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RESUMO

XAVIER, Vanessa Barbieri. Anédlise cromatografica/olfatométrica do potencial
aromatico de extratos naturais livres e incorporados a materiais pela
impregnacgao supercritica. Porto Alegre. 2016. Tese. Programa de Pds-Graduacao
em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A determinacao da contribuicdo de determinados constituintes para o aroma global
de um produto tem sido alvo de interesse de pesquisadores. Sabe-se que apenas
uma pequena parte do grande niumero de compostos volateis presentes em uma
matriz perfumada contribui para percepcdo do seu aroma. Além disso, estes
compostos nao contribuem igualmente para o perfil do aroma global da matriz,
portanto, uma grande concentragdo relativa de um determinado composto, néo
necessariamente correspondem a intensidades altas de aroma. A cromatografia
gasosa/olfatometria (GC/O) é a técnica analitica indicada para estudar tais
guestdes, pois permite a avaliacdo do aroma de cada componente de uma mistura
complexa, através da correlacdo especifica com os compostos de interesse; isso é
possivel porque o0s componentes volateis das substancias sdo percebidos
simultaneamente por dois detectores, sendo um deles o sistema olfativo humano e o
outro um detector cromatografico. O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento,
implantacdo e validagdo de um equipamento hibrido (GC/O) para analises
olfatométricas e emprego do mesmo como ferramental de analise de extratos
naturais incorporados em materiais. Inicialmente, o olfatbmetro foi construido,
testado e validado, para uso em diferentes matrizes. Com o olfatbmetro, foram
analisados Oleos essenciais de espécies nativas como forma de avaliar o potencial
aromatico destes extratos e compostos volateis de méis como forma de propor e
validar uma técnica alternativa de identificagdo de origem destes produtos. A partir
dos resultados referentes ao equipamento e as matérias primas, realizou-se estudos
sobre a liberacdo controlada de compostos volateis impregnados em tecidos pela
impregnacdo supercritica, tendo como método de analise a cromatografia

gasosa/olfatometria.

Palavras-Chaves: Aromas, cromatografia/olfatometria, impregnacao supercritica.



ABSTRACT

XAVIER, Vanessa Barbieri. Chromatographic/olfactometry analysis of aromatic
potential of natural extracts free and incorporated in materials by supercritical
impregnation. Porto Alegre. 2016. PhD Thesis. Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO
GRANDE DO SUL.

The determination of the contribution of certain constituents to the global odor of a
product has been the subject of interest to researchers. It is known that only a small
part of the large number of volatile compounds present in a fragrant matrix
contributes to the perception of its odor. In addition, these molecules do not
contribute equally to the global odor profile of a sample, so a large relative
concentration of a compound; do not necessarily correspond to a high intensity odor.
Gas chromatography/olfactometry (GC/O) is analytic technic appropriate for studying
such issues, since it enables the assessment of odor of each component of complex
mixture through specific correlation with the compounds of interest. This is possible
because the volatile components of the substances have perceived simultaneously
by two detectors, one being the human olfactory system and the other the
chromatography detector. The objective of this study is the project, development,
implementation and validation of a hybrid equipment (GC/O) to olfatometric analysis
and the use of it as tooling for analysis of natural extracts incorporated in different
materials. The initial result of the work consisted of the olfactometer own, tested and
validated for use in studies associated with this thesis. With the olfactometer,
essential oils were analyzed of native species in order to assess the aromatic
potential of these extracts and volatile compounds of honey as a way to develop and
validate an alternative technique to identification source. With the results referent to
the equipment and raw materials, there was made studies on the controlled release
of volatile compounds impregnated in textiles by supercritical impregnation, using the

gas chromatography/olfactometry as an analytical method.

Key-words: Odors, gas chromatography/olfactometry, supercritical impregnation.
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1. INTRODUCAO

Os aromas sempre foram parte integrante da evolucdo da humanidade e com
o desenvolvimento tecnolégico dos materiais, eles se destinam a melhorar a
qualidade sensorial e aprimorar os produtos. A avaliacdo destes aromas € um dos
pontos chave em alguns processos de producdo industrial (alimentos, bebidas,
calcados, vestuario e outros) e esta adquirindo importancia constante em campos
tecnologicos, como por exemplo, a qualidade do ar. Esta questdo diz respeito
principalmente ao impacto ambiental de varias atividades industriais como curtumes,
refinarias, matadouros, destilarias, usinas de tratamento, aterros sanitérios, usinas
de compostagem e outros (Wardencki et al., 2009; Brattoli et al., 2011). A utilizacao
dos aromas € diferente do uso dos demais aditivos, ja que ao contrario destes, os
aromas precisam ser notados pelo olfato humano. A determinacdo da contribuicéo
de alguns constituintes para o aroma global de um produto tem sido alvo de
interesse de pesquisadores. A percepcdo de compostos volateis pelo nariz humano,
liberados a partir de alimentos e fragrancias, depende da extensdo da liberacdo da
matriz e das propriedades do aroma dos compostos. Sabe-se que apenas uma
pequena parte do grande numero de compostos volateis que ocorrem em uma
matriz perfumada contribui para percepc¢éo do seu aroma (Grosch, 1994; Van Ruth,
2001). Alem disso, estes compostos nao contribuem igualmente para o perfil de
aroma global de uma amostra, portanto uma alta concentracdo relativa de um
composto determinada por um detector cromatografico, ndo necessariamente
corresponde a intensidade alta de aroma, devido as diferentes relacdes
intensidade/concentracédo (Zellner et al., 2008; Xavier, 2011). A cromatografia
gasosa/olfatometria (GC/O) é uma técnica analitica mista indicada para solucionar
tais questbes, pois permite a avaliacdo de cada componente ativo na mistura
complexa, através da correlacdo especifica com o0s picos cromatograficos de

interesse; isso € possivel porque as substancias eluidas sdo percebidas



19

simultaneamente por dois detectores, sendo um deles o sistema olfativo humano e o

outro o detector cromatografico (van Baren, 2008).

Consequentemente, a GC/O nédo so fornece um resultado instrumental, mas
também uma andlise sensorial. Esta ultima é definida como a quantificacdo das
respostas humanas aos estimulos percebidos pelos sentidos da visdo, olfato,
paladar, tato e audicdo (Meilgaard et al., 1991; Richardson, 1999). Quando acoplada
a técnicas analiticas, como no GC/O, torna-se uma abordagem precisa e descritiva
para caracterizar estimulos, avaliar e mensurar impressées, como também um
importante processo que permite a compreensdo e quantificacdo de uma

caracteristica sensorial.

A meta deste estudo consiste no projeto de criagcdo de um equipamento
hibrido (GC/O), acoplado a um software de aquisicdo de dados, para analises
olfatométricas e a validacédo da técnica olfatométrica como ferramental de andlise de
materiais. Para tal, foi construido o equipamento de analise olfatométrica, definida a
metodologia utilizada e foram realizados ensaios preliminares com 6leos essenciais
de algumas espécies de Baccharis (Xavier et al. 2013; Santo et al., 2014), Eugenia
uniflora L. e Citrus sinensis, espécies que ainda ndo haviam sido avaliadas
olfatometricamente. Na sequéncia foram realizados experimentos com compostos
volateis de amostras de mel, com a intencédo de propor e validar uma técnica de
identificacdo da origem botanica do mel. Estes compostos volateis foram extraidos
pela técnica de microextracdo em fase solida (SPME). Também foi realizada a
impregnacao supercritica de 6leos essenciais em tecido de poliéster e foi avaliado a
liberacdo do aroma neste tecido impregnado, utiizando a SPME e a analise

cromatografica/olfatométrica (GC/O).



20

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho € o uso da técnica olfatométrica como
ferramental de analise do potencial aromético de extratos de produtos naturais livres

e incorporados a materiais.

2.1. Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos séo:

- Construcéao e validacdo de equipamento para analise olfatométrica acoplado

a cromatografo a gés.

- Definicdo das técnicas para analise olfatométrica a partir de matrizes

liguidas e de matrizes sélidas previamente ndo avaliadas por olfatometria.

- Utilizagdo da cromatografia gasosa/olfatometria como técnica alternativa a
melissopalinologia para identificagdo da origem de amostras de mel a partir de seus

compostos volateis.

- Impregnacéo supercritica de extratos com aroma em matrizes poliméricas.

- Avaliagdo da liberacdo do aroma em matrizes poliméricas utilizando a

técnica de microextracdo em fase solida (SPME) associada a cromatografia

gasosa/olfatometria.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aromas

Os compostos com aroma sdo amplamente utilizados em formulacdes de
alimentos, racOes, bebidas, cosméticos, detergentes, produtos quimicos e
farmacéuticos, entre outros produtos (Gupta et al., 2015). O objetivo da inclusdo de
aromas na formulacdo de todos estes diferentes produtos € influenciar os
consumidores, seja para melhorar as suas propriedades sensoriais ou simplesmente
através da indicacdo para que o produto seja facilmente reconhecivel (Teixeira et
al., 2013; Gupta et al., 2015). Por outro lado, os consumidores sdo atraidos por
produtos perfumados, porque eles sdo capazes de influenciar a sua imagem, o
humor, ou mesmo a sua personalidade. Notavelmente, a incorporacdo de aromas
em produtos tem também o papel de melhorar as avaliagbes dos consumidores
quanto ao desempenho desses produtos: aromas frescos sao frequentemente
utilizados em produtos de limpeza, pois os consumidores associam fresco com
limpo. Esta relacdo bilateral € explicada pelo poder do sentido do olfato que
ultrapassa as fronteiras, onde outros sentidos ndo podem alcancar (Teixeira et al.,

2013).

Recentemente, devido ao aumento da conscientizacdo e interesse na saude
do consumidor em produtos naturais, tem havido mais procura por fragrancias
obtidas a partir de fontes naturais. Os aromas naturais sdo aquelas substancias
aromatizantes ou preparacdes que sao obtidas por processos fisicos, enzimaticos
ou microbiolégicos, a partir de materiais de origem vegetal ou animal. De um modo
geral, estes aromas incluem 0leos essenciais, Oleo-resinas, esséncias ou extratos,
proteinas hidrolisadas, destilado de qualquer produto de torrefagcéo, produtos lacteos

ou produtos de fermentacao (Gupta et al., 2015).
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Os aromas de produtos naturais sédo geralmente devidos a misturas
complexas de centenas de compostos individuais. Alguns produtos podem
apresentar naturalmente mais de mil substancias que, em conjunto, conferem um
aroma caracteristico. Um exemplo é o aroma natural de café, que torrado apresenta
um aroma tdo complexo que ja se identificaram mais de mil componentes na sua
constituicdo. O mel apresenta um aroma composto por mais de 200 aromas
individuais, enquanto a maca apresenta em seu aroma mais de 130 componentes
volateis. A contribuicdo de cada um destes compostos no perfil do aroma global
varia muito. Compostos presentes em quantidades minimas podem ser contribuintes
mais importantes do que aqueles presentes em concentracfes mais elevadas
(Rowe, 2005; Food Ingredients Brasil, 2009).

Em maior ou menor grau, representantes de praticamente todas as fungdes
de quimica organica possuem propriedades organolépticas, sendo utilizados na
elaboracdo de reproducdes de aromas naturais (Food Ingredients Brasil, 2009;
Gupta et al. 2015). Por exemplo, os esteres sdo geralmente adicionados em
bebidas, balas, chicletes, iogurtes por contribuir com o aroma frutado (Gupta, et al.,
2015). Ainda ndo se pode estabelecer uma relacédo precisa entre estrutura quimica,
perfil de aroma e propriedades tecnolégicas, embora ocorram algumas semelhancas
com determinados grupos e séries de compostos (Quadros 3.1 e 3.2). (Food
Ingredients Brasil, 2009).

Quadro 3.1. Relacao entre estrutura quimica e propriedades organolépticas.

Propriedade Organoléptica Estrutura Quimica

Azedo, picante Acidos organicos

Sais organicos e cloreto de sodio, glutamato monossédico,

Salgado ;
9 nucleotideos
AMarao Alcaloides e glicosideos-gumarinas, hidrocarbonetos terpénicos e
9 terpenoides
Doce Sacarideos e alcoois polivalentes

Relacionado com componentes com alto peso molecular e estrutura
Aroma perfumado compacta, neste caso a presenca de grupos funcionais ndo parece
relevante
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Esteres — embora alguns néo ésteres também tenham esta
Aroma floral P
caracteristica
Aroma acido Acidos graxos de alto peso molecular

Fonte: Food Ingredients Brasil, 2009.

Quadro 3.2. Semelhancas entre composto quimico e aroma de produtos.

Composto Quimico Aroma
Aldeido benzoico Améndoas
Aldeido C - 14 Péssego
Aldeido C - 16 Morango
Aldeido C - 18 Coco
Acetato de amila Banana
Antranilato de metila Uva
Caproato de alila Abacaxi
Aldeido cindmico Canela
Anetol Anis
Aldeido para toluila Cereja
Aldeido de estiralila Goiaba

Fonte: Food Ingredients Brasil, 2009.

3.2. Andlise sensorial

Gragas aos sentidos percebemos o mundo que nos rodeia. A visdo, a
audicdo, o tato, o gosto e o olfato nos permite receber, selecionar, organizar e
interpretar a informacdo ao nosso redor e chega até nds através de distintos
instintos (Mufioz, 2011).

A analise sensorial é realizada em funcdo das respostas transmitidas pelos
individuos as varias sensacdes que se originam de reacdes fisiologicas e séo
resultantes de certos estimulos, gerando a interpretacdo das propriedades
intrinsecas aos produtos. Para isto é preciso que haja entre as partes, individuos e

produtos, contato e interacdo. O estimulo € medido por processos fisicos e quimicos
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e as sensaclOes por efeitos psicolégicos. As sensacglBes produzidas podem
dimensionar a intensidade, extensao, duracdo, qualidade, gosto ou desgosto em

relacdo ao produto avaliado (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Os sentidos do olfato e do gosto constituem os denominados sentidos
quimicos, ja que resultam da interacdo direta de certos compostos quimicos com
Nossos sistemas receptores periféricos: o epitélio olfatério localizado no nariz e os
botdes gustativos que se encontram na lingua. Ambos sdo os mais primitivos dos

Nossos sistemas sensoriais (Muioz, 2011).

3.2.1. Olfato

O olfato esta ligado a parte do nosso cérebro que controla a memoria e as
emocdes, de forma que, frequentemente, memaria, emocdo e aroma se encontram
inter-relacionados. Isto faz com que ao perceber um determinado estimulo de
aroma, nossa mente visualize a situacdo que associamos com determinado aroma,
de maneira que somos capazes de sentir que estamos vivenciando a situacao

novamente (Mufioz, 2011).

A mucosa do nariz humano possui milhares de receptores nervosos e o bulbo
olfativo esta ligado no cérebro a um “banco de dados” capaz de armazenar, em nivel
psiquico, os aromas sentidos pelo individuo durante toda a vida. Na percepcao do
aroma, as substancias desprendidas e aspiradas sédo solubilizadas pela secrec¢ao
aguosa que recobre as terminacdes ciliadas, entrando em contato com o0s
receptores nervosos e produzindo impulsos elétricos. Estes, quando chegam ao
cérebro, geram informacdes que, comparadas aos padrdes conhecidos por ele se
encaixam como num sistema de “chave-fechadura”. Em média, o ser humano pode
distinguir de 2000 a 4000 impressdes olfativas distintas (Instituto Adolfo Lutz, 2008).
Na verdade, podemos ser capazes de detectar aromas em concentracdes inferiores
a um equipamento de cromatografia gasosa, mas, ao mesmo tempo, sé podemos
distinguir alguns produtos quimicos apresentados em uma mistura de centenas de

compostos com aromas diferentes (Teixeira et al., 2013).
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O sentido do olfato é mais agucado do que a qualquer outro sentido. Um
exemplo pratico para ilustrar este fato € o de comparar as cores e aromas:
geralmente, a descricdo geral de uma cor € feita por meio da utilizacdo de uma ou
duas palavras (no maximo) que muitas vezes se traduz explicitamente a cor que
qualquer individuo com boa acuidade também descreveria. Ja para a descricdo de
aromas frequentemente isto ndo € verdade. Quando se tenta descrever o aroma de
uma rosa, por exemplo, vao surgir varias palavras, sentimentos, emocdes ou
memarias do individuo. Além disso, pessoas diferentes vao usar diferentes adjetivos
ou classes para caracterizar o perfume de uma rosa. A principal razao disso é que
ndo somos ensinados a descrever aromas diferentes, como somos ensinados a
distinguir cores, formas ou sons. Outro motivo esta relacionado com a variabilidade

interpessoal e a complexidade do sistema olfativo humano (Teixeira et al., 2013).

3.2.2. Percepc¢éo dos aromas

Os sentidos do olfato e do gosto se encontram estreitamente conectados
entre si, chegando a confundir qual deles recebe realmente o estimulo quimico.
Ambos sentidos interferem conjuntamente quando se trata de alimentos e na
avaliacdo de sua qualidade, por exemplo (Mufioz, 2011). O aroma € perceptivel pelo
orgao olfativo quando certas substancias volateis sdo aspiradas, via ortonasal, e
quando é resultante de compostos volateis que entram a partir da boca e do sistema
respiratorio, via retronasal, durante a degustacdo (Figura 3.1) (Van Ruth, 2001,
Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Figura 3.1. Esquema da via nasal e via retronasal humana.
Fonte: Instituto Adolf Lutz, 2008.
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O sentido do olfato humano é capaz de distinguir e reconhecer uma grande
variedade de qualidades atribuiveis aos compostos volateis. No entanto, os
pesquisadores ainda tém de identificar um bom relacionamento entre o cheiro de um
composto e as propriedades fisicas do composto que causam esse cheiro. Os
compostos que séo estruturalmente muito diferentes uns dos outros podem ter o
mesmo aroma, enquanto que 0os compostos quase idénticos em termos de estrutura
podem ter a qualidade de aroma muito diferente (Delahunty et al., 2006). No caso
dos isbmeros Opticos da carvona (Figura 3.2), (R)-carvona que tem cheiro de
cominho e (S)-carvona que tem cheiro de horteld. J& no caso dos isbmeros Opticos
do limoneno (Figura 3.3), (R)-limoneno tem cheiro de laranja e o (S)-limoneno tem

cheiro de liméo (Barreiro et al., 1997).

R-carvona S-carvona

Figura 3.2. Estrutura quimica dos isbmeros 6pticos da carvona.

Fonte: Barreiro et al., 1997.

)\/\opp
Pirofosfato de isopentenila
| N OPP /
—

Pirofosfato de dimetilalila Pirofosfato de Geramla

S-(-limoneno

Figura 3.3. Estrutura quimica dos isbmeros Opticos do limoneno.

Fonte: Barreiro et al., 1997.
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7

O aroma percebido de qualquer material € formado por um ou mais
compostos volateis (as vezes centenas) que estdo presentes em concentracdes
acima do limite de sensibilidade (Delahunty et al., 2006; Wardencki et al., 2009). A
percepcdo de compostos volateis liberados a partir de um produto pelo nariz
humano depende da extensdo da liberacdo a partir da matriz deste e das
propriedades do aroma do composto. Ha indicacdes de que apenas uma pequena
fracdo do grande numero de compostos volateis que ocorrem em uma matriz
perfumada contribui para o aroma (Grosch, 1994; Van Ruth, 2001). A experiéncia
mostra que muitos compostos de aroma ativo ocorrem em concentragdes muito
baixas (Kataoka et al., 2000; Van Ruth, 2001). Portanto, o perfil cromatografico
obtido por qualquer detector “quimico” nao reflete necessariamente o perfil de aroma

de um produto (Xavier, 2011).

3.3. Cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O)

A cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O) € uma técnica hibrida. Ela
combina o poder de separagédo da cromatografia gasosa (GC) com a seletividade e
a sensibilidade especificas do nariz humano (Goodner e Rouseff, 2011). A GC/O
utiliza o nariz como um detector paralelo ao detector fisico-quimico (por exemplo, o
detector de ionizacdo de chama - FID ou espectrometria de massas - MS) para obter
uma resposta sensorial e quimica de compostos de aroma, e permite a identificacéo

de compostos-chave para o aroma global (Minteguiaga et al., 2015).

A cromatografia € um método fisico de separacéo, no qual os componentes,
presentes em uma amostra a serem separados sao distribuidos entre duas fases: a
fase estacionaria e a fase movel. Na cromatografia gasosa (GC) esta separacao
ocorre na fase gasosa, logo a técnica é viavel também para amostras liquidas e
sélidas que vaporizam em determinada faixa de temperatura. A amostra é
introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria por um sistema de injecao.
Ela é transportada por uma corrente de gas (fase mével) chamada gas de arraste.
A interacdo entre os componentes e a fase estacionaria leva a uma separacao

diferencial dos componentes da mistura (Mc Master, 1998).
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Um cromatdgrafo a gas funciona da seguinte forma (Figura 3.4): um géas
inerte (gas de arraste) flui continuamente de um cilindro (1) para a coluna (6) através
de um ponto de injecdo (4). A amostra é injetada utilizando uma microsseringa no
ponto de injecdo, devidamente aquecido para que ocorra a vaporizacdo da amostra
que sera “arrastada” pelo gas de arraste através da coluna. Na andlise de o6leos
essenciais, normalmente, utiliza-se colunas capilares de 10 a 100 m de
comprimento e didmetro interno de 0,1 a 0,75 mm. Apds passar pela coluna, o gas
de arraste carregando a amostra passa por um detector (7) que ird gerar um sinal
elétrico, registrado em formato de picos, que sera enviado a um sistema de dados
(8) (Mc Nair e Miller, 2009).
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Figura 3.4. Esquema geral de um cromatégrafo a gas.
(1) cilindro de gas de arraste, (2) e (3) controladores de fluxo de gas, (4) sistema de injecdo de
amostra, (5) forno para aquecimento da coluna, (6) coluna cromatografica, (7) detector, (8) sistema de

aquisicao de dados.
Fonte: McNair e Miller, 2009.

Além das vantagens de sensibilidade, de ndo ser uma técnica destrutiva, e de
requerer pequenas quantidades de amostra, a cromatografia gasosa (GC) apresenta
algumas dificuldades, tais como a limitacdo de compostos volateis com pesos
moleculares abaixo de 1000 Daltons. Compostos mais pesados devem ser evitados
ou pode-se fazer uso de la de vidro no liner do injetor, assim prevenindo a injecao

de alguma impureza no cromatégrafo. Porém seu maior problema € a falta de
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provas definitivas sobre a natureza dos compostos detectados. Para a maioria dos
detectores de GC, a identificacdo é baseada apenas no tempo de retencdo. Uma
vez que muitos compostos podem possuir o mesmo tempo de retencdo, fica a
davida quanto a natureza e a pureza do(s) composto(s) no pico separado (Mc
Master, 1998; McNair e Miller, 2009).

A andlise cromatogréfica é dependente da fase estacionaria e método de
analise utilizado, pois o tempo de retencdo pode ser diferente para 0 mesmo
composto variando estes fatores. Para a identificacdo correta do composto utiliza-se
o indice de retencdo que € baseado na analise de um padrdo, normalmente uma
série de alcanos. O indice mais utilizado é o indice de Kovats. Para analises com
programacao de temperatura, o indice mais adequado € o indice Aritmético, também

chamado de indice Linear (Adams, 2007).

A GC/O (cromatografia gasosa/olfatometria) € um método que determina
diretamente quais compostos na mistura complexa de volateis tém atividade
aromatica (Goodner e Rouseff, 2011). Embora especialistas em cromatografia
notassem que aromas especificos eluiam durante a andlise no GC, a técnica nao foi
utilizada até 1964 (Fuller et al., 1964), onde foi proposto que um nariz humano iria
avaliar a eluicdo de compostos com aroma durante a separacdo do GC. Mesmo que
a técnica de GC/O possa determinar quais volateis tém atividade aromatica e quais
nao tem, deve-se ter em mente que os resultados ndo fornecem indicacdo de como
estes compostos irdo interagir uns com 0S outros ou com a matriz da amostra
(Goodner e Rouseff, 2011). Em GC/O sédo avaliados compostos individuais. Esta
técnica nao fornece informacgéo sobre o seu comportamento de mistura, embora ele
indigue a importancia de alguns compostos para o aroma (Van Ruth, 2001).
Identificacdes preliminares destes compostos com aroma séo geralmente obtidas
através da comparacao entre o comportamento de retencéo e descricdes sensoriais
de dois ou trés diferentes tipos de colunas capilares do GC (Goodner e Rouseff,
2011). Em geral, é muito dificil determinar a relevancia sensorial de volateis a partir
de uma unica analise de GC/O (Van Ruth, 2001). Tentativas de identificacdo podem
ser confirmadas comparando os tempos de retencdo e as caracteristicas sensoriais

de padrbes auténticos a partir do volatil identificado na tentativa. Sempre que
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possivel, a espectrometria de massas é também utilizada como uma ferramenta de

confirmacédo de identificacdo (Goodner e Rouseff, 2011).

A GC/O tem sido amplamente aplicada para a caracterizacdo de compostos
de aroma em uma variedade de matrizes, principalmente em alimentos, como vinho,
café, pao, cha, carnes, queijos, cogumelos e frutas (Xavier et al., 2013; Minteguiaga
et al., 2015; Gerretzen et al., 2015). H& estudos que indicam a utilizacdo da técnica
para controle de qualidade: diferenciar espécies de trufas chinesas e pretas (Culleré
et al., 2013), comparar diferentes aguardentes de uva comerciais (Cacho et al.,
2013) e vinhos (Gurbuz et al., 2013). Outros utilizam para a caracterizac¢do do perfil
de aroma com o0 objetivo de identificar os principais compostos responsaveis pelo
aroma, tais como nas seguintes matrizes: bananas (Pino e Febles, 2013), azeite de
oliva (Kesen et al., 2013), carnes (Straber e Schieberle, 2013), frutas silvestres
(Kraujalyté, 2013), cenoura cozida (Buttery e Takeoka, 2013), morango (Prat et al.
2013), extratos de acafrdo iraniano (Amanpour et al., 2015), tomates (Du et al.,
2015), suco de laranja (Mastello et al., 2015). Outros trabalhos buscam alternativas
de melhorar e/ou modificar as caracteristicas arométicas de um produto, tais como

em vinhos (Bencomo et al., 2013).

3.3.1. Instrumentacédo béasica da cromatografia gasosa/olfatometria
(GC/O)

A determinacdo dos aromas das substancias é possivel gracas a presenca de
uma ligacdo especial, uma porta chamada “sniffing port” (porta olfatométrica) ligada
em paralelo com um detector convencional, tal como o detector de ionizagdo de
chama (FID) ou acoplamento a espectrometria de massas (MS) (Figura 3.5). O fluxo
é dividido de tal modo que os compostos volateis atingem os dois detectores ao
mesmo tempo, de forma que se possa compara-los. A combinacédo do detector de
olfatometria com um espectrdmetro de massas é particularmente vantajosa, uma
vez que torna a identificacdo dos compostos volateis com atividade aromatica

possivel (Plutowska e Wardencki, 2008).
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Figura 3.5. Esquema do GC equipado com o detector olfatométrico.
Fonte: Adaptado de Plutowska e Wardencki, 2008.
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O projeto de todas as portas olfatométricas disponiveis comercialmente é
muito semelhante. O material utilizado na fabricacdo da porta olfatométrica é o vidro
em formato c6nico no molde de um nariz, ja que ele ndo interfere nos aromas em
comparacao a outros materiais tais como o plastico. A linha de transferéncia, que
conduz a coluna cromatografica que sai do cromatégrafo até o nariz humano, é
aguecida para evitar a condensacdo de compostos semivolateis sobre as paredes
do capilar. Ar imido é adicionado a corrente que segue para o olfatbmetro a fim de
evitar que as mucosas do nariz do avaliador sequem, podendo causar desconforto,
especialmente em analises mais longas. O comprimento da linha de transferéncia
pode variar amplamente, mas deve ser suficiente para assegurar uma posicao
sentada confortavel para o avaliador durante a detecgao e para evitar o desconforto
devido a proximidade dos componentes do cromatdgrafo que estardo quentes
(Plutowska e Wardencki, 2008; Goodner e Rouseff, 2011). Um estudo relatou que a
inclusdo do ar umidificado seria importante também para melhorar a eficiéncia de

transporte de moléculas para fora da coluna (Hanaoka et al., 2000).

Ha iniumeros modelos de olfatbmetros que foram desenvolvidos para avaliar
aroma dos compostos volateis que saem da coluna de GC. Algumas unidades sao
vendidas em separado, como por exemplo, o da Gerstel (Baltimore, MD, EUA)
(Figura 3.6), SGE (Austin, TX, EUA) (Figura 3.7) e Brechbuhler (Houston, TX, EUA)
(Figura 3.8). Outros sao vendidos somente como parte de um instrumento completo
tais como: os de Datu, (Geneva, NY, EUA) e Microanalytics (Austin, TX, EUA).
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Figura 3.6. Olfatdmetro da Gerstel.

Fonte: http://www.gerstelus.com/products_subcat.php?id=9.
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Figura 3.7. Esquema do olfatbmetro da SGE.

Fonte: http://www.sge.com/products/gc-accessories/olfactory-dectector-outlet-odo-ii.
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Figura 3.8. Olfatdmetro da Brechbihler.

Fonte: http://www.esensing.net/en/product/show.asp?id=351&parentid=1&classid=1.

3.3.2. Selecgéo e treinamento de avaliadores

A qualidade dos resultados obtidos com a técnica de GC/O depende da
capacidade dos avaliadores. Uma cuidadosa selecéo e treinamento de avaliadores
melhora o desempenho, exatiddo e precisdo dos dados coletados. Sugerem-se
avaliadores com sensibilidade, motivacdo, capacidade de concentracdo e
capacidade de lembrar e reconhecer qualidades aromaticas. Dentre os fatores que
interferem na analise estdo idade, tabagismo, alergias, uso de protese ou

medicamento (Delahunty et al., 2006; Dussort et al., 2012).

Embora muitos dos primeiros estudos da técnica de GC/O terem sido
conduzidos utilizando apenas um unico avaliador experiente, as vezes chamado de
“sniffer”, atualmente dois a trés avaliadores sao considerados o minimo. Varios
“sniffers” sdo necessarios para compensar a diferenca entre os critérios individuais e
minimizar anosmias (incapacidade de sentir aromas) especificas (Goodner e
Rouseff, 2011).

N&o ha um procedimento de treinamento comumente aceito para avaliadores

e hé relatos conflitantes sobre os beneficios do treinamento. Friedrich et al. (2001),
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por exemplo, sugeriram um conjunto de 40 aromas que seriam suficientes para
cobrir todas as categorias de aroma. Um conjunto de 10 a 20 padrdes de
compostos com aroma seriam utilizados para o treinamento. Os avaliadores
analisariam repetidas vezes os padrdes até serem capazes de identifica-los de
forma consistente. Se o avaliador ndo tivesse experiéncia anterior, o treinamento

duraria em média de 3 a 6 semanas.

3.3.3. Vocabulério sensorial

A descricdo inicial do avaliador € baseada em sua propria experiéncia. Os
compostos sado normalmente descritos em termos de aromas previamente

experimentados ou outras substancias volateis.

