

as figuras 6a, 6b e 6c sdo cromatogramas de HPLC para com
postos org8nicos volédteis aromatizantes naturais e derivados da
banana madura, utilizando um processo de partigdo de fases de acg

tonitrilo/égua de acordo com o0 presente invento;

as Fiquras 7a, 7b e 7c sdo cromatogramas de HPLC de com-
postos organicos volédteis aromatizantes derivados de queijo
"sharp cheddar", queijo americano e gqueijo "blue", respectivamen-
te, utilizando um processo de particZo de fases de acetonitrilo/

/égua de acordo com o presente invento; e

a Figura B &€ um cromatograma de componentes aromatizantes
radiomarcados metanotiol e dimetilsulfureto produzidos por uma
bactéria e analisados através da utilizag3o de um processo de par
tig3o de fases de acetonitrilo/4gua de acordo com o presente in-

vento.

Descricdo do invento

De uma maneira geral, de acordo com o presente invento,
proporcionam-se processos de partig8o e andlise de compostos vald
teis aromatizantes numa composigdc alimentar. Por compostos orga
nicos aromatizantes, tais como um composto orglnico voldtil aroma
tizante, entende-se um composto org&nico polar, que & um constitu
inte de um produtoc alimentar ou de uma composig@o de biocultura
ou produto, possuindo menos de 15 dtomos de carbono e compreenden
do pelo menos um elemento seleccionado de sntre o grupo que con-
siste em oxigénio, enxofre e azoto. Tal como usado aqui, o termo
composto organico aromatizante inclui compostos aromatizantes de-
rivados tais como derivados 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona
de compostos voléteis de cetona aromatizantes. A derivag®o pode
ser utilizada para modificar ou melhorar as caracteristicas da seg

parac3o e/ou detecgdo,
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A composigZo alimentar pode ser qualquer produto alimentar
comestivel, mistura de produtos alimentares ou material bioldégico
para o qual é necessdria uma andlise do componente aromatizante.
Estas composigBes alimentares podem compreender alimentos ricos
em hidratos de carbono tais como os cereais e gr3os (por exemplo,
arroz, aveia, cevada, milho e trigd, alimentos ricos em proteinas
tais como carne, aves, peixe, ovos, legqumes, nozes e lacticinios
(p.e. leite, gqueijo natural, queijo processado, gqueijo caseiro e
queijo creme), alimentos ricos em lipidos tais como a manteiga e
6leos vegetais, vegetais e frutos, tempros e aromatizantes comes
tiveis, assim como misturas, lotes e combinag®es preparadas de
tais composig®Bes alimentares. Varios aspectos dos presentes pro-
cessos s3do também dirigidos 3 separagdo de componentes ou andlise
de culturas bioldgicas ou produtos de fermentagdo, aqui referidos
como "composig®es de biocultura" (que podem ser também produtos
alimentares ou compostos de produtos alimentares). Exemplos de
composigBes de biocultura s¥o culturas de células bacterianas,
animais, de levedura ou de outras plantas em que um ou mais compos
tos orgénicos polares &€ elaborado ou produzido pela cultura. Es-
tdo inclufdos neste termo os produtos de hidrdlise e derivados de
produtos de hidr6lise sequencial ou por passos de componentes e
produtos celulares, os quais podem ser separados por processos de
acordo com o presente invento para engenharia genética ou para

fins de purificacgdo.

Ds acordo com védrios aspectos do presente invento, a com-
posigdo alimentar ou produto de biocultura é dispersa numa mistu-
ra fluida de acetonitrilo e &gua de forma a proporcionar-se uma
dispersdo fluida da composig®o alimentar a uma temperatura de dis
persdo-extracgdo pré-seleccionada na gama de cerca de 102C a cer-
ca de 1002C., A composigd3o alimentar pode ser dispersa numa mistuy
ra de acetonitrilo/&gua através de qualquer técnica de mistura
adequada tal como dissolug¥o, homogeneizag3o, macerac3o e/ou mis-
tura com corte (shear) baixo ou elevado ou moagem, com mistura
com uma composigdo fluida de acetonitrilo-4gua. A mistura de acsg
tonitrilo-4gua consiste essencialmente em acetonitrilo e &gua. Dg

sejavelmente, a mistura de acetonitrilo estard substancialmente
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livre de outros componentes solventes, mas em va&rias aplicag@es
podem incluir-se pequenas quantidades de outros componentes sol-
ventes desde que n3o interfiram com a andlise ou extracg3o. Oe
uma maneira geral, combinam-se quantidades apropriadas de compo-
sigBes alimentares ou de biocultura, dgua e acetonitrilo de modo

a obter-se uma dispersdo fluida da composigdo alimentar e/ou com-
posic3%o de biocultura com cerca de 10 a cerca de 50% em pesa de
s6lidos alimentares ou de biocultwra n3o aquosos e cerca de 50 a
cerca de 90% em peso de acetonitriloc baseado no peso total da dis
persdo fluida da composig3do alimentar e/ou de biocultura. Prevé-
~-se que a composigdo alimentar ou de biocultura possa ser ela pré
pria anidra (por exemplo, certos produtos alimentares secos ou de
base lipfdica) ou mais tipicamente, ela pode conter uma guantida-
de substancial de d4qua. A quantidade de dgua na composigdo alimepn
tar ou de biocultura, e a afinidade da composig3o alimentar ou de
biocultura pela &dgua, serd um factor na determinag3do da quantida-
de de &gua respectiva (se alguma) e de acetonitrilo a combinar com
a composigdo alimentar ou de biocultura para formar a dispers3o

com acetonitrilo e é&qua.

Os componentes acetonitrilo e 4gua da dispersdo fluida da
composigdo alimentar ou de biocultura formam uma solugdo homogénea
a temperatura ambiente quse funciona como solvente para os compo-
nentes voléteis aromatizantes da composicg3do alimentar., Devido ao
facto de composig3o alimentar estar intimamente distribufda na so
lugdo de acetonitrilo-dgua, consegus-ss uma extracgdo rdpida e al
tamente eficiente de tais compostos para a fase acetonitrilo-4&gqua

na dispersdo fluida da composig@o alimentar.

Ap6s a formag3o da dispers3do, a disperso & arrefecida a
pelo menos cerca de 59C e de preferfncia a2 pelo menos cerca de
259C até uma temperatura de menos de cerca de -109C, a qual & su-
ficiente para causar a separagdo de fases da solugdo de acetoni-
trilo-4dgua para produzir uma fase rica em acetonitrilo contendo
os compostos voléteis aromatizantes da composig3o alimentar e uma
fase rica em dqua separada contendo os componentes da composig3o

alimentar privados dos componentes voliteis aromatizantes.

R mistura com fases separadas deve ser mantida mais conve
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nientemente a uma temperatura de separagdo de fase de menos de
cerca de -102C sob condigBes quiescentes durante um perfodo de
tempo de prefer®ncia de cerca de pelo menos 10 minutos, o qual &
suficiente para separar as fases em duas camadas distintas, a fa
se rica em &gua e a fase rica em acetonitrilo respectivamente.
Por "condigBes quisscentes" entendem-se condigBes de n3o turbulén
cia adequadas & coalescBncia de fases. Tal coalesc®ncia de fases
pode ser levada a cabo num vaso adequado 3 separag3o de fases,
preferencialmente com uma raz3o altura/largura maior do que um,
numa posig¢do fixa com pouca ou sem agitagdo durante o tempo de se
paragdo das fases. Alternativamente pode usar-se um aparelho de
extracgdo em contracorrente com uma temperatura e razBes acetoni-
trilo/agua semelhantes. Se desejado, a formag3do de camadas pode

ser aumentada por centrifugagdo sob condig®es quiescentes.

Ceralmente a fase rica em acetonitrilo compreenderd pelo
menos cerca de B85 por cento em peso de acetonitrilo e menos do
que cerca de 15 por cento em peso de dgua, baseados no peso total
da fase rica em acetonitrilo. Similarmente, a fase rica em &dgua
compreenderd geralmente pelo menos cerca de 80 por cento em peso
de &gqua e menos de cerca de 20 por cento em peso de acetonitrilo,
baseados no peso total da fase rica em d4gqua separada. A separa-
G3o de fases e a formagd3o de camadas pode ser levada a cabo de mo
do a proporcionar uma camada de acetonitrilo clarificada substan-
cilalmente isenta de componentes alimentares n%o dissolvidos, que
€ conveniente para utilizag®o directa em procedimentos analfticos
subsequentes tais como a cromatografia liquida de alta preciso

(HPLC) ou cromatografia gasosa (GC).

Os processos de acordo com o presente invento podem ser
facilmente automatizados. A este respeito, ilustra-se na Figura
la uma concretizagdo de um extractor em linha de componentes org2

nicos com acetonitrilo e um sistema de andlise quantitativa 10.

0 dispositivo 10 ilustrado funciona de modo a obter-se uma
amostra lfquida de um produto alimentar, como por exemplo a par-
tir de uma corrente do processo, amostra que pode ser derivada se
necessdrio. A amostra é extrafda usando uma separag3o de fases

bindria aquosa/acetonitrilo, e € analisada directamente por HPLC,
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GC, FIA, ou outro instrumento analf{tico adequado, sem a necessida
de de filtragZo extensive, extrac¢do da fase sélida, ou outros mg
todos de purificagdc da amostra. 0 acetonitrilo extrai selectiva
mente materiais n3o polares de compostos polares iénicos e de al-
to peso molecular e pode ser directamente injectado num dispositi
vo analftico tal como um cromatégrafo lf{quido de alta precisdo. A
andlise dos compostos que seria normalmente exclufda na extracg3o
organica (p. exp., compostas de carbonilo de baixo peso molecular)
é facilitada pelo uso de um reagente de derivag@o tal como o 3-

-metil-2-benzotiazolinona, que forma um derivado menos polar do

composto, o gual & depois extrafdo selectivamente para a fase or-
ganica de um sistema bindrio. A fase de acetonitrilo é formada

sujeitando a mistura a uma temperatura baixa e n3o tem, como tal,

ccmpostos adicionais que possam interferir com a anédlise.

A operagdo do dispositivo 10 da Figura la comega quando a
amaostra lfquida 12 da corrente do processo 14 & bombeada pela bomba
16 e dirigida para a linha de amostragem 18. Ap6s o volume de
amostra ter entrado na linha 18, a vé4lvula 20 actua, obrigando o
ar a circular e impelindo a amostra para o vaso de extracg®o 22.
Se a amostra necessitar de derivag¢®o, a bomba 24 adiciona o volu-
me necessdrio de reagente de derivag#@o a partir do reservatério
26. R temperatura e a agita¢3o s3o controladas no vaso 22 atra-
vés de conjuntos apropriados de serpentinas de arrefecimento, de
agitadores e/ou de aquecedores do vasa 22 para completar o passo

de derivagdo.

0 volume adequado de acetonitrilo frio (-209C) & ent3o
adicionado a partir do reservat6drio 30 por intermédio da bomba 32
a uma raz¥o pré-seleccionada (1l:1 ou superior). A agitag3o conti
nua e a temperatura & mantida a -209C por intermédio do conjunto
de serpentina de arrefecimento do vaso 22 durante um perfodo de
tempo pré-seleccionado até refrigerar completamente a amostra (1
a 10 minutos), a agitag¥o & ent%o parada e a fase de acetonitrilo
separa-se do material aquoso, extraindo os compostos aromdticos e
n%o polares de baixo peso molecular (por exemplo, menos de 150
daltons) a serem analisados.
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Uma amostra de 3 ml da fase org&nica & ent3d3o retirada pe-
la bomba 34. Depois da entrada da amostra na linha, as v4lvulas
36 e 38 actuam, obrigando o ar a impelir a amostra para a c8mara
de amostragem de HPLC no auto-amastrador 40, 0 auto-amostrador
injecta entdoc uma quantidade exacta (5-100 microlitros) no siste-
ma analfitico, como por exemplo num cromatografo lfiquido de alta
precisdo compreendendo uma fase liquida mével no reservatério 42,
uma bomba de HPLC 44, um auto-amostrador 40, uma coluna analftica

46 e um detector de UV 48 de acordo com a prédtica convencional.

Ap6s a injecg®o, a vélvula 38 actua e a bomba 34 opera,
forgando a amostra a ser expelida para um receptdculo de residuos.
A bomba 34 pdra e a valvula 36 actua, repondo-a. A bomba 50
opera esvaziando o vaso de extracgdo, depois para completando o

ciclo de operag@o.

Mostra-se o computador 52 juntamente caom a interface do
sistema de extracgdo 54 e a interface analftica 56. 0 sistema de
computador pode ter qualquer configuragZo de recolha/controlo de
dados capaz de comandar o sistema de extracg3o baseado em tempori
zagd0 programada de acontecimentos, bem como o sistema analftico.
Alternativamente pode comandar-se o dispositivo analftico por um
sistema de microprocessamento separado e opcionalmente enviar os
dados através de processos de transmiss¥o de dados e protocolaos
standard ao computador 52.

As tabelas lb e lc que acompanham a Figura la descrevem
uma matriz de controlo usada para implementar o controlo por com-
putador do sistema de extracgdo e a operag3@o global do sistema
completo. Os valores temporizados e sequ®ncias s¥oc aproximados e
podem ser alterados de forma a acomodar os diferentes passos de
extracgdo, dispositivos analiticos ou tempos de andlise desejados.

Tendo sido descritos os vArios aspectos do presente invepn
to descrever-se-%o agora mais particularmente, concretizagBes es-
pecificas de tais processos e aparelhos que utilizam uma partig3o
entre acetonitriloc e 4gqua a baixa temperatura, usando HPLC em fa-
se inversa para determinar a partigdo global em fase orglnica de
alguns volateis de enxafre de baixo peso molecular e de outros vo

ldteis org2nicos.
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EXEMPLO 1

Nestes testes, adicionaram-se compostos org2nicos voléa-
teis aromatizantes conhecidos a alfquotas de 2 ml de acetonitri-
lo:4qgua 50:50, 229C em frascos de HPLC de 4 ml, agitados cuidado-
samente e rolhados com tampas de politetrafluoroetilena com septo.
Fizeram-se variar os nfveis dos compostos de 0,02 a 1,0% p/v ou
v/v de modo a obter respostas equivalentes no detector de UV. As
amostras foram injectadas (ZD/Ml) num aparelho de HPLC em conti-
nuo. A técnica de separagdo utilizada foli a separagdo de fases
de um sistema nominal de acetonitrilo:dgua 1:1, o qual formou fa-
ses separadas em l0 minutos a -202C, Esta separagdo separou efi-
cazmente os compostos orga4nicos volAteis das gorduras, proteinas,
aminodcidos e sais, tornando-a adequada para preparagdc das amos-
tras para cromatografia. A cromatografia lfquida de alta resclu-
¢3o em fasa inversa (HPLC) foi usada para determinar o coeficien-
te de partigdo, par védrios voléteis org&nicos, e o tempo minimo
necessario para a partig¥o completa (1 hora). A partic¥o organi-
ca fol relacionada com os tempos de retengdo em HPLC como se mos-
tra na fFigura 4a. As amostras podiam ser mantidas durante 24 ho-
ras sem alteragdo significativa, 0 aparelho HPLC utilizado foi
um injector de amostra Waters XISP com o modelo 7108, bomba 6000A
e detector UV 481 ajustado a 210 nm (Waters Associates, Milford,
MA). Usou-se uma unidade Radiomatic Flo-One Beta para integragdo
dos picos (Radiomatic Instruments, Inc., Tampa FL). Usou-se uma
coluna Alltech adsorbosphere C18, 5 micra, 250 mm x 4,6 mm (Alltech
Associates, Deerfield, IL) para se obter a separaz;Z%o dos componen
tes de acordo com o processamento convencional em HPLC., A fase
mével tinha a seguinte composic#o: 45% de acetonitrilo, 55% de
dqua, 0,2% KH,PO,, pH 3,0. 0 caudal era de 1,0 ml/minuto. Os
frascos foram ent%o colocados num frigorifrico (-209C) durante 1
hora. Colocaram-se entdo ZSU/MJ das fases org@nica e aguosa re-
sultantes num frasco de volume limitado, a amostra foi injectada
e conseguiram-se as integragBes dos picos. 0 coeficiente de parti
¢d3o0, P, foi calculado por divis3o dos valores de integragZ%o da fa

se org8nica pelos da fase aquosa.

Para determinar o perfodo de tempo apropriado para a parti
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¢¥o0 completa, trataram-se gquatro vol&teis de enxofre e l-metioni-
na como descrito acima, com a excepg3doc de que as amostras foram

tiradas a tempos diferentes até 60 minutos (Figuras 2a, 2b e 3).

A Tabela 1 lista os tempos de reteng3o e coeficientes de
partigdo calculados para vdrios compostos orgénicos volateis e

ndo volAiteis.

Tabela 1

Tempos de retencZ®o e coeficientes de particZo para compostos or-

QAnicos em sistemas de fase de acetonitrilo

Tempo de re Coeficiente de particg3o

Composto teng®o(min) 8indrio® Ternario®
Valerato de etilo ' 13,8 25,9 25,6
ACido caprilico 11,2 20,8 20,6
Sulfureto de dimetilo ' 9,9 16,7 17,7
Cloroférmio 9,9 ——— 16,2
Butirato de etilo 8,7 14,3 17,6
Sulfureto de dimetilo 5,4 5,2 6,6
Metanotiol 4,7 4,0 5,2
2-fenil-etanol 4,3 3,3 2,3
Sulfureto de hidrogénio 3,9 . 4,6 5,2
Acido butfrico 3,2 3,1 2,7
l-fenilalanina 2,8 0,1 0,3
l-metionina 2,5 0,03 0,2
Acido acético 2,5 1,1 0,9
Acido 14tico 2,3 0,6 0,8
%-galactono-l,b-lactona 2,1 0,2 0,2
Acido l-ascérbico 2,1 0,4 0,3

a - Acetonitrilo/4qua 1:1, 1 h a -20¢9C.
b -~ Acetcnitrilo/égua/cloroFérmio 5:5:1, 229C.

Os compostos anfip4&ticos (amino4cidos) sofreram partigdo
para a fase aquosa enquanto os compostos voléteis, relativamente
menos polares sofreram partigZ%o para a fase org8nica. Os 4cidos

orgdnicos com uma estrutura gfobal de cadeia linear até C_, sofre-

8
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ram partig#o para a fase rica em acetonitrilo. 0Os dcidos de peso
molecular mais elevado em cadeia linear eram insoldveis a tempera
tura baixa e acumularam-se na interface. 0Us componentes aromdti-
cos n3o polares com pesos moleculares de 250 Daltons ou inferiores
foram extrafdos selectivamente para a fase orgénica rica em acetgo
nitrilo, presumivelmente devido 3 interacgdo das ligag¢®es pi-pi
do anel aromdtico com o grupo nitrilo do acetonitrilo. Havia uma
relag@o entre os tempos de retengdo em HPLC e a partigdo org8nica
como se mostra nas Figuras 2-4. 0Os compostos mais n3o polares,
com tempos de retengdo de 8 ou mais minutos, sofreram uma parti-
¢30 forte para a fase orglnica com coeficientes de partigdo maio-
res que 10,

As Figuras 4a e 4b e Tabela 1 mostram que o coeficiente
de partig#o (P) de compostos org&nicos no sistema bindrio de fa-
ses (acetonitrilo e &gua apenas) & independente da temperatura e
da raz3o voldmica org&nica/aquosa. Os pontos experimentais des-
crevendo as caracteristicas das fases para o sistema terndrio
(acetonitrilo, dgua e cloroférmio s¥8o apresentados na tabela e fi
guras para efeitos de comparac®o). Os nfveis de cloroférmio adi-
cionados podem causar interfer®ncias na andlise cromatogréfica

qualitativa e quantitativa.

0 acetonitrilo/4gua é um solvente muito bom para a maior
parte dos compostos org8nicos polares e ndo polares de baixo peso
molecular. O método de partig3Bo descrito foi utilizado para ex-
tracgd@o e concentragdo rdpida dos volédteis de material aquosos
mais complexos para andlise por HPLC ou outros sistemas, Obtive-
ram-se fases org8nicas limpidas para injecgdo directa a partir de
meios de crescimento microbiolégico com células e de produtos ali
mentares.

EXEMPLO 2

Este exemplo ilustra a extracgdo de cafefna de uma bebida
de cola usando partig¥do aquosa a frio de uma solu¢gZo de acetoni-
trilo de uma bebida de cola.

Usoy-se uma bebida de cola comercial (Pepsi) para demons-

trar a extracgdo selectiva do compostoc orgl8nico relativamente n3o
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polar,cafeina,usando a extracgdo em fase bindria. Colocou-se 1,5
ml da cola num frasco de 3 ml e 1,7 ml de acetonitrilo. A amos-
tra foi agitada durante 20 segundos e foi arrefecida até -209C du
rante uma hora. Colocaram~-se entZdo 0,3 ml da fase org&nica num
frasco de amostragem de HPLC. O sistema HPLC usado foi: wuma co-
luna de fase inversa fenflica (Alltech Associates, Deerfield,
Il1linois) 250 x 4,6 mm, 5 micra, fase mdvel de 25% de acetonitri-
lo, 75 de &gua 0,2% p/v de KHZPDQ, pH 3,0, caudal de 1,5 ml/min,
injecg3o de 20 4l pelo auto-amostrador. Detecg3io UV a 21C nm.

A Figura 5a & um cromatograma da mistura original da cola
mais acetonitrilo antes da partigZo na fase fria. O cromatograma
da figura 5b corresponde a fase orglnica apds partig3oc na fase
fria, A cafelna (tempo de retengdo 3,7 minutos) & extrafda se-
lectivamente para a fase organica, enquanto os outros compostos

polares e ibénicos s3o exclufdos.

EXEMPLO 3

tEste exemplo ilustra a extracgdo de um derivado ceto-d4ci-
do de banana madura através do uso de partig3o fria de uma pasta
aquaosa da banana com acetonitrilo. Misturaram-se em cada um de
dois vasos de 20 ml de volume, 5 g de banana madura com 5 ml de
dgua destilada e 7 ml de acetonitrilo. A um adicionou-se 1 ml
de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) (0,4% p/v), um
agente de derivagdo para compostos ceto. Ambos os frascos foram
colocados a 509C durante 30 minutos para a reacg3o de derivacg3o.
Foram entdo arrefecicos a -202C e assim mantidos durante uma hora.
Colocaram-se 0,3 ml da fase orglnica num frasco de HPLC e injecta
ram-se 20/ul no sistema de HPLC descrito anteriormente. As Figu-
ras 63 e 6b mostram quantitativamente a quantidade das amostras
ndo derivada e derivada respectivamente, medidas a um comprimento
de onda de absorgdo UV de 210 nm, Os picos mais pequenos repre-
sentam compostos n3do polares extrafdos directamente da polpa de ba
nana. 0 pico grande presente na amostra derivada & suposto ser o
derivado de um composto ceto. A Figura 6c corresponde a outro
cromatograma da amostra derivada, detectado a 320 nm UV, um com-
primento de'onda ao qual a ligag¥o MBTH-cseto absorve. 0O cromato-

grama mostra que o pico a 8,3 minutos é um derivado MBTH. O com-
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posto foi presumivelmente identificado como &cido oxaloacético.
0 4cido oxaloacético teria sido normalmente exclufdo da fase or-
gAnica, mas o passc de derivagdo selectiva produziu um composto

ndo polar que é selectivamente extraf{do para a fase organica.

EXEMPLO 4

Este exemplo ilustra a extracgdo de derivados de compostos
aromatizantes ceto de gqueijo através do uso de partigdo fria de

uma pasta aquosa do queljo com acstonitrilo.

Usaram-se tres vasos de 20 ml de volume. Misturaram-se 5
g de cada uma das seqguintes variedades de queijo, "sharp cheddar",
gqueijo americano e queijo "blue" com 5 ml de 4gqua destilada e 7
ml de acetonitrilo. Adicionou-se a cada um 1 ml de uma solugHo
de MBTH (D,4%). As amostras foram cuidadosamente agitadas e fo-
ram mantidas a 502°C durante 30 minutos para se completar o passo
de derivagdo. As amostras foram ent¥o arrefecidas a -202C duran-
te 1 hora. Colocaram-se 0,3 ml da fase org8nica num frasco de
amostragem de HPLC e injectaram-se 20/41 no sistema de HPLC des-
crito anteriormente. As Figuras 7a, 7b e 7c s3o os cromatogramas
de absorgdo dos tr8s tipos de queijo a 320 nm, comprimento de on-
da 20 qual se detectam exclusivamente os derivados MBTH-ceto. As
amostras de queljo americano e cheddar aparentaram ter qualidades
semelhantes de ceto-4cidos, em quantidades diferentes. Dois dos
compostos foram presumivelmente identificados como derivados do
dcido glioxflico e pirdvico. 0 queijo "blue" mostra possuir pelo
menos cinco compostos ceto adicionais. Isto & consistente com a
nogdo corrente de que o aroma do queijo "blue" é devido em grande
parte aos ceto-dcidos especialmente a 7-heptanona que estd presen
te em maior teor na amostra de queijo "blue" e que se sabe ser o
componente com maior contribuig¥o para o aroma do queijo “"blue“.
Os &cidos pirdvico e glioxIlico teriam sido normalmente excluidos
da fase org&nica, mas a derivagZo selectiva produziu derivados

ndo polares que s3o facilmente extraidos pelo acetonitrilo.
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EXEMPLO 5

Este exemplo ilustra o uso de separagdo de fases com redy
¢3o de temperatura com células biolégicas para finalidades anali-
ticas e extracg3o de biocomponentes, recuperagf®c ou andlise. Des
te modo, as culturas biolégicas de células de bactérias, de plan-
tas ou animais podem ser processadas, com ou sem ruptura da pare-
de celular, em camzadas separadas clarificadas compreendendo uma
camada rica em acetonitrilo cantendo os componenfes extrafdos e
uma camada rica em 4qua contendo as bactérias, protefnas e outros

materiais celulares.

Utilizam-se geralmente espécies de Brevibacterium em quei

Jjos limberger e outros gueijos curados a superficie. Sabe-se que
espécies como a B, linens possuem a enzima metionina-liase / E.C.
C. 4.4.11_/ que cliva o aminocdcido l-metionina do queijo em meta-
notiol, um composto aromatizante que contribui para um cheiro e
sabor a cebola ou alho nos queijos. Z?Ferchichi, M., et al., J.
General Microbiology, 131, pp 715-723 (1985);7. A quantificac3o
do metanotiol produzido a partir de metionina por uma cultura de
crescimento de um B, casei em meio de crescimento n3¥c optimizado
foi efectuada usando um sistema HPLC com detectores de ultraviole
tas e de radioisétopos. Adicionou-se l-metionina n%o radioactiva
5 mMal ml de meio de ATP juntamente com 2,0 x 10° cpm > S-metio
nina. Adicionou-se um indéculo de 1,0% de B. casei ATCC 35513 ao
meio, e o frasco fol rolhado com uma tampa com septo. O frasco
foi incubado durante 3 dias a 309C. Produziram-se niveis vesti-
giais de metanotiol e dissulfureto de dimetilo (o produto da oxi-
dagZ%o do metanotiol) pela cultura em crescimento lento.

Injectaram-se 1,2 ml de acetonitrilo puro através do septo
e a amostra foi rapidamente agitada em vortex. A amostra foi en-
tdo mantida a -209C durante uma hora. A fase orglnica estava cla
ra e livre de resf{duos celulares. Removeram-se 250 1 da amostra
e colocaram-se num frasco de HPLC de volume limitado. A quantifi
cagdo dos compostos aromatizantes de enxofre foi levada a cabo
utilizando o sistema HPLC e os coeficientes de partig#@o descritos
anteriormente para os mesmos compostos de enxofre. A Figura 8

mostra o cromatograma com detector de isétopos da fase orga&nica.
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0 metanotiol e dissulfureto de dimetilo

de ppm.

Embora o presente invento tenha

foram detectados a niveis

sido descrito com particu

laridade em relagd3o a concretizag®es espec{ficas, deve ter-se em

censideragdo que se podem efectuar védrias modificagBes e adapta-

¢Oes com base na presente descrigdo que

cance do presente invento.

estejam no espirito e al-
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REIVINDICAGTDBES

1 - Processo para partig3o e andlise de compostos volédteis
aromatizantes ou de outros compostos org8nicos numa composig3o
alimentar ou de biocultura, caracterizado por compreender os pas-

s0s seguintes:

- dispersdo de uma composicgdo alimentar ou de biocultura
numa mistura fluida de acetonitrilo e 4gua, de modo a obter-se uma

dispersdo da composigdo fluida,

- arrefecimento da dispersd@o até uma temperatura de sepa-
ragdo de fases, que seja suficiente para causar a separagdo de fa
ses da mistura fluida de acetonitrilc e &gua de modo a produzir
uma mistura de fases separadas, com uma fase rica em acetonitrilo
contendo os compostos orgénicos aromatizantes da composigdo, e
uma fase rica em dgua contendo os componentes da composig¥o sem

0s compostos orgdnicos aromatizantes,

- manutengd@o da mistura de fases separadas a uma tempera-
tura de separag3o das fases sob condig®es quiescentes de forma a
separar as ditas fases em duas camadas distintas, uma camada cla-
rificada rica em acetonitrilo contendo os compostos volAteis aro-
matizantes da composigdo e uma camada rica em &gua contendo os
componentes da composigdo sem 05 compostos orglnicos aromatizan-

tes, @

~ andlise em relagdo a aromas orglnicos de pelo menos uma

porgdo da camada rica em acetonitrilo.

2 ~ Processo de acordo com a reivindicag3o 1, caracteriza
do por o referido passo de andlise se efectuar por meio de croma-

tografia l{quida de elevado rendimento.

3 - Processo de acordo com a reivindicag3o 1, caracteriza
do por o referido passo de andlise se efectuar por cromatografia

gasosa.

4 - Processo de acordo com a reivindicag3o 1, caracteriza
do por o referido passo de andlise se efectuar por andlise de in-

jecg®o de fluxo, espectroscopia ou polarografia.
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5 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza
do por os referidos compostos orgdnicos aromatizantes serem deri-

vados antes do referido passo de arrefecimento.

6 - Aparelho para extracg¥o cam separagso de fases e para
andlise dos compostos organicos aromatizantes, caracterizado por

compreender:

- meios de mistura para mistura de uma composigio alimen-
tar ou de biocultura com acetonitrilo e 4gqua de modo a formar uma
dispers3o homogénea de uma composigdo alimentar numa mistura de

acetonitrilo-4qua,

- meios para arrefecimento da referida dispers#ao homogé-
nea na referida mistura acetonitrilo-&gua de forma a provocar uma
separagdo por fases, e para separar a dispersdo separada em fases
numa camada rica em &dgua, contendo a composig¥o alimentar ou de
biocultura sem os compostos orglnicos voléteis e uma camada rica
em acetonitrilo clarificada, contendo os compostos org&nicos aroma
tizantes extrafdos da referida composic3o alimentar ou de biocul-
tura, e meios para analisar os compostos org8nicos volédteis aroma

tizantes, na dita camada rica em acetonitrilo.

Lisboa, 22, DEZ 1383
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