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RESUMO

O ché da erva-mate, ou simplesmente mate, ¢ uma bebida tradicionalmente consumida
em diversos paises da América do Sul. O mate ¢ preparado por extracdo de folhas e
ramos secos de llex paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae) com agua fria ou quente,
denominadas respectivamente tereré e chimarrdo (MC) ou na forma de cha-mate a partir
do produto tostado (MT). O controle da qualidade dos diversos produtos da erva-mate
demanda novos métodos analiticos. Neste trabalho foi desenvolvida uma nova
metodologia para analisar os componentes volateis e semivolateis da erva-mate e seus
produtos correlatos por microextragdo em fase solida com amostragem no “headspace”
acoplada a cromatografia gasosa (HS-SPME-GC). O procedimento HS-SPME foi
avaliado para cinco fibras (PDMS/DVB; CW/DVB; CAR/PDMS; DVB/CAR/PDMS e
PDMS) e os seguintes parametros foram estudados: quantidade de amostra; tempo de
pré-equilibrio; tempo e temperatura de extracdo; tempo e temperatura de dessorcao;
assim como a for¢a i6nica. Os procedimentos de amostragem, seco ¢ umido, foram
comparados e a influéncia da temperatura e da umidade da matriz na alteragdo da éarea
do linalol e na conversdao do (E,Z)-2,4-heptadienal e da (E,Z)-3,5-octadien-2-ona nos
isomeros (E,E) correspondentes, foi investigada. HS-SPME-GC associada a analise dos
componentes principais (ACP) foi empregada para discriminar e classificar 25 amostras
de erva-mate cancheada (MC) oriundas dos tipos de cultivos, sombreado e a céu aberto,
e de safras mais antigas (2000) e mais recentes (2003). Esse processo analitico foi
também utilizado para identificar 19 fenilacanos lineares (LAB) em amostras de erva-
mate tostada (MT) e avaliar o teor desses contaminantes por adi¢do padrao. O efeito da
variagdo do pH foi avaliado em bebidas comerciais de mate tostado (MP) e seus
conservantes, acido benzoico e acido sorbico, foram extraidos por HS-SPME e
quantificados por padronizagdo externa. A metodologia proposta neste trabalho
possibilitou ainda a identificagdo de 181 substancias volateis e semivolateis da erva-

mate e seus produtos correlatos.
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ABSTRACT

The herb maté tea, or simply maté, is a traditionally consumed beverage in many South
American countries. It is prepared by cold or hot aqueous extraction of dry leaves and
twigs from Ilex paraguariensis St. Hil, (Aquifoliaceae), leading to the tereré and the
chimarrao (MC), respectively, or leading.to the roasted maté tea (MT). Quality control
of maté products demands new analytical methods. In this research, a new methodology
was developed in order to analyze the volatile and semi-volatile components of herb
maté and its related products. The proposed methodology was based on Headspace
Solid Phase Microextraction Gas Chromatography (HS-SPME-GC). The HS-SPME
procedure was evaluated for five fibers (PDMS/DVB; CW/DVB; CAR/PDMS;
DVB/CAR/PDMS and PDMS) and the optimization procedures was carried out
analyzing the following parameters: sample mass; equilibration time; extraction time
and temperature, desorption time and temperature as well as ionic strength. The
sampling procedures, dry / wet, were compared and the influence of temperature and
humidity on linalool peak area formation and (E,Z)-2,4-heptadienal and (E,Z2)-3,5-
octadien-2-one conversion to (E,E) related isomer was investigated. HS-SPME-GC
associated with Principal Component Analysis (PCA) was used to discriminate and
classify 25 MC samples from shaded / unshaded and older (2000) / new (2003)
cultivation. This methodology was also used to identify 19 linear alkylbenzene
derivatives (LAB) in roasted mate samples and to establish the amount of these
contaminants using standard addition. The pH effect was investigated in commercial
beverages of maté tea samples and their preservatives, benzoic acid and sorbic acid,
were extracted by HS-SPME and quantified by external standardization. The analytical
procedure developed in this work made possible the identification of 181 volatile and
semi-volatile compounds in samples of MC, MT, soluble maté (MS) and beverage maté

tea ready for consumption (MP).
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Erva-mate: Aspectos fitoquimicos e sécio-econdmicos.