Segundo Goodner e Rouseff (2011), houve poucas tentativas de padronizar o
vocabulario sensorial e tem sido complicado pelo fato de que ha muitas divergéncias
em termos de como algo cheira devido a diferencas genéticas nos receptores
olfativos. Em termos de GC/O, duas abordagens basicas tém sido desenvolvidas.
Uma delas é um procedimento de escolha fixa em uma lista de descricdes
desenvolvida a partir de analises anteriores, onde todas as respostas subsequentes
devem ser selecionadas desta lista. A outra opcdo sdo as descricdes de livre
escolha. Esta opcdo permite uma maior versatilidade na descricdo e leva em
consideracdo as variagbes de percepcdo entre avaliadores sensoriais. Essa
segunda opcao também nao requer treinamento, nem uma lista fixa, porque nao
exige o acordo em termos de aroma percebido. No entanto, a interpretacdo dos
dados finais € mais dificil porque os avaliadores usam diferentes descricdes para o
mesmo aroma. Muitas vezes, a Unica maneira de resolver a discrepancia na
descricdo é analisar novamente um padréo, desde que a identificacdo possa ser
feita, e pedir que o avaliador confirme se é o mesmo aroma que foi observado na
analise da amostra. A escolha baseada em um banco de dados fixo fica menos
ambigua que a escolha realizada quando o avaliador € forcado a escolher uma
descricdo especifica. A escolha forcada pode ser confusa quando os avaliadores
lidam com amostras complexas e componentes de aroma que eluem rapidamente e
em estreita proximidade uns com os outros. Os avaliadores podem estar procurando

na lista de descricbes e perderem o0 componente com aroma seguinte.
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Existem alguns sites onde se pode encontrar a descricdo do aroma de alguns
compostos  volateis, baseada em dados experimentais, tais como:
http://www.flavornet.org/flavornet.html e http://www.thegoodscentscompany.com. O

primeiro deles foi desenvolvido por H. Arn e T. E. Acree (1998).

3.3.4. Consideracdes préticas

Existem alguns fatores préaticos que interferem diretamente na analise de
GC/O. Primeiramente a localizagcdo da unidade de GC/O. A unidade deve estar
situada em uma area de pouco movimento de pessoas ou de pouca atividade para
minimizar a distracdo do avaliador. Também deve ser colocada longe de qualquer
local onde haja a preparacdo de alimentos, fornos de micro-ondas ou cozinhas
(Plutowska e Wardencki, 2008; Goodner e Rouseff, 2011). O instrumento deve ser
localizado em uma sala separada, equipada com filtro de carvdo e ventilacdo a

pressao positiva em relacéo as salas adjacentes (Goodner e Rouseff, 2011).

E muito importante a escolha de condi¢des adequadas de cromatografia, tais
como temperatura e modo de injecdo, assim como o tipo de fase estacionaria da
coluna cromatografica. A fase estacionéaria da coluna cromatogréafica deve assegurar
ndo s6 uma elevada seletividade, mas também a eficiéncia de separacéo,
especialmente no caso de métodos que medem diretamente a intensidade
(Plutowska e Wardencki, 2008).

Devem ser evitados longos periodos de armazenamento da amostra para
compostos volateis instaveis (Van Ruth, 2001; Plutowska e Wardencki, 2008). E
recomendada a divisdo do extrato em pequenas porc¢des individuais para evitar
alteracbes na composicdo causada pela abertura repetida do recipiente com a

amostra (Plutowska e Wardencki, 2008).

Os avaliadores ndo devem usar perfumes, desodorantes perfumados ou
sprays de cabelo nos dias em que irdo avaliar. Os avaliadores ndo devem ter
comido ou bebido algo com sabor pelo menos 1 hora antes da analise (Goodner e
Rouseff, 2011).
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3.4. Isolamento dos compostos com aroma

Um dos aspectos mais importantes da GC/O € o processo de preparagdo e
introducdo da amostra no GC (Vas e Vékey, 2004; Plutowska e Wardencki, 2008;
Goodner e Rouseff, 2011; Minteguiaga et al., 2015). E mais vantajoso utilizar
meétodos de isolamento que refletem a liberacdo dos compostos volateis a partir da
matriz em vez de determinar o contetdo total, uma vez que facilita a sua correlagédo

com os resultados da analise sensorial (Plutowska e Wardencki, 2008).

Para isolar os compostos com aroma € necessario o isolamento de
substancias puras e a identificacdo das mesmas. Os compostos que contribuem
mais significativamente para o aroma, ndo sdo necessariamente 0os componentes de
maior concentracdo. Muitas vezes estes compostos importantes estao presentes em
guantidades minimas, tornando o isolamento e identificacdo mais desafiadores
(Rowe, 2005; Zellner et al., 2008; Xavier, 2011).

Existem varias técnicas utilizadas na preparacdo de amostras para a andlise
de aroma. A escolha de uma ou outra depende, em grande parte, de quais 0s
compostos que se quer analisar. Todos tém vantagens e desvantagens, logo deve-
se analisar estes fatores antes de optar por uma técnica em particular (Mufioz,
2011). Com base no principio de isolamento de compostos com aroma, 0s métodos
de preparacdo de amostras para andlise de aroma podem ser agrupados em
meétodos de extragcdo com solvente, metodos de destilacdo, técnicas headspace e
técnicas de extracdo em fase solida (Rowe, 2005; Mufioz, 2011). Dentre as técnicas
de extracdo em fase solida, temos a microextracdo em fase solida (SPME), que sera
descrita com mais detalhes, j4 que foi a técnica mais utilizada no desenvolvimento

experimental desta tese.

3.4.1. Extracdo com solventes

Esta € uma das técnicas mais utilizadas para extrair 0s compostos volateis de
alimentos, quando aplicavel (Berger, 2007; Mufioz, 2011). O conceito basico é a
transferéncia de compostos volateis de um produto para um solvente organico. O

7

extrato € obtido através da mistura de uma amostra liquida ou solida com um
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solvente, usualmente organico (diclorometano, éter dietilico, entre outros),
permitindo a separacdo e recolha dos solutos na fase do solvente, apos longos
periodos. Apos isso € necessdrio a concentragdo do extrato mediante a evaporacdo
do solvente. Em muitos casos a separacao pode ser efetuada pela agitacdo em um
funil de separacdo (Rowe, 2005; Plutowska e Wardencki, 2008; Mufoz, 2011).
Quando a matriz é liquida, temos a extracao liquido-liquido (LLE), e quando a matriz

é sOlida, temos a extracdo direta com solventes (DSE) (Mufioz, 2011).

Apesar dessas técnicas apresentarem bons resultados e apresentem
vantagens, como sua grande sensibilidade e simplicidade, também contam com
inUmeros inconvenientes. Entre eles, utilizam grandes volumes de solventes
organicos prejudiciais para o meio ambiente, necessitam tempos muito longos de
analise com uma grande manipulacdo de amostras, sua baixa seletividade e seu
residuo (Mufioz, 2011). Outro problema é que séo extraidos materiais semivolateis e
nado volateis, que podem desgastar e degradar partes do GC (Goodner e Rouseff,
2011).

3.4.2. Métodos de destilagao

Estes métodos de separacdo se baseiam na diferenca de volatilidade dos
componentes de uma amostra (Mufioz, 2011). Este grupo inclui as técnicas de
destilacdo simples a vapor, que geram um extrato aquoso, e destilacdo-extracdo
simultanea (SDE), em que o produto final € um extrato de solvente. A principal
vantagem das técnicas de destilacdo a vapor é que 0s extratos resultantes nao
contém qualquer produto ndo volatil. Os compostos ndo volateis permanecem na

matriz original (Rowe, 2005; Berger, 2007).

A destilacéo por arraste a vapor é muito comumente usada para producao de
materiais com aroma provenientes de material vegetal, plantas por exemplo (Berger,
2007). A destilacdo por arraste a vapor € a técnica mais utilizada para extracdo de
Oleos essenciais de plantas por ser um método simples e barato quando comparado
a métodos modernos que utilizam fluidos supercriticos. O processo basicamente
consiste na geracao de uma corrente de vapor em uma caldeira que percorre 0 vaso

de extracdo onde se encontra o leito de plantas. Em seguida, a mistura agua e Oleo
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essencial na fase vapor é introduzida em um condensador, onde o vapor é
liquefeito. A diferenca de solubilidade entre a agua e o 6leo essencial permite a

separacédo destes em duas fases liquidas (Cassel e Vargas, 2006).

No caso do aroma, 0s compostos com aroma apresentam uma volatilidade
muito maior que o resto dos componentes. Por isso, € possivel separa-los do
restante da matriz de forma rapida mediante sua vaporizacdo e posterior
condensacao, o qual se consegue com uma instrumentacdo simples. No caso de
amostras aquosas, tem que se levar em conta que a agua pode constituir uma
grande interferéncia, ja que, ao ter um ponto de ebulicdo relativamente baixo,
também se destilard junto com os compostos volateis. Se a quantidade de agua que
se extrair for excessiva, entdo sera necessario elimina-la por adicdo de sais anidros,
por congelacdo-concentracdo ou mediante uma extracdo com solventes (Mufioz,
2011).

3.4.3. Técnicas headspace

As técnicas headspace consistem em extrair os compostos volateis da fase
vapor que esta em equilibrio com a matriz, de forma a obter um extrato mais

parecido possivel com a fracéo volatil que inalamos de um produto (Mufioz, 2011).

A analise do headspace pode ser de dois tipos: estatico e dinamico. No
primeiro a amostra € mantida em um recipiente fechado até que se atinja o equilibrio
termodinamico dos compostos volateis entre a fase liquida ou sélida e a fase vapor,
geralmente a temperatura ambiente, seguida da injecdo de uma aliquota da fase
vapor em cromatégrafo a gas. No headspace dindmico ou “purge and trap” h4 uma
coleta continua dos compostos volateis, realizada por um sistema a vacuo ou pela
passagem de um gas inerte. Uma armadilha, recheada com material adsorvente,
coleta e concentra os compostos volateis. Nesses sistemas, as condi¢cdes 6timas de
coleta dos compostos volateis dependem dos tempos de captura, da dimensao e
tipo de polimero da armadilha. Posteriormente, os compostos volateis sao
desorvidos da armadilha por um solvente organico adequado, ou termicamente
(Facundo, 2009; Muioz, 2011).
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Em comparacdo com técnicas convencionais de extracdo exaustiva, 0S
métodos headspace tém a vantagem de normalmente ndo causar a perda dos
compostos mais volateis, que muitas vezes tém a maior influéncia sobre o aroma da
amostra. Além disso, as técnicas headspace permitem a analise cromatografica
destes compostos, 0 que é muitas vezes dificil com os métodos de extragdo com
solvente, devido a presenca do pico do solvente, que mascararia a presenca de

compostos mais leves (Plutowska e Wardencki, 2008).

Porém, as técnicas headspace apresentam alguns inconvenientes. Um deles
€ o fato da concentracdo relativa dos componentes no headspace nao refletirem a
concentracdo na amostra, devido as diferencas de volatilidade dos compostos com
aroma. Outra desvantagem é o fato do perfil do aroma ser dependente da

temperatura de amostragem (Rowe, 2005).

3.4.4. Técnicas de extracdo em fase sélida

3.4.4.1. Microextracdo em fase sélida (SPME)

Com base na teoria de sorcao (adsor¢cao-absorcao), a microextracdo em fase
sélida (SPME) foi desenvolvida pelo grupo de Pawliszyn em 1990 como uma técnica
livre de solvente (Arthur e Pawliszyn, 1990; Yang et al., 2013). A SPME permite a

extracdo e concentracdo simultanea dos compostos (Mufioz, 2011).

O principio basico da SPME é a exposicdo de uma fibra pré-revestida,
normalmente polimérica, em uma matriz para captura de analitos de interesse. O
revestimento da superficie exposta adsorve 0s compostos de interesse uma vez que
o equilibrio entre este e a matriz seja atingido. Apos isso, a fibra com os compostos
é transferida para um dispositivo onde ocorre a dessorcdo dos mesmos que segue
para um instrumento de medida de deteccdo (Dodrea et al., 2008; Orlando, 2009;

Balasubramanian e Panigrahi, 2011).

Na SPME utiliza-se uma fibra de silica fundida, recoberta com um adsorvente

adequado (Figura 3.9 a). A fibra se encontra acondicionada dentro de uma espécie
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de agulha em um amostrador semelhante a uma seringa, ficando exposta somente

no momento da extracdo (Orlando et al., 2009).

O tipo de revestimento das fibras escolhido vai depender dos compostos alvo
a serem extraidos. As caracteristicas de polaridade e volatilidade dos compostos de
interesse sdo levadas em conta na escolha (Balasubramanian e Panigrahi, 2011).
As fibras sdo, em sua maioria, feitas de um ou mais polimeros, sendo as mais
utilizadas e de maior disponibilidade no mercado as de polidimetilsiloxano (PDMS),
poliacrilato (PA), carbowax (CW) e as combinadas polidimetilsiloxano-divinilbenzeno
(PDMS-DVB), Carboxen-PDMS e Carbowax-DVB. Essas fibras possuem
espessuras que variam entre 7-100 ym e comprimento de normalmente 1cm
(Kataoka et al., 2000; Orlando et al., 2009; Balasubramanian e Panigrahi, 2011).

O processo de extracdo por SPME pode ser realizado por imerséo da fibra
diretamente na matriz ou através da exposicdo no espaco confinante chamado
“‘headspace”, onde a fibra entra em contato somente com os vapores do analito
liberados da matriz com ou sem aquecimento (Figura 3.9 b) (Kataoka et al., 2000;
Vas e Vékey, 2004; Orlando et al, 2009; Balasubramanian e Panigrahi, 2011). A
técnica “headspace” é especialmente util quando existe alguma incompatibilidade
entre a fibra e a matriz, sendo bastante empregada na determinacdo de compostos
volateis por GC. A SPME ‘headspace” é usada quase exclusivamente na
investigacdo de sabor e aroma de alimentos (Jelen et al., 2012). J4 a extracao direta
é utilizada para compostos menos volateis. Apds a extragdo pela fibra, o soluto é

dessorvido termicamente (Balasubramanian e Panigrahi, 2011).

O processo mais comum para a dessorcdo de analitos a partir da fibra de
SPME é dessorcdo térmica no injetor de um cromatografo de gés, porque este
método de dessorcdo elimina completamente o uso de solventes organicos
(Balasubramanian e Panigrahi, 2011). A SPME se tornou a técnica de extracdo e
pré-concentracdo especialmente adequada para metodologias de analise quimica
onde posteriormente serdo utilizadas técnicas de separacdo, deteccdo e
identificacdo de compostos presentes em uma amostra, incluindo aplicacdes
ambientais e bioldgicas (Yang et al., 2013), assim como as varias aplicacbes na

area de alimentos (Jelen et al., 2012).
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Figura 3.9. (a) Representa¢é@o dos componentes de um amostrador e uma fibra empregados em
SPME; (b) Técnicas de SPME por “headspace” e imersao direta.
Fonte: Orlando et al., 2009.

A SPME apresenta vantagens como a economia de tempo e solvente,
resumindo o processo de extracdo em praticamente um Unico passo (Kataoka et al.,
2000; Vas e Vékey, 2004; Orlando et al, 2009; Balasubramanian e Panigrahi, 2011;
Yang et al., 2013). Além da técnica de SPME apresentar grande seletividade, existe
uma ampla variedade de adsorventes (fibras) comercializadas (Mufioz, 2011). Os
custos reduzidos na SPME devem-se, ainda, ao fato das fibras de extragdo serem
utilizadas varias vezes antes de serem descartadas (Orlando et al., 2009). Uma
desvantagem € o fato de que o perfil de aroma dos compostos volateis extraidos
depende do tipo, espessura e comprimento da fibra, bem como do tempo e

temperatura de amostragem (Rowe, 2005).

3.5. Tipos de olfatometria

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para obter e processar os dados de
GC/O e estimar a contribuicdo sensorial do aroma de compostos isolados. Os
principais métodos sdo os seguintes: andlise por diluicdo, tempo-intensidade e
frequéncia de deteccao (Van Ruth, 2001; Goodner e Rouseff, 2011).
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Essas técnicas possibilitam determinar quais compostos volateis tém aroma e
quais deles sédo importantes para a formacdo do mesmo, bem como os que
contribuem para a qualidade da matriz estudada. O ser humano tem a capacidade
de detectar os compostos com aroma que eluem do efluente cromatogréfico, além
de mensurar a duracao (inicio ao fim) de cada aroma, quantificar sua intensidade e
descrever sua qualidade, pois 0 nariz humano é muito mais sensivel aos compostos

com aroma do que varios detectores (Delahunty et al., 2006).

Em comum, as técnicas olfatométricas apresentam a forma de conducao dos
compostos volateis da coluna cromatografica até o nariz do avaliador, utilizando
uma porta olfatométrica, também chamada de olfatdbmetro. No entanto, algumas
diferencas podem ser observadas com relacdo a amostra e aquisicdo de dados
(Facundo, 2009).

3.5.1. Analise por diluigao

Os métodos de andlise por diluicdo sdo os mais antigos e populares métodos
de GC/O (Goodner e Rouseff, 2011). O objetivo da técnica é a de determinar a
poténcia relativa da atividade aroméatica de compostos volateis presentes em um
extrato. Na andlise por diluicdo, o extrato é diluido por etapas, geralmente uma série
de diluicbes de 1:2 ou 1:3, da amostra mais concentrada até as mais diluidas,
sucessivamente até que nenhum aroma significativo seja detectado (Van Ruth,
2001; Goodner e Rouseff, 2011). A amostra mais diluida no qual um composto de
aroma-ativo pode ser detectado € chamada de valor de diluicdo ou fator valor de
diluicdo (valor de FD). Por exemplo, se um extrato for diluido numa série de 1:2
(uma parte de extrato em duas partes de solvente) e o aroma de interesse foi
percebido até a diluicdo de nimero seis, o valor de diluicédo é de 2° = 32. A extracéo
com solventes é o procedimento mais comum utilizado para extrair e concentrar

volateis com aroma para este tipo de GC/O (Goodner e Rouseff, 2011).

Ha duas técnicas baseadas neste principio de analise por diluicdo que foram
desenvolvidas por grupos de pesquisa diferentes: “Charm Analysis” (Combined

Hedonic Aroma Response Measurement) desenvolvida por Acree et al. (1984) e
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andlise de diluicdo do extrato de aroma - AEDA (Aroma Extraction Dilution Analysis)
desenvolvida por Schieberle e Grosch (1987) e Ulltich e Grosch (1987). A Unica
diferenca entre as técnicas CHARM e AEDA é a maneira de processar os dados.
Enquanto a AEDA s0 indica a unidade de diluicho maxima em que um composto
volatil pode ser percebido, em CHARM é possivel verificar a duracdo da percepcao
do composto nas diluicbes (Miyazawa, 2009). A “Charm Analysis” requer um
software especifico e necessita de um computador, enquanto que a AEDA pode ser
realizada com papel e caneta. Esta seria a principal razdo desta dltima ser mais
utilizada (Goodner e Rouseff, 2011).

Na CHARM os avaliadores treinados registram o inicio e fim da percepc¢éo de
cada aroma usando um software, e informam a descricdo sensorial. Os dados
registrados pelos avaliadores geram um aromagrama com picos e areas integradas
de picos (valores CHARM), no qual cada composto com aroma é resultante da
somatéria de todas as diluicbes em que é percebido em um determinado tempo de
retencdo (Van Ruth, 2001; Miyazawa, 2009; Goodner e Rouseff, 2011). Um valor

CHARM pode ser calculado de acordo com a Equacéao 3.1.

c=dm (3.1)

onde n é o niumero de respostas coincidentes e d é o fator de diluicao.

A Figura 3.10 mostra a construcéo idealizada de um aromagrama CHARM
(Goodner e Rouseff, 2011). Compostos volateis de maior area (somatoria)

representam os de maior importancia aromatica para a matriz (Acree et al., 1984).

A técnica AEDA determina o maximo de diluicbes em que o aroma ainda €
percebido pelo avaliador, sendo calculado para cada composto com aroma um fator
de diluicdo. Quanto maior o fator de diluicdo, maior a importancia aromatica do
composto para a matriz (Ullrich e Grosch, 1987). Na AEDA o fator de diluicao (FD
valor) € simplesmente a ultima diluicdo na qual um composto de aroma-ativo é
detectado. Os resultados sdo normalmente apresentados como o logaritmo do fator

de diluicdo (log FD - eixo y) versus o indice de retencédo (eixo x), ou listando os



44

valores FD (Van Ruth, 2001; Goodner e Rouseff, 2011). Um exemplo de um

aromagrama AEDA é apresentado na Figura 3.11.

Rezpostas do Sniff port
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Figura 3.10. Constru¢do de um aromagrama Charm.
Fonte: Goodner e Rouseff, 2011.
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Figura 3.11. Exemplo de um aromagrama de AEDA.
Fonte: Van Ruth, 2001.
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Nas técnicas CHARM e AEDA vérias diluicdes do isolado original da amostra
sdo analisadas por GC/O por dois ou trés julgadores treinados, o que pode gerar
uma analise tendenciosa pelo pequeno numero de individuos. Este fato e o grande
namero de corridas cromatograficas podem ser consideradas desvantagens dos
métodos (Miyazawa, 2009). Outra desvantagem é que na analise de diluicdo os
compostos percebidos ao mais alto nivel de diluicio sdo considerados os mais
potentes na amostra e isso ndo corresponde necessariamente a uma ordem de

intensidade dos aromas identificados (Van Ruth, 2001).

3.5.2. Tempo-intensidade

Os métodos de tempo-intensidade baseiam-se na estimativa de magnitude da
intensidade do aroma (Van Ruth, 2001). Ha duas técnicas baseadas neste principio
de tempo-intensidade: OSME (Oregon State Method), desenvolvida por McDaniel et
al. (1990), e FSCM (Finger Span Cross-modality Matching), desenvolvida por
Etiévant et al. (1999).

A técnica de tempo-intensidade OSME € considerada uma das mais
adequadas para se avaliar a importancia do aroma de compostos volateis, ja que se

fundamenta na Lei de Stevens (Gostelow et al., 2001).

Segundo Carvalho (2001), a intensidade do aroma é o poder de percepcao da
sensacao aromatica sendo proporcional a concentragcdo do aroma, devido a uma ou
mais substancias no ar. De acordo com Carmo Jr. (2005), a intensidade é uma
funcdo crescente da concentracdo dos aromas no ar respirado. A relacdo entre a
concentragdo de aroma e a intensidade percebida ou fisiolégica é representada pela

curva de Stevens, representada na figura 3.12.

Qualquer tipo de aroma € caracterizado por uma curva que tracara a
intensidade olfativa e sua concentragdo. Essa curva apresenta um patamar inodoro
(intensidade indeterminada), localizado abaixo do limite de percepcédo, e um
patamar de saturacdo. Pode se concluir pela analise da curva de Stevens que
guanto mais forte € o aroma, menores serdo seus limites de identificacdo e de

percepc¢ao (Souza, 2007).
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Figura 3.12 Variacdo da intensidade aromética de um corpo puro em funcdo da concentragéo. I:
intensidade odorante; C: concentragdo do odor; a: constante da lei de Stevens; b: parametro que

representa o crescimento da intensidade em funcao da constante (valor entre 0,2 e 0,8).

Na técnica tempo-intensidade, avaliadores treinados e selecionados avaliam
o isolado original, em repeticdes. O avaliador analisa sensorialmente cada composto
com aroma que sai do efluente cromatografico e descreve a qualidade deste ao
mesmo tempo em que utiliza um programa de tempo-intensidade para registrar o
tempo de duracédo do aroma sentido e sua intensidade (Facundo, 2009; Miyazawa,
2009).

As repeticdes de cada julgador sdo analisadas e integradas, formando um
osmegrama (Figura 3.13) individual médio para cada julgador, que s&o entao
analisados, gerando um aromagrama consensual da equipe. Os compostos de
maior importancia do aroma sao representados pelos picos mais altos, mais
intensos e/ou de maior area. O aromagrama consensual pode ser comparado ao
cromatograma, permitindo assim, identificar os compostos importantes para a
formacdo do aroma de uma matriz, mesmo que estes estejam em concentragdes

muito baixas no isolado (Facundo, 2009; Miyazawa, 2009).

A técnica olfatométrica Finger Span (Figura 3.14) € similar a técnica OSME,

no entanto ao invés de estimar a intensidade com o uso de escalas, este método
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aplica um dispositivo que permite variar a amplitude da abertura dos dedos polegar
e indicador na mesma proporcdo em que o julgador percebe a intensidade

aromatica dos compostos (Etiévant et al., 1999).
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Floral
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Flaralimofo

Intenzidade do aroma (18-escala de pontos)

1=
1
—e Fuolhas verdes/borracha

1200 1300 1400 1500 1600

Indice de kovats

Figura 3.13. Exemplo de Osmegrama.
Fonte: Goodner e Rouseff, 2011.

Figura 3.14. Dispositivo de Finger Span. (1) um anel fixo para o polegar, e (2) o anel mével para o
maior ou o dedo indicador ligado a um reéstato 195 milimetros de comprimento; (3) faixa cursor, e (4)
da lampada de sinal, (5) ligar / desligar.

Fonte: Goodner e Rouseff, 2011.
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Como ndo é uma técnica de diluicbes sucessivas, esta apresenta como
vantagem um menor tempo de analise, pois os avaliadores necessitam apenas
realizar as repeticbes de um mesmo isolado, além de fornecer um aromagrama

correspondente ao cromatograma (Facundo, 2009).

3.5.3. Frequéncia de deteccéo

Na técnica de frequéncia de deteccdo, seis a doze julgadores avaliam o
isolado original. A importancia dos compostos com aroma € medida pelo nimero de
julgadores que detectam o aroma do composto. A proposta dessa técnica € detectar
um mesmo aroma em um tempo de retencdo especifico, sendo que, compostos que
sdo detectados com maior frequéncia possuem maior importancia aromatica. A
maior vantagem dessa técnica é ndo ser necessario treinar os avaliadores
(Miyazawa, 2009). Ela € um processo rapido e facil de manusear (Machiels et al.,
2003). Ha duas técnicas de frequéncia de deteccdo: NIF/SNIF (Nasal Impact
Frequency / Surface of Nasal Impact Frequency), proposta por Pollien et al. (1997),

e OGA (Olfactometry Global Analysis), por Linssen et al. (1993).

A técnica GC-SNIF (Pollien et al., 1997) fornece a medida da intensidade
baseada no numero de julgadores que detectam um mesmo aroma
simultaneamente (frequéncia de deteccdo), ou seja, ha uma soma dos
aromagramas individuais gerando um aromagrama normalizado em formato de
cromatograma, onde a altura normalizada ou superficie dos picos € chamada de
NIF/SNIF. Essa técnica necessita um numero minimo de 8-10 julgadores diferentes

nao treinados (Facundo, 2009).

No caso da técnica de frequéncia OGA s&o necessarios julgadores
selecionados e treinados, que avaliam o efluente da coluna cromatografica, sem
repeticdo. Os julgadores utilizam um software para registrar a duracdo do aroma
percebido ao mesmo tempo em que o descrevem para o0 analista. Com os dados do
tempo de duracdo do aroma e o numero de julgadores que perceberam o aroma é
gerado o aromagrama da equipe. Quanto maior o numero de julgadores que
perceberam o aroma do composto, maior a contribuicdo do aroma desse composto

para a matriz (Miyazawa, 2009).
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3.5.4. Comparacdao entre as técnicas

Delahunty et al. (2006), ao compararem as técnicas olfatométricas, relataram
que existem diferencas em seus principios e a escolha da técnica devera ser
baseada no objetivo do estudo. Quando h& necessidade de se obter resultados
rapidamente, as técnicas mais indicadas sdo as de frequéncia, seguidas das de
tempo-intensidade e por ultimo das técnicas de diluicdo, que demandam mais tempo
para serem aplicadas. Com relacéo a facilidade de aplicacéo, as técnicas de tempo-
intensidade sao consideradas mais complexas, enquanto que as de frequéncia e de
diluicdo sdo mais facilmente empregadas. As técnicas de diluicdo e frequéncia séo
muito Uteis na identificacdo dos compostos de maior importancia aroméatica, porém

sao criticadas por ndo medirem a intensidade do estimulo/aroma percebido.

3.6. Identificagc&o de compostos com aroma

Compostos com aroma, que tém sido amplamente utilizados em alimentos,
perfumes, medicamentos, entre outros produtos, sdo economicamente importantes.
A identificacdo precisa dos compostos de aroma € um pré-requisito para o controle
de qualidade e desenvolvimento de produtos (Yan et al., 2015). A correta
identificacdo dos compostos pode ser extremamente complicada devido as
amostras apresentarem centenas de compostos (Goodner e Rouseff, 2011). Nas
Gltimas décadas, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS) provou ser uma ferramenta (til para a identificacdo de compostos
organicos, devido a sua elevada capacidade de separacdo e identificagcdo precisa

(Yan et al., 2015).

O espectrometro de massas (MS) € um sistema que pode ser acoplado ao
cromatégrafo gasoso. Ele requer pouca quantidade de amostra. O funcionamento
do MS baseia-se na ionizacdo e quebra das moléculas. A forma mais utilizada para
que ocorra a ionizacdo, quando o sistema € acoplado a um cromatdgrafo a gas
seguido de um analisador de massas e um detector, € por impacto de elétrons (El,
do inglés electron impact). Quando a molécula no estado vapor entra no MS, ela

recebe um impacto de elétrons gerados por um filamento. Com esse impacto, a
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molécula é fragmentada e ionizada, e posteriormente os ions sdo separados por sua

razdo massa/carga (m/z) no analisador de massas (Mc Nair e Miller, 2009).

O principal objetivo da analise GC/MS €& separar compostos de misturas
complexas. Normalmente, a identificacdo de compostos € conseguida através de
pesquisa em biblioteca com base na comparacdo dos espectros de massa
experimental com aqueles armazenados numa biblioteca apropriada. No entanto,
espectros de massa ndo podem fornecer informacdes estruturais suficiente para
distinguir todos os compostos facilmente. Além de correspondéncia de espectros de
massa, dados de retencdo cromatograficos podem servir como informacgéo
complementar para identificacdo positiva de componentes resolvidos (Yan et al.,
2015).

Os indices de retencdo (RI) também sdo utilizados na identificacdo dos
compostos volateis, para comparar a ordem de eluicdo experimental com a ordem
de eluicdo descrita na literatura na mesma fase estacionaria, além do uso de
padrbes analiticos que auxiliam e eliminam possibilidades equivocadas,
aumentando a confiabilidade da identificacdo (Miyazawa, 2009; Goodner e Rouseff,
2011; Yan et al., 2015). Vérios bancos de dados de indice de retencdo séo
disponiveis. Digno de nota, entre varios conjuntos de dados de indice de retencéao,
sdo compilacdes publicadas como livros e amplamente utilizados como obras de
referéncia, por exemplo, aqueles de autoria de Jenning e Shibamoto (Jenning e
Shibamoto, 1980) e de Adams (Adams, 2007). Para compostos de aroma, 0 banco
de dados de indice de retencdo na “http://www.flavournet.org” tem sido amplamente

usado.

3.7. Oleos essenciais

Oleo essencial é definido como um produto obtido por hidrodestilag&o,
destilacdo por arraste a vapor ou destilacdo seca ou por um processo mecanico
adequado sem aquecimento (para frutas citricas) de uma planta ou de algumas
partes dela (Rubiolo et al., 2010; Turek e Stinzing, 2013). A volatilidade e a
insolubilidade em agua e a solubilidade em solventes organicos usuais permitem

caracteriza-los e promover seu isolamento. Apresentam-se, geralmente, sob a forma
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de liquidos oleosos, de aroma agradavel e intenso. Todavia existem os de aroma
desagradavel e ainda os inodoros (Costa, 1994). Alguns fatores influenciam em sua
estabilidade, tais como: ar, luz, temperatura, umidade e metais contaminantes (Vitti
e Brito, 2003; Turek e Stinzing, 2013).

Os Oleos essenciais sdo substancias do metabolismo secundario, presentes
em alguns tipos de plantas, que conferem o aroma ou sabor caracteristico a elas, e
estdo relacionados com diversas funcdes necessarias de adaptacdo ao meio
ambiente. O metabolismo secundario serve para proteger a planta contra animais
gue a comem e contra doencgas, para atrair insetos e outros animais polinizadores,

ou animais que espalham suas sementes (Goncgalves et al., 2014).

Podemos encontrar os Oleos essenciais em matrizes vegetais, na parte
aérea, nas flores, nas folhas, nos frutos, na madeira, nas cascas do caule, nas
raizes, nos rizomas e nas sementes. Os 6leos essenciais obtidos de diferentes
orgaos de uma mesma planta podem apresentar composi¢cdo quimica, propriedades

fisico-quimicos e aromas distintos (Simd&es e Spitzer, 2000).

Os constituintes dos 0leos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,
oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos de
enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentracdes,
existindo alguns compostos majoritarios, outros em menores teores e alguns em

baixissimas quantidades, chamados de tracos (Serafini et al., 2002).

Ha uma ampla gama de possiveis aplicagdes para os 0leos essenciais devido
a grande variedade em sua composicao, inclusive em fragrancias (Turek e Stinzing,
2013). A contribuicdo dos compostos simples para o aroma nao depende
estritamente da sua respectiva concentracdo, mas depende do seu limite de
percepcdo que € determinado pela estrutura e volatilidade. Consequentemente,
mesmo componentes minoritarios resultantes de reacdes de oxidacdo ou
degradacado podem ter um forte impacto sobre o aroma (Grosch, 2007). Além de sua
funcdo aromatizante, os 0leos essenciais representam uma alternativa "verde" no

campo nutricional, farmacéutico, e agricola, devido a atividade antimicrobiana,
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antiviral, antifangica, inseticida, propriedades antioxidantes, e também atividades

estimulantes do sistema nervoso (Turek e Stinzing, 2013).

3.7.1. Extracao de Oleos essenciais

Muitas espécies de plantas contém compostos volateis que podem ser
extraidos na forma de 6leo essencial. A extracdo dos 6leos essenciais pode ser feita
por diversas técnicas classicas e convencionais, como por exemplo, a destilagdo por
arraste a vapor, hidrodestilagdo, extragdo com CO:2 supercritico, prensagem a frio,
extracdo com solventes organicos, enfloracdo, entre outros (Simdes e Spitzer, 2000;
Cassel e Vargas, 2006; EI Asbahani et al. 2015). Os métodos de extracdo variam
conforme a localizacédo do 6leo na planta (flores, folhas, cascas, raizes e rizomas) e
sua utilizagéo (Simdes e Spitzer, 2000). As vantagens e as desvantagens de alguns
métodos foram discutidas por Cassel e Vargas (2006). Ha também técnicas
inovadoras, com o objetivo de reduzir o tempo de extracdo, consumo de energia e
uso de solvente, como por exemplo: extragdo com liquido subcritico (Hz2 e CO2),
extracdo assistida por ultrassom (UAE), extracdo assistida por micro-ondas (MAE),
extracdo por micro-ondas livre de solvente (SFME), hidrodifusdo e gravidade por
micro-ondas (MHG), destilacdo a vapor de micro-ondas (MSD), difusdo a vapor de
micro-ondas (MSDf), entre outras (El Asbahani et al. 2015).

3.7.2. Analise quimica e olfatométrica de 6leos essenciais

A composicdo do 6leo essencial pode variar dependendo de muitos fatores,
tais como método de extracdo, local de coleta do material vegetal, periodo do ano
de coleta, clima, entre outros. Como regra geral, métodos cromatograficos
acoplados a varios modos de deteccdo sdo aplicados na investigacdo da
composicdo do 6leo essencial fornecendo informacdes sobre identidade, possiveis
impurezas ou falsificacées, bem como reacbes de degradacédo do 6leo podem ser
detectados. A cromatografia gasosa (GC) é o método de separacdo de compostos
de uma mistura complexa mais aplicado. Na maioria dos casos, o GC € acoplado a
detectores tais como ionizagdo de chama (FID) ou espectrometria de massa (MS),
fornecendo ferramentas adequadas para determinacdo dos compostos (Turek e
Stinzing, 2013).
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Para caracterizacdo sensorial dos Oleos essenciais pode ser utilizada a
cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O), onde a separacdo cromatografica dos
compostos € combinada com a deteccdo sensorial (Turek e Stinzing, 2013). No
entanto, poucos trabalhos utilizam a GC/O para avaliar plantas aromaticas e seus
extratos de Oleos essenciais (Minteguiaga et al. 2015). Podem-se citar alguns
trabalhos da cromatografia gasosa/olfatometria utilizada na analise dos Oleos
essenciais. Um deles é a tese de doutorado da Dra. Catalina M. van Baren (2008)
gue apresenta a caracterizacdo quimica e sensorial, além do estudo das atividades
biolégicas de Mulinum spinosum (Cav.) Persoon, com o0 objetivo de avaliar a
potencialidade industrial desta espécie aromatica e medicinal. Um trabalho, com a
espécie de Baccharis articulata, avaliou a diferenca entre os 6leos essenciais obtido
de plantas masculinas e femininas da espécie pela cromatografia
gasosa/olfatometria e espectrometria de massa (Minteguiaga et al., 2015). Neste
altimo, os resultados mostraram que apesar da composicdo quimica ser muito

semelhante, foram encontradas grandes diferengas no perfil de aroma.

3.8. Mel

O mel é um produto natural, nutritivo e terapéutico e, normalmente, ndo contém
aditivos ou conservantes. E o produto priméario mais importante da apicultura, com
importancia econdmica em todo o mundo. Ele € elaborado a partir do néctar das
flores e de secrecdes de partes vivas de determinadas plantas ou ainda de
excrecoes de insetos sugadores de plantas, no qual abelhas coletam, transformam,
combinam e deixam maturar nos favos das colmeias (Anklam, 1998; Venturini et al.,
2007, Cuevas-Glory et al. 2007; Manyi-Loh et al., 2011).

O mel é constituido principalmente de acucares monossacarideos e agua. O
restante € composto por diferentes nutrientes, tais como vitaminas, minerais,
enzimas, compostos organicos com aroma, aminoacidos livres e numerosos
compostos volateis (Anklam, 1998; Venturini et al., 2007, Manyi-Loh et al., 2011).
Esta menor fracdo da composicdo total € responsavel pelas propriedades

organolépticas e nutricionais do mel (Manyi-Loh et al., 2011).
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A composigdo quimica do mel é altamente dependente da sua fonte botanica e
também da area geografica de onde se originou (Witter et al., 2014). As
caracteristicas do mel podem ser alteradas de acordo com o tipo de flor utilizada,
clima, solo, umidade, altitude, entre outros, afetando o sabor, a cor e o aroma do
mesmo (Venturini et al., 2007; Manyi-Loh et al., 2011).

3.8.1. Origem do mel

No que diz respeito a sua origem, o mel pode ser classificado como floral,
guando é derivado a partir do néctar das flores, ou néo-floral, quando ele é derivado
de depdésitos doces secretados pelas partes vivas de plantas ou excretados por
insetos sugadores (Manyi-Loh et al., 2011). Com relagao ao mel de origem floral, ele
é classificado de acordo com as plantas utilizadas na sua elaboracdo. Portanto este
pode ser monofloral, ou seja, € produzido a partir do néctar de flores de uma unica
espécie, ou ainda polifloral, ou seja, é aquele produzido a partir do néctar de

diversas espécies florais (Venturini et al., 2007).

A fim de determinar a origem floral do mel, a andalise do pdlen,
melissopalinologia, e propriedades organolépticas ou fisico-quimicas sao
tradicionalmente empregadas. Os  objetivos basicos dos  estudos
melissopalinoldgicos séo identificar e quantificar os grdos de pdlen no mel, para
definir as fontes de néctar em cada regido floristico-geografica e para estimar a
origem geografica e floral dos meéis. Na figura 3.15 estéo apresentadas as etapas de

identificag@o dos grédos de podlen presentes no mel (fonte: WEBBEE).

Na etapa (1) o mel é colocado sobre uma lamina para ser observado em
microscopio (2). Em (3) ha uma ideia da variedade de formas e tipos de gréos de
polen que se pode encontrar. Em (4) e (5) pode-se verificar a qual espécie vegetal
pertence o grao encontrado, através de comparacao com o polinario de referéncia.
Dependendo da frequéncia com que 0S grados apareceram na lamina pode-se
afirmar que a espécime vegetal em questdo é uma importante fonte de néctar (6)
para a abelha estudada (fonte: WEBBEE).
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Figura 3.15. Esquema da melissopalinologia.
Fonte: WEBBEE.

No entanto, a melissopalinologia requer um analista muito experiente e € um
método muito demorado, dependente da habilidade e julgamento do perito. Além
disso, os compostos quimicos presentes no mel podem sofrer modificacdes através
do tempo e das condicbes de armazenamento, reduzindo a confiabilidade desses
meétodos baseados na quantificacdo dos parametros fisico-quimicos (Anklam, 1998;
Cuevas-Glory et al., 2007).

Mais de 600 compostos foram identificados como compostos volateis de mel
em diferentes familias quimicas, originado a partir de varias vias de biossintese.
Eles representam uma impresséo digital de um mel especifico e, portanto, poderia
ser usado para diferenciar entre origem monofloral de diferentes fontes florais,
fornecendo assim informacdes valiosas a respeito de origem botanica e geografica
do mel. Claramente, a contribuicdo de um composto volatii ao aroma do mel é
determinada pelo seu valor de atividade de aroma (Cuevas-Glory et al., 2007;
Manyi-Loh et al., 2011).

3.8.2. Identificacdo dos compostos com aroma do mel

O aroma do mel de abelha depende da composicao da fragéo volatil, o que é

influenciada pela composicdo do néctar e de sua origem floral. Mel de origem
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monofloral geralmente apresenta maior valor comercial, portanto, a determinagao
floral e certificacdo do mel monofloral desempenha um papel importante no controle
de qualidade (Anklam, 1998; Soria et al., 2003; Cuevas-Glory et al., 2007; Venturini
et al., 2007).

Os compostos com aroma estdo presentes no mel em concentragdes muito
baixas e se apresentam como misturas complexas de compostos volateis de
diferentes funcionalidades e pesos moleculares relativamente baixos. Uma vez que
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) combina
alta eficiéncia de separacdo e sensibilidade, e fornece dados qualitativos e
quantitativos para estes compostos, € geralmente a técnica escolhida para a
determinacdo do perfil de aroma. No entanto, a técnica exige a retirada prévia de

acucar e agua, os dois principais componentes do mel. (Cuevas-Glory et al., 2007).

Para evitar produtos indesejados e consumo de solventes organicos caros e
toxicos, alguns métodos tém sido alternativos. Sdo eles extracdo em fase sdlida
(SPE), headspace (HS) e microextracdo em fase solida (SPME). Este ultimo tem
sido o0 mais utilizado devido as vantagens previamente apresentadas. Ele ndo utiliza
solventes organicos (téxicos), permite a quantificacdo de um grande namero de
compostos, é de facil preparacdo de amostras, encurta substancialmente o tempo
de analise, é simples e, além disso, pode ser facilmente acoplado a diferentes
instrumentos tais como cromatégrafo a gas (GC, GC/MS, GC/O) e HPLC (Manyi-Loh

et al., 2011).

O método SPME pode ser realizado em trés modos basicos: extracao direta,
extracdo headspace e extragcdo com protecdo da membrana. A extracdo headspace
foi classificada como o modo de amostragem mais adequada, uma vez que protege
a fibra de efeitos adversos provocados pelos compostos ndo volateis presentes na
matriz, ou seja, acucares, e também permite que as modificagdes, por exemplo de
pH, ndo tenham efeito sobre a fibra. A técnica de SPME acoplada ao GC/MS
mostrou ser uma técnica muito confiavel devido a elevada reprodutibilidade e
sensibilidade alcangcadas na extracdo e a identificacdo de compostos volateis de
mel, quando comparada a complexidade dos métodos tradicionais (Cuevas-Glory et
al., 2008).
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Na extracdo dos compostos volateis do mel, pelo método SPME, j& foram
utilizadas as fibras tais como CAR/PDMS (75 um), PDMS/DVB (65 pm) e
DVD/CAR/PDMS (50/30 pum), sendo que as mesmas tém mostrado bons resultados.
Os resultados sdo dependentes das caracteristicas da fibra e as condicbes de
extracdo utilizados para a andlise (Cuevas-Glory et al., 2008). Dentre as fibras
utilizadas, a  divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano  (DVB/CAR/PDMS)
apresentou os melhores resultados em comparagcdo com as outras fibras (Manyin-
Loh et al., 2011).

3.9. Impregnacdo supercritica de extratos volateis em materiais téxteis

3.9.1. Materiais téxteis cosméticos

Hoje em dia, os consumidores de todo o mundo estdo cada vez mais focados
em saude e beleza. O interesse do consumidor em produtos cosméticos naturais
criaz. a demanda por novos produtos e outros reformulados com ingredientes
botanicos e funcionais (Carvalho et al. 2015). Segundo a ANVISA, produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes: sdo preparacfes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de
limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou

protegé-los ou manté-los em bom estado (ANVISA, 2014).

Apesar de ndo ser consensual, os materiais téxteis cosméticos podem ser
classificados como cosméticos de cuidado com a pele (Boh e Knez, 2006; Voncina
et al., 2009; Carvalho et al., 2015). Eles tém sido aplicados no setor de cosméticos,
devido a tendéncia de os usuarios solicitarem por materiais téxteis com funcdes
além das caracteristicas basicas, tais como conforto, mas também fungdes extras
como, protecdo antipoluicdo e antimicrobiana, cuidados com a saude e beleza,

utilizando produtos naturais (Cheng et al., 2008).

No meio ambiente pode-se encontrar diversos microorganismos: Virus,

fungos, esporos e bactérias que se depositam sobre o corpo humano, sobre roupas
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em contato com a pele (CITEVE, 2008). Como 0s microorganismos patogénicos
estdo se tornando mais resistentes aos antibioticos, tecidos funcionais que possuem
atividade antimicrobiana tém atraido um interesse consideravel nos ultimos anos.
Esses microorganismos multiplicam-se muito rapidamente no substrato téxtil, devido
a acao do calor, humidade e na presenca de nutrientes (por exemplo, fibras naturais
e aditivos) (CITEVE, 2008). Téxteis antimicrobianos tém sido amplamente utilizados

em téxteis do lar e produtos de cuidados pessoais (Bakny et al., 2015).

As fibras naturais sdo mais propensas ao ataque microbiano, uma vez que
sdo facilmente digeridas por bactérias e fungos. As fibras sintéticas, tais como
poliamida, a acrilica e o poliéster, também podem ser atacadas por
microorganismos, ndo a fibra propriamente dita, mas sim o0s produtos de
acabamento. No campo téxtil os tratamentos antimicrobianos podem ser aplicados
nas mais variadas areas, sendo as mais utilizadas: vestuario (de uso esportivo, de
trabalho, meias, roupa interior, entretelas, calgcados), para higiene hospitalar (artigos
de cirurgia, roupa de cama, forro de colchfes, gases, fitas adesivas) e filtros em
geral (CITEVE, 2008).

Em contato com o corpo humano e pele, os materiais téxteis cosméticos sdo
projetados para transferir uma substancia ativa para fins cosméticos. O principio é
conseguido simplesmente através da transmissdo dos ingredientes cosmeéticos e
farmacéuticos presentes no tecido da roupa para a pele, por exemplo, com o
movimento natural do corpo, a pele lentamente recebe a funcdo cosmética. Para
atingir estes efeitos funcionais, a tecnologia de microencapsulagédo se mostra uma
alternativa eficaz para proporcionar um desempenho satisfatorio e controlar as
propriedades de liberagdo dos ingredientes ativos que prolongam a funcionalidade

de materiais téxteis cosmeéticos (Cheng et al., 2008).

3.9.2. Microencapsulacédo de 6leos essenciais em materiais téxteis

A microencapsulacdo € um processo em que pequenas particulas ou
goticulas sdo rodeadas por uma parede de revestimento, ou estdo incorporadas
numa matriz homogénea ou heterogénea, de modo a formar pequenas capsulas. O

nacleo pode ser sélido, liquido ou gasoso. O material do nucleo é gradualmente
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difundido através das paredes da capsula, proporcionando assim propriedades de

liberacdo controlada sob condi¢bes desejadas (Bakny et al., 2015).

A microencapsulacédo pode ser definida como um processo de construcéo de
uma barreira funcional entre o nlcleo e o material da parede para evitar reacdes
quimicas e fisicas e para manter as propriedades bioldgicas, funcionais, e fisico-
quimicas dos materiais do nucleo (Bakny et al., 2015). Ela tem a capacidade de
proteger os ingredientes ativos de ambientes criticos, como oxidacao, calor, acidez,
alcalinidade, humidade ou evaporacdo; protege os ingredientes de interagir com
outros compostos no sistema, o que pode resultar em degradacéo ou polimerizacéo;
e tem a propriedade de libertagcdo controlada dos extratos encapsulados que
parecem ser a melhor escolha para aumentar a eficiéncia e durabilidade (Cheng et
al., 2008).

O diagrama esquematico mostrando um nucleo de microcipsulas e material
de parede é mostrado na Figura 3.16. De um modo geral, as microcapsulas
consistem de um material de nudcleo, que é referido como a fase interna ou
preenchimento, e uma parede referido como o revestimento, casca ou membrana. O
material da parede determina a estabilidade das microparticulas, a eficiéncia do
processo e o0 grau de protecdo para o nucleo. Alguns tipos de microcapsulas séo
mostrados na Figura 3.17. Geralmente, o tamanho e a forma das microcapsulas
dependem do material de parede e os métodos utilizados para os preparar (Bakny et
al., 2015).

Material de nucleo ou

PRI Material de parede cu casca

Figura 3.16. Diagrama esquematico de uma microcapsula.
Fonte: Adaptado de Bakny et al., 2015.
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Figura 3.17. Diferentes tipos de microcpsulas: (i) microcapsula simples, (ii) matriz (microesfera), (iii)
microcapsulas irregulares, (iv) microcapsula com multi-ntcleo, (v) microcapsula com multi-parede, e
(vi) conjunto de microcépsulas.

Fonte: Bakny et al., 2015.

Na industria téxtil cosmética, o principal interesse na microencapsulacao € a
aplicacdo de vitaminas, 6leos essenciais, agentes hidratantes da pele, agentes de
arrefecimento da pele, agentes anti-envelhecimento, entre outros. A escolha do
método mais adequado depende do tipo do material ativo, da aplicacdo e do
mecanismo de liberacdo desejado para a sua acdo. A diferenca basica entre os
métodos existentes estda no tipo de envolvimento ou aprisionamento do material
ativo pelo agente encapsulante, visto que a combinacdo entre o material e o agente
ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (Cheng et. al., 2008). Os
materiais de parede mais utilizados para a microencapsulacdo de o6leos incluem
polimeros sintéticos e naturais (biomateriais geralmente hidratos de carbono e

proteinas) (Bakny et al., 2015).

Os dleos essenciais microencapsulados tém encontrado diversas aplicacdes,
inclusive em materiais téxteis (Bakny et al., 2015). Alguns exemplos de o6leos
essenciais utilizados em materiais téxteis cosméticos sdo: lavanda (Lavandula
hybrida), sélvia (Salvia officinalis), alecrim (R. officinalis), aloe vera (Aloe vera L.)
(Carvalho et al., 2015). Porém, a composi¢cdo dos 6leos essenciais pode variar como
resultado da oxidacéo, interacdes quimicas e volatilizagdo. Com o objetivo de limitar

a degradacao/perda e controlar sua liberacdo no tempo e momento desejado, a
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microencapsulacdo é uma alternativa. InUmeras técnicas tém sido aplicadas na
microencapsulacdo de O6leos essenciais, incluindo: emulsificacdo, spray-drying,
eletrospray coaxial, liofilizacdo/freeze-drying, coaservacdo, polimerizacdo in situ,
extrusdo, leito fluidizado e impregnacao supercritica (SI) (Cheng et al.,, 2008;
Carvalho et al., 2015; Bakry et al., 2015). A Unica técnica descrita nesta tese sera a

Gltima por ser a metodologia utilizada.

3.9.2.1. Impregnacao supercritrica (Sl)

A microencapsulacdo de 0Oleos essenciais através do uso de tecnologia de
fluido supercritico tem muita relevancia para indastrias farmacéutica, cosmeética, e
de alimentos e, em particular, tem varias vantagens inerentes: ndo toxicidade, a facil
remocdo do solvente, ndo degradacdo do produto, e que o processo utiliza uma
grande variedade de materiais produzindo tamanhos de particulas e morfologia
controlada (Braga et al., 2008; Varona et al.,, 2011; Bakny et al., 2015). Fluido
supercritico é qualquer substancia em uma temperatura e pressao acima do seu
ponto critico, no qual ndo existe mais distingcdo entre as fases liquida e gasosa. Ele
sofre efusdo através de sdélidos como um gas (escoamento de um gas atraves de
uma pequena abertura, causado pela agitacdo térmica das moléculas do gas), e

pode dissolver materiais como um liquido (Bakny et al., 2015).

O processo de impregnacao supercritica tem provado ser bem-sucedido para
uma ampla variedade de substancias (0leos essenciais, fragrancias, compostos
farmacéuticos ativos, e corantes) e matrizes (madeira, algodéo, polimeros, e lentes
de contato) (Varona et al., 2011; Bakny et al., 2015). A impregnacdo supercritica é
um método utilizado para depositar um extrato de interesse em uma matriz sélida,
por exemplo um farmaco em um polimero. O fluido supercritico é utilizado para
dissolver o extrato, e quando a solucdo € posta em contato com a matriz sélida, o
extrato € depositado ou dissolve-se na matriz (Braga et al.,, 2008; Girota et al.,
2013). O equipamento utilizado na impregnacdo supercritica € esquematicamente

representado na Figura 3.18.

Este equipamento é operado de modo descontinuo e consiste em um

reservatorio de alta pressdo, um controlador temperatura, uma placa de agitagédo
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magnética, um transdutor de pressdo e uma bomba de diéxido de carbono liquido a
alta pressdo. A célula de impregnacdo € aquecida até a temperatura desejada e
previamente alimentada com uma quantidade fixa de extrato, o material a ser
impregnado, e um cossolvente, este Ultimo quando necessario. Apos isso, a célula é
selada e o solvente, fluido supercritico, é introduzido na célula até que a presséo
desejada seja alcancada, a fim de assegurar a solubilizacdo do extrato no solvente
supercritico (Bakny et al., 2015). A placa de agitacdo estd em constante
funcionamento com o objetivo de solubilizar e homogeneizar o extrato e o solvente

comprimido.

Transdutor
de pregsdo
J Matarial ds parede

e Canlrolador de lemaesalura
L

Bombe de ddxido de carbono

Vahwla -
] |

I
Bleo -r 3 Célulz de impragnacéo

Cilindro da diaxido de carbono l
Bara de agtagdo magnatica

v
i

Figura 3.18. Esquema do equipamento utilizado na impregnac¢éo supercritica.
Fonte: Adaptado de Bakny et al., 2015.

s

A quantidade de extrato a ser impregnado é determinada levando em
consideracdo a solubilidade nas condi¢cdes operacionais. O sistema é mantido
nestas condi¢cdes de operacdo durante um tempo pré-determinado. Passado esse
periodo, o solvente comprimido, ou a mistura solvente-cossolvente, é removido pela
despressurizacdo do sistema (Braga et al., 2008). Além da interacdo e solubilidade
do extrato no material a ser impregnado, outro parametro importante que deve ser
avaliado, € a velocidade de despressurizacdo. Uma despressurizacdo rapida pode
causar um rompimento interno da matriz, ja uma despressuriza¢cdo muito lenta pode
causar uma impregnacao preferencial de determinados compostos em relacdo a

outros (Varona et al., 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental foi dividida em quatro etapas. A primeira foi a montagem
do olfatbmetro e adaptacdo do mesmo no cromatografo a gas. A segunda foram os
experimentos de olfatometria com Oleos essenciais. A terceira foram experimentos
de olfatometria com amostras de mel. E a quarta foi a impregnacao supercritica de
aromas em tecido e posterior analise olfatométrica com o objetivo de avaliar a

liberag&o controlada do extrato encapsulado.

4.1. Montagem do olfatémetro e adaptacao no cromatégrafo a gas

A partir do estudo da técnica de olfatometria, foi desenvolvido o projeto de
implementacao de um equipamento hibrido (GC/O) para analises olfatométricas. Foi
realizada uma pesquisa sobre olfatdbmetros, “sniffing ports”, existentes no mercado e
das possiveis varidveis que deveriam ser levadas em conta na construcdo do
mesmo, tais como: divisdo do fluxo do gas de arraste na coluna cromatogréfica,
isolamento da coluna cromatografica na parte do olfatbmetro, controle de
temperatura na linha do olfatbmetro, a umidificacdo da linha e o ponto de
amostragem. A partir destas informacfes o olfatdmetro foi projetado, ao invés da
aquisicao de um modelo comercial, devido a maior flexibilidade do equipamento
para uso em pesquisa e pela maior facilidade de adaptacdo ao cromatografo a gas

existente no laboratério.

Primeiramente foi realizado um esquema simples contemplando as variaveis
necessarias para implementacéo do olfatbmetro e sua adaptacdo no cromatografo a
gas (Figura 4.1). O cromatografo a gas, utilizado, é equipado com dois injetores
manuais e dois detectores, um detector por ionizacdo de chama (FID) e o outro de

captura de elétrons (ECD). Neste trabalho foi utilizado o FID.
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Figura 4.1. Esquema do GC/FID com o olfatdmetro.

1. e 2. Linhas de ar sintético. 3. Linha de hidrogénio. 4. Linha de nitrogénio. 5. FID. 6. e 7. Injetores do
cromatografo a gas. 8. Divisor do fluxo da coluna cromatografica. 9. Coluna cromatografica. 10.
Frasco com agua deionizada. 11. Linha do olfatbmetro. 12. Ponto de amostragem, também chamado

de “nariz” do olfatdbmetro ou olfatdbmetro. 13. Computador e Software do cromatégrafo.

A linha de ar sintético (1) foi conectada ao frasco com agua deionizada (10).
O ar sintético foi borbulhado no frasco e teve por objetivo umidificar o ponto de
amostragem (12). O ar sintético (2) e o hidrogénio (3) alimentam a chama do FID
(5). O nitrogénio (4) é utilizado como géas de arraste. No injetor do cromatdgrafo (6) é
introduzida a amostra por injecdo manual com seringa, para amostras liquidas, e
com fibra de SPME para as amostras sélidas. O controle da temperatura da linha do
olfatdmetro (11) é realizado pelo controlador de temperatura do segundo injetor do
cromatografo (7), utilizando um sensor de temperatura PT100. Esta temperatura é
definida no software do cromatografo (13) e este sensor se encontra na linha do
olfatdmetro (11). A temperatura da linha do olfatdmetro (11) deve ser constante e

igual & do FID (5) para que os compostos volateis ndo condensem no ponto de
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amostragem (12). Foi realizada uma separacdo do fluxo da coluna cromatogréafica
(9), utilizando um divisor de fluxo de quartzo desativado splittler, em formato de “Y”
(8). Parte do fluxo vai para o FID (5) e a outra parte vai para o ponto de amostragem
(12), a coluna é do mesmo tamanho nos dois lados da divisdo. A linha do
olfatdmetro (11) possui um tubo de teflon revestido com uma resisténcia, um sensor
de temperatura e um material isolante. A parte da coluna cromatografica (9) que é
direcionada para o ponto de amostragem do olfatbmetro (12) passa por dentro do
tubo de teflon. O material utilizado para o isolamento da linha do olfatdmetro (11) foi
uma fita de fibra de vidro, visto que esse material suporta altas temperaturas. No
ponto de amostragem, também chamado de “nariz” do olfatbmetro (12), € o local
onde o avaliador percebe os aromas, confeccionado em vidro. A0 mesmo tempo, o
computador registra no software do cromatografo (13), o perfil cromatografico da

amostra.

A Figura 4.2 mostra o olfatbmetro antes da instalagcdo no cromatografo e a
Figura 4.3 mostra o olfatbmetro ja acoplado ao cromatografo. A Figura 4.4 mostra o

equipamento final.

Figura 4.2. Olfatbmetro antes da instalagdo no cromatografo.
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Figura 4.3. Olfatbmetro desenvolvido no laboratério acoplado ao cromatografo a gés.

Figura 4.4. Equipamento hibrido (GC/O) para andlises olfatométricas.

Inicialmente, o procedimento adotado para aquisicdo dos resultados gerados
pelos avaliadores consistiu em marcar o tempo em um cronémetro manual, definir a
intensidade do aroma e também identificar 0 mesmo a partir da meméria olfativa de
cada um dos avaliadores. Em funcdo de um grande nUumero de compostos
separados na etapa cromatografica da andlise, observou-se que poucos avaliadores
tém capacidade de executar as trés tarefas ao mesmo tempo, sendo necessario

repetir as andlises e, mesmo assim, alguns aromas néo sdo identificados. Entéo foi
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desenvolvido pelo Laboratério de Operac¢des Unitarias um software de aquisicao de
dados que permite ao avaliador a definicdo da intensidade do aroma através do
registro da mesma pelo teclado do computador e o registro da descricdo do aroma

atraves da identificacédo por voz.

O software representa uma ferramenta facilitadora na aquisicdo dos dados
obtidos nas analises do GC/O, portanto possui uma interface de facil compreenséo.
Seu funcionamento compreende no acionamento de um cronémetro que inicializa o
programa, a descricdo do aroma é armazenada em um arquivo de audio do tipo
Arquivo.wav, relacionando descricdo versus tempo. A intensidade é definida pelo
operador e registrada pelo teclado do computador — escala de 1 a 5. O
armazenamento dos resultados, dados de intensidade, é feito em um arquivo de

texto do tipo arquivo.txt, relacionando a intensidade versus tempo.

Para criar um algoritmo de referéncia, seria necessaria a implantacao de
software que facilitasse os registros dos dados obtidos através da técnica de GC/O.
No desenvolvimento do software, de modo a se possivel utilizd-lo em diversas
plataformas, buscou-se o emprego de trés plataformas de desenvolvimento: Excel
(Vba), Matlab e Visual Basic. A partir da definicho das plataformas de
desenvolvimento, criou-se 0 software para o registro de dados de analises

olfatométricas cuja interface esta apresentada na Figura 4.5.

oz Ofatometer —_ O =
:A\raliadnr
3' Time Intensity
W [
- 19 2
&n
d 26 5
36 1
56 2
Stop Finish .
Play
_ Save
| tergafeira ., 6de outubro de 2015 _J"_

Figura 4.5. Interface do software para o registro de dados de analises olfatométricas.
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4.2. Oleos essenciais

4.2.1. Amostras e extracdo de compostos volateis

Foram realizadas analises com 6leos essenciais de partes aéreas de duas
espécies de Baccharis (Baccharis trimera e Baccharis tridentata), Eugenia uniflora L.
(pitangueira) e Citrus sinensis (laranjeira). Os 6leos essenciais das Baccharis foram
extraidos pelo método de destilacdo por arraste a vapor em escala laboratorial. Ja
os 6leos de pitangueira e laranjeira foram extraidos em trés pressdes diferentes: 1,0
bar, 1,5 bar e 2,0 bar pelo método de destilacdo por arraste a vapor em uma

unidade piloto.

O equipamento utilizado no método de destilacdo por arraste a vapor em
escala laboratorial € constituido por uma caldeira de aproximadamente 5 litros onde
a geracao de vapor € feita através de uma resisténcia elétrica imersa na agua, um
vaso extrator com capacidade de 4 litros, onde ocorre o contato do vapor com a
matriz vegetal e um clevenger compreendido por um sistema de condensacdo e
separacdo da mistura Oleo-vapor e recirculacdo da agua, retornando-a para o
sistema de aquecimento, diminuindo assim a quantidade de &gua requerida para a

realizacdo da extracdo (Santo et al., 2014).

O equipamento piloto de extracdo por arraste a vapor possui uma caldeira
com capacidade para 20 litros de solvente (agua), com sensores de niveis (superior
e inferior), pressédo e temperatura. O vapor é gerado a partir da ebulicdo da agua
aguecida por um resistor elétrico com poténcia de 2 kW. O vaso extrator, onde sao
acondicionadas as folhas, tem capacidade volumétrica de 10 litros, com sensores de
temperatura e pressao. O condensador é multitubular casco-tubo refrigerado com
agua a aproximadamente 1°C. O processo € controlado por um sistema supervisorio
computacional. As extracOes foram realizadas a trés diferentes pressoées: 1 bar, 1.5

bar e 2 bar.
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4.2.2. Analise cromatografica

Para a identificacdo da composicdo das amostras de 6leos essenciais foram
realizadas analises em um cromatégrafo a gas da marca Agilent 7890A acoplado a
um espectrémetro de massas (GC/MS) da marca Agilent 5975C (Figura 4.6). O gas
de arraste utilizado foi o hélio. A coluna analitica foi uma coluna capilar de silica HP-
5MS com fase estacionaria de 5% de fenil e 95% de metil siloxano (30 m X 0,25
mm, 0,25um).

Figura 4.6. Equipamento de cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas (GC/MS).

As condi¢cdes do cromatografo utilizadas para analises foram as seguintes:
temperatura da coluna no forno, 60°C durante 8 minutos, aumentando para 180°C a
3°C/min, 180-250°C a 20 ° C/min, entdo 250°C por 10 minutos; temperatura do
injetor, 250°C; modo de injecdo split; razdo de split 1:55; volume injetado, 0,2 uL; o
gas de arraste foi hélio com vazao 0,8 mL/min; a temperatura da interface, 250°C;
modo MS El; tenséo de EIl, 70eV; intervalo de massas de aquisicdo, m/z 40-450
(Xavier, 2011; Xavier et al. 2013; Santo et. al., 2014).

Os compostos foram identificados por comparacdo de seus indices de
retencdo (RI) na coluna utilizada, determinados a partir de uma série de n-alcanos
(C8-C20), com os de padrdes puros ou citados na literatura (Jenning e Shibamoto,
1980; Davies, 1990; Adams, 2007). A comparacdo dos espectros de massas

também foi realizada para a confirmacao da identidade dos compostos. A equacao
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4.2 foi utilizada para o célculo do indice de retencdo (RI) para andlise com

temperatura programada (Adams, 2007):

RI = 100n + 100 —B=—"Rz_ 4.2)

tRiz+2) Rz

onde: RI = indice de retencdo; n = numero de atomos de carbono de cada
alcano normal da mistura; trx = tempo de retengdo ajustado do composto X; trz €
triz+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal, sendo que trx €

intermediario a trz € tr@z+1).
4.2.3. Analise olfatométrica

A andlise do perfil olfatométrico das amostras de 6leos essenciais foi
realizada utilizando-se o cromatégrafo a gas equipado com um sistema de detecc¢éo
por ionizacdo de chama (FID) da Perkin Elmer Auto System e o olfatdmetro
desenvolvido neste trabalho (Figura 4.4). A linha de transferéncia foi mantida a
250°C. No equipamento foi utilizada a mesma coluna utilizada para as analises por
GC/MS, com as mesmas especificacdbes e o mesmo programa de temperatura. O
objetivo foi relacionar o resultado da analise sensorial com a composicdo quimica

dos volateis das amostras de 6leos essenciais.

A injecdo das amostras de O6leos essenciais no GC/FID foi realizada
diretamente no injetor. Para cada andlise foram injetados 2 pL de 6leo essencial
diluido em ciclohexano (2:1) no modo splitless, sendo que o gas de arraste utilizado
foi o nitrogénio a uma vazao de 1mL/min. O injetor e o FID foram ajustados a 250°C
e 0 programa de temperatura utilizado foi: 60°C durante 8 minutos, aumentando
para 180°C a 3°C/min, 180-250°C a 20°C/min, entdo 250°C por 10 minutos, e o

detector olfatométrico foi mantido constante a 250°C durante toda a analise.

A metodologia descrita por van Baren (2008) foi a base para o
desenvolvimento desta metodologia. Para a realizacdo da andlise olfatométrica
(GC/O) foram selecionados trés avaliadores para os Oleos essenciais das espécies

de Baccharis e para o 0leo essencial de laranjeira e quatro avaliadores para o 6leo
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de pitangueira. A diferenca no numero dos avaliadores se deve apenas a
disponibilidade de avaliadores no periodo de realizacdo dos experimentos. Cada um
dos avaliadores relatou as seguintes informagdes sobre os aromas durante a

analise:

a) tempo, em relacdo ao inicio da analise, em que sentiu um determinado
aroma;

b) descricdo do aroma;

c) intensidade do aroma, em uma escala de nimeros inteiros, de 1 a 5, sendo

1 a menor intensidade e 5 a maior intensidade.

A partir dos dados fornecidos pelos avaliadores foi possivel fazer uma
comparacado entre os resultados obtidos individualmente e gerar uma nova
grandeza, que relaciona intensidade e frequéncia de deteccdo, denominada
Frequéncia Modificada (FM), que é calculada pela Equacéo 4.1. A equacao da FM
utilizada foi proposta por Dravnieks (1985):

FM (%) = /(F(%)-1(%) (4.1)

onde F(%) € a frequéncia, em termos percentuais, de detec¢do de um aroma entre 0
universo de avaliadores e 1(%) € a intensidade média de um atributo de aroma em
relacdo a escala, sendo 100% correspondendo a média 5. Se um aroma possui
100% de FM quer dizer que o mesmo foi detectado por todos os avaliadores e com

a maxima intensidade. Os ensaios foram realizados em triplicata.
4.3. Mel
4.3.1. Amostras e extragdo de compostos voléateis
Foram testadas cinco amostras de mel cedidas pelo Instituto do Meio

Ambiente da PUCRS: mel de aroeira, mel de eucalipto, mel de quitoco, mel branco

C e mel branco AC. Para cada uma das analises dos compostos volateis das
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amostras de mel foram utilizados 5,0 gramas de mel puro. As amostras foram

mantidas a temperatura ambiente e em um recipiente fechado com um septo.

Os compostos volateis foram extraidos pela técnica de microextracdo em fase
sélida (SPME) pelo modo headspace. A fibra utilizada foi a DVB/CAR/PDMS
(divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane). Ela foi escolhida com base na
literatura (Manyi-Loh et al., 2011). Nao foi realizada agitacdo, jA que esta acdo nao
apresentou interferéncia positiva na extracdo. Nos experimentos foi utilizado um
tempo de equilibrio de 30 minutos. A temperatura utilizada tanto no periodo de
equilibrio quanto no periodo de extracdo foi de 70°C. Apds o sistema entrar em
equilibrio no headspace, o amostrador de SPME foi inserido no frasco e a fibra foi
exposta para adsorver os compostos presentes na fase de vapor. O tempo de
exposicdo foi de 30 minutos. Terminado o periodo de adsorcdo dos compostos
volateis na fibra, ela foi recolhida e inserida no injetor do cromatégrafo, onde foi
exposta novamente para dessorcdo térmica dos compostos volateis na coluna
cromatografica. O tempo de dessorcdo foi de 2 minutos. Para a definicdo dos
tempos de equilibrio, exposicdo e dessorcdo e a temperatura de adsorcdo foram
realizados testes tendo como ponto de partida os tempos e a temperatura utilizados
na literatura (Soria et al., 2003). O esquema do procedimento experimental utilizado

€ apresentado na Figura 4.7.

Deedechor
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Figura 4.7. Processo de microextracéo em fase sélida (SPME). a) Extracéo e b) dessorgdo térmica da

Cromatégrato & gis

fibra no cromatégrafo a gas.

Fonte: Cuevas-Glory et al., 2007.
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4.3.2. Analise cromatografica

Para a identificacdo da composicao da fase volatil das amostras de mel foram
realizadas analises em um cromatégrafo a gas da marca Agilent 7890A acoplado a
um espectrémetro de massas (GC/MS) da marca Agilent 5975C (Figura 4.5). O gas
de arraste utilizado foi o hélio. A coluna analitica foi uma coluna capilar de silica HP-
5MS com fase estacionaria de 5% de fenil e 95% de metil silox (30 m X 0,25 mm X
0,25um).

As condi¢cdes do cromatografo utilizadas para analises foram as seguintes:
temperatura da coluna no forno, 60°C durante 4 minutos, aumentando a 5°C/min até
180°C, a 20°C/min até 250°C, e a 250°C por 5 min; temperatura do injetor, 250°C;
modo de injecdo, split; razdo de split 1:55; inje¢cdo com fibra de SPME; o gas de
arraste foi hélio com vazédo 0,8 mL/min; a temperatura da interface, 250°C; modo MS

El; tenséo de El, 70eV; intervalo de massas de aquisi¢do, m/z 40-450.

Os compostos foram identificados por comparacdo de seus indices de
retencdo (IR) na coluna utilizada, determinados a partir de uma série de n-alcanos
(C8-C20), com os de padrbes puros ou indicados na literatura (Jenning e
Shibamoto, 1980; Davies, 1990; Adams, 2007). A comparacao dos espectros de
massas também foi realizada para a confirmacdo da identidade dos compostos. A
equacao 4.2, utilizada para o calculo do indice de retencéo (RI), foi apresentada

anteriormente (Adams, 2007).

4.3.3. Analise olfatométrica

A analise do perfil olfatométrico da fase volatii das amostras de mel foi
realizada utilizando o cromatografo a gas equipado com um sistema de deteccao
por ionizacdo de chama (FID) da Perkin Elmer Auto System e o olfatbmetro
desenvolvido neste trabalho (Figura 4.4). A linha de transferéncia foi mantida a
250°C. No equipamento foi utilizada a mesma coluna utilizada para as analises por

GC/MS, com as mesmas especificacbes e o mesmo programa de temperatura. O
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objetivo foi relacionar o resultado da andlise sensorial com a composi¢cao quimica

dos volateis das amostras de mel.

Logo apo6s a adsorcdo dos compostos volateis na fibra de SPME, a fibra foi
colocada no injetor do cromatografo (GC/O). O injetor, o olfatbmetro e o detector FID
estavam a 250°C. O programa de temperatura do cromatografo para separacédo dos
compostos volateis foi o seguinte: 60°C por 4 min, aumentando a 5°C/min até
180°C, a 20°C/min até 250°C, e a 250°C por 5 min.

A metodologia descrita por van Baren (2008) também foi a base para o
desenvolvimento desta metodologia. Para a realizacdo da analise olfatométrica das

amostras de mel foram selecionados seis avaliadores treinados.

4.4. Material téxtil

4.4.1. Amostras

Duas amostras de tecido asti preto 100% poliéster com gramatura de 95
g/m?, e um frasco contendo um produto antimicrobiano natural produzido a partir de
uma mistura de 6leos essenciais (cravo, cedro, tomilho, lavanda, melaleuca e capim
lim&o) foram cedidos por uma empresa. Uma das amostras de tecido havia sido
preparada com microcapsulas do produto antimicrobiano natural e a outra ndo. Este
tipo de tecido é utilizado na superficie de palmilhas. O produto antimicrobiano,
produzido a partir da mistura de Oleos essenciais, foi utilizado na impregnacéo

supercritica no tecido que n&o o continha.

4.4.2. Impregnacdo supercritica

A impregnagdo supercritica foi realizada em um equipamento que consiste
em uma bomba de CO: de alta pressao (ISCO 260-D), uma célula de impregnacao
de aco inox (Waters) com visor, uma resisténcia (Resistec) que controla a

temperatura do ar no entorno da célula, uma placa de agitagdo magnética (Fisatom)
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e um transdutor de pressao (Smar). O esquema é apresentado na Figura 4.8 e uma

foto do equipamento é apresentada na Figura 4.9.

2
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Figura 4.8. Esquema do equipamento de impregnacao supercritica.
1: cilindro de COz2; 2: bomba termostatica; 3: célula de impregnagéo; 4: agitador magnético; 5: vaso de

expansdo; IP: indicador de pressao; TT: transmissor de temperatura; CT: controlador de temperatura.

Figura 4.9. Foto do equipamento de impregnac¢&o supercritica.

Na impregnacdo foi utilizado o tecido asti preto 100% poliéster sem o produto
antimicrobiano e o produto antimicrobiano produzido a partir da mistura de 6leos
essenciais. A amostra foi cortada no tamanho de 2 x 2 cm? devido ao tamanho do
suporte confeccionado com uma rede de aco inox, no formato de uma pequena

estante (Figura 4.10a), que foi inserida na célula de impregnacdo do equipamento
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(Figura 4.10b). O pedaco de tecido foi colocado na parte de cima e a mistura de

Oleos essenciais foi colocado em um recipiente na parte de baixo da estante.

A quantidade do produto antimicrobiano utilizada foi definida
experimentalmente a partir da solubilidade e saturacdo da mesma no material e
tamanho do recipiente utilizados. Foram testadas quantidades inferiores ao tamanho
do recipiente até que ndo se observasse ao final da impregnacdo nenhuma ou
guase nenhuma quantidade da mistura de 6leos no mesmo. Ao se observar que
toda quantidade do produto antimicrobiano empregada havia sido solubilizada do

recipiente, foi definida a quantidade. Esta quantidade utilizada foi de 200 L.

(b)

Figura 4.10. a) Estante em ago inox com amostra de tecido cortado e um recipiente com a mistura de

Oleos essenciais. b) Estante inserida na célula de impregnacéo.

A estante contendo o pedaco de tecido e o recipiente com o0 produto
antimicrobiano foram inseridos na célula de impregnacdo e permaneceram em
contato com o CO2 no estado supercritico por 2 h a 90 bar e 313 K. Decorrido esse
tempo, despressurizou-se 0 equipamento a uma taxa de 5 bar/min. O tecido foi
guardado em um recipiente fechado com septo para analises cromatograficas e
olfatométricas. Essa metodologia foi repetida 4 vezes, resultando em uma amostra

por avaliador que realizou a analise olfatométrica.
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4.4.3. Caracterizacao por microscopia eletréonica de varredura por

emissdo de campo (FESEM)

Oleos essenciais encapsulados podem ter diversas aplicabilidades. Particulas
encapsuladas em escala micro e nano apresentam vantagens, pois apresentam
maior area superficial de contato em relacdo ao seu volume. Nesse sentido, a
microscopia eletronica de varredura (Scanning Electron Microscopy - SEM) pode ser

empregada para determinacao de tamanho de particulas (Pontes, 2013).

A SEM é uma técnica que utiliza um feixe de elétrons no lugar de fotons
utilizados em um microscopio 6ptico convencional. Os aparelhos mais modernos
permitem aumentos de cerca de até 300.000 vezes ou mais, para a maior parte de
materiais solidos. E um aparelho que pode fornecer de forma rapida informacdes
sobre morfologia e identificacdo de elementos quimicos presentes em uma amostra
sélida (Dedavid et al., 2007).

Trés pedacos de tecido foram caracterizados por microscopia eletrbnica de
varredura por emissdo de campo: um tecido com microcipsulas do produto
antimicrobiano, um sem o produto, e o terceiro que passou pelo processo de
impregnacdo do produto a 90 bar e 313 K. As analises foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia e Microandlise da PUCRS utilizando um
microscopio modelo Inspect F50 — FEI com tensdo de trabalho de 0,3 a 30 kV e
resolucdo de ponto de 1.2 nm. As amostras foram depositadas em stubs cobertos

por fita dupla face de carbono com superficie metalizada com ouro.

4.4.4. Extracdo de compostos volateis

Os compostos volateis presentes no produto antimicrobiano produzido a partir
da mistura de Oleos essenciais foram extraidos por SPME. Estes resultados
serviram de base para a definicdo da metodologia para as analises do tecido, assim
como para o treinamento dos avaliadores. Foi realizada uma extracdo para analise

cromatografica e uma extracao para cada avaliador da analise olfatométrica.
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Utilizando a técnica de microextracdo em fase sélida (SPME), foram extraidos
0s compostos volateis do tecido com as microcapsulas do produto antimicrobiano e
do tecido tratado pela impregnacdo supercritica, com o objetivo de avaliar e
comparar a liberacdo do aroma da mistura de Oleos essenciais nos dois tecidos
durante 10 dias. Ambos os tecidos foram mantidos na prépria embalagem em que

foram fornecidos pela empresa, apenas retirados para cortes.

O tecido sem as microcapsulas do produto antimicrobiano, apds ser cortado e
passar pela impregnacao supercritica a 90 bar e 313 K é colocado em um recipiente
fechado com septo e no mesmo dia da impregnacdo ocorreu a primeira extracao
dos compostos volateis por SPME. Este dia foi denominado dia zero. ApGs a
extracdo, o pedaco de tecido € mantido no frasco fechado com septo até a préxima
extracdo. Sao realizadas extracdes em dois, quatro, sete e dez dias apls a
impregnacdo. Em cada dia a amostra foi retirada do frasco e colocada em um novo
frasco. Neste novo frasco é realizada a extracdo dos compostos volateis apés 5
minutos de equilibrio com agitacdo. A amostra € retirada do frasco e colocada em
um novo para evitar erros nas analises fruto dos componentes volateis
armazenados desde a Ultima extracdo. Neste frasco novo, o pedaco de tecido
permanece até o proximo dia de extracdo e assim sucessivamente até o ultimo dia.
Para a andlise cromatografica, esse processo foi realizado uma Unica vez, enquanto

que para a analise olfatométrica, esse processo foi repetido para cada avaliador.

O tecido que continha as microcapsulas do produto antimicrobiano é retirado
da embalagem e cortado no tamanho de 2 x 2 cm? e colocado em um recipiente
fechado com septo. A primeira extracdo € considerada a extracdo do dia zero.
Realizando o mesmo procedimento de troca de frascos, foram executadas extracdes

em dois, quatro, sete e dez dias ap0s a primeira extracao.

Em cada um dos dias, os compostos volateis das duas amostras de tecido
(tecido com as microcapsulas do produto antimicrobiano e tecido impregnado),
foram extraidos pela técnica de microextracdo em fase solida (SPME) pelo modo
headspace. A fibra utilizada na extracdo foi a DVB/CAR/PDMS
(divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane). Nos experimentos foi utilizado um

tempo de equilibrio de 5 minutos com agitacdo para a liberacdo dos compostos
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volateis no headspace. A temperatura utilizada tanto no periodo de equilibrio quanto
no periodo de extracdo foi de 40°C, temperatura mais préxima possivel da
temperatura do corpo humano. ApGs o sistema entrar em equilibrio no headspace, o
amostrador de SPME foi inserido no frasco e a fibra é exposta para adsorver 0s
compostos presentes na fase de vapor. O tempo de adsorcédo foi de 30 minutos.
Terminado o periodo de adsor¢cdo dos compostos volateis na fibra, ela foi recolhida
e inserida no injetor do cromatodgrafo, onde foi exposta novamente para dessor¢cao
térmica dos compostos volateis na coluna cromatografica. O tempo de dessorcao foi
de 2 minutos. Para a definicdo dos tempos de equilibrio, adsorcdo e dessorc¢éo, e a
temperatura de adsorcdo foram realizados testes experimentais, avaliando o

espectro cromatografico dos compostos volateis obtidos por SPME.

4.4.5. Analise cromatografica

Para a identificacdo dos compostos com aroma presentes nas amostras de
tecido e no produto antimicrobiano foram realizadas analises em um cromatografo a
gas da marca Agilent 7890A acoplado a um espectrdmetro de massas (GC/MS) da
marca Agilent 5975C (Figura 4.5). O gas de arraste utilizado foi o hélio. A coluna
analitica foi uma coluna capilar de silica HP-5MS com fase estacionaria de 5% de

fenil e 95% de metil silox (30m x 250um i.d., 0,25um de espessura da fase).

As condi¢cdes do cromatografo utilizadas para analises foram as seguintes:
temperatura da coluna no forno, 60°C durante 4 minutos, aumentando a 5°C/min até
180°C, a 20°C/min até 250°C, e a 250°C por 5 min; temperatura do injetor, 250°C;
modo de injecdo, split; razdo de split 1:55; injecdo com fibra de SPME; o gas de
arraste foi hélio com vazéo 0,8 mL/min; a temperatura da interface, 250°C; modo MS

El; tenséo de El, 70 eV; intervalo de massas de aquisicdo, m/z 40-450.

Os compostos foram identificados por comparacdo de seus indices de
retencdo (IR) na coluna utilizada, determinados a partir de uma série de n-alcanos
(C8-C20), com os de padrdes puros ou reportados na literatura (Jenning e
Shibamoto, 1980; Davies, 1990; Adams, 2007). A comparacdo dos espectros de
massas também foi realizada para a confirmacdo da identidade dos compostos. A
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equacado 4.2, utilizada para o célculo do indice de retencao (RI), foi apresentada

anteriormente (Adams, 2007).

4.4.6. Andlise olfatométrica

A analise do perfil olfatométrico das amostras de tecido e do produto
antimicrobiano foi realizada utilizando-se o cromatografo a gas equipado com um
sistema de deteccéao por ionizacdo de chama (FID) da Perkin Elmer Auto System e o
olfatdbmetro desenvolvido neste trabalho (Figura 4.2). A linha de transferéncia foi
mantida a 250°C. No equipamento foi utilizada a mesma coluna utilizada para as
andlises por GC/MS, com as mesmas especificacbes e 0 mesmo programa de
temperatura. O objetivo foi relacionar o resultado da analise sensorial com a

composicdo quimica dos volateis das amostras.

Logo apds a adsorcdo dos compostos volateis na fibra de SPME, a fibra foi
colocada no injetor do cromatégrafo (GC/O). O injetor, o olfatbmetro e o detector FID
estavam a 250°C. O programa de temperatura do cromatografo para separacao dos
compostos volateis foi o seguinte: 60°C por 4 min, aumentando a 5°C/min até
180°C, a 20°C/min até 250°C, e a 250°C por 5 min.

A metodologia descrita por van Baren (2008) também foi a base para o
desenvolvimento desta metodologia. Para a realizacdo da andlise olfatométrica das

amostras de tecidos foram selecionados quatro avaliadores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Oleos essenciais

5.1.1. Baccharis

A analise cromatografica dos compostos volateis presentes nas amostras de
Oleos essenciais de Baccharis Trimera e Baccharis Tridentata, extraidos pela
destilacao por arraste a vapor em escala laboratorial, foi realizada por GC/MS. Os
compostos majoritarios encontrados por GC/MS nas duas espécies foram b-pineno,
acetato de carquejila e palustrol. Por sua vez, a andlise olfatométrica (GC/O) foi
capaz de identificar uma grande variabilidade de aromas para as duas espécies,
com destaque para o aroma cha na Baccharis Trimera e maisena na Baccharis

tridentata, j4 que estes apresentaram maior frequéncia modificada (FM).

Contudo apenas trés dos aromas percebidos pelos avaliadores foram
identificados pela GC/MS, ou seja, a grande maioria dos aromas encontrados
provém de constituintes minoritarios nos 6leos essenciais. Estes resultados, pela
GC/MS e GC/O, obtidos para as espeécies de Baccharis foram apresentados no
COBEQ 2014 (Santo et al., 2014) e seguem no item Anexo deste trabalho.

5.1.2. Pitangueira

A analise cromatografica dos compostos volateis presentes no 6leo essencial
de pitangueira, extraidos pela destilacdo por arraste a vapor em escala piloto em
trés pressoes (1,0; 1,5; 2,0 bar), foi realizada por GC/MS. O resultado da analise
cromatografica, obtida para o 6Oleo essencial de pitangueira nas trés pressdes

utilizadas no processo de extracdo, segue na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Analise Cromatografica GC/MS do 6leo essencial de pitangueira extraido em trés

pressdes diferentes.

% Area®
Composto? RIP

1,0 bar? 1,5 bar 2,0 bar
mirceno 991 0,52 0,51 0,66
a-felandreno 1001 0,64 0,54 0,22
para-cimeno 1026 0,22 0,24 0,32
Z-B-ocimeno 1037 0,89 0,86 0,67
E-B-ocimeno 1048 2,22 2,14 1,63
terpinoleno 1085 0,45 0,39 0,15
o-elemeno 1335 0,64 0,79 0,96
B-elemeno 1390 2,35 3,02 3,34
a-gurjuneno 1406 0,19 0,23 0,30
E-cariofileno 1417 2,94 3,19 3,63
y-elemeno 1431 0,62 1,06 1,91
a-humuleno 1450 0,46 0,52 0,71
germacreno D 1479 2,85 2,66 2,48
B-selineno 1483 0,54 0,55 0,92
o-selineno 1490 0,54 0,19 0,69
viridifloreno + biciclogermacreno 1497 12,49 11,57 9,17
curzereno 1499 12,70 11,53 6,30
6-cadineno 1522 0,99 1,22 2,02
germacreno B 1557 8,04 7,61 7,49
cubeban-11-ol 1590 1,03 0,82 1,68
selina-1,3,7(11)-trien-8-one 1634 12,83 13,05 14,27
germacrono 1698 10,43 5,84 2,07
selina-1,3,7(11)-trien-8-one epdxido 1747 7,26 7,14 7,38
TOTAL IDENTIFICADO 81,86 75,69 68,95

a = compostos identificados pela comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencdo com
a biblioteca Adams (2007); composto com area = 0,1%. PRI = indice de retencéo calculado em relacéo
a uma série de alcanos. % Area = area percentual de cada pico em relacdo a area total do

cromatograma. 9As pressdes da tabela se tratam de pressdes absolutas.
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Os compostos majoritarios obtidos na analise cromatografica do oOleo
essencial de pitangueira, para pressdo de 1,0 bar, 1,5 bar e 2,0 bar,
respectivamente, foram: viridifloreno + biciclogermacreno (12,49%; 11,57%; 9,17%),
curzereno (12,70%; 11,53%; 6,30%), germacreno B (8,04%; 7,61%; 7,49%), selina-
1,3,7(11)-trien-8-one (12,83%; 13,05%; 14,27%), germacreno (10,43%; 5,84%;
2,07%) e selina-1,3,7(11)-trien-8-one epobxido (7,26%; 7,14%; 7,38%).

Foram avaliadas diferentes pressdes de extracdo com o intuito de verificar o
rendimento do 6leo essencial extraido e a variacdo da composicdo do mesmo. Estas
extracBes ocorreram com vapor saturado, logo para maior pressdo, maior sera a
temperatura de extragdo. Algumas vezes, com uma maior temperatura de extracao,
melhor podera ser o rendimento e alguns compostos podem ter maior solubilidade.
Isto quer dizer, que alguns compostos podem sair apenas em maiores pressdes. No
caso do 0Oleo essencial de pitangueira, a pressao nao teve influéncia na composicao

do 6leo essencial.

A anadlise por cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O) foi capaz de
identificar uma grande variabilidade de aromas no 6leo essencial de pitangueira.
Nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 sdo apresentados, em formato de grafico aranha, os
aromas identificados que obtiveram Frequéncia Modificada (FM) maior ou igual a 40
para o Oleo essencial de pitangueira nas pressbes de 1,0, 1,5 e 2,0bar,

respectivamente.

aurrilho
o
=11

S0
frutal ? gueimado,/podre

lavandaferva

2 floral
docefdoce doce/flora

matoflavanda flor doce/mel

Figura 5.1. Grafico aranha do 6leo essencial de pitangueira na presséo de lbar.
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fezes de
cachorro/zurrilho/ruim

funcho/verde/chd - 60— ~—_ erva doce/mato

"~ 50,

aglcar queimado/fio
~~""| queimado/queimado

fio VYA
queimado/queimado | <

queimado =) doce/floral

bife tostado T~ ~ mato/lavanda

mato verde/mato

Figura 5.2. Grafico aranha do 6leo essencial de pitangueira na pressao de 1,5bar.

funcho

fio queimado/queimado ~

doce/floral

Figura 5.3. Grafico aranha do 6leo essencial de pitangueira na presséo de 2bar.

Foi definido selecionar valores iguais ou maiores que 40 com base na
literatura (van Baren, 2008). Valores menores nao foram considerados por serem
fruto da baixa intensidade aromatica do composto e/ou ao fato de alguns
avaliadores terem menor sensibilidade que outros. Para as amostras de 6leo
essencial de pitangueira foram detectados 21 aromas com Frequéncia Modificada

(FM) maior ou igual a 40. Desses 21 aromas, 7 foram detectados na amostra de 1,0
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bar, 10 foram detectados na amostra de 1,5 bar e 4 foram detectados na amostra de
2,0 bar. Com destaque para os aromas, doce/floral, que foi detectado nas trés
amostras com a mesma FM de 63%, e o aroma mato/lavanda, que foi detectado nas
amostras de 1,0 e 1,5 bar com a mesma FM de 42%. Com relacdo a pressédo de
extracdo, observa-se que de 1,0 para 1,5bar, aumenta 0 numero de aromas
significativos, porém ao aumentar mais a pressdo, até 2,0bar, este numero de
aromas significativos diminui. Como na composi¢cdo, a pressao nao interfere, a
pressdo de 1,5bar € a melhor opcdo em relacdo a quantidade de aromas, ja que

apresenta o maior nimero de aromas compostos volateis com aroma.

Para os Oleos essenciais de pitangueira o cruzamento entre 0s compostos
identificados olfatometricamente e os que foram identificados por espectrometria de
massa resulta em apenas dois compostos identificados pelos dois métodos. A
Tabela 5.2 apresenta os compostos volateis identificados com destaque nos
compostos identificados nos dois métodos, sendo que nenhum deles é majoritario
em composicdo do Oleo. Para o Oleo essencial obtido a 2,0bar ndo houve
correspondéncia para o composto E-B-ocimeno, provavelmente a sua quantidade

esta abaixo do limite perceptivel ao nariz humano.

Tabela 5.2. Compostos identificados por GC/MS e GC/O para o 6leo essencial de pitangueira.

Presséao RI Composto? % Area Aromad FM (%)
810 -b tre Zorrilho 42
820 - tr Queimado/podre 42
1037 Z-f3-ocimeno 0,89 Doce/floral 63
1,0 bar 1045 - tr Flor doce/mel 43
1048 E- B -ocimeno 2,22 Mato/lavanda 42
1078 i tr Lavanda/erva 47
doce/doce
1125 - tr Frutal 47
Fezes de
812 i tr cachorro/zorrilho/ruim 51
836 - tr Erva doce/mato 47
1,5 bar ; _ .
862 i tr A(;u_car quelma_\do/flo 50
gueimado/queimado
1037 Z- B -ocimeno 0,86 Doce/floral 63
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1048 E- B -ocimeno 2,14 Mato/lavanda 42
1130 - tr Mato verde/mato 42
1147 - tr Bife tostado 42
1156 - tr Queimado 42
1169 : tr _Flo 42
gueimado/queimado
1233 - tr Funcho/verde/cha 42
923 - tr Erva doce 45
999 - tr Funcho 42
2,0 bar 1037 Z- 3 -ocimeno 0,67 Docef/floral 63
1127 : tr Fio 42

gueimado/queimado

aCompostos volateis identificados pela GC/MS; °Foi detectado aroma na GC/O, mas ndo foi
identificado composto na GC/MS; °O composto apresenta % em area <0,1%; 9Aroma detectado na
GC/O.

Os resultados mostram que os compostos majoritarios na analise por GC/MS
nao sdo 0s mesmos encontrados na analise sensorial com FM igual ou maior que
40. Isto se observa na Tabela 5.2, jA que compostos como o E-B-ocimeno e 0 Z- 3 —
ocimeno, que apresentam as maiores FM. Isso vem a confirmar o que é encontrado
na literatura (Xavier et al., 2013), que os compostos nao contribuem igualmente para
o perfil de aroma global de uma amostra, portanto uma alta concentracao relativa de
um composto determinada por um detector cromatografico, ndo necessariamente
corresponde a intensidade alta de aroma, devido as diferentes relagbes
intensidade/concentracdo (Grosch, 1994; Van Ruth, 2001; Zellner et al, 2008;
Xavier, 2011).

Os oOleos essenciais obtidos em temperaturas mais elevadas, que
correspondem a pressdes mais elevadas, apresentam um menor potencial
aromatico. No caso do 6leo essencial de pitangueira, 0 aumento da pressao de 1,0
a 1,5bar aumentou o potencial aromatico, porém ao aumentar de 1,5 a 2,0bar
diminuiu. Por isso € importante avaliar diferentes pressées e selecionar a melhor

para potencial aromatico e composicao de interesse.
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5.1.3. Laranjeira

A analise cromatogréafica dos compostos volateis presentes no 6leo essencial
de laranjeira, extraidos pela destilacdo por arraste a vapor em escala piloto em trés
pressdes (1,0; 1,5; 2,0 bar), foi realizada por GC/MS. O resultado da andlise
cromatografica, obtida para o Oleo essencial de laranjeira nas trés pressodes

utilizadas no processo de extracdo, segue na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Andlise Cromatografica GC/MS do 6leo essencial de laranjeira extraido em trés pressdes

diferentes.
% Area®
Composto? RIP
1,0 bard 1,5 bar 2,0 bar
a-tujeno 923 0,36 0,60 0,66
a-pineno 930 1,74 2,55 2,40
sabineno 976 33,21 39,30 34,20
mirceno 991 2,94 4,33 3,78
a-felandreno 1001 0,67 0,96 0,93
0-3-careno 1010 5,37 7,85 6,88
a-terpinoleno 1015 0,82 2,17 2,84
para-cimeno 1026 0,30 0,44 0,37
silvestreno 1028 3,81 4,40 4,96
Z-B-ocimeno 1037 0,26 0,33 0,41
E-B-ocimeno 1048 6,85 7,73 8,27
y-terpineno 1055 1,27 2,61 0,12
hidrato de cis-sabineno 1065 0,25 0,14 0,13
terpinoleno 1086 2,12 2,12 2,35
linalol 1101 8,40 4,32 6,25
citronelal 1154 5,37 3,46 3,78
terpinen-4-ol 1176 1,42 2,03 3,27
a-terpineol 1188 0,30 0,21 0,33

nerol 1228 0,93 0,43 0,44




88

neral 1241 3,97 1,70 1,58
geranial 1271 511 0,15 2,09
acetato de citronelila 1353 0,29 0,49 0,56
acetato de nerila 1364 0,52 0,61 0,61
acetato de geranila 1383 0,50 0,55 0,61
B-elemeno 1390 0,21 0,67 1,52
E-cariofileno 1416 0,90 0,66 0,83
a-humuleno 1450 0,12 0,19 0,30
E-B-farneseno 1455 0,15 0,13 0,19
a-selineno + Biciclogermacreno 1493 0,33 0,23 0,16
valenceno 1502 0,26 0,53 0,65
B-sinensal 1697 0,91 1,57 2,07
TOTAL IDENTIFICADO 89,65 93,46 93,53

a = compostos identificados pela comparacado de seus espectros de massa e indices de retencdo com
a biblioteca Adams (2007); composto com area = 0,1%. PRI = indice de retencéo calculado em relagéo
a uma série de alcanos. ®% Area = éarea percentual de cada pico em relacdo a éarea total do
cromatograma. 9As pressodes da tabela se tratam de pressdes absolutas.

Foram identificados em meédia 90% dos constituintes detectados. Os
compostos majoritarios obtidos na andlise quimica da laranjeira, para presséao de 1,0
bar, 1,5 bar e 2,0 bar, respectivamente, foram: sabineno (33,21%; 39,30; 34,20%),
0-3-careno (5,37%,; 7,85%, 6,88%), E-B-ocimeno (6,85%; 7,73%; 8,27%) e linalol
(8,40%; 4,32%, 6,25%).

Foram avaliadas diferentes pressdes de extracdo com o intuito de verificar o
rendimento do Oleo essencial extraido e a variacdo da composicdo do mesmao.
Assim como no caso do Oleo essencial de pitangueira, no caso do 6leo essencial de

laranjeira, a pressao nao teve influéncia na composicao do 6leo essencial.

A analise por cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O) foi capaz de
identificar uma grande variabilidade de aromas no 6leo essencial de laranjeira. Nas

Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 sao apresentados, em formato de grafico aranha, os aromas



identificados que obtiveram Frequéncia Modificada (FM) maior ou igual a 40 para o

Oleo essencial de laranjeira nas pressdes de 1,0, 1,5 e 2,0bar, respectivamente.
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Figura 5.4. Grafico aranha do 6leo essencial de laranjeira na presséo de 1bar.

a/lruim

-
Pl

x, cha de laranja quente

mato/flor de laranjeira

[

[ -

",
%,

|
\
\ i
i \
| |
\ |
| \
\ |
\ \
\
\ |
\ \

|
\ ]
| |
\ |
\ \
\ |

\
\ \

Py
I

licor/laranja
mcﬁoﬂcwcmdc; ] citrico
Figura 5.5. Gréfico aranha do 6leo essencial de laranjeira na pressao de 1,5bar.
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citronela a0 licor/laranja

mato citrico

mato/lavanda

Figura 5.6. Grafico aranha do 6leo essencial de laranjeira na pressao de 2bar.

Foi definido selecionar valores iguais ou maiores que 40 com base na
literatura (van Baren, 2008). Valores menores nao foram considerados por serem
fruto da baixa intensidade aromatica do composto e/ou ao fato de alguns
avaliadores terem menor sensibilidade que outros. Para as amostras de 6leo
essencial de laranjeira foram detectados 21 aromas com Frequéncia Modificada
(FM) maior ou igual a 40. Desses 21 aromas, 8 foram detectados na amostra de
1,0bar, 7 foram detectados na amostra de 1,5bar e 6 foram detectados na amostra
de 2,0bar. Os aromas licor/laranja, citrico e mato/lavanda foram detectados nas trés
amostras com a mesmas FM, de 42%, 42% e 52%, respectivamente. Com relagao a
pressdo de extracdo, observa-se que com o aumento da pressao o numero de

aromas significativos diminui.

Para os Oleos essenciais de laranjeira 0 cruzamento entre 0S compostos
identificados olfatometricamente e os que foram identificados por espectrometria de
massa resulta em quatro compostos identificados pelos dois métodos, trés deles
para os Oleos obtidos nas trés pressdes diferentes. A Tabela 5.4 apresenta 0s
compostos volateis identificados nos dois métodos, sendo que o composto Z-3-

ocimeno apresentou area menor que 1% em relacdo ao total de suas amostras.



Tabela 5.4. Compostos identificados por GC/MS e GC/O para o 6leo essencial de laranjeira.

Pressio RI Composto? % Area Aromad FM (%)
810 b tre Zorrilho 47
1028 silvestreno 3,81 Licor/laranja 42
1037 Z-B-ocimeno 0,26 Citrico 42
1.0 bar 1048 E-B-ocimeno 6,85 Mat(?/l-avanda | 52
1082 : v Docelelicolaramja g
1099 - tr Rabanete 42
1193 - tr Produto de limpeza 56
1241 neral 3,97 Lim&ol/citrico 60
814 - tr Gambé/ruim 52
867 - tr Cha de laranja quente 47
1028 silvestreno 4,40 Licor/laranja 42
1,5 bar 1037 Z-B-ocimeno 0,33 Citrico 42
1048 E-B-ocimeno 7,73 Mato/lavanda 52
1075 - tr Mato/flor de laranjeira 47
1229 - tr Ruim/amendoim/nozes 47
860 - tr Mato 47
1028 silvestreno 4,96 Licor/laranja 42
1037 Z-B-ocimeno 0,41 Citrico 42
2,0 bar 1048 E-B-ocimeno 8,27 Mato/lavanda 52
1107 - tr Mato 52
1236 - tr Citronela 52
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aCompostos volateis identificados pela GC/MS; °Foi detectado aroma na GC/O, mas ndo foi

identificado composto na GC/MS; O composto apresenta % em area <0,1%; 9Aroma detectado na

GC/O.

Os resultados mostram que 0s compostos majoritarios na analise por GC/MS

nao sdo 0os mesmos encontrados na analise sensorial com FM igual ou maior que 40

(Figura 5.7). Isso vem a confirmar o que € encontrado na literatura (Xavier et al.,

2013), que os compostos nao contribuem igualmente para o perfil de aroma global

de uma amostra, portanto uma alta concentracdo relativa de um composto

determinada por um detector cromatografico, ndo necessariamente corresponde a

intensidade alta de aroma, devido as diferentes rela¢des intensidade/concentracao
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(Grosch, 1994; Van Ruth, 2001; Zellner et al, 2008; Xavier, 2011). Isto também pode
ser observado na Figura 5.7 para a amostra de 6leo essencial de laranjeira extraido

por destilagéo por arraste a vapor a 2,0bar.

Abundance
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Figura 5.7. Comparacédo entre o cromatograma e o aromagrama com as FM para a amostra de 6leo
essencial de laranjeira extraido por destilagéo por arraste a vapor a 2,0bar, obtido por GC/MS.



93

Os Oleos essenciais obtidos em temperaturas mais elevadas, que
correspondem a pressbes mais elevadas, apresentam um menor potencial

aromatico. Isto se observou no caso do 6leo essencial de laranjeira.

5.2. Mel

5.2.1. Resultados da analise cromatografica

A andlise cromatogréafica dos compostos volateis presentes nas amostras de
mel extraidos por SPME foi realizada por GC/MS. Na Tabela 5.5 estdo
apresentados os resultados obtidos nas analises das amostras: mel de aroeira, mel
de eucalipto, mel de quitoco, mel branco C. e mel branco AC. Para todas as
amostras analisadas foram identificados mais de 93% dos compostos presentes nas

mesmas e 0S compostos majoritarios se encontram em destaque na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Analise Cromatografica GC/MS das amostras de mel.

Areac (%)
COMPOSTO® RP . . . Branco  Branco
Aroeira  Eucalipto  Quitoco c AC
furfural 830 0,27 0,13 0,63 - -
acido 2-metil-butanéico 832 0,68 1,30 - - -
a-pineno 936 1,63 0,34 - - -
B-citroneleno 940 4,25 0,65 - - -
canfeno 944 3,14 4,96 - - -
benzaldeido 949 4,08 6,21 - 2,24 -
n-heptanol 962 - 0,14 0,69 4,63 1,50
B-pineno 977 - 0,18 - - -
n-octanal 999 - 0,12 - - 0,27
limoneno 1024 0,22 0,40 - - -
acido 5-metil-hexandico 1033 0,67 - - 0,35 0,79
benzeno acetaldeido 1036 0,72 1,12 - 0,54 1,30
salicilaldeido 1042 0,43 - - 1,17 -
isobutil angelato 1046 0,49 0,64 19,60 1,31 0,71
n-octanol 1063 - 0,24 - - -
formato de benzila 1075 - 571 16,07 1,46 1,27
oxido de trans-linalol 1080 0,49 i 2.83 i 0,67

(furandide)
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dehidro-linalol
linalol
n-nonanal
fenil Etil Alcool

dimetil acetal
benzaldeido

isoforona
oxido trans-rosa
dihidro-linalol
canfora
citronelal
isoborneol
trans-fB-terpineol

6xido de cis-linalol
(pirandide)

6xido de trans-linalol
(pirandide)

cis-pinocarveol
1-fenil etil acetato
formato de linalol
nerol
acetato tetrahidro-linalol
neral

acido benzenoacético, etil
ester

geraniol
geranial
n-decanol
acido nonandico
acetato de dihidro-linalol
carvacrol
n-tridecano
undecanal
2E-acetato de nonenol
a-metil cinamaldeido
decanoato de metila
aldeido limoneno

3-hidroxi-4-fenil-2-
butanona

2-fenil-etil-propanoato

E-B-damascenona

1088
1091
1103
1106

1113

1117
1125
1132
1145
1147
1154
1156

1171

1172

1183
1192
1210
1230
1234
1237

1243

1249
1259
1263
1269
1276
1296
1301
1305
1310
1319
1325
1330

1340

1349
1386

0,30
0,39

0,37
0,51

0,32
0,42

0,71

1,07

0,45
0,94

1,60
2,63

1,40

0,65

16,50

0,49

2,45
0,39

0,55

2,34
0,69
0,64
0,83
0,46
0,29

0,40
0,16
1,23
7,44

8,73

4,95
0,41
16,00

1,14

0,14
0,25

0,55
1,41

0,34

0,20

3,43

1,09

1,01

0,99
1,36

0,45

0,45
4,25

4,88

0,47
0,69
0,55
0,91

5,46

21,24

1,44

0,93

3,03

1,87
8,40

2,48

18,25

0,29

2,04

5,76

1,40

1,75

1,13

0,58

0,21
4,19

1,65

0,24

0,44

2,45

1,97
15,41

0,97
0,22
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vanilina 1393 1,49 - - - 1,12
metil-n-metil antranilato 1406 - 0,30 - - 0,36
butanoato de linalol 1417 0,73 0,92 - - 1,54
vanilil alcool 1441 16,16 0,27 0,89 1,42 0,72
E-isoeugenol 1446 - - - 3,53 -
g-gurjuneno 1480 0,64 - - - -
2-tridecanona 1497 1,87 1,48 - - 0,46
n-pentadecano 1502 3,87 9,10 2,86 7,59 18,32
neril isovalerato 1584 - 0,75 - - 1,39
1,2-dihidr(JIi-r?;Oi(Ijroxi-(ZE)- 1656 13,22 i i i 533
7-epi-a-eudesmol 1661 8,57 5,36 - - -
n-tetradecanol 1672 0,57 5,44 3,01 - 12,41
n-octadecano 1798 0,79 0,19 - - -
ocidol 1834 0,11 1,03 3,14 - 2,40
n-nonadecano 1900 0,14 0,45 - - 1,08
(Z,E)-geranil linalol 1996 - - - 5,27 -
TOTAL IDENTIFICADO 94,65 94,30 93,02 95,83 94,46

a = compostos identificados pela comparacao de seus espectros de massa e indices de retencao com
a biblioteca Adams (2007); compostos com area = 0,1%; ° Rl = indice de retencdo calculado em
relacdo a uma série de alcanos; cArea = area percentual de cada pico em relacdo a area total do

cromatograma.

Na Tabela 5.5 observa-se que os compostos volateis encontrados nas cinco
amostras de mel sao diferentes. Isso se deve ao fato de que tanto a composicao
quanto o tipo de composto sdo funcdo de aspectos climaticos, geograficos e
botanicos (Witter et al., 2014). Seria importante obter o material vegetal (plantas
aromaticas) da regido onde as abelhas coletam o material. Vale salientar que os
compostos volateis obtidos de 6leos esséncias sdo originarios de folhas e os das

amostras de mel de flores.

5.2.2. Resultados da analise olfatométrica

Na analise (GC/O) foi possivel identificar uma grande variabilidade de aromas

em todas as amostras. As Figuras 5.8, 5.9, 5.10. 5.11 e 5.12 apresentam 0sS

compostos volateis identificados que obtiveram FM maior ou igual a 40. Foi definido
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selecionar valores iguais ou maiores que 40 com base na literatura (van Baren,
2008).

fruta assada/mato/floral
doce — T doce
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' madeira/grama
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preta
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Figura 5.8. Gréfico aranha da amostra de mel de aroeira.

Foram encontrados 13 compostos volateis com aromas significativos na
amostra de mel de aroeira. Podem-se destacar os aromas mato/refrescante/pimenta

e doce caramelado/doce/herbaceo, ambos com FM de 58.

mel!ﬂorc:l_._..----""""'.- —— doce/merango/mel/floral

Cloo (/. 'y madeira/grama

eucalipto/floral/caramelo ' ' doce/refrigerante

mc:‘ro!doce!ﬂorc:l: : frutal

Figura 5.9. Gréfico aranha da amostra de mel de eucalipto.
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Foram encontrados 9 compostos volateis com aromas significativos na
amostra de mel de eucalipto. Podem-se destacar o aroma doce/morango/mel/floral
com FM de 60.

Linalool
70 4~

floral/coco fruta . amargo/refrescants

citralinczes/floral < eucalpto/chda/camomila

mato/doce ffloral
Figura 5.10. Grafico aranha da amostra de mel de quitoco.
Foram encontrados 6 compostos volateis com aromas significativos na

amostra de mel de quitoco. Podem-se destacar os aromas eucalipto/chd/camomila e

citral/nozes/floral, ambos com FM de 60 e o aroma floral/coco fruta com FM de 61.

mel/doce
70

floral/doce - mato/doce /floral

florclp’doce:. :fodefmcﬁo

Figura 5.11. Grafico aranha da amostra de mel branco C.
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Foram encontrados 5 compostos volateis com aromas significativos na
amostra de mel branco C. Podem-se destacar os aromas forte/mato e floral/doce,

com FM de 61 e 58, respectivamente.

ardéncia
43

45

44

mato/doce ffloral 42 capim imdo/bolacha

40
‘ 38

o |

capim Ima&o \ mato/fede-fede

eucalpto/iiméo/ardéncia

Figura 5.12. Grafico aranha da amostra de mel branco AC.

Foram encontrados 6 compostos volateis com aromas significativos na
amostra de mel branco AC. Podem-se destacar o aroma eucalipto/limao/ardéncia
com FM de 48. O cruzamento entre os compostos identificados pela andlise
sensorial e os que foram identificados pelo espectrdbmetro de massa resultou em
onze compostos identificados pelos dois métodos para as amostras de mel. Estes
resultados estdo apresentados na Tabela 5.6. Os resultados mostram que 0s
compostos majoritarios em composicdo quimica ndo necessariamente apresentam

as maiores FM.

Tabela 5.6. Compostos identificados por GC/MS e GC/O dos compostos de mel.

Area FM

a d

Mel RI Composto (%) Aroma (%)
814 -b tre Fruta assada/mato/floral 45

aroeira
832 Aacido 2-metil-butandico 0,68 Doce 41




924 - tr Refrescante/menta 45
936 a-pineno 1,63 Madeira/grama 43
1014 - tr Herbaceo/pimenta/citrico 41
1305 ) . Floral/vegetais frescos/pimenta 45
preta
1393 vanilina 1,49 Refrescante/mato/galho molhado 50
1437 - tr Mato/refrescante/pimenta 58
1473 - tr Doce caramelado/doce/herbaceo 58
1648 - tr Refrescante/mato/madeira/doce 47
1680 - tr Ruim 43
1870 - tr Perfume/limpeza 43
1987 - tr Doce 43
832  &cido 2-metil-butandico 1,30 Doce 41
849 - tr Doce/morango/mel/floral 60
936 a-pineno 0,34 Madeira/grama 43
974 - tr Doce/Refrigerante 45
eucalipto | 1015 - tr Frutal 45
1106 fenil etil &lcool 16,50 Mato/doce/floral 45
1137 - tr Eucalipto/floral/caramelo a7
1171 - tr Cloro 41
1736 - tr Mel/Floral 43
942 - tr linalol 45
1075 formato de benzila 16,07 Amargo/refrescante 56
1091 linalol 4,95 Eucalipto/cha/camomila 60
quitoco 1106 fenil etil alcool 16,00 Mato/doce/floral 45
1267 - tr Citral/nozesi/floral 60
1408 - tr Floral/coco fruta 61
1005 - tr Mel/doce 45
branco ¢ | 1106 fenil etil alcool 0,91 Mato/doce/floral 45
1491 - tr Forte/mato 61
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1526 - tr Floral/doce 45
1596 - tr Floral/doce 58
808 - tr Ardéncia 41
912 - tr Capim lim&o/bolacha 45
977 - tr Mato/fede-fede 45
branco AC
993 - tr Eucalipto/lim&o/ardéncia 48
1052 - tr Capim liméo 45
1106 fenil etil &lcool 2,04 Mato/doce/floral 45

aCompostos volateis identificados pela GC/MS; °Foi detectado aroma na GC/O, mas ndo foi
identificado composto na GC/MS; °O composto apresenta % em area <0,1%; 9Aroma detectado na
GC/O.

Os resultados das andlises cromatograficas dos tipos de mel estudados
apresentam compostos de aroma com aromas distintos, com destaque para o
aroma de mato/doce/floral encontrado nas cinco amostras. Contudo apenas onze
aromas percebidos pelos analisadores foram identificados pelo espectrémetro de
massas. Ou seja, a grande maioria dos aromas encontrados provém de constituintes
minoritarios, logo os aromas mais perceptiveis ndo correspondem necessariamente

aos compostos majoritarios (Xavier et al., 2013), presentes nos volateis do mel.

Observou-se que a técnica permite a identificacdo dos compostos e dos
aromas das amostras de mel. Logo, existe um caminho para obtencdo de uma
metodologia alternativa para identificacdo da origem do mesmo. Na sequéncia,
poder-se-ia buscar dados sobre as matérias primas, extraindo os compostos volateis
das flores por SPME, e comparar com estes resultados da analise olfatométrica,

buscando um aroma especifico que possa caracterizar o mel.

5.3. Material téxtil

5.3.1. Andlises do produto antimicrobiano natural

O produto antimicrobiano natural é produzido a partir de uma mistura de 6leos

essenciais (cravo, cedro, tomilho, lavanda, melaleuca e capim limdo). A analise
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cromatografica desta mistura de 6leos foi realizada por GC/MS. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. Andlise Cromatografica GC/MS dos compostos volateis extraidos por SPME da mistura de

6leos essenciais (cravo, cedro, tomilho, lavanda, melaleuca e capim lim&o).

Composto? RIP % Area®
tricicleno 923 0,11
a-pineno 931 0,85
canfeno 948 0,17
sabineno 970 trd
B-pineno 976 0,18

6-metil-5-hepten-2-ona 981 2,46
mirceno 986 0,48

a-felandreno 1004 0,10

d-3-careno 1008 tr

a-terpineno 1015 3,00

para-cimeno 1023 6,06
1,8-cineol 1028 0,55

Z-B-ocimeno 1031 2,29

E-B-ocimeno 1044 0,21

y-terpineno 1057 8,16

cis-hidrato de sabineno 1068 0,15
terpinoleno 1084 1,41
linalol 1099 9,34

canfora 1142 tr
isoborneol 1150 1,42
borneol 1163 0,10
terpinen-4-ol 1179 15,41
a-terpineol 1188 0,10
geraniol 1248 9,58
timol 1290 2,68

terpinen-7-al 1294 0,42

eugenol 1353 6,63
a-copaeno 1374 0,59
a-cedreno 1408 0,11

E-cariofileno 1419 5,18

cis-tujopseno 1427 1,25

a-guaieno 1440 12,26
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a-humuleno 1452 0,19
viridifloreno 1492 0,37
biciclogermacreno 1501 0,41
y-cadineno 1509 0,73
acetato de eugenila 1518 0,26
globulol 1585 tr

epi-cedrol 1613 1,30
Total identificado 94,72

a = compostos identificados pela comparacao de seus espectros de massa e indices de retencdo com
a biblioteca Adams (2007); composto com area = 0,1%. PRI = indice de retencéo calculado em relagéo
a uma série de alcanos. “% Area = éarea percentual de cada pico em relacdo a area total do
cromatograma. %% Area <0,1%.

Na andlise cromatografica da mistura de 6leos essenciais foram detectados
51 compostos e destes, 39 compostos foram identificados. Estes 39 compostos
identificados representam 94,72% do total de compostos detectados. Os compostos
majoritarios encontrados foram: para-cimeno (6,06%), y-terpineno (8,16%), linalol
(9,34%), terpinen-4-ol (15,41%), geraniol (9,58%), eugenol (6,63%), E-cariofileno
(5,18%) e a-guaieno (12,26%). Na literatura (Novacosk e Torres, 2006; Guimaraes
et al., 2008; Probst, 2012; Goes et al., 2012; Carvalho et al., 2015; Mariscal-Lucero
et al., 2015) estes compostos sdo encontrados para o0s 0Oleos essenciais que

constituem a mistura.

A analise por cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O) dos compostos
volateis, extraidos por SPME, presentes na mistura de 6leos essenciais foi capaz de
identificar uma grande variabilidade de aromas. Na Figura 5.13 séo apresentados os
aromas que obtiveram Frequéncia Modificada (FM) maior ou igual a 40. Foram
encontrados 14 compostos volateis com aromas significativos na mistura de 6leos
essenciais. Podem-se destacar os aromas refrescante e floral/pinho/verniz, com FM

de 84 e 87, respectivamente.

O cruzamento entre os compostos identificados pela analise sensorial e 0s
gue foram identificados pelo espectrometro de massa resultou em 12 compostos
identificados pelos dois métodos para a mistura de Oleos essenciais. Estes
resultados estdo apresentados na Tabela 5.8. Os resultados mostram que o0s

compostos majoritarios em composicdo quimica ndo necessariamente apresentam
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as maiores FM. Isso vem a confirmar o que € encontrado na literatura (Xavier et al.,
2013), que os compostos nao contribuem igualmente para o perfil de aroma global

de uma amostra.

citrico/herbdceo

citrico/pomada/doce _.

doce/queimado - : _: ..__doce;’floral

refrescante /cravo/mel [/ % ruim

refrescante ' % / refrescante /floral

refrescante/perfume de flor ™ : “ refrescante

ﬂoral;’pinho,fvernii ’ "'florqlfrefrescunie

floral/doce /creme

Figura 5.13. Grafico aranha da mistura de 6leos essenciais.

Tabela 5.8. Compostos identificados por GC/MS e GC/O da mistura de 6leos essenciais.

RI Composto % Area Aroma FM (%)
931 a-pineno 0,85 citrico/herbéceo 43
948 canfeno 0,17 refrescante 51
981 6-metil-5-hepten-2-ona 2,46 doce/floral a7
1057 y-terpineno 8,16 ruim 50
1099 linalol 9,34 refrescante/floral 61
1150 isoborneol 1,42 refrescante 84
1163 borneol 0,10 floral/refrescante 67
1179 terpinen-4-ol 15,41 floral/pinho/verniz 87
1248 geraniol 9,58 refrescante/perfume de flor 51
1290 timol 2,68 refrescante 47
1353 eugenol 6,63 refrescante/cravo/mel 42

1585 globulol tr citrico/pomada/doce 47




104

5.3.2. Andlises do tecido preparado com microcapsulas da mistura de

6leos essenciais

Uma das amostras de tecido avaliadas continha microcapsulas da mistura de
Oleos essenciais presentes no produto antimicrobiano natural fornecido pela
empresa. A analise cromatografica deste tecido com microcapsulas da mistura de
Oleos essenciais foi realizada por GC/MS. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 5.9.

Tabela 5.9. Analise Cromatografica GC/MS dos compostos volateis extraido por SPME do tecido com

microcépsulas da mistura de 6leos essenciais.

Dias de extracéo

Composto? RIP 0 2 4 7 10
% Aread

6-metil-5-hepten-2-ona 981 0,37 tre tr tr tr
a-terpineno 1015 1,68 3,37 391 4,06 3,38
para-cimeno 1023 2,04 3,71 448 487 2,95
y-terpineno 1057 363 7,28 879 957 7,75
terpinoleno 1084 1,70 150 181 197 2,39
linalol 1099 428 434 525 5,71 7,18
isoborneol 1150 0,97 1,08 131 059 0,67
terpinen-4-ol 1179 9,13 9,84 10,49 11,43 10,59
geraniol 1248 941 968 950 10,35 8,92
timol 1290 12,93 9,35 6,70 7,29 11,18

terpinen-7-al 1294 1,00 0,94 1,13 - -
eugenol 1353 766 10,23 550 599 9,19

a-copaeno 1374 1,03 0,36 -f - -
E-cariofileno 1419 441 349 421 458 3,19
cis-tujopseno 1427 201 161 194 2,11 1,68
a-guaieno 1440 19,41 16,45 19,86 21,63 19,93

viridifloreno 1492 0,88 0,39 047 - -

biciclogermacreno 1501 0,73 0,34 - - -

y-cadineno 1509 1,12 106 126 1,36 -

acetato de eugenila 1518 0,77 0,64 0,77 0,35 -

globulol 1585 1,12 0,76 - - -
epi-cedrol 1613 8,40 10,41 961 583 8,94
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Total identificado 94,66 96,85 97,03 97,74 97,98

a = compostos identificados pela comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencdo com
a biblioteca Adams (2007); composto com area 2 0,1%. PRI = indice de retencéo calculado em relagéo
a uma série de alcanos. ¢ Dias de extracao onde ocorreram as analises, 0 = primeira analise, 2 = dois
dias ap6s a primeira, 4 = quatro dias ap6s a primeira, 7 = sete dias ap6s a primeira, 10 = dez dias
ap6s a primeira. 9% Area = area percentual de cada pico em relagdo a area total do cromatograma.
0% Area <0,1%. N&o foi detectado o composto.

Na andlise cromatografica dos compostos volateis do tecido com
microcapsulas da mistura de Oleos essenciais foram detectados 27 compostos da
mistura de Oleos essenciais na primeira extracdo (dia zero) e destes, 22 compostos
foram identificados. Na Tabela 5.9 também é apresentada a variacdo de percentual
destes compostos com a passagem de tempo. O percentual de cada composto
pode variar ja que a presenca de alguns compostos ndo se manteve até o ultimo dia
de extragdo, porém, o composto a-guaieno se manteve como um dos majoritarios

até o ultimo dia.

A andlise por cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O) dos compostos
volateis, extraidos por SPME, presentes no tecido que continha as microcapsulas da
mistura de 6leos essenciais foi capaz de identificar uma grande variabilidade de
aromas. Na Figura 5.14 sdo apresentados os aromas que obtiveram Frequéncia
Modificada (FM) maior ou igual a 40 no primeiro dia de experimento, bem como a
variacdo de FM nos demais dias em que foram feitas as analises. A partir do dia
dois sdo considerados FM menores que 40 a fim de avaliar a durabilidade dos

aromas no tecido que no primeiro dia apresentaram FM maior que 40.

Foram encontrados 6 compostos volateis com aromas significativos na
amostra de tecido com microcapsulas da mistura de 6leos essenciais. Podem-se

destacar os aromas refrescante/floral, refrescante e floral/pinho/verniz.

O cruzamento entre os compostos identificados pela GC/O e os que foram
identificados pelo GC/MS para o tecido com as microcipsulas da mistura de 6leos
essenciais mostrou que todos os aromas com FM maior que 40 na analise sensorial

foram também identificados na andlise cromatogréafica (Tabela 5.10).
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Figura 5.14. Grafico aranha dos compostos volateis do tecido com microcapsulas da mistura

de 6leos essenciais.

Tabela 5.10. Compostos identificados por GC/MS e GC/O do tecido com as microcapsulas.

RI Composto % Area* Aroma FM (%)**
981 6-metil-5-hepten-2-ona 0,37 docef/floral 47
1099 linalol 4,28 refrescante/floral 61
1150 isoborneol 0,97 refrescante 71
1179 terpinen-4-ol 9,13 floral/pinho/verniz 55
1248 geraniol 9,41 refrescante/perfume de flor 51
1353 eugenol 7,66 refrescante/cravo/mel 35

*%Area da extracdo do dia zero. **FM(%) da extracdo do dia zero.

5.3.3. Andlises do tecido impregnado com a mistura de 6leos essenciais

pela impregnacdo supercritica

A outra amostra de tecido avaliada ndo continha a mistura de 6leos
essenciais presentes no produto antimicrobiano natural fornecido pela empresa.
Este tecido passou pela impregnacdo supercritica a 90bar e 313K. A andlise
cromatografica deste tecido impregnado com a mistura de Oleos essenciais foi

realizada por GC/MS. Os resultados sédo apresentados na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11. Analise Cromatografica GC/MS dos compostos volateis extraido por SPME do tecido

impregnado a 90bar e 313K.

Dias de extracdo

Composto? RIP 0° 2 4 7 10
% Area®

6-metil-5-hepten-2-ona 981 0,78 034 0,28 030 0,04
linalol 1099 236 246 341 0,68 0,04
terpinen-4-ol 1179 556 500 8,14 4,04 10,36

a-terpineol 1188 0,42 - - - -
timol 1290 30,51 30,66 26,75 29,03 23,88
terpinen-7-al 1294 483 586 456 495 5,27
eugenol 1353 35,70 47,24 50,56 54,86 48,22

globulol 1585 0,96 - - - -
epi-cedrol 1613 16,81 7,13 391 4,24 11,33
Total identificado 97,93 98,69 97,61 98,11 99,15

a = compostos identificados pela comparacao de seus espectros de massa e indices de retencdo com
a biblioteca Adams (2007); composto com area = 0,1%. PRI = indice de retencéo calculado em relagéo
a uma série de alcanos. ¢ Dias de extracao onde ocorreram as andlises, 0 = primeira analise, 2 = dois
dias apés a primeira, 4 = quatro dias apds a primeira, 7 = sete dias apés a primeira, 10 = dez dias
apos a primeira. 9% Area = area percentual de cada pico em relagéo a area total do cromatograma.
e0% Area <0,1%. N&o foi detectado o composto.

Na analise cromatografica dos compostos volateis do tecido impregnado a
90bar e 313K foram detectados 11 compostos da mistura de 6leos essenciais na
primeira extracdo (dia zero) e destes, 9 compostos foram identificados. Na Tabela
5.11 também séo apresentados os resultados para as amostras extraidas nos dias
seguintes, como definido na metodologia. O percentual de cada composto pode
variar ja que alguns compostos ndo se mantem até o décimo dia de extracgao,
porém, os compostos timol e eugenol se mantiveram como majoritarios até o ultimo

dia de extracéao.

A andlise por cromatografia gasosa/olfatometria (GC/O) dos compostos
volateis, extraidos por SPME, presentes no tecido impregnado a 90bar e 313K foi
capaz de identificar uma grande variabilidade de aromas. Na Figura 5.15 sao
apresentados os aromas que obtiveram Frequéncia Modificada (FM) maior ou igual

a 40 no primeiro dia de experimento, bem como a variacdo de FM nos demais dias
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em que foram feitas as analises. A partir do dia dois séo considerados FM menores
que 40 a fim de avaliar a durabilidade dos aromas no tecido que no primeiro dia

apresentaram FM maior que 40.

Foram encontrados 5 compostos volateis com aromas significativos na
amostra de tecido com microcapsulas da mistura de Oleos essenciais. Podem-se
destacar os aromas refrescante/floral e floral/pinho/verniz, também presentes na

amostra de tecido com microcapsulas da mistura de 6leos essenciais.

docefflora
65
&0
55
50
AL

refrescantefcravo/ me refrescantefflora

— FiCiO
— g 2
— i 4

— g

Dia 10

refrescante/citrico floralfpinhofverni
Figura 5.15. Grafico aranha dos compostos volateis do tecido impregnado a 90bar e 313K.

O cruzamento entre os compostos identificados pela GC/O e os que foram
identificados pelo GC/MS para o tecido com as microcipsulas da mistura de 6leos
essenciais mostrou que todos os aromas com FM maior que 40 na analise sensorial
foram também identificados na andlise cromatogréafica (Tabela 5.12).

Tabela 5.12. Compostos identificados por GC/MS e GC/O do tecido impregnado a 90bar e 313K.

RI Composto % Area* Aroma FM (%)**

981 6-metil-5-hepten-2-ona 0,78 doce/floral a7
1099 linalol 2,36 refrescante/floral 58
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1179 terpinen-4-ol 5,56 floral/pinho/verniz 64
1294 terpinen-7-al 4,83 refrescante/citrico 50
1353 eugenol 35,70 refrescante/cravo/mel 42

*%Area da extracdo do dia zero. **FM(%) da extracdo do dia zero.

5.3.4. Comparacdao entre os resultados das analises para os dois tecidos

em estudo

Comparando as andlises cromatograficas dos dois tecidos e da mistura de
Oleos essenciais observou-se que dos 39 compostos identificados pela GC/MS na
mistura de Oleos essenciais, 22 estavam presentes na primeira analise do tecido
com microcapsulas e 9 no do tecido impregnado. Dos 9 compostos identificados na
amostra de tecido impregnado, 8 também estavam presentes no tecido previamente
tratado e séo eles: 6-metil-5-hepten-2-ona, linalol, terpinen-4-ol, timol, y-terpinen-7-
al, eugenol, globulol e epi-cedrol. O composto a-terpineol aparece apenas na

analise do tecido impregnado, porém aparece somente na primeira extracao.

Comparando as analises olfatométricas dos dois tecidos e a da mistura de
Oleos essenciais observou-se que dos 12 compostos identificados pelos dois
métodos, GC/MS e GC/O, na mistura de 6leos essenciais, 6 foram identificados no
tecido com microcapsulas e 5 no tecido impregnado. E desses 5 compostos da
amostra de tecido impregnado, 4 também estavam presentes no tecido com as
microcapsulas. A comparacdo da liberacdo desses 4 compostos identificados nos
dois tecidos é apresentada na Tabela 5.13. O composto y-terpinen-7-al é percebido

apenas na analise do tecido impregnado.

Tabela 5.13. Comparacéo da liberagdo do aroma dos 4 compostos presentes no tecido com

microcapsulas da mistura de 6leos essenciais e no tecido impregnado.

FM (%) FM (%) FM (%) FM (%) FM (%)
Composto 0 dias 2 dias 4 dias 7 dias 10 dias

TMC TI  TMC TI  T™MC TI TMC TI TMC TI

6-metil-5-hepten-2-ona 47 47 47 39 47 39 47 39 39 27
linalol 61 58 61 58 61 58 47 47 47 47
terpinen-4-ol 64 64 55 64 43 55 27 43 27 43
eugenol 42 42 35 35 35 35 35 35 35 35

TMC = Tecido com as microcapsulas; Tl = Tecido impregnado
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A partir da Tabela 5.13 pode-se observar que a liberagdo do composto
eugenol se deu da mesma maneira nos dois tecidos. Para os compostos 6-metil-5-
hepten-2-ona e linalol a liberagédo foi semelhante. J& para o composto terpinen-4-ol
a liberacdo de aroma a partir do dia 2 foi mais rapida no tecido com microcapsulas

do que no tecido impregnado.

Em funcdo dos resultados das analises GC/O € possivel observar que o
processo de impregnacdo proposto para a incorporacdo de extratos volateis em
tecidos 100% poliéster apresenta resultados semelhantes aos encontrados pelo
procedimento ja estabelecido que € a microencapsulacdo. A técnica de GC/O se
mostra eficaz para avaliar o comportamento de materiais funcionais como € o caso
da adicdo de extratos volateis, assim como € uma ferramenta que gera resultados
sobre a eficacia da introducdo ou ndo de novas tecnologias de processamento de

tecidos funcionais.

5.3.5. Caracterizacao por microscopia eletrénica de varredura por

emissdo de campo (FESEM)

Foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura por emissao de
campo um pedaco de tecido sem tratamento, um pedaco de tecido com as
microcapsulas da mistura de 6leos essenciais e um pedaco de tecido que passou
pelo processo de impregnacao a 90bar e 313K da mistura de 6leos essenciais. Na

Figura 5.16, sdo apresentados os trés tecidos com aumentos de 2000X e 4000X.

A partir das imagens apresentadas na Figura 5.16 abaixo, se pode observar
que o tecido sem tratamento apresenta um deposito sobre as fibras do tecido em
formato de crostas e ndo se observa nenhuma microcapsula (Figura 5.16a e 5.16b).
Ja nos tecidos com microcapsulas (Figura 5.16¢ e 5.16d) e no tecido que passou
pelo processo de impregnacdo a 90bar e 313K (Figura 5.16e e 5.16f) observam-se
microcapsulas com alguns fragmentos do mesmo depdsito do tecido sem
tratamento. No tecido com microcapsulas (Figura 5.16¢c e 5.16d) ha uma grande
guantidade das mesmas. Elas se apresentam em conjuntos de microcapsulas com
formato de microesferas definidas e irregulares. Algumas parecem estar com 0

material de ndcleo preenchido e outras com aspecto de material de nucleo rompido.
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J& no tecido impregnado a 90bar e 313K (Figura 5.16e e 5.16f) ha uma quantidade
muito menor de microcapsulas e nestes aumentos ndo se observam conjuntos e
sim, uma microcépsula simples isolada e alguns fragmentos menores que nesses

aumentos nédo se pode identificar o formato.

Figura 5.16. a) e b) Tecido sem tratamento, c¢) e d) Tecido com microcapsulas, e) e f) Tecido

impregnado. Todos com 0s mesmos aumentos, a esquerda de 2000X e a direita de 4000X.
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A fim de comparar e medir o tamanho das microcapsulas foram capturadas
imagens de localizacbes diferentes em cada tecido. Na Figura 5.17 séo
apresentadas duas imagens com aumento de 4000X para o tecido com
microcapsulas. Nestas imagens se pode observar que neste tecido as

microcapsulas apresentam tamanhos que variam de 1,5 a 4,8um.

1.532 um

Figura 5.17. Imagens do tecido com microcapsulas com a medi¢gdo das mesmas no aumento de
4000X.

Na Figura 5.18 sé&o apresentadas quatro imagens com aumento de 4000X
para o tecido impregnado a 90bar e 313K. O maior niumero de imagens para o
tecido impregnado se deve ao fato das microcapsulas estarem isoladas e ndo em
conjuntos como no caso do tecido previamente tratado. Nestas imagens se pode
observar que no tecido impregnado as microcapsulas apresentam tamanhos que

variam de 2,5 a 5,1um.

No tecido impregnado foram aplicados aumentos de 120000X (Figura 5.19)
para observar se existiam microcapsulas menores, ja que nas Figura 5.16e e 5.16f
se observaram alguns fragmentos menores onde ndo se podia identificar o formato.
Nessas novas imagens foram encontradas algumas microcapsulas em conjuntos e
algumas com tamanhos por volta dos 200nm. Segundo a literatura, Melo et al.,
2010, podem ser consideradas nanocapsulas, as capsulas que apresentarem

diametro inferior a 1000nm.
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Figura 5.18. Imagens do tecido impregnado a 90bar com a medi¢do das microcapsulas no aumento
de 4000X.

Figura 5.19. Imagens do tecido impregnado a 90bar com a medi¢do das microcapsulas no aumento
de 120000X.
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Avaliando as analises de GC/O juntamente com a microscopia indicam que a
guantidade da mistura de 6leos incorporada € menor no tecido impregnado, mas 0s
resultados quanto ao potencial aromatico (FM) s&o semelhantes. Todavia, o
processo de impregnacdo utilizado necessita passar por uma otimizacdo, mas ja se
mostra eficiente para incorporar 6leos essenciais a tecidos, apresentando resultados

semelhantes ao processo industrial de microencapsulacao ja estabelecido.
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6. CONCLUSOES

A GC/O é uma poderosa técnica que se tornou uma ferramenta importante
para a analise de aromas. Esta técnica determina a atividade relativa dos compostos
como compostos individuais, portanto, a comparacao dos dados sensoriais com a
técnica cromatografica deve ser realizada com certo cuidado. A partir dos resultados
obtidos com diferentes matrizes € possivel concluir que 0s compostos majoritarios,
determinados por GC/MS, néo apresentam necessariamente as maiores frequéncias
modificadas, isto é, o0s compostos de maior intensidade aromatica, n&o

correspondem aos de maiores concentracoes.

A implementacdo e a validagdo da técnica olfatométrica foi realizada com
sucesso. O olfatdmetro construido apresenta diferenciais em relacdo aos existentes
como o software de aquisicdo de dados que reduz o tempo de registro das
informacdes minimizando erros da aquisicdo dos resultados. Este mostrou-se
eficiente para analises de compostos volateis obtidos a partir de diferentes matrizes,
sejam elas matrizes liquidas ou matrizes sélidas. A técnica foi utilizada para matrizes

gue ainda ndo haviam sido avaliadas olfatometricamente.

A partir dos resultados obtidos com as amostras de mel, concluiu-se que a
técnica de extracdo utilizada, SPME, mostrou-se eficiente na obtencdo dos
compostos volateis de mel e a GC/O consolidou-se como técnica alternativa a
melissopalinologia. Porém, ainda serdo necessarios estudos complementares para
se estabelecer a técnica como forma de classificar méis, visto que se busca um ou
mais compostos-chave que sejam capazes de identificar a origem do mel a partir da

planta usada como fonte de matéria-prima.

Foi estabelecida uma metodologia utilizando a técnica de SPME onde foi

possivel comparar duas amostras de tecido com aromas provenientes de 6leos



116

essenciais microencapsulados por dois métodos diferentes. A técnica olfatométrica
foi validada como ferramental de analise de materiais, bem como para avaliar a
liberac@o de aromas em tecidos. Através da técnica da GC/O foi possivel avaliar a
eficiéncia de um novo processo de incorporacao de Oleos essenciais, a impregnacao
supercritica, sendo assim considerada uma ferramenta também de avaliacdo de

processo.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Na continuidade deste trabalho poder-se-ia:

- A partir dos resultados para o mel, realizar um estudo complementar, buscando as
matérias primas usadas para as referidas amostras de mel, extrair os compostos
volateis e desenvolver uma metodologia através da selecdo de um ou mais
compostos-chave que sejam capazes de identificar a origem de uma amostra de

mel.

- Testar os dois tipos de tecido em calgcados (em vivo) e realizar a extracdo dos

compostos volateis com SPME em outra escala.

- Realizar um estudo sobre o0s possiveis microorganismos que podem atacar o

tecido e realizar testes antimicrobianos nos dois tecidos estudados.

- Testar outras condicbes de impregnacdo, tais como outras pressdes e
temperaturas, a fim de obter um maior nimero de microcapsulas ou nanocapsulas,
bem como aumentar a durabilidade dos compostos volateis com acédo

antimicrobiana.

- Realizar um estudo de determinacao da solubilidade do 6leo essencial no solvente

7z

supercritico e predizer a melhor condicdo de impregnacdo, isto é, otimizar o

processo de impregnacéo.
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The es=ential oil profle of Baccharizanomala DC was examined. Samples were collected from in the Pro-M ata area
(Sdo Francisco de Paula, Rio Grande do Sul State, Brazil), and GC—M S data and reten-tion indices were used to
identify 58 oil components. -Selinene (40.8%), caryophyllene oxide (9.9% ) and spathulenol (6.8%) were the major
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vil has a complex aroma profile formed by 34 odorants with modified freguency above 40, 31 of which could be
identified. In this way, the odor, was objectively established for this species.
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1. Introduction

The isolation and identification of new plant metabolites have
constituted essential steps toward obtaining new industrial prod-ucts. In
this context, several species of the genus Baccharis spp. have been
object of research because of their growing importance as a source of
new active ingredients with different applications (Frizzo et al_, 2001).
Baccharis species have also been used in tra-ditional medicine to treat
wounds, ulcers, fever, gastrointestinal diseases such as spasmolytic,
diuretic, analgesic, in diabetes, anti-inflammatory (Herz et al., 1977;
Loayza et al., 1995; Abad et al., 2006; Budel and Duarte, 2008), in the
treatment of bacterial and fungal infections as an antiseptic and healing
agent for external use (Abad and Bermejo, 2007), antimicrobial (Olva
etal, 2007; Simionatto et al., 2008) and antioxidant activity (Oliveira et
al., 2003). Moreover, some species have also applications in perfumery
and cosmetics industry (Queiroga et al.. 1990) and have pharmaco-
logical properties (Verdi et al., 2005).

Baccharis anomala DC, known as uva-do-mato (Alice et al., 1985)
and cambara-de-cipd (Barroso and Bueno, 2002), can be found growing
wild from S&o Paulo to Rio Grande do Sul arriving to Argentina, Uruguay
and Paraguay. Previous phytochemical studies have demonstrated the
presence of essential oil (Barbieri Xavier, 2011; Barbieri Xavier et al.,
2011) saponins and tannins [Alice

" Comesponding suthor. Tel: +528 2524 4088; fax: +528 28024 1808 E-mail
address: edellaci@fg.edu.uy (E Dellacassa).

0526-5690/5 — see front matter ® 2013 Elzevier B.W. All rights reserved.
hitp:/idhe doi.org/'10.10164.indcrmp.2013.05.011

et al, 1985) in the extracts of this plant, which showed antioxidant,
antimutagenic and anticancer activities (Kada et al., 1985).

Actually, essential oils and some of their components are used in
various products such as cosmetics, household cleaning products and
air fresheners, hygiene products as well as in aromatherapy and other
para-medicinal practices (Hajhashemi et al_, 2003; Perry et al., 2003;
Silva etal., 2003).

There are various reasons why there is continuing interest in
determining what gives an essential oil ts characteristic odor. This has
given rise to the development of various analytical method s to determine
the ‘'key olfactory components’ or ‘character-impact’ compounds in
essential oils (Le Berre et al, 2008; San-Juan et al, 2010). Each
different approach addre sses a slightly different ques-tion and produces
a subtly different answer. There can be no simple generalzation about
the key odorants in essential oils; the odor of some essential oils is due
to a large amount of a single compound, while trace components are
crucial to the odor of others, and in most cases the true odor is the
manifestation of a complex mixture of compounds.

The main aim in discovering what gives essential oils their
characteristic odor is usually the need to produce an olfactorily
acceptable alternative. This could be a fully formulated odor match,
perhaps avoiding the use of certain undesirable components, or it could
be a single chemical that can be used to imitate the odor of the oil
(Meilgaard et al, 1991: Richardson, 1999). The princi-pal analytical
technique used in the determination of odorants in essential oils is gas
chromatography—olfactometry (GC-0), where a sniff port is combined
with other specific detector by means of
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a spliting device to identify or characterize the analytes on the same
system. Several technigques to assess the comparative impor-tance of
the odors have been developed, one of them involving both intensity
and frequency of detection, normalized to % scale by the formula of
Dravnieks (1985) was used in this work

In the last years, our group has worked extensively on the essen-tial
oil composition of different Baccharis species, searching for biological
activities and, most of all, intending to find new and less usual
applications forthe oils (Loayza etal., 1993; Cassel et al., 2000; Frizzo,
2001; Frizzo et al, 2008; Davila et al., 2008). But as far as we know, the
importance of the oil components (their odor and aroma threshold) has
been almost ignored for these species. It is the case of B. anomala
whose essential oil was described by Budel et al. {2012}, who studied
the secretory elements related to the oil production, of this and other
Baccharis species, presenting a brief description of its chemical
composition (74 4% of components were identified). In this context, the
aim of this study was extraction of essential cils frem B. anomala DC
collected in the Pro Mata, Research Station (University PUCRS, Porto
Alegre, Brazil), characterization of their components by gas
chromatography, and correlation of the com-ponents present in the
essential oil with their odor description by GC-FID/O.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and essential oil extraction

B. anomala leaves and twigs were collected in the Pro-Mata area
(S&o Francisco de Paula, Rio Grande do Sul State at 29729 5 lati-tude;

50711 W longitude and 950 m altitude in January of 2011 (flowering
stage). The sample was representative of the species and its
geographic area of distribution. All individual plants were chosen in
order to be representative of the same pedoclimatic and collection
conditions, and extraction conditions were identical for all samples.
Hence, the influence of environmental and techni-cal parameters on the
chemical composition of the essential oil was avoided. Voucher
specimens of the plants were identified and deposited at the Herbarium
of the Science and Technology Museum of the Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (MPUC 3354). The oil was obtained by
hydrodistillation at atmospheric pressure using a steam distillation
laboratory equipment (Cassel et al., 2009). The isolation procedure was
continued until the mate-rial was exhausted (2 h), the oil was dried with

anhydrous sodium sulphate and kept in a sealed flask at - 12 ?C until
the analysis. The experiments were performed in triplicate.

2.2 GC/MS analysis

The GC/MS analyses were performed on an Agilent 5975C MS
system coupled with the gas chromatograph HP 6890 equipped with
reference libraries (McL afferty and Stauffer, 1991; Adams, 2007), using
two capillary columns. The first was a HP-5MS (Agi-lent, Walt &
Jennings Scientfic, Wilmington, DE, USA) cross-linked fused-silica
capillary column (30 m x 025 mm id), coated with 5%
phenyipolymethysiloxane (0.25 m phase thickness), column

temperature, 60 ’c (8 min). rising to 180 ?C at 3 "C/min, then ta 250 7

C at20 C/min, 250 7C (10 min). Injector temperature, 250 “C: injection
mode, split; split ratio, 1:55; volume injected, 0 2 | of the oil. Helium was
used as the carrier gas, at 122.2 kPa (51.6 cm/'s); interface temperature,

260 7, acquisiion mass range, 40-400; ionization energy, 70 eV. The
second column was a HP-INNOWax (Agilent, Walt & Jennings
Scientific, Wilmington, DE, USA) bonded fused-silica capillary column
(25 m = 0.25 mm i.d.), coated with polyethylene glycel (0.25 m phase
thickness). The experimental conditions were the same than above.

2.3, ldentification and quantification

The components of the essential oil were identified by compar-ison
of their linear retention indices (LRIs) on the two columns, determined in
relation to a homologous series of n-alkanes, with those from pure
standards or reported in literature. Comparison of fragmentation
patterns in the mass spectra with those stored on databases (Jennings
and Shibamoto, 1980; Adams, 2007) and MS data of our collection was
also performed. The guantification of the components was performed on
the basis of their GC peak areas on HP-5MS, which were obtained
without corrections for response factors. Re peatability of the measuring
system showed coefficients of variation under 5% for all the components
reported in Table 1.

2.4. Gas chromatography—olfactometry

Sniffings were carried out on a Shimadzu GC-14B coupled to the
Phaser Sniffing Port ODO-1 (SGE, Ringwood, Australia). The trans-fer

line, kept under constant temperature of 250 ? C. terminates in an
ergonomic glass nose cone. An auxliary gas (Mitrogen) flow of 5 ml/min
was maintained constantly during analyses. The sys-temwas equipped
with a humidifying device, which reduced nasal mucosa dehydration.
Data were collected by GC EZ Chrom software (Shimadzu).

Analyses were performed on a HPINNOWax (SGE, Australia)
column (30 m = 0.32 mm i.d., 0.25 m phase thickness) and the system

was operated under programmed temperature conditions: 40 ?C for 5
minutes, 40-100 *C at 4 ? C/min, 100-136 °C at 6 *C/min, 136-220 °
C at 3 7 C/min, 220 7 C (10 min). The GC-14B was equipped with a

split/splitless injector (250 ?C}: injection volume, 0.4 L, in splitless mode
injection (1 min sampling time); carrier gas, nitro-gen (1 mL/min);
detector, FID (250 ? C). To prevent condensation of high-boiling
compounds on the sniffing port, this was heated sequentially using a
laboratory-made rheostat. A panel of eight judges, six women and two
men, carried out the sniffings of the oils. Sniffing time was approximately
30 min and each judge carried out one session per day. The panelists
were asked to rate the intensity of the eluted odor using a 4-point
category scale (0 = not detected; 1 = weak, hardly recognizable odor; 2
= clear but not intense odor, 3 = intense odor), halfvalues being allowed
(Escudero et al.,2007). The GC-0 analyses, executed in triplicate, were
performed by eight assessors, presenting no anosmias, with long-time
experi-ence in olfactometry. T he quantitative ability of thistechnique has
been already proved (Ferreira et al., 2003). The data processed were a
mixture of intensity and frequency of detection (labeled as “modfied
frequency”, MF), which was calculated with the formula proposed by
Dravnieks (1985):

MF (%)= F Gexi(%)
where F (%) is the detection frequency of an aromatic attribute
expressed as percentage and | (%) is the average intensity expressed
as percentage of the maximum intensity.

The odorants were identified by comparison of their odors,
chromatographic retention index in both HP-INNOWax and HP-5

columns, and MS spectra with those of pure reference compounds.

2.5. |dentification and quantification of oil components

The components of the oil were identified by comparison of their
linear retention indices (LRIs) on the two columns (deter-mined in
relation to an homologous series of n-alkanes) with those of pure
standards or as reported in the literature. Comparison of fragmentation
patterns in the MS with those stored on the GC-MS databases
(McLafferty and Stauffer, 1991; Adams, 2007) was also performed. The
percentages of each component were reported as
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Table 1
Percentage composition ofessential oil ofB. anomala extracted by steam distillation
of plants colleded in January 2011.

Compound? LRIP %he
HPSMS HP-INNOWax

-Thujene 922 - 01
Pinene 828 1023 12
Sabinene 70 1121 27
Pinens 972 1110 3.3
Myrcene 990 1178 03
-Terpinens 13 177 02
p-LCymens 1021 1270 02
Limonene 1027 1200 1.3
-Tempinens 1057 1245 0.4
Terpinolene 1084 1281 0.1
Linalool 1094 1482 0.1
Trans-sabinene hydrate 1058 14689 03
Perllens 1102 1344 0.3
Trans-p-mentha-2,&-dien-1-ol 117 - 01
Lampholenal 1122 1488 01
Trans-pinocarves! 1134 1624 0s
Nopinone 1138 1571 0.1
Trans-=abinol 1140 - 02
Pinocarvone 1157 1562 0.8
Sabina ketone 1158 1636 0.1
Terpinen-4-ol 1173 1604 0.8
Cryptone 1181 1665 1.1
Myrtenol 1181 1809 05
Safranal 1182 1657 05
Verbenone 1204 1783 0.1
Trans-carveol 1215 1819 0.2
Cis-carveol 1229 1844 0.3
Cuminaldehyde 1235 - 0.8
Carnvone 1239 1733 0z
Perilla aldehyde 1269 - 03
-Teminen-r-al 1279 1800 01
Lopaene 1373 1483 02
Lubebene 1386 1538 0.8
£ lemene 1350 1585 1.1
ZEpi- -funebrene 1410 - 1.5
Laryophyllene 1415 1589 32
-Trans-bergamotene 1430 1582 0.1
Humulene 1450 1662 zZ0
[E - Famesene 1456 - 03
-Acoradiene 1469 1671 0.4
HMuurolene 1478 - 0.3
Germacrene [ 1482 1699 0.1
Selinene 1486 1718 408
Bicydogemacrene 1458 1728 15
HMuurolene 1503 1723 0.5
Trans- -guaiene 1506 - 02
Ladinene 1511 - 0.3
Ladinene 157 - 0.1
Hedycaryol 1545 - 07
Germacrene B 1556 - 0.2
Spathulenaol 1574 2128 6.8
AL aryophyllene oxide 1578 1982 99
Globulol 1552 - 0.3
Humulene epoxide 11 1611 - 35
1Epi-cube nol 1628 - 0.2
£ udesmol 1644 - 11
-Cadinol 1656 - 0.8
Cadalens 1672 - 0.5
Total identified 853
Grouped compounds

Monoterpene hydrocarbons 93
Oxygenated monoterpenes T8
Sesquiterpene hydrocarbons 551
Oxigenated sesquiterpenss 225

2 The identification of peaks is based on comparisen between the experimen-
tal Linear Retention Index (LRI} data with those from literature {Jennings and
Shibamoto, 1%80; Adams, 2007)in two chromatographic columns with that of pure
standards and mass spectra (M S)to the literature (Adams, 2007).

» The components are reported according to their order of elution on HP-5.
¢ The values correspond to relative proportions ofthe constituents ofessential

oilz that were expressed as percentages obtained by normalizing the peak area.

raw percentages without standardization. Re peatability of the mea-

suring system showed variation coefficients under 5% for all the
components reported in Table 1.

2 6. OFactive evaluation

Twelve assessors from the wine sensory panel of the Facultad de
Quimica-UdelaR (Montevideo, Uruguay), who had had no previous
experience in essential oils evaluation, were invited to perform a
descriptive analysis of the B. anomala essential oil using a hedonic
scale to determine its olfactive profile.

3. Resulis and discussion

The B. anomalaleaves and twigs yielded 0.05% (v/w) of oil by
the extraction method employed over air dried material. The results
obtained in the analysis of the essential oil from the leaves and twigs
of B. anomala are reported in Table 1. In total, 58 constituents were

identified representing 94.3% of the total compositions. Sesquiter-
pene were the main group of compounds (77.6%); in particular,
-selinene (40.8%). caryophyllene oxide (9.9%) and spathulenal
(6.8%) were the major constituents.

The results should be comparable with those obtained by Budel
et al. (2012), but only few components coincide in both stud-
ies. The number and proportion of B. anomala oil componentes
are almost entirely different, suggesting the need of consider, and
explore, ecological factors which could explain the differences
found for both close B. anomala geographical origins. However,
chemical variations, but smaller, are also evident when present
results are compared with those previous found by (Barbien X avier,
2011; Barbieri Xavier et al., 2011), provoking a possible parad oxic
situation. But, as chemical variation related to phenological and

environmental factors is frequently encountered in aromatic plants
(Pala-Pall et al_, 2007) further studies are needed to see ifthe
changes of chemical composition in the studied oils of B. anomala
are on the account of different environmental conditions of both
localities or the chemotypes are genetically fixed.

In order to inve stigate if the oil of B. anomala could be consid-
ered a source of aromatic active molecules, we included suitable
assays to evaluate olfactometry activity. In general, the analysis of
volatile components is usually conducted by using gas chromatog-

raphy (GC) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
The GC-MS technigue allows to analyze more components qual-
itatively and quantitatively, and the determination is performed
through the direct similanty searches in a MS database. However,
for the valorization of new aroma sources, it is extremely neces-
sary to decide about the contribution of the individual components
to the aromatic profile of the essential oils. GC-0 is an extremely
useful method of evaluating aroma components with a very low
threshold that cannot easily be detected by GC and GC-MS but that

contribute significantly to the overall aroma of the sample. By GC-0
the compound is presented pure and free of trace contaminants,
provided that there are no co-elutions, but only for a short period

of time and atwvarying concentration across the peak (San-Juan et al,,
2010).

In order to determine the olfactive profile of the B. anomala oil it
was subjected to a smell test by twelve assessors from the sensory
panel of the Faculty of Chemistry (UdelaR), who had had no pre-
vious experience in essential oils evaluation. The olfactive profile
was defined as: sweet, resinous and woody.

GC—olfactometry (GC—-0) refers to the use of human assessors
as a sensitive and selective detector for odor-active compounds.

Mare than 80 different odorants were detected for the oil analyzed
by GCO. For simplicity, only the odorants reaching a minimum MF
value of 40% were considered. This led to a final list of 34 odorants.



Table 2

Modified Frequency data calculated (above 40) and GC-M S ide ntification of B. anomala

oil compounds.

WMF =40 LRIZ Compound Description

4 113 -Pinene Honey

61 1120 Sabinene Garlic, sweet

41 178 Myrcene Sweet, dtric

58 1152 Limonene Refreshing, toothpaste
45 1238 -Terpinene Almond

4 1252 p-Cymens Fuel like

4 1274 -Terpinolene Medicine

50 1344 Perilene Fruit

4 1459 Trans-zabinene hydrate Burning

41 1458 - Lavender

65 1473 - Sweet, milk mamalade
41 1482 Linalool Sweet

4 1450 -Campholenal Green, woody

4 1528 -Cubebene Antique

58 1560 Finocarvone Snacks

58 1575 -Caryophyllene Bug spray, sweet

50 1579 -Elemene Rose

41 1585 - F ruity

4 1558 Terminen-4-ol Woody, earthy

4 1635 Trans-pinecarveo! Heral

50 16838 Sabina ketone Pear

50 1654 Safranal Sweet, herbacsous
50 1664 -Humulene Cheese, snacks

50 1685 -Acoradiene Honey

50 1656 Germacrens D Woody, spicy

4 1712 -Selingne Soap, herbal

50 1733 Bicyclogermacrens Lemon, green

4 1793 ‘erbenone Incense, camphorous
4 1796 Cumin aldehyde Sweet

50 1810 WMyrtenol Camphoraceous, minty
4 1819 Trans-carveol Spicy, earth

4 1847 Cis—carveol Fungi, humidity, wood
4 1982 -Caryophyllens oxide Woody, spicy

4 2142 Spathulenol Herbal, earthy

2 The components are reported according their elution order on HP-INNOW ax.

The MF (modified frequency) values (=40) and the compounds
identification by GC-MS and linear retention index (LRIs) are shown in
Table 2.

The best perceived odorants (MF = 50) were sabinene (gar-lic,
sweet), limonene (refreshing, toothpaste), perillene (fruit), an
unidentified compound with retention time 2507 (sweet, milk
marmalade), pinocarvone (snacks), -caryophyllene (bug spray, sweet),
-elemene (rose), sabina ketone (pear), safranal (sweet. herbaceous). -
humulene (cheese, snacks), -acoradiene (honey), germacrene D
(woody, spicy), bicyclogermacrene (lemon, green) and myrtenal
(camphoraceous, minty).

amphorscesus, minty refreshing, toothpaste

lemon, green almond

woody, spicy fruit
honey sweet, milk marmalade
cheess, snacks =nacks

sweet, herbaceous bug spray, swest

pear rose

Fig.1. Spiderweb graphic representation of the best perceived odorants (MF = 50).
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Fig. 1 shows the best perceived odorants (MF =50) which rep-resent
the odor profile of B. anomala oil. Even when there was not good
correlation between concentration (%) of compound and intensity of
perception by GC-0, the different odor notes perceived in the oil
described by GC-0 gave a clear picture of the character-istic notes in
the oil. The spider web plot of odor profile and GC-0O showed (Fig. 1)
the attributes perceived bythe method. The infor-mation thus generated
can be usedto develop blends to obtain desired aroma notes.

4. Conclusions

The odor analysis profiles of individual components of the Bac-charis
oil showed the dominant attributes as well as the other attributes
perceived. The different odor notes perceived in the oil described by
GC-0 method gave a clear picture of the characteristic notes in the oil.
The compounds responsible for the characteristic powerful odorants
were identified by GC-MS and linear retention index

The characterization of the oil could helps in the formulation of
blends. This knowledge can be applied in the preparation of designer
beverages and foods, wherein the desired attributes or flavor notes
present in different oils can be blended to obtain an acceptable, novel
aromatic profile.

The published data and those presented here show that the essential
oils from Baccharis rarely contain useful chemical markers from the
chemotaxonomical point of view (Besten et al, 2012), but the results
can be explained by supposing that B. anomala varies its secondary
metabolites production according to the climatic condi-tions.

Further efforts are needed to achieve a better knowledge about
chemical responses of Baccharis genus, in particular for B. anomala
species, to extrinsic and intrinsic factors. The results will only be
achieved after the adoption of special care in collecting and prepar-ing
the samples.
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lemon, green almond

woody, spicy fruit
honey sweet, milk marmalade
cheess, snacks =nacks

sweet, herbaceous bug spray, swest

pear rose

Fig.1. Spiderweb graphic representation of the best perceived odorants (MF = 50).

136

V. Barbier Xavier et al. / Industrial Crops and Producis 49 (2013) 492496 495
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can be explained by supposing that B. anomala varies its secondary
metabolites production according to the climatic condi-tions.
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RESUMO — A busca por produtos naturais faz com que se investiguem novas
propriedades em materias vegetais. O género Baccharis encontrado no sul do
Brasil e seus Oleos essenciais (OE) sdo amplamente estudados, mas a analise
olfatométrica ainda é necesséria para desenvolver produtos que contenham aromas
diferenciados obtidos de uma fonte natural. Logo, este trabalho utiliza um
equipamento desenvolvido para detectar aromas e avaliar os aromas do OE usando
cromatografia a gas/olfatometria (CG/O), técnica capaz de separar 0S compostos
de uma amostra, quantifica-los e identificar os seus aromas. O OE de B. trimera e
B. tridentata foi obtido via extracdo por arraste a vapor em unidade laboratorial
com rendimentos de extracdo de 0,37% e 0,26% (m/m), respectivamente. A
modelagem matematica da extracdo foi realizada para prever rendimentos e
tempos Otimos de operacdo, utilizando um modelo difusivo. As analises
cromatograficas apresentaram compostos com aromas distintos, a se destacar o0s
aromas mais intensos: cha na B. trimera e maizena na B. tridentata.

1. INTRODUCAO

Os seres humanos conseguem interagir com qualquer objeto ou outros seres atraves de
um ou mais de seus sentidos, normalmente, atraveés da captacdo de um estimulo externo.
Dentre os distintos estimulos um dos que mais se destaca € o aroma detectado pelo olfato.
Baseando-se nisso, cada vez mais, as industrias alimenticia e farmacéutica buscam aromas que
sejam bem recebidos pelos seus consumidores. Uma das principais técnicas utilizadas para a
avaliacdo de aromas é a cromatografia gasosa/olfatométrica (CG/O), por se tratar de uma
técnica hibrida que combina o poder de separacdo da cromatografia gasosa (CG) com a
seletividade e a sensibilidade especificas do “nariz” humano, conforme Goodner e Rouseff
(2011).

Uma fonte reconhecida por conter aromas naturais sdo os 6leos essenciais de diversos
géneros de plantas, ja que estes sdo concentrados em compostos volateis como terpenos,
alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas, glicosidios, fenois, acidos graxos, entre outros, segundo
Czepak e Bandani (2008).
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As plantas do género Baccharis pertencem a familia Asteracae e possuem exemplares
de suas mais de 500 espécies em todo o territorio americano, segundo Borella et al. (2006).
Pela grande concentracdo de espécies no Brasil e nos Andes (cerca de 90% das espécies
ocorrem na América do Sul) acredita-se que esta seja a possivel regido de origem do género.
No Brasil sdo encontradas 120 destas espécies, sendo que sua maior concentracdo esta nos
Estados da regido sul, juntamente com Sdo Paulo. Algumas espécies de Baccharis sdo
amplamente utilizadas na medicina popular da América do Sul para o tratamento de
inflamacGes, dores de cabeca, diabetes, problemas hepaticos e utilizadas, também, para casos
de desintoxicacdo, conforme apresentado por Verdi et al. (2005).

Dentre as diversas espécies de Baccharis, 0 estudo deteve-se na avaliacdo dos perfis
olfatométricos de apenas duas: Baccharis trimera e Baccharis tridentata, ambas nativas do
Estado do Rio Grande do Sul e coletadas junto ao Centro de Pesquisas e Conservacdo da
Natuteza (CPCN) Pro-Mata, da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), no municipio de Sdo Francisco de Paula. Além da analise oflatométrica por CG/O
também foi realizada a modelagem matematica da curva de rendimento do éleo essencial
versus tempo.

A modelagem matematica de extracfes por arraste a vapor se faz de grande
importancia para projetar instalacdes industriais e possibilitar sua operacdo de forma
adequada. A partir de um modelo matematico gerado, é possivel simular o processo sem a
necessidade da realizacdo de novos experimentos. Além disso, a modelagem matematica
também propicia estratégias alternativas para avaliar a sele¢do das condi¢des de operacao do
processo (CASSEL et al., 2009).

2. MATERIAIS E METODOS

a. Extracao

Para a obtengdo do 6leo essencial foi utilizada a técnica de arraste a vapor, método de
extracdo bastante tradicional e muito utilizado pela industria essencieira, devido ao fato de sua
simplicidade e baixo custo se comparado a novas tecnologias como a extragdo por fluido
supercritico, segundo Cassel e Vargas (2006). O equipamento utilizado, em escala
laboratorial, é constituido por uma caldeira onde a geracdo de vapor ¢é feita através de uma
resisténcia elétrica imersa na agua, um vaso extrator, onde ocorre o contato do vapor com a
matriz vegetal e um clevenger compreendido por um sistema de condensagao e separagédo da
mistura Oleo-vapor e recirculagdo da agua, retornando-a para o sistema de aquecimento,
diminuindo assim a quantidade de 4gua requerida para a realizacdo da extracao.

As extragBGes foram realizadas em duplicata com 100g das partes aéreas da planta in
natura vegetal para cada extracdo. A curva do rendimento massico (m/m) do processo (massa
de 6leo obtido em relacdo & massa de planta) em funcéo do tempo foi obtida a partir da média
das duas extragdes. Estes dados foram utilizados para a realizacdo da modelagem matemaética.
Também foram determinadas a densidade do material vegetal (0,4 g/mL), a semiespessura
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média deste mesmo material (0,11 mm) e a altura do leito de extracdo (21 cm), valores estes
foram considerados iguais para as duas espéecies em estudo.

b. Andlise Olfatométrica

A analise do perfil olfatométrico dos 0leos essenciais obtidos foi realizada utilizando-se
um cromatografo gasoso com detector de ionizacdo de chama (FID) Perkin Elmer Auto
System. Neste equipamento foi acoplado, na saida da coluna de separacdo, um sniffing port
(porta olfatométrica) com um sistema de umidificacdo para tornar a analise mais agradavel.
Desta forma o analisador pode identificar os compostos aromaticos separados pela coluna,
com tempos de retencdo diferentes, assim como ocorre em outros tipos de cromatografia.

A coluna de separacdo utilizada para o fracionamento dos componentes do o6leo
essencial é uma coluna capilar de silica HP-5MS revestida com 5% de fenil metil silox (30 m
X 250 um i.d., 0,25 um de espessura de face). Para cada analise foram injetados 2 pL de éleo
essencial diluido em ciclohexano no modo splitless, sendo que o gas de arraste utilizado foi o
nitrogénio a uma vazao de 1 mL/min. O injetor e o detector FID foram ajustados a 250°C e 0
programa de temperatura utilizado foi: 60°C durante 8 minutos, aumentando para 180°C a
3°C/min, 180-250°C a 20°C/min, entdo 250°C por 10 minutos. Enguanto o detector
olfatométrico foi mantido constante a 120°C durante toda a analise.

Para a realizacdo da analise olfatométrica foram selecionados trés avaliadores,
aleatoriamente, para compensar a diferenca entre os critérios individuais e minimizar
anosmias (incapacidade de sentir odores) especificas, conforme apresentado por Goodner e
Rouseff (2011), onde cada um desses avaliadores deveria relatar a cada vez que sentisse um
odor durante a analise as seguintes informacdes:

a) tempo, em relacdo ao inicio da analise, em que sentiu um determinado odor;

b) descric¢do do odor;

¢) intensidade do odor em uma escala de nimeros inteiros de 1 a 5 (sendo 1 a menor
intensidade e 5 a maior intensidade).

Com os dados obtidos pelos trés avaliadores foi possivel uma comparacdo entre 0s
resultados obtidos individualmente e a geracdo de uma nova grandeza, que relaciona
intensidade e frequéncia de deteccdo, denominada Frequéncia Modificada (FM), apresentada
na Equacgdo 1. A equacdo da FM utilizada é a mesma proposta por Dravnieks (1985):

e ————

FM(%) = + F(%).1(%) 1)

onde F(%) é a frequéncia, em termos percentuais, de deteccdo de um aroma entre 0 universo
de avaliadores e 1(%) € a intensidade média de um atributo aromatico em relacdo a escala,
sendo 100% correspondente a média 5. Se um aroma possui 100% de FM quer dizer que 0
mesmo foi detectado por todos os avaliadores e com maxima intensidade.
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Para a identificacdo da composicdo dos 6leos essenciais de cada uma das espécies de
Baccharis, foram realizadas analises utilizando-se um cromatografo gasoso da marca Agilent
7890A equipado com um espectrometro de massas (CG/EM) da marca Agilent 5975C. No
equipamento foi utilizada uma coluna capilar de silica HP-5MS revestida com 5% de fenil
metil silox (30 m x 250 um i.d., 0,25 um de espessura de fase). As condi¢gdes do cromatdgrafo
utilizadas para analises foram as seguintes: temperatura da coluna no forno, 60°C durante 8
minutos, aumentando para 180°C a 3°C/min, 180-250°C a 20°C/min, entdo 250°C por 10
minutos; temperatura do injetor, 250°C; modo de injecdo, split; razdo de split 1:55; volume
injetado, 0,2 uL; o gas de arraste foi hélio com vazao 0,8 mL/min; a temperatura da interface,
250°C; modo MS El; tensdo de EI, 70eV; intervalo de massas de aquisi¢cdo, m/z 40-450.

c. Modelagem Mateméatica

Um modelo embasado nos principios de difusdo foi utilizado para representar a
transferéncia de massa associada a extracdo do 6leo essencial para as espécies de Baccharis
investigadas. Este modelo faz uso da 22 Lei de Fick cuja solucdo para diferentes geometrias e
condicdes de contorno é apresentada por Crank (1975). Em particular se considerou a difusédo
unidimensional em uma placa plana com concentracdo na superficie em equilibrio com o
meio. A solucéo, apresentada por Crank (1975), pode ser visualizada na Equacéo 2.

- 2Dt
M, 212exp(— 2225
M, LB+ +D) @
sendo:
ta =
L—”{C
D (4)

onde: t é o tempo, M € a massa em fungdo do tempo, M. € a massa no instante infinito, | é a
semiespessura da planta, k¢ € o coeficiente de transferéncia de massa, D € o coeficiente efetivo
de difusdo, fn sdo as raizes positivas da Equacdo 2 e L é um parametro adimensional.

A solucdo do equacionamento foi obtida usando o software Matlab para o ajuste dos
dados experimentais, determinando assim valores numéricos para a difusividade efetiva do
oleo na planta e o valor para o coeficiente de transferéncia de massa superficial.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As extracdes por arraste a vapor apresentaram rendimento massico (m/m) de 0,26% e
0,37% para as espécies B. tridentata e B. trimera, respectivamente. A partir dos dados da
extracao foi possivel realizar a modelagem matematica conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Rendimento massico em funcdo do tempo da extracdo. CondicBGes experimentais
(# Baccharis tridentata e 4 Baccharis trimera) e modelagem matematica (=== Baccharis
tridentata e s==== Baccharis trimera).

O coeficiente de determinacio (R?) entre os dados experimentais e o modelo
matematico foi de 0,984 para a B. trimera e 0,996 para a B. tridentata. Na extracao
envolvendo a Bacchris trimera, o coeficiente de transferéncia de massa (kc) determinado pelo
ajuste dos dados experimentais ao modelo matematico foi de 8,88x10® m/s, com os
parametros de coeficiente de difusio (D) e o parametro adimensional (L) de 4,57x1071° m?/s e
0,021 respectivamente. Para a B. tridentata, os valores de k¢, D e L obtidos foram de 5,35x10
1 m/s, 5,87x1071 m?/s e 0,100 respectivamente.

A analise quimica dos 0leos essencias foi realizada em cromatografia gasosa acoplada a
um espectrémetro de massa (CG/EM) para a identificacdo dos compostos e a quantificacdo
dos mesmos nos Oleos de cada uma das espécies em estudo. Na Tabela 1 estdo apresentados
0S compostos que apresentaram area maior que 0,10% resultantes das analises dos 0Oleos
essenciais, sendo que para as duas espécies foram identificados ndo menos do que 90% dos
constituintes.

Por sua vez, a analise cromatografica gas/olfatometria (CG/O) foi capaz de identificar
uma grande variabilidade de aromas para as duas espécies. A Tabela 2 apresenta todos
compostos identificados, apresentando o aroma de cada composto percebido pelos
analisadores, a intensidade média analisada pelos avaliadores dos aromas, a frequéncia de
deteccdo do aroma entre o universo de avaliadores e a Frequéncia Modular (FM) relacionando
intensidade e frequéncia. Também foi criada a sigla “NID” representando quando o avaliador
identificou algum aroma, mas ndo identificou a descri¢do do aroma.
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Tabela 1 - Analise Cromatografica CG/EM dos 6leos essenciais de B. trimera e B. tridentata

Aread
COMPOSTO? TRP (min) IR¢ ) )
B. trimera B. tridentata

B-pineno 10,46 974 5,04% 4,55%
limoneno 13,35 1028 2,27% 1,75%

y-terpineno 14,55 1050 1,08% -
isoborneol 20,39 1158 0,21% 1,28%
trans-carveol 23,46 1219 0,35% 3,98%
acetato de carquejila 27,44 1298 47,04% 49,42%

B-elemeno 31,50 1393 1,00% -

germacreno D 35,26 1483 2,84% -

B-bisaboleno 36,24 1506 1,44% -

d-cadineno 36,96 1524 1,24% -
palustrol 38,75 1572 8,28% 11,98%
spatulenol 39,10 1579 2,42% 4,05%
oxido de cariofileno 39,47 1584 1,06% 2,82%
viridiflorol 39,64 1594 3,04% 2,09%
ledol 40,08 1604 2,71% 2,83%
B-eudesmol 41,83 1651 2,90% 1,77%

4 = compostos identificados pela comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencdo com a
biblioteca Adams (2007); compostos com érea > 0,1%; "TR = tempo de retengdo do composto na
coluna cromatografica em minutos; ¢ IR = indice de retencdo calculado em relacdo a uma série de
alcanos; ¢ Area = 4rea percentual de cada pico em relacdo a 4rea total do cromatograma.

Tabela 2 - Cromatografia Gasosa/Olfatometria dos 6leos essenciais B trimera e B. tridentata

Tempo de

Retencéo Intech_iade Aroma Frequéncia FM(%)
(min) Média
4,49 3,33 mato/erva/cha 1,00 82
12,82 1,33 ferro/ferrugem 1,00 52
13,35 1,67 NID 0,33 33
S 1551 0,67 citrico 0,67 30
E 17.44 0,67 queimado 0,67 30
as] 19,23 1,00 mato 0,67 37
21,37 1,33 cha cidreira 0,67 42
23,90 1,33 mato 1,00 52

31,05 1,67 cha citrico 0,67 47
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Continuacao da Tabela 2

4,53 1,67 NID 0,67 47
5,00 2,33 NID 0,67 56
5,74 2,00 comida de forno 0,67 52
6,92 2,00 maizena 1,00 63
o 11,37 1,33 tinta 0,67 42
2 11,68 1,33 queimado 0,67 42
3 12,52 1,00 produto de limpeza 0,67 37
; 14,43 0,67 alecrim 0,67 30
15,42 1,00 margarida 0,67 37
17,03 1,00 azeitona 0,67 37
17,92 1,67 terra 1,00 58
22,90 0,67 NID 0,67 30
24,25 1,67 manga 0,67 47

A Tabela 3 apresenta os compostos identificados tanto por CG/O quanto por CG/EM,
sendo que apenas 0 composto limoneno apresentou area maior do que 1% em relacdo ao total
de suas amostras. Contudo apenas compostos identificados para a B. trimera foram
identificados em ambos os métodos.

Tabela 3 - Compostos identificados por CG/EM e CG/O no OE de B. trimera

Tempo de Retencdo

A 0 0
(min) Composto Area(%) Aroma FM(%)
13,35 limoneno 2,27 NID 33
21,37 terpinen-4-ol 0,09 chacidreira 42
31,05 (E)-b-damascenono 0,13 ché citrico 47

4. CONCLUSOES

O modelo matematico utilizado adequou-se as condi¢des da extracdo, sendo uma
ferramenta preditiva para futuras extracdes ou predicdes de escalonamento do processo. A
ordem de grandeza do coeficiente de transferéncia de massa obtido estd de acordo com os
valores apresentados por Vargas et al. (2013).

Os resultados das andlises cromatograficas das espécies em estudo apresentam
compostos aromaticos com aromas distintos para cada espécie, com destaque para o0 aroma de
cha na B. trimera e maizena na B. tridentata, ja que esses apresentaram maior FM. Contudo
apenas trés dos aromas percebidos pelos analisadores foram identificados pelo espectrémetro
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de massas, ou seja, a grande maioria dos aromas encontrados provém de constituintes
minoritarios no oleo essencial.

Por fim, as espécies estudadas possuem aromas que podem ser utilizados na industria
farmacéutica ou alimenticia no desenvolvimento de novos produtos. Porém € necessario
separa-los, total ou parcialmente, de outros aromas que ndo possuam esse interesse, ja que a
analise olfatométrica utilizada avalia os compostos isoladamente, sem a interacdo entre os
diferentes compostos.
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RESUMO — O mel é um produto natural obtido a partir do néctar das flores e de
excrecOes de abelhas. Suas propriedades estdo diretamente vinculadas a origem botanica
do néctar usado, cuja identificacdo depende de analise microscopica do polen das flores
existentes no mesmo. O presente estudo avalia a possibilidade de classificar o mel por
cromatografia gasosa/olfatometria (CG/O), uma técnica hibrida que combina o poder de
separacdo da CG com a seletividade e a sensibilidade especificas do nariz humano.
Foram analisados dois tipos de mel: mel de Eucalipto e mel de Quitoco. Para extracao
dos compostos volateis foi utilizada a técnica de SPME (Solid-Phase Microextraction),
uma técnica de extracdo de amostras que apresenta vantagens como a economia de
tempo e solvente. Para os experimentos foram utilizados 5g de mel, inicialmente a
temperatura ambiente. A determinacdo aromatica dos constituintes das amostras foi
realizada por seis avaliadores (em triplicata) para aumentar a confiabilidade dos
resultados. As andlises cromatograficas apresentaram compostos com aromas distintos,
a se destacar os aromas: mato/doce/floral atribuido ao composto fenil etil alcool
(presente nas duas amostras), doce/morango/mel/floral (composto ndo identificado do
mel de Eucalipto) e citral/nozes/floral (composto ndo identificado do mel de Quitoco).

1. INTRODUCAO

O mel é um alimento natural liquido, viscoso e adocicado. Ele é elaborado a partir do
néctar das flores e de secre¢des de partes vivas de determinadas plantas ou ainda de excregdes
de insetos sugadores de plantas, no qual abelhas coletam, transformam, combinam e deixam
maturar nos favos das colmeias. Acucares (monossacarideos) e agua sdo seus principais
constituintes. O restante sdo vitaminas, minerais, enzimas, compostos organicos aromaticos,
aminoacidos livres e numerosos compostos volateis. Esta menor fracdo da composicéo total,
referente aos compostos volateis, € responsavel pelas propriedades organolépticas e
nutricionais do mel. A composi¢do quimica do mel é altamente dependente da sua fonte
botanica (Manyi-Loh et. al., 2011).

Sabe-se que apenas uma pequena parte do grande numero de compostos volateis que
ocorrem em uma matriz aromética contribui para percep¢do do seu odor. Além disso, essas
moléculas ndo contribuem igualmente para o perfil de aroma global de uma amostra, portanto
a resposta gerada na anélise cromatogréfica, ndo necessariamente corresponde aos resultados
sensoriais obtidos pelas analises olfatométricas (Xavier, 2011). A cromatografia
gasosa/olfatometria (CG/O) é a metodologia analitica indicada para tais analises, pois permite
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a avaliacdo do odor de componentes ativos de misturas complexas, através da correlacédo
especifica com os picos cromatograficos de interesse; isso € possivel porque as substancias
eluidas s@o percebidas simultaneamente por dois detectores: o detector do cromatografo e o
sistema olfativo humano (van Baren, 2008). A correta identificacdo dos picos aromaticos
ativos pode ser extremamente complicada devido as amostras apresentarem dezenas de
compostos. A cromatografia gasosa/espectrometria de massas € a técnica mais utilizada na
identificacdo dos compostos volateis presentes nos alimentos (Goodner e Rouseff, 2011).

Dentre os diversos tipos de mel, este trabalho ateve-se a dois meis: mel de Eucalipto e
mel de Quitoco. A partir da definicdo das amostras, a meta deste estudo foi propor e construir
uma metodologia de classificacdo de méis como alternativa a analise microscopica de polens.
Para isso se empregou a analise de identificacdo dos compostos volateis dos méis por
cromatografia e a analise sensorial resultante da olfatometria.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras de mel

Para os testes com mel, foram utilizadas amostras de mel de Eucalipto e mel de
Quitoco. As amostras foram fornecidas pelo Instituto do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais da PUCRS. Elas estavam cristalizadas e apresentavam coloracdo dourada, sendo que
a amostra do mel de Eucalipto estava levemente escura. Ambas foram mantidas a temperatura
ambiente antes das analises dentro de um vial com septo.

2.2. Microextracdo em Fase Sélida (SPME)

Os compostos volateis dos méis foram extraidos pelo método de Microextracdo em
Fase Sélida (SPME). Na SPME utiliza-se uma fibra ética de silica fundida, recoberta com um
adsorvente adequado. A fibra se encontra acondicionada dentro de uma espécie de agulha em
um amostrador semelhante a uma seringa, ficando exposta somente no momento da extracédo
(método Headspace). (Orlando et al, 2009). Para os experimentos foram utilizados 5,0 g de
mel, inicialmente a temperatura ambiente. A amostra, dentro de um vial de 20 mL, foi
aquecida até 70°C com o auxilio de uma placa de aquecimento, mantendo-se assim por 30
minutos; tempo esse denominado de tempo de equilibrio. Apds este periodo, a fase volatil é
exposta a fibra por 30 minutos na temperatura de 70°C, para adsorver os compostos volateis.
Uma vez transcorrido este processo, a fibra € injetada no cromatégrafo manualmente, ficando
exposta por 2 minutos aos gases eluentes do equipamento. O processo pode ser resumido
através da Figura 1.

2.3. Analise de Cromatografia Gasosa/Olfatométria (CG/O)

Para a realizacdo da analise cromatogréafica/olfatométrica, as amostras foram injetadas
em um cromatografo gasoso equipado com um sistema de detecgdo por ionizagdo de chama
(FID) e um compartimento para avaliacdo sensorial (Sniffing Port). A coluna cromatogréafica
separacgdo utilizada para o fracionamento dos compostos volateis foi uma coluna capilar de
silica HP-5MS revestida com 5% de fenil metil silox (30 m x 250 um i.d., 0,25 um de
espessura de face). O injetor, o olfatometro e o detector FID estavam a 250°C. O programa de
temperatura foi o seguinte: 60 °C por 4 min, aumentando a 5 °C/min até 180°C, a 20°C/min até
250°C, e a 250°C por 5 min (total: 36,50 min). A linha de transferéncia utilizada para
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Figura 1 - Processo de Microextracdo em Fase Solida (SPME): (a) etapa de adsorcdo dos
volateis da amostra; (b) etapa de injecdo dos compostos adsorvidos no CG/O.
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Fonte: Cuevas-Glory, 2007.

carrear a amostra até o compartimento de avaliacdo sensorial foi mantida a 250 °C. Um fluxo
constante de gas auxiliar (nitrogénio) de 5mL/min foi utilizado durante a analise. O
dispositivo Sniffing Port é equipado com um umidificador com o objetivo de reduzir a
desidratacdo da mucosa nasal durante a analise sensorial. A metodologia proposta por van
Baren (2008) foi a base para a execucdo das analises. A fim de se obter uma maior
confiabilidade nos resultados, foram selecionados seis avaliadores, previamente treinados,
para a realizacdo da andlise olfatométrica. Cada um desses avaliadores relatou as seguintes
informagdes: tempo, em relacdo ao inicio da analise, em que sentiu um determinado aroma,
descri¢do do aroma e intensidade do odor em uma escala de nimeros inteiros de 1 a 5, sendo 1
a menor intensidade e 5 a maior intensidade. A partir das respostas dos avaliadores é gerada
uma nova grandeza que relaciona intensidade e frequéncia de detec¢do, denominada
Frequéncia Modificada (FM). A Equacdo representa a forma de calculo da FM (Dravnieks,
1985).

FM (%) = /F(%).1(%) @,

onde F(%) é a frequéncia, em termos percentuais, de deteccdo de um aroma entre o0 universo
de avaliadores e 1(%) € a intensidade média de um atributo aromatico em relacdo a escala,
sendo 100% correspondendo a média 5. Se um aroma possui 100% de FM quer dizer que o
mesmo foi detectado por todos os avaliadores e com a maxima intensidade.

2.4. Andlise de Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG/EM)

Para a identificacdo da composicdo das amostras de mel foi utilizado um CG/EM. O
programa de temperatura foi o mesmo utilizado no CG/O. As demais condi¢bes do
cromatografo foram: o gas de arraste foi hélio com vazdo 0,8 mL/min; a temperatura da
interface, 250 °C; modo MS El; tenséo de El, 70eV; intervalo de massas de aquisi¢ao, m/z 40-
450.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da analise quimica de identificacdo e quantificacdo dos compostos
presentes na fase volatil das amostras de mel, realizada por CG/EM, sdo apresentados na
Tabela 1, sendo que foi definido adicionar os compostos com area maior que 1,0%.

Tabela 1 - Analise Cromatografica CG/EM das amostras de mel

Area® (%)
COMPOSTO? IRP
Eucalipto Quitoco

acido 2-metil-butanoico 832 1,30 -

canfeno 944 4,96 -

benzaldeido 949 6,21 -

benzeno acetaldeido 1036 1,12 -
isobutil angelato 1046 1,00 19,60
formato de benzila 1075 571 16,07
oxido de trap§-linalool 1080 i 2,83

(furandide)

linalol 1091 1,00 4,95
fenil etil alcool 1106 16,50 16,00
isoforona 1117 - 1,14
canfora 1145 1,07 0,25
trans-b-terpineol 1156 1,53 1,41
1-fenil etil acetato 1192 2,45 3,43
nerol 1230 - 1,09
neral 1237 - 1,01

geraniol 1249 2,34 -
n-decanol 1263 1,00 1,36
decanoato de metila 1325 1,23 1,00
aldeido limoneno 1330 7,44 4,25
R

2-fenil-etil-propanoato 1349 8,73 -

2-tridecanona 1497 1,48 -
n-pentadecano 1502 9,10 2,86

7-epi-a-eudesmol 1661 5,36 -
n-tetradecanol 1672 5,44 3,01
ocidol 1834 1,03 3,14

8 = compostos identificados pela comparacdo de seus espectros de massa € indices de retencdo com a biblioteca
Adams (2007); compostos com drea > 1%; PIR = indice de retengo calculado em relagio a uma série de alcanos;
®Area = area percentual de cada pico em relacdo a area total do cromatograma.

Por sua vez, a CG/O foi capaz de identificar uma grande variabilidade de aromas para as
duas espeécies. As Tabelas 2 e 3 apresentam os compostos identificados que apresentaram FM
maior que 40. A Tabela 4 apresenta os compostos identificados tanto por CG/O quanto por
CG/EM.
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Tabela 2 - Cromatografia Gasosa/Olfatometria para o mel de Eucalipto

IR Tempo (min) Descrigdo do aroma FM
832 4,95 doce 41
849 5,28 doce/morango/mel/floral 60
936 7,60 madeira/grama 43
974 8,81 doce/refrigerante 45

1015 10,08 frutal 45
1106 12,93 mato/doce/floral 45
1137 13,86 eucalipto/floral/caramelo 47
1171 14,87 cloro 41
1736 28,79 mel/floral 43

Tabela 3 - Cromatografia Gasosa/Olfatometria para o mel de Quitoco.

IR Tempo (min) Descrigdo do aroma FM
942 7,828 linalol 45
1075 11,996 amargo/refrescante 56
1091 12,475 eucalipto/chd/camomila 60
1106 12,900 mato/doce/floral 45
1267 17,642 citral/nozes/floral 60
1408 21,404 floral/coco fruta 61

Tabela 4 - Compostos identificados por CG/EM e CG/O dos compostos de mel

Mel IR Composto Area(%) Aroma FM(%)
_ 832 Acido 2-metil-butandico 1,30 doce 41
Eucalipto o
1106 fenil etil alcool 16,50 mato/doce/floral 45
1075 formato de benzila 16,07 amargo/refrescante 56
Quitoco 1091 linalol 4,95 eucalipto/chd/camomila 60
1106 fenil etil alcool 16,00 mato/doce/floral 45

Os resultados das analises cromatograficas dos dois tipos de mel em estudo
apresentam compostos aromaticos com aromas distintos, com destaque para o aroma de
doce/morango/mel/floral encontrado para o mel de Eucalipto e coco/floral para o mel de
Quitoco. Contudo apenas dois, para 0 mel de Eucalipto, e trés, para o mel de Quitoco, dos
aromas percebidos pelos analisadores foram identificados por CG/EM, ou seja, a grande
maioria dos aromas encontrados provem de constituintes minoritarios na amostra. Logo, 0s
odores mais perceptiveis (maiores valores de FM) ndo correspondem necessariamente aos
compostos majoritarios presentes nos volateis do mel. Isto pode ser observado nos compostos
formato de benzila (16,07%) e linalol (4,95%) para 0 mel de Quitoco que apresentaram 56 e
60 de FM, respectivamente. Esta constatacdo é observada em outras matrizes, tambem
analisadas por CG/O, como, por exemplo, em Oleos essenciais de espécies de Baccharis
(Xavier, 2011) e de Mulinum spinosum (Cav.) Persoon (van Baren, 2008). Alguns compostos
majoritarios na analise quimica obtiveram baixo ou nenhum aroma na analise olfatométrica,
tais como: aldeido limoneno, 2-fenil-etil-propanoato e n-pentadecano (no mel de Eucalipto) e
isobutil angelato (no mel de Quitoco).
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4. CONCLUSOES

O mel é um produto extremamente complexo e seus compostos aromaticos se
apresentam em baixas concentra¢@es. O presente estudo avaliou a possibilidade de classificar
0 mel por CG/O, como alternativa a analise microscépica do pdlen (melissopalinologia) que é
a técnica mais empregada atualmente. Segundo Cuevas-Glory et. al. (2007) e Manyi-Loh et.
al. (2011), a melissopalinologia requer um analista muito experiente e € uma técnica muito
demorada. A partir dos resultados se concluiu que a técnica de extracdo utilizada (SPME)
mostrou-se eficiente na obtencdo dos compostos volateis de mel e a CG/O consolidou-se
como técnica alternativa. Porém, ainda serdo necessarios estudos complementares para se
estabelecer a técnica como forma de classificar méis, visto que se busca um ou mais
compostos-chave que sejam capazes de identificar a origem do mel a partir da planta usada
como fonte de matéria-prima.
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1 Introduction

Bacchars genus is one of the most numerous in the Aster-aceas
family with almost 400 described species and 38 spedes reported
as medicinal folk plants [1]. Aromatic plants from this genus are a
very rich source of volafile organic com-pounds (VOCs). Two
species of the Bacchark genus are known as producers of essential
oils used in perfumery: vassoura ol (Baccharis dracunculifslia oil)
and carqueja oil (Bace haris trimera or Bacc haris genkitelloides oil)

[2]. Around 50

Baccharis species were studied by their essential oils composi-
tion, but only very few studies have considered differentiation

Correspondence: Dr. Eduardo Dellacassa. Laboratorio de Biotec-
nologia de Aromas, Departamento de Quiimica Organica, * Facutad
de Quiimica-UdelaR, Av. General Flores 2124, CP: 11800. Montey-

idea, Uruguay.
E-mail: edellac@fg.edu.uy

Fax: ++598 292440638

Abbreviations: cAMP, cyclic adenosine monophosphate; GC-
0, gas chromatography with olfactometry; MF, modified fre-
quency; SDE, simulttaneous distillation-solvent extraction; VOC,

volatile organic compound
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Research Article

Impact of gas chromatography and mass
spectrometry combined with gas
chromatography and olfactometry for the
sex differentiation of Baccharis articulata
by the analysis of volatile compounds

The Baccharis genus has more than 400 species of aromatic plants. However, only approx-
imately 50 species have been studied in oil composition to date. From these studies, very few
take into consideration differences between male and famale plants, whichis a signif-icant and
distinctive factor in Baccharis in the Asteraceae family. Baccharis articidatais a common shrub
that grows wild in south Brazil, northern and central Argentina, Bolivia, Paraguay and Uruguay.
It is considered to be amedicinal plant and is emploved in tradi-tional medicine. We report B.
arficulata male and female volatile composition obtained by simultaneous distillation—
extraction technique and analyzed by gas chromatography with mass spectrometry. Also, an
assessment of aromatic differences between wolatile extracts was evauated by gas
chromatography with olfactometry. The results show a very similar chemical composition
between male and female extracts, with a high proportion of terpene compounds of which -
pinene, limonene and germacrene D are the main components. Despite the chemical similarity,
great differences in aromatic profile were found: male plant samples exhibited the strongest
odorants in number and intensity of aromatic aitributes. These differences explain field
observations which indicate differences between male and female flower aroma, and might be
of ecological significance in the attraction of pollinating insects.

Keywords: Baccharns articulata /| Gas chromatography with mass spectrometry /
Olfactometry / Sex differentiation / Volatile organic compounds
DOl 10.1002/jssc.201500131

between sexes [3-3]. The latter is a significant and distinctive
fact of Baccharis genus in Asteraceae family. Many expla-
nations have been presented but Ferracini et al. (1995) [2]
hypothesize that literature contradictions between male and
female wvolatile profiles are due to a response fo drcadian
thythms ofthe species. It is important to highlight that vol atile
emission from plants to the atmosphere is not a static pro-cess,
but a very dynamic process that changes according to
environmental alterations [2, 6, 7].

The olfactory process is a very complex interacion be-
tween key volatile chemical compounds and mucosa of ep-
ithelial receptor cells in the olfactory duct [8]. The way in which
foods render aroma when they are being consumed is rel ated,
not only to direct odor detection through the nose {orthonasal
perception) but an olfaction process also takes place through the
mouth (retronasal perception) [8, 9].

It is a well-known fact that volatile compounds have an
important role in the memory consolidation through long time
periods: new memories are initially labile and they need strong
reinforcements like odor clues so as to be stored in the brain
memory for a long-term [8]. Physiology of aroma percep-tion
includes a cascade of transduction from odorant to cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) using G-proteins system.
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Thisisresponsible for the first line of detection of compounds
in the sumroundings. This trait was inherited from the andent
times when the localization of a threat (for example predators)
was highly important to survive [8].

VOCs are emitted to the aimosphere by plants mediat-ing a
process of chemical commumication between living or-ganisms
like herbivory, pollination, plant pathogenicity and all lopathy
[10]. A remarkable characteristic of plant VOCs (aside from
being part of essential oils) is the presence of scent properties.
For this reason, they are emploved in the flavor and fragrance
industry to elaborate perfume and related cosmetic
formulations [11].

B. arficulata is a two wing stem shrub of the Caulopterae
section, and is very common in south Brazil, northern and
central Argentina, Paraguay, Bolivia and Uruguay [1]. B. ar-
tictdataisbroadly used by local populations for their di-gestive,
hepatoprotective, diuretic, antirheumatic and anti-septic
properties as well as for the treatment of numerous health
disorders [1]. Moreover, B. arficilata has been reported as
antioxidant [12], anti-inflammatory [13] antiglicemic [14].
antiviral [15]. antimicrobial [16] and insect repellent [17].
mostly due to agueocus extracts and essential oil [18]. In
addition, there are many reports about B. arficudata phyto-
chemistry, being essential oils compounds [2. 3, 6, 19-21],
flavonoids and derodano type diterpenes [22] the main
components.

GC with ol factometry (GC—O) uses the nose as a detection
device in parallel to a physical-chemical detector (for exam-
ple flame ionization detector (FID') or mass spectrometric
detector (MSD)) to obtain sensory and chemical response of
aroma compounds and enables the idenfification of key
odorants [23, 24]. GC-O has been extensively applied for the
characterization of aroma impact compounds in a variety of
matrices, mainly in food-related fields like wine, coffee, bread,
tea, meat, cheese, mushrooms and fruits [25].

Nevertheless, very few works utilize GC—O to evaluate
aromatic plants extracts and their essential oils. In the cur-rent
work, we report key odorants of Baccharis anomalausing GC—
O to identify olfactory profile and GC-MS for chemi-cal
identification of volatile compounds [25]. This work used
intensity and frequency of detection normalized to %6 scale by
the formula of Dravnieks (1985) [26] to assess odorant
compounds.

Sample preparation represenis a crifical step in the an-
alytical procedure for the evaluation of volatile matrices, in
particular for sensorial analvsis. For anaysis of volaile com-
ponents, several extraction techniques incduding simulta-neous
distillation-solvent extraction (SDE) [27] and SPME [29-31]
have been used to different matrices. SDE, proposed by
Godefroot [32], has been widely applied to analysis of volatile
components in different samples. Although low re-covery has
been found for extracting the most volatile or heat-labile
components, this technique has achieved higher recov-eries and
greater repeatability of volatile or semi-volatile and heat-stable
components than other isolation technique such as SPME [28].
SPME is able to address the need for con-centrating the
components in the headspace [33]. Thus the

© 2015 WILEY-WCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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technique is more sensitive for the isolation of more volatile
components than SDE. while less sensitive and with lower
repeatability for the low volatiles than SDE.

Considering our objectives, and to select the best option to
evaluate the volatile compounds representing male and female
individuals in B. articulata, in this work weused the SDE asthe
extraction technique.

In addition, we report the aromatic notes and chemical
profile of B. artictdatamale and female volatile extracts and the
use of the results obtained as a tool for aroma differ-entiafion
between sexes. To our knowledge, this is the first report where
such male/female distinction is made for GC-0 experiments.

2 Material and methods

2.1 Plant material

B. articudata, at full flowering stage, was collected on Novem-
ber 2011 at a site (29 10°S 31 07"W) near Caxias do Sul (Rio
Grande do Sul, Brazil). Aerial parts were carefully sep-arated
between male and female branches and extracted without
dryving. Voucher specimens were deposited at the herbarium of
PUCRS (MPUC) B. articulata M. Minteguiaga The
taxonomic support was done by Prof C. Mondin (PFUCRS).

2.2 Extraction

The extraction procedure applied was the SDE using 120 g of
fresh plant material. The experimental conditions were as
reported by Zhu et al. (2008) [34]. The total time of extraction
was 1 hto obtain a volatile extract that was stored at 20 C until
anal ysis.

2.3 GC-MS analysis

The GC-MS analyses were performed on an Agilent 5975C MS
system coupled with the gas chromatograph HP 6890 ap-
paratus following the experimental condiions described by
Xavier et al. (2013) [25]. The identification and quantificati on
of volatile components was done by comparison oftheir linear
retention indices (LRIs) on two columns of different polarity
(determined in relation fo a homologous series of m-alkanes)
with those of pure standards or as reported in the literature.
Comparison of fragmentati on patterns in the mass spectra with
those stored on databases [35, 36] was also performed. In the
cases that pure reference compounds were not used, the
identification was indicated as tentative. The percentages of
each component were reporied as area percentages of to-tal
compound amount in DB-5 column. Repeatahility of the
measuring system showed variation coefficients under 5% for
all the components reported in Table 1.

www.js s-journal .com
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Table 1. Percentage composition of the essential oil of B. articuwata and linear retention indices (LRI ) of the components

Compound® LRIY Identity assignmentC} Yod

DB-5 CW20M Male Female
hexanal 800 1063 A 0.69 0.13
(£)-3-hexenal 850 1366 A 0.02 tr
(Z)-4-heptenal 893 1224 B 0.34 tr
nonane 900 900 A 0.02 0.10
heptanal 902 1167 A 0.03 tr
tricyclene 920 - B nd tr
-thujene 925 1013 A 0.02 0.02
-pinene 931 1009 A 322 2.59
fenchene 944 - A nd 0.01
camphene 946 - A 0.03 0.03
benzaldehyde 959 1487 A 0.03 0.01
sabinene 973 1107 A 0.32 0.19
-pinene 979 1099 A 3141 28.66
myrcens 992 1152 A 0.95 1.09
6-methyl-5-hepten-2-one 930 1146 A nd tr
decane 1000 1000 A 0.02 0.01
-3-carene 1003 1107 A nd tr
p-mentha-1(7),8-diene 1003 - B 0.02 0.06
octanal 1004 1270 A 0.06 tr
terpinene 1016 1162 A 0.05 0.04
p-cymene 1024 1249 A 0.03 0.03
limonene 1031 1186 A 1292 13.05
1,8-cineole 1032 - A 0.03 0.05
benzyl alcohol 1036 - A 0.02 tr
(£)- -ocimene 1039 1190 B 0.04 0.05
benzene acetaldehyde 1044 - B 0.05 0.04
(E)- -ocimene 1050 1237 B 1.84 2.18
-terpinene 10563 1228 A 0.07 0.07
(Z)-sabinene hydrate 1068 - A 0.02 0.02
(£)-linalool oxide (furanoid) 1075 1448 B 0.03 tr
terpinolene 1087 1262 A 0.09 0N
(E)-linalool oxde (furanoid) 1091 1446 B 0.04 0.01
linalool 1100 1627 A 0.16 0.16
nonanal 1105 1373 A 0.14 0.04
endo-fenchol 1112 - B 0.02 0.03
(E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatriene 1117 - C 0.25 013
(E)-p-mentha-2,8-dien-1-ol 1121 1643 B 0.13 0.09
(£)-p-mentha-2 8-dien-1-ol 1136 - B 0.05 0.03
(E)-pinocarveol 137 1626 A 0.16 0.09
(E)-p-menth-8-en-1-al 1141 1576 B nd 0.03
camphene hydrate 1147 - B nd 0.03
citronellal 1148 1455 A tr 0.01
pinocarvone 1162 1635 B 0.10 0.06
endo-borneol 1165 - A nd 0.03
(£)-pinocamphone 1174 1512 B 0.06 0.02
terpinen-4-ol MiT 1576 A 0.15 017
terpineol "iT 1576 A 0.15 017
myrtenol 1185 1816 A tr 0.02
(E)}-piperitol 1190 1671 B 0.37 0.52
decanal 1196 1710 A 0.19 0.14
(E)carveol 1200 1718 A 0.04 0.02
nerol 1207 1477 A 0.30 0.06
(£)-3-hexenyl isovalerate 1219 - c 0.05 0.03
neral 1230 - A nd 0.02
canvone 1238 1468 A 0.04 0.01
geraniol 1243 1650 A nd 0.08
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Table 1. Continued
Compound? LRI Identity assignment® Yo

DB-5 CW20M Male Female
geranial 1244 - A nd 0.01
safrole 1257 1818 A tr 0.05
(E)-pinocarvyl acetate 1272 - B nd 011
2-undecanone 1275 1837 A 0.57 0.07
carquejyl acetate 1288 1620 B 0.04 0.03
undecanal 1295 - A nd 0.01
vinyl guaiacol 1300 B 0.38 0.18
(2E AE)-decadienal 1308 C 0.14 0.06
(Z)-3-hexeny tiglate 1313 C 0.02 0.05
-elemene 1318 B 0.02 0.04
methyl anthranilate 1326 - A 0.04 tr
-cubebene 1338 1460 B 0.05 0.06
eugenol 1341 - A 0.03 0.02
-copaene 1350 B 0.04 0.04
-cubebene 1358 - B 0.02 0.03
-elemene 1376 1472 B 0.18 0.20
methyl eugenol 1391 1517 A 0.20 012
-gurjuneng 1393 1567 B 0.24 0.25
-cedrene 1406 1976 B 0.51 1.22
(E)-caryophyllene 1410 - A nd 0.03
-copaene 1413 - B nd 0.03
-guaiene 1421 1572 B 2.24 219
(E)- -farnesene 1430 - A 0.19 0.14
-humulene 1440 - B 0.07 0.08
(E)-cadina-1(6).4-diene 1452 1643 B 0.07 0.07
-muurolene 1455 1641 B 0.21 0.18
dauca-5 8-diene 1476 1758 B nd 019
-amorphene 1476 - B 0.14 0.
germacrene D 1485 1684 B 8.80 8.7
valencene 1488 - B 0.05 0.13
(E)-muurola-4(14) 5-diene 1494 - B 0.10 tr
bicyclogermacrene 1500 1707 B 4.94 5.80
-muuralene 1502 1699 B 0.40 0.37
germacrene A 1507 - B 015 tr
-bulnesene 1508 B 0.31 0.15
-cadinene 1516 B 0.39 0.50
cuparene 1520 - B 0.10 013
-cadinene 1526 1732 B 1.35 1.30
(£)-nerolidol 1528 1982 A 0.14 0.22
(E)-cadina-1,4-diene 1534 - B 0.13 0.14
-cadinene 1540 - 0.06 0.07
-calacorene 1545 1882 B 0.29 0.12
elemol 15562 2048 B nd 0.09
(E)-nerolidol 1557 20Mm A 0.19 0.21
-calacorene 1566 - C 0.16 011
germacrene D-4-ol 1570 2017 B 0.22 012
spathulenol 1582 2093 B 3.26 511
globulol 1588 2044 B 3.68 4.51
viridiflorol 1596 2054 B 2.26 1.23
ledol 1601 1997 B 0.58 0.40
muurola-4, 10 (14)-dien-1 -ol 1615 - C 0.40 0.53
junenol 1622 - B nd 0.10
caryophylla-4-(12).8(13)-dien-5 -ol 1632 2268 C 0.13 tr
cubenaol 1641 2025 B 0.16 0.18
-cadinol 1646 2143 C 0.68 0.96
-cadinol 1650 2174 C 0.28 0.29




3042 M. Minteguiaga et af

Table 1. Continued

156

J. Sep. Sci. 2015, 36, 3038—3046

Cumpuunda} LRID) Identity assignmentC} Yod)

DB-5 CW20M Male Female
-cadinaol 1652 2200 B 0.68 tr
-muurolol 1658 2162 B 0.72 1.02
cadalene 1678 - C 0.1 0.14
germacra-4(15).5.10(14)-trien-1 -ol 1692 2331 C 5.80 6.87
pentadecanal 1715 - > 0.19 0.24
isobicyclogermacrenal 1740 - B nd 0.18
neophytadiene 1849 - C 0.1 0.19
Total identified 96.02 9596
Monoterpenes hydrocarbons 51.01 4818
Oxygenated monoterpenes 2.00 2.02
Sesquiterpenes hydrocarbons 2128 2167
Oxygenated sesquiterpenes 1911 2191
Diterpenes 0.1 0.19
Aromatic compounds 125 1.44
Aliphatic compounds 1.16 0.55
Manoterpenes hydrocarbons 21.01 4818

a) Peak identifications are based on comparison of LRI values on two columns with those from pure standards or reported in the literature [27, 28],

and on comparison of M3 with file spectra

b) Linear retention index are based on a series of n-hydrocarbons reported according to their elution order on DB-5.
c)A, identities confirmed by comparing mass spectra and retention time with those of authentic standards supplied by Aldrich (Milwaukee, WI) and
Fluka (Buchs, Switzerland). B, identity tentatively assigned by comparing mass spectra with those obtained from Refs. [27, 28] C, tentatively

identified.

d) Relative proportions of the essential oil constituents were expressed as percentages obtained by peak-area normalization, all relative response

factors being taken as one

2.4 GC-0 analysis

GC—0 analyses were carried out on a Shimadzu GC-14B cou-
pled to a Phaser Sniffing Port ODO-1 (SGE, Ringwood, Aus-
tralia). The transfer line was kept at 250 C. Nitrogen was used
as auxiliary gas with a flow of 5 mL/min. The system was
equipped with a humidifving device, which reduced nasal
mucosa dehydration. Data were collected by GC EZChrom
Software (Shimadzu, Columbia, USA) Analyses were per-
formed on a HP-TnnoWax (SGE, Australia) column (30 m x
032 mm id x 025 m phase thickness). The temperature
program was as follows: 40 C (5 min), 40-100 C (4 C/min),
100-136 C (6 C/min). 136220 C (3 C/min), 220 C (10 min).
The injector temperature was kept at 250 C; split ratio 20:1.
Injection volume: 0.5 L (net oil), in splitless mode injection (1
min sampling time). Carrier gas: nitrogen (1 mL/min). Detector
(FID), temperature was kept constant during anal-ysis at 250 C.
Apanel of six sensorial assessors composed of four femal es and
two males (age 24-35 vyears) pertaining to the wine sensory
pane of Facultad de Qu'imica-UdelaR carmied out the sniffing
of the volatile 8DE extracts. Sniffing time was approximately
60 min and each assessor carried out one sesson per day. The
panelists were asked to rate the intensity of the eluted aroma
using a four-point category scale (0 = not detected; 1 = weak,
hardly recognizable odor; 2 = clear but not intense odor, 3 =
intense odor), half values being allowed [37]. The odorants
taken as significant were

the ones in which at least three assesors sniffed. None of the
assessors were anosmic and they all had vast experience in
olfactometry.

The data processed were a mixture of intensity and fre-
quency of detection (labeled as “modified frequency”, MF),
which was calculated with the formula proposed by Dravnieks
(1985) [26]:

() L () ¢ )=
MF % = F % xl% (1)
In which F (%) is the detection frequency of an aro-matic
attribute expressed as percentage and I (%) is the average
infensity expressed as percentage of the maximum intensity.
Odorants were taken into account if the MF value was higher
than 40%[25]. The odorants were identi-fied by comparison of
their odors with Flavornet database [http: //www.flavornet.org),
chromatographic retention index in both HP-INNOWax and
HP-Scolumn, and MS spectra with those of pure reference
compounds.

3 Results and discussion

As can be seen in Table 1 and Fig. 1, male and female spec-
imens showed a very complex chemical profile with slightly
qualitative and quantitative differences between both sexes. In
aprevious work, Zunino et al. (2004) reported great differences
in male and female B. arficudata essential oil
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Figure 1. TIC chromatogram (DB 5) of B. articulata v olatiles obtained by SDE.

composition [6]. These authors atribute the composition
variation to the attractant role of pollinating insects to volatile
compounds. In their work, -pinene was a distinc-tive compound
with 14.7% presence in female essential oil composition and
only 0.1% in mal e essential oil compo-sition. Compounds such
as spathulenol, (E)}nerolidol, - carvophyllene and
bicyclogermacrene were the most relevant of both oils and the
relative differences in composition were no significant.

Our results showed a more complex volatile profile for B.
articulata where -pinene (31.41 and 28 66% for male and fe-
male specimens, respectively), limonene (12.92 and 13.05%),
germacrene D (8.80 and 8.71%), germacra-4(15),5,10(14)-
trien-1 -0l (580 and 6.87%). bicyclogermacrene (494 and
580%) and spathulenol (3.26 and 5.11%) were the main com-
pounds. Thepercentage of (E)-nerolidol, in our case, was small
(0.19 and 0.21%). Itis well known that environmen-tal biotic
and abiotic factors strongly influence the secondary metabolism
expression [11], hence, the differences found in our work with
respect to the works of Zunino et al. (2004, 1998) [6, 20] (plants
collecied in Cordoba Argentina) may be assigned to those
factors. In agreement with our results Simionatto et al. (2008)
[13]. Simoes™ Pires et al. (2005) [19] and Agostini et & (2005)
[21] reported very close essential oil chemical profiles for five
populations of B. artictdata of Rio Grande do Sul State. This
behavior could indicate that the plants analyzed in the latter
works and ours belong to the same chemotype however, this
situation evidence must be studied further.

C 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Interestingly. we found a high composition on germa-crene
skeleton compounds such germacrene D, germacra-
4(15).5,10{14)-trien-1 -ol bicyclogermacrene, germacrene A,
germacrene D-4-ol and isobicyclogermacrenal. All of them
originate from germacryl cation and said fact would be of
taxonomic and bi osynthetic interest [38]. Carquejyl acetate was
found in both sexes thiscompound is a monoterpene which was
previously considered as a chemomarker for B mrimera [18].
Many anthors have already reported essential oil composition
of B. trimera without carquejyl acetate [5]. Addi-tionally, we
have also recently found this compound in Bac-charis
milleflora (unpublished data). As can be seen in Table 2, GC-
O sniffing experiments have lead to the determination of a total
of 46 odorants from which 34 were chemically iden-tified. Male
and female have shown very distinctive olfactive profilein spite
of similar chemical profile presented in Ta-ble 1. For male
specimens, 39 odorants were identified above 40% of MF,
whilst for female only 20 odorants were identi-fied with that
MF value (Fig. 2). Furthermore, male odorants present hi gher
MF walues than female odorants, which was consistent with
field observations of stronger smells emitted for male plants.
This could explain why pollinating insects find male flowers
first and then go to female flowers and exert the pollination
process.

Tt is remarkable that there were not correlations between
percentage composition and odor perception, and that it de-
pended individually for each compound and its individual odor
threshold [25]. It was the case of -pinene and limonene, main
compounds of the extracts, which were not detected by

wwwjss{oumal.com
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Table 2. M F_values and odor description of the different odor-active compounds found in 8. articulata male and females specimens

LRIZ LRI Compound® MF (%)% Aromatic description
Cwaom DB-5 Male Female Male Female
1107 973 sabinene 58 nd Woody
1162 989 myrcene 50 nd Spicy, balsam-like
1237 1048 (E)- -ocimene 73 53 Green, terpenic Green, terpenic
1270 1003 octanal 62 nd Green -
- nd 55 55 Green, nut Green
- nd 41 nd Green, nut -
1446 1083 (E}-linalool made (furanoid) 50 41 Floral, tea-ike Floral, tea-like
1487 963 benzaldehyde 50 nd Almond, burnt sugar-like
- nd 53 nd Tea, nut
1512 1162 (Z)-pinocamphaone 50 nd Tea, new paper -
16527 1099 linalool 58 62 Flaral Floral
1535 1161 pinocarvane 75 58 Sweet, herbal Sweet, herbal
1567 1390 -elemene 47 50 Herbal type Herbal type
1572 1420 (E}-caryophyilene 71 41 Sweet, herbal Sweet, herbal
1585 1107 hotrienol 53 nd Green fresh -
1596 1192 myrtenal 58 nd Spicy type
1626 1140 (E)-pinocarveol 62 nd Herbal type
1643 1180 (E}-p-mentha-2,8-dien-1-ol 41 nd Fresh, minty
1664 1482 -amorphene 55 nd Green -
1684 1481 germacrene D 69 41 Hay, woody Hay, woody
1699 1476 -muurolene 55 nd Green -
1707 1494 bicyclogermacrene 44 nd Spiced
- nd 47 nd Butter, tea -
1818 1255 geraniol 65 60 Sweet, floral Sweet, floral
1837 1287 safrole 60 nd Anise, floral -
- nd 67 nd Sweet, anise
1882 1540 -calacorene 44 nd Woody type
1897 1567 palustral 50 nd Fruity
1944 1581 caryophyllene oxide 67 nd Spice/herb-like
1948 1544 (Z£}-nerolidol 41 nd Floral, woody
1976 1402 methyl eugenol 62 nd Spicy type -
1997 1567 ledol nd A7 - Chemical, burnt
2054 1591 viridiflorol 76 55 Fruity, chemical Fruity, chemical
2093 1576 spathulenol 60 67 Fruity Fruity
- nd 41 nd Cooked vegetable -
2143 1638 -cadinol 60 nd Spicy -
2174 1636 -cadinol nd 53 - Spicy
2200 1652 -cadinol 60 44 Herbal type Herbal type ike
- nd 76 nd Menthol, sweet, green -
nd nd 50 Woody, green
- nd nd 44 Green, fruity
2268 1640 caryophylla-4-(12).8(13)-dien-5 -0l nd 53 - Woody
233 1680 germacra-4(15),5 10(14)-trien-1 -0l 62 50 Green Green, floral
- nd nd 44 - Woody
nd 53 nd Honey, green -
nd nd 50 - Chocolate

a) Linear retention reported according to their elution order on CW20M.
b) Compounds identffication is based on Table 1.

c) MF, modified frequency.

olfactometry, because of the high odor thresholds for both

compounds.

Stronger odorants found for male extract were viridiflorol

(fruity, chemical), an un-identified compound (LRIInnowax =

2226) (menthol, sweet, green), pinocarvone (sweet herbal,
bumt like), (E}- -ocimene (green terpenic), (E)-caryophyllene
(sweet, herbal), germacrene D (hay, woody), an unidentified

compound (LRHnnowax = 1859) (sweet, anise) and
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caryophyllene oxide (spice, herb-like). For female extract. the
main odorants found were spathulenol (fruity), linalool (flo-
ral), geraniol (sweet, floral), pinocarvone (floral, sweet herbal )
and viridiflorol (fruity, chemical). The graphic representa-tion
for the main odorants (MF 60) is presented in Fig. 3 for both
male and femal e specimens, including aromatic note and their
respective responsible compounds. Figure 3 dearly shows the
differences between mal e and female aro-matic attributes. Male
specimens presented apredominance of green (herb), fiuity and
sweet aromatic notes whilst fe-male specimens were
characterized by green and woody notes.

When the results found in the present study are compared
with owr previous study on B. anomala [25], key odorants,
differences between aromatic descriptions of the same
compounds were detected. Nonetheless, com-pounds like -
carvophyllene, -elemene germacrene D and spathulenol
exhibited similar aromatic descriptors in both studies. Both
studies were carried out with the same sensory panel showing
that not only individual com-pounds are important for aromatic
perception of wvolatile ex-tracts as a whole but matrix
characteristics must also be considered.

male

== female

Figure 3. Aroma profiles of male and female spec-imens
of B. articuata. The MF values given corre-spondto MF
60.

4 Concluding remarks

Although there is a growing body of theotry surround-ing sexual
selection as it applies to plants [39], and although sexual
selection is now often invoked =s an explanation for the
evolution of breeding systems and repro-ductive strategies
there have been few attempts to examine in detail the potential
mechanisms undetlying intrasexual com-pefition and
intersexual choice of plants. In general terms, the implications
involve different aspects as the relative costs of pollen and seed
production, the reproductive success of the male and female
functions of plants, the form that mal e competition may take in
higher plants and the elucidation of possible mechanisms of
female choice.

Volatile components represent one of the most impor-tant
factors to influence di fferent behaviors in insects and animals.
being reasonable to extrapolate the relative impor-tance of
volatiles in the interaction between plants Although the
avail able data do not permit us to state the importance of sexual
selecti on in the evolution of plant reproductive charac-teristics,
the use of complementary instrumental approaches, as those
used in this work, allow to measure the VOCs con-tents. their
di fferences and modifications, providing objective
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results to explain the individual sexual behavior in the plants.
In this study we demonstrate that male and female volatile
extracts of B. arficulata aerial parts obtained by simultaneous
distillation-extraction technique showed a very similar chem-
ical profile. On the other hand, great differences in aromatic
profile were found: male plants exhibited the strongest odor-
ants in numnber and intensity of aromatic attributes and this
might be of ecological significance in the attraction of polli-
nating insects. Further studies are needed to darify the last
implications.
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