O ché da erva-mate ou simplesmente mate ¢ uma bebida tradicionalmente consumida
em diversos paises da América do Sul. O mate ¢ preparado por extracdo de folhas e
ramos secos de llex paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae) com agua quente ou fria,
denominadas respectivamente Chimarrao e Tereré, ou na forma de cha-mate a partir do
produto tostado. A descoberta da erva-mate pela civilizagdo ocorreu no século XVI no
Parana, onde foi travado o primeiro contato com Indios Guaranis que possuiam o habito
de beber o cha da erva-mate. Esse ché era preparado por infusdo de folhas picotadas da
planta dentro de uma cuia e ingerido através de um canudo de taquara, em cuja base
havia um trangado de fibras para impedir a passagem de particulas solidas. O nome
cientifico llex paraguariensis foi dado pelo naturalista Francés Auguste de Saint Hilaire

em 1822.

O mate ¢ uma bebida estimulante e saudavel. Elimina a fadiga e atua beneficamente
sobre os nervos € musculos favorecendo o trabalho intelectual, principalmente devido a
acdo da cafeina. A agdo estimulante do mate ¢ mais prolongada que a do café ndo
deixando, porém, efeitos colaterais ou residuais como irritabilidade e insonia. O
consumo de mate favorece o aproveitamento do agticar nos musculos e nervos, devido a
influéncia das vitaminas do complexo B. A presenca de sais minerais, juntamente com a
cafeina, ajuda no trabalho cardiaco e na circulagdo do sangue diminuindo a tensdo
arterial (VALDUGA et al., 2003). O mate favorece também a diurese, tem efeito
digestivo e pode ser usado para suprir a sensagdo de fome (MAZZAFERA, 1997,
CRUZ, 1982; GRAHAM, 1984). Além disso, o mate ¢ uma fonte importante de
substancias antioxidantes e algumas das propriedades terapéuticas dessa planta sdo
atribuidas aos altos teores de polifenois que contém (FILLIP et al., 2000; SCHINELLA
et al, 2000). Mais recentemente, o extrato de erva-mate mostrou atividades citotdxica e
de inibi¢ao de topoisomerase II, que pode contribuir para atividade quimiopreventiva do

cancer (MEJIA et al., 2004).

Por outro lado, o uso do chimarrdo tem sido associado como possivel causa de cancer
esofagico na América do Sul, onde elevadas taxas de incidéncia sdo observadas numa
4rea que inclui o sul do Brasil, Uruguai e nordeste da Argentina (MUNOZ et al. 1987,
PARKIN et al. 1993; PROLLA et al. 1993; ROLON et al. 1993). Entretanto, ainda nao

ha comprovagdo da agdo carcinogénica dos extratos, em agua e em 4alcool, de Illex
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paraguayensis. Pesquisas mais recentes mostraram que a temperatura elevada do mate
consumido por essas populagdes, intensificam a incidéncia de carcinogénese esofagica,
especialmente quando associada ao consumo de alcool e tabaco (BARROS et al. 2000;

PROLLA et al. 2000).

A erva-mate ocorre naturalmente em paises do cone sul da América Latina (Brasil,
Argentina e Paraguai). Cerca de 80% da area de ocorréncia pertencem ao Brasil,
distribuindo-se entre os Estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina ¢ Rio Grande do Sul. No Brasil, estende-se desde a latitude de 21° até 30°S, e
longitudes de 48°30° até 56°10°W, correspondendo a uma superficie aproximada de
540.000 Km® (OLIVEIRA. & ROTTA, 1985). O setor ervateiro no Brasil estd
distribuido em cerca de 450 municipios, onde a erva-mate ¢ cultivada e produzida em
torno de 180 mil propriedades sendo a maioria delas de natureza familiar. Essa atividade
congrega mais de 700.000 empregos e cerca de 750 empresas com uma producgdo anual
aproximada de 650.000 toneladas de folhas e constituindo uma das principais fontes de
renda e de emprego, especialmente para pequenos ¢ médios produtores (MACCARI et

al., 2000).

A exploragdo da erva-mate ¢ uma atividade agricola de grande importancia socio-
econdmica no ambito do Mercosul. Além disso, a exploragao da erva-mate tem também
grande importancia ambiental, pois parte da producao de erva-mate origina-se em ervais
nativos onde ndo se aplicam produtos quimicos como defensivos agricolas. A erva
nativa representa a erva-mate colhida em condicdes de floresta e as demandas
industriais para esse tipo de erva acentuaram-se sobremaneira nos ultimos anos
(MAZUCHOWSKI, 2000). Nos ervais plantados a céu aberto, pelo fato da producgdo
destinar-se a fabricacdo de bebidas, o uso de defensivos agricolas também ¢
desaconselhado. Esse tipo de plantio (a céu aberto) tem também grande importancia,
pois os sistemas de producdo da erva-mate solteiro e intercalado com culturas anuais
proporcionam condigdes para que o produtor se mantenha na atividade produtiva,

evitando o seu éxodo para o meio urbano (ANDRADE, 1999).

O ché estimulante da erva-mate, conhecido popularmente como chimarrdo, apresenta
uma forma tradicional de ser preparado ¢ consumido com agua quente em torno de
68° C. O recipiente de consumo sdo cuias de porongo, madeira ou em cristal. A erva-

mate ocupa em média, dois ter¢os da capacidade total da cuia e ¢ sorvida com auxilio de
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uma bomba. O consumo de erva-mate para chimarrao, ainda hoje, apresenta-se limitado
as regides onde ¢ produzida e seu uso na forma de produtos regionais e tradicionais faz

parte da cultura dessas populagdes (ESMELINDRO et al., 2002).

O tereré ¢ semelhante ao chimarrdo, no entanto, a erva-mate ¢ ligeiramente torrada e
deixada em repouso durante cerca de oito meses em local seco para s6 entdo ser
consumido com agua fria. O recipiente usado para se colocar a erva ¢ a guampa, que €
um chifre cortado ao meio e preparado para ser utilizado como um copo. A bomba ¢ o
instrumento por onde o mate serd sugado e geralmente ¢ usada a de tubo chato, que se
adapta melhor ao bocal da guampa, podendo ser substituida pela de tubo redondo do

chimarrdo (CLUBE DO TERERE, 2005).

A erva-mate ¢ comercializada também na sua forma tostada e tem ampla aceitagdo em
todo o territorio nacional. O chd mate tostado ¢ um produto genuinamente brasileiro e
sua producdo vem evoluindo. Atualmente ¢ apresentado ao mercado consumidor nas
mais variadas e sofisticadas formas: a tradicional embalagem contendo as folhas
trituradas e soltas; o mate em saquinhos contendo doses individuais ("tea bags"); o mate
concentrado na forma liquida; o mate soltivel; e embalagens contendo cha mate tostado

pronto para o consumo, puro ou misturado com outros chas (Figura 01).

Os Estados da regido Sul do Brasil s3o os maiores produtores e consumidores da erva-
mate cancheada para chimarrdao. O maior produtor ¢ o Estado do Parana por causa da
existéncia de florestas com araucéria ou pinheiro, que por sua vez ¢ o habitat natural da
erva-mate. O Estado do Rio Grande do Sul ¢ tradicionalmente o principal consumidor
de chimarrdo e ultimamente tem aumentado a sua produg¢ao a partir de ervais cultivados
(Figura 02). A erva mate tostada em forma de cha, possui grande potencial de
penetragdo nos estados mais quentes do pais. A regido Sudeste ¢ a maior consumidora
de cha mate industrializado do Parana, absorvendo em média mais de 60% do total da
produgdo exportada para outros estados. O consumo de mate tostado ¢€
significativamente maior no Estado do Rio de Janeiro (Figura 02), onde nasceu o héabito
de consumir chid-mate gelado puro ou misturado com suco de limdo nas praias cariocas.
Em outros estados observa-se um crescente aumento no consumo de mate tostado. Essa
tendéncia de aumento de consumo da erva-mate ¢ também observada em outros paises

como Chile, Siria, Alemanha, Japao e Estados Unidos (TORMEN, 1995).
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Figura 01 - Formas de consumo da erva-mate cancheada e tostada.
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Figura 02 - Consumo anual em toneladas/ano de erva-mate cancheada e tostada no Brasil (TORMEN,
1995).

O processamento da erva-mate para chimarrdo consiste basicamente de trés etapas:
sapeco, secagem e cancheamento (Figura 03). O sapeco ¢ realizado junto ao fogo direto
e consiste na passagem rapida dos ramos com folhas sobre as chamas do sapecador. O
equipamento consiste de um cilindro metalico, perfurado e inclinado através do qual a
erva colhida passa recebendo as chamas. Essa etapa tem por fungdo a retirada da

umidade superficial e inativacdo de enzimas (peroxidase e polifenoloxidase) que
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causam a oxidagdo do produto. A temperatura média da erva na entrada do sapecador ¢
de 400°C e na saida ¢ de 65°C, o tempo de residéncia oscila em torno de oito minutos.
A etapa de secagem pode ser realizada em dois tipos de secadores: mecénico - rotativo e
de esteira. A principal diferenca entre os dois tipos de secadores esta relacionada com o
contato da matéria-prima com a fumaga durante o processo de secagem. No secador
rotativo, a fumaca entra em contato direto com o produto, ¢ no secador de esteira, o
contato ¢ indireto, causando menores danos a matéria-prima. O tempo de residéncia e a
temperatura média da erva nos secadores dependem das caracteristicas operacionais de
cada um. No secador de esteira, o tempo médio ¢ de 3 horas e a temperatura varia entre
90°C e 110°C. No secador rotativo, o produto permanece em contato direto com a
fumaca por aproximadamente 30 minutos. No entanto, a temperatura ndo apresenta a
mesma uniformidade da utilizada no secador de esteira, sendo que na entrada do secador
a temperatura média ¢ de 350°C e na saida 110°C. O cancheamento consiste na
trituragdo da erva apos o processo de secagem. Em seguida, a erva é peneirada ¢ o
material coletado passa a denominar-se erva cancheada. Esta pode ser usada diretamente
como matéria-prima para a produ¢do de chas ou, apds passar por um processo de soque,
como chimarrdo (ESMELINDRO et al.,, 2002). A Figura 03 mostra a Representagdo

esquematica do processamento da erva-mate e os diversos produtos derivados.

Erva-mate bruta
Sapeco / secagem
Cancheam ento

Material veaetal triturado

Erva-Mate para Chimarrio ou para Tereré

Material veaetal cortado

Torrefagdo

Adigao de Conservantes

Chd-mate bronto

Desidratacdo

Erva-mate tostada Mate soluvel

Figura 03 - Representag@o esquematica do processamento da erva-mate.
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O sistema de processamento industrial da erva-mate ¢ um fator importante para
determinar a qualidade do produto e as suas caracteristicas sensoriais. Cabe salientar
que ndo menos importantes sdo os fatores naturais de clima e de solo que interferem
diretamente nos componentes fisico-quimicos, e conseqiientemente, nas caracteristicas
sensoriais da erva-mate (PARANA, 2000; ESMELINDRO et al., 2002). Uma nocio de
todo o potencial da planta como alimento ¢ obtida através da caracterizacdo da
composi¢ao quimica da erva-mate. O detalhamento da composi¢cdo quimica do produto
¢ de fundamental importancia, levando em considera¢do usos e aplicagdes atuais, bem
como o fornecimento de opg¢des para novos estudos e produtos. Além das novas
possibilidades, ainda ha muito a ser aprimorado com relagdo ao controle da qualidade
dos produtos tradicionais. A busca de novos mercados para o mate, requer certificagao
como produto limpo. Os consumidores dos paises desenvolvidos, com maior exigéncia
de qualidade, pagam sobre-preco de até 30% para que sejam atestados como produtos
limpos por institui¢des com credibilidade internacional (MEDRADO, 1997). Quanto a
diferenciagdo de precos pagos entre a erva-mate “nativa” e a “cultivada” e/ou “forte” e a
“suave”, a diferenca média ¢ de 50% a mais sobre o prego para erva-mate “nativa” e/ou
“suave” com relacdo as demais (VALDUGA et al., 2003). Na medida em que o
mercado da erva-mate for ampliado, as exigéncias no padrao da qualidade dos produtos
serdo cada vez maiores. A Tabela 1 relaciona os processos de industrializa¢ao da erva

mate e os diversos produtos gerados (ANTONI, 1995).

Tabela 01 — Processos de industrializa¢ao da erva-mate e seus produtos.

Etapas Produtos

(1) recebimento Erva-mate bruta
@ sapecoeseeagem Ervamate ressccada ¢ quebrada
®cancheamento Cancheada ndo padronizada

Cancheada padronizada

(6) armazanagem, embalagem e Todos os produtos comerciais
distribuicao
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Diante deste quadro, a caracterizagdo quimica e, por conseguinte, a identificagdo dos
fatores ambientais, a tecnologia de cultivo empregada e as condi¢cdes de processamento
de seus produtos e derivados vém assumindo importancia crescente. O estabelecimento
de técnicas de controle da qualidade e desenvolvimento de novos produtos foi um dos
principais temas abordado nos dois ultimos Congressos Sul-americano da Erva Mate,
realizados respectivamente em Encantado-RS (2000) e em Chapec6-SC (2003). Em
1998, a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude
aprovou o regulamento técnico para a fixacdo de identidade e qualidade para compostos
da Erva-mate (BRASIL, 1998). Apesar disso tudo, os padroes de identidade e qualidade
(marcadores quimicos) para os diferentes produtos da erva-mate ainda nao foram bem

estabelecidos.

A cafeina ¢ uma das substancias organicas mais importantes da erva-mate e contribui
para o sabor amargo caracteristico desse produto. Desde a descoberta da presenca de
cafeina e de teobromina em extratos de mate, no século XIX, diversos trabalhos foram
publicados sobre o teor desses alcaldides purinicos. Por exemplo, os teores de cafeina e
de teobromina encontrados em folhas de mate foram de 0.9-1.7% e 0.5-0.9%,
respectivamente (CLIFFORD & RAMIREZ-MARTINEZ, 1990). A cafeina ¢ um
importante marcador da qualidade para bebidas com propriedades estimulantes e a
quantificagdo dessa substancia tem sido utilizada no controle da qualidade durante o
processamento da erva-mate e seus derivados, como o chd mate tostado e o cha mate
verde (LACERDA et al., 2000; SCHMALKO & ALZAMORA, 2001). O acimulo de
metilxantinas ¢ uma caracteristica propria da erva-mate (I. paraguariensis), pois outras
espécies como a congonha, guavirova, pimenteira, cauna e pessegueiro bravo sdo com
freqiiéncia descritas como adulterantes do mate e ndo apresentam cafeina em sua
composi¢ao quimica segundo pesquisas ja realizadas (VALDUGA, 1995; REGINATTO
et al., 1999). A variabilidade do teor de cafeina na erva-mate depende da procedéncia
do produto, das condi¢des de sombreamento, dos fatores climaticos, dos tratos culturais,
da variedade genética da planta, de ocorréncias de pragas, das condig¢des de crescimento
e poda, da idade da planta e folhas, da época de colheita, do tipo de processamento
industrial e do periodo de armazenamento. Na bebida por infusdo com agua quente, a

quantidade de erva, o tipo do produto (quantidade de folhas e palitos) e o processo
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utilizado no seu preparo podem ser considerados como varidveis determinantes do teor
de cafeina (PARANA, 2000; ESMELINDRO et al.,2002; SANTOS et al.,2003). Além
do mais, os teores de cafeina e de teobromina combinados mostraram ser Uteis para
selecionar genotipos apropriados para diferentes expectativas dos consumidores

(MARX et al. 2003).

Além da cafeina, outros produtos naturais interessantes sdo encontrados na erva mate.
Nesse ambito, pesquisas fitoquimicas recentes identificaram e/ou quantificaram
substancias fenolicas (LIMA et al., 2004; FILIP et al., 2001; MAZZAFERA, 1997,
RICCO et al., 1995) e saponinas (SCHENKEL & GOSMANN, 1989; SCHENKEL et
al., 1995; SCHENKEL et al., 1996).

Apesar dos diversos estudos realizados sobre a composi¢ao quimica da erva-mate,
poucos trabalhos apresentados na literatura referem-se a analise da constituicdo quimica
do aroma. Neste ponto cabe salientar que, se os fatores naturais e os sistemas de
processamento do mate interferem diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas da
erva-mate, conseqiientemente, sdo fatores importantes que determinam a qualidade do
produto e suas caracteristicas organolépticas, em relacdo aos atributos da qualidade: cor,
sabor e aroma. O aroma ¢ uma caracteristica perceptivel pelo orgdo olfativo via
retronasal durante a degustagdo e ocorre quando substancias volateis que se desprendem
dos alimentos e bebidas sensibilizam os receptores presentes na cavidade nasal, que
levam impulsos elétricos ao cérebro. O sentido do olfato ¢ complexo e sujeito a fadiga e
adaptacdo (MONTEIRO, 1984; TEIXEIRA et al., 1987). O aroma e o sabor do cha de
erva-mate apresentam variagdes em fun¢do do processo de sapeco e secagem, pois 0
bindmio tempo e temperatura de processamento influencia na degradagdao das
substancias. O material vegetal utilizado para gerar calor no processo industrial pode
conferir aromas diversos a erva-mate. Segundo SANTOS et al. (2003), o resultado da
analise sensorial nas amostras comerciais de erva-mate para chimarrdo pelo teste de
ordenacdo permitiu detectar diferengas significativas para os atributos cor e aroma. Em
outra pesquisa, nove amostras comerciais de erva-mate foram avaliadas por andlise
sensorial, onde os descritores de aroma e sabor, correlacionados com dimensdes
preferenciais, foram: impacto inicial, fumaca, papel, quimico, verde, tostado, dentre
outros (SANTA CRUZ et al., 2003). ]. Recentemente, a analise sensorial e a tecnologia

de nariz eletronico foram capazes de discriminar entre diferentes tipos de infusdo com
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caracteristicas organolépticas similares as infusdes de I. paraguariensis (GRIGIONI,

2004).

Grande parte das pesquisas sobre aroma em chds encontra-se mais direcionada para os
produzidos a partir das folhas da Camelia sinensis (cha-da-India) como por exemplo, o
estudo relacionado ao reconhecimento de padrdes a partir da composi¢do de volateis de

trés categorias desse tipo de cha e correlagdo com a sua origem (TOGARI ef al., 1995).

Apesar da riqueza quimica da erva-mate, da sua importancia e do crescente uso como
alimento, pouca atencdo tem sido dispensada ao conhecimento dos componentes do seu
aroma e da sua variabilidade, com vistas a identificacdo da origem da erva-mate para

proposta de padronizacdo e controle da qualidade.
Andlise do Aroma da Erva-Mate

A erva-mate possui aroma caracteristico que lembra algumas vezes fumaga, floral,
madeira, material queimado e azedo, alguns dos quais sdo chamados de “off-flavor”. O
6leo volatil, obtido por hidrodestilacdo tem coloracdo levemente amarelada e um cheiro
agradavel que traduz o aroma caracteristico do mate (PECKOUT, 1943). As
informacodes disponiveis sobre o 6leo essencial de plantas do género l/lex sdo escassas.
FESTER et. al (1961) publicaram a obtengdo de um 6leo essencial levemente dextrogiro
O200c + 0,885 ¢ com np=1,447. MONTES (1963) descreveu um conteudo de o6leo
essencial da erva-mate processada obtido por hidrodestilacio inferior a 0,1%,
encontrando mais de 60 componentes como acidos alifaticos, alcoois terpénicos,
aromaticos, furfural, aldeidos ¢ cetonas. Em outra comunicagao cientifica mais recente,
os baixos rendimentos da hidrodestilacdo foram confirmados e os autores concluiram
que mais da metade dos componentes presentes na Ilex dumosa sdo detectados na Ilex
paraguariensis, ainda que os 6leos essenciais das duas espécies apresentem diferencas
significativas em sua composi¢cdo (MAIOCCHI et al, 2003). O extrato hexanico da
erva-mate e dez componentes individuais do seu aroma' mostraram atividade
bactericida contra Streptococcus mutans, bactéria responsavel pela carie dental (KUBO

et al., 1993).

A constituicdo quimica do aroma da erva-mate foi analisada a partir do extrato

! linalol, ai-ionona, B-ionona, a-terpineol, dcido octandico, geraniol, 1-octanol, nerolidol, geranilacetona e eugenol
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concentrado de uma amostra de mate cancheado da Argentina e de outra amostra de
mate tostado do Brasil (KAWAKAMI & KOBAYASHI, 1991). A técnica de extragao
usada foi extragdo com destilacdo a vapor simultdnea (SDE), uma das técnicas cldssicas
para pré concentracdo de aromas. Nessa técnica, o vapor d’agua ¢ condensado e
extraido continuamente pelo vapor do solvente organico de acordo com a aparelhagem

representada na Figura 04 (SCHULTZ et al., 1977).

Figura 04 - Aparelhagem de extragdo e destilacdo a vapor (SDE) empregada na obtengdo do aroma
concentrado do mate cancheado e do mate tostado (Kawakami & Kobayashi, 1991).

A composi¢do do aroma concentrado do chd mate elucidada pelos autores foi
semelhante a do aroma do cha de C. sinensis. A diversidade de substancias volateis do
mate pode ser um fator que contribui para a grande aceitagdo do mate como bebida em
muitas partes do mundo e pode ser utilizado para obter valiosas informagdes sobre a
qualidade do produto. Os cromatogramas obtidos nesse trabalho, a partir de cada cha
mate sao mostrados na Figura 05. As principais substancias identificadas e as suas
quantidades relativas, calculadas a partir da percentagem de éarea dos picos, estdo
listadas na Tabela 2. Das 196 substancias identificadas, muitas delas sdo resultantes da
degradagdo térmica dos carotenodides, acidos graxos, degrada¢dao hidrolitica, ou
formados pela reagao de Maillard, durante os processos de secagem e torrefacdo. Dentre
essas substancias, 114 sdo encontradas no aroma do chid manufaturado a partir da
C. sinensis. Os componentes majoritarios identificados foram geranilacetona, (E)-6-
metil-3,5-heptadien-2-ona, 6-metil-5-hepten-2-ona, a-ionona,  [-ionona, o—terpineol,
geraniol, acidos monocarboxilicos C; aCj, e l-penten-3-ol (Tabela 2). O aroma
concentrado do mate cancheado também apresentou altos niveis de 2-butoxietanol e

linalool. Todos os componentes majoritirios sdo também componentes importantes do
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chéd de C. sinensis com excecdo do 2-butoxietanol. Ainda segundo KAWAKAMI &
KOBAYASHI (1991), a presenca de niveis altos de 2-butoxietanol sugere que essa
substancia poderia ser um contaminante oriundo de algum defensivo agricola ou
produzido durante o processo de manufatura. Embora a estrutura do éter
monoalquiletilenoglicol seja incomum em produtos naturais de plantas, ela foi
encontrada em ambos os produtos oriundos do mate proveniente de diferentes paises.
Além do mais, o derivado acetilado da mesma substancia, 1-acetoxi-2-
propioniloxietano, foi identificado em ambas amostras. Segundo os autores, esses
resultados levaram a crer que substancias derivadas do etilenoglicol poderiam ser
especificas de produtos derivados da erva-mate. Ainda nesse trabalho, os autores
concluem que o esqueleto estrutural de 3,3,5-trimetilcicloexanona também parece ser

carcteristico da erva-mate.

Apesar do elegante trabalho apresentado por KAWAKAMI & KOBAYASHI, a
constituicdo quimica do aroma da erva-mate ainda ndo foi bem estabelecida. Além
disso, a técnica de Microextragdo em Fase Solida com amostragem no “Headspace”
(HS-SPME) foi desenvolvida a partir da década de 90 e desde entdo vem sendo
empregada na preparacdo de amostras para analise cromatografica de diversos tipos de
matrizes. Aplicagdes mais recentes dessa técnica em estudos relacionados ao aroma de
café (YANG & PEPPARD, 1994; FREITAS et al. 2001; BICCHI et al, 1997,
MARRIOT et al., 2004; ROCHA et al., 2004), ao aroma do cacau (AUGUSTO et al.,
2004) e ao aroma do chéd preto (BAPTISTA et al., 1999) apontam para potencial

aplicacdo analitica dessa técnica no caso do estudo do aroma da erva-mate.
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Figura 05 - Cromatogramas do aroma concentrado do mate cancheado e do mate tostado, obtidos por
SDE; (1) l-penten-3-ol; (2) 2-butoxietanol; (3) linalol; (4) acido hexandico; (5) 4cido
octandico; (6) acido nonandico; (Kawakami & Kobayashi, 1991).
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Tabela 02 — Percentual das areas dos sinais relacionados com os componentes principais do aroma
concentrado do mate cancheado e do mate tostado obtido por SDE (Kawakami & Kobayashi,

1991).
Substincia Mate Cancheado Mate tostado
(%) (%)
2-butoxietanol 9,5 1,2
linalol 7.5 0,9
geranilacetona 3,4 1,8
acido octanoico 2,8 3,5
acido hexanoico 2,8 3,2
l-penten-3-ol 2,5 0,9
o-terpineol 1.9 0.4
acido nonanoico 1,7 2,0
geraniol 1,7 0,3
(E)-6-metil-3,5-heptadien-2-ona 1,6 1,0
6-metil-5-hepten-2-ona 1,5 1,3
2,6,6-trimetil-2-hidroxiciclohexanona 1,5 1,1
o-ionona 1,5 0,7
octanol 1,4 1,5
5,6-epOxi-B-ionona 1,4 1,3
[-ionona 1,4 1,0
6,10,14-trimetilpentadecanona 1,3 1,7
heptanol 1,3 1,5
(E,E)-2,4-heptadienal 1,3 1,0
hexanal 1,2 0,4
(E)-2-pentenol 1,1 0,8

(E)-2-hexenal 1,1 0,5
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“"Headspace”-Microextragdo em Fase Sdlida (HS-SPME):

Aplicagdes e Fundamentos.

A microextragdo em fase solida (SPME, do inglés "Solid Phase Micro Extraction") ¢
uma técnica de extragdo de analitos relativamente nova e tem sido extensivamente
aplicada em procedimentos de preparagdo e pré-concentracdo de amostras para analises
cromatograficas. Desde a inven¢do dessa técnica (PAWLISZYN & ARTHUR, 1990), a
sua aplicagdo tem sido intensificada em diversos campos da quimica e da biotecnologia.
Diversas revisdes incluem: novas tendéncias (EISERT & PAWLISZYN, 1997;
KOZIEL & NOVAK, 2002), uma técnica promissora para preparagdo de amostras para
analises ambientais (ALPENDURADA, 2000); aplicagcdes em amostras bioldgicas vivas
(AUGUSTO & VALENTE, 2002); um bom texto de revisdo em portugués (AUGUSTO
& VALENTE, 2000); preparacdo de amostras para analise de aromas em alimentos
(WILKES et al., 2000; KATAOKA et al., 2000; MOREDA et al., 2000, BULDINI et
al., 2002), oleos essenciais (MARRIOT et al, 2001) e aplicagdes associadas a
espectrometria de massas (VAS & VEKEY, 2004). O seu uso na caracterizacdo de
fragrancias e aromas foi intensificado a partir do final da década 90 no sentido de

melhorar as analises da fracdo volatil ou “headspace” de plantas.

A extragdo por “headspace” estatico ¢ caracterizada por ser simples e ideal para analisar
substancias volateis de matrizes solidas ou mais complexas. Essa técnica, contudo, ndo
¢ adequada para substancias com massa molar alta ou semi volateis ¢ a sua sensibilidade
¢ limitada. Existem procedimentos de “headspace” dindmico com maior sensibilidade,
envolvendo a captura e pré-concentracdo de substdncias volateis em absorventes
(Carvao, Tenax, Porapak, etc). Entretanto, essa técnica exige a utilizagdo de solventes
para a etapa de dessor¢do ou equipamentos mais sofisticados para realizar a dessor¢do

térmica das substancias retidas no cartucho.

HS-SPME preserva todas as vantagens das técnicas de extragdo do tipo “headspace”
estatico e dindmico, além de ndo requerer solventes organicos, equipamentos especiais
para dessor¢do térmica ou nenhuma modificacdo especial no sistema de injecdo
convencional do cromatografo. Outrossim, o aparato SPME ¢ mais simples, pois os

analitos se equilibram com a fibra por difusao passiva, tornando desnecessario o sistema
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de bombeamento de ar através de cartuchos contendo o adsorvente. SPME permite o
uso de quantidades consideravelmente pequenas de amostra e tempos de extragdo curtos
para se obter a sensibilidade requerida. Essa técnica de extragdo possibilita também a
automagdo da andlise. Devido a natureza das fibras, SPME ¢ uma técnica que extrai

seletivamente diferentes classes de substancias.

O equipamento basico da SPME ¢ simples como apresentado na Figura 06. Um bastao
de fibra otica, de silica fundida (FS) de aproximadamente 100 mm de didmetro ¢
conectado a tubo de ago inoxidavel que pode ser retraido para dentro da agulha de uma
seringa (Figura 07). A fibra ¢ recoberta com um filme fino de um liquido polimérico ou
de um solido adsorvente disperso em um liquido polimérico (principais tipos comerciais
de cobertura de fibra na Tabela 3). Com a fibra retraida na agulha, o septo do frasco de
amostra ¢ perfurado e a fibra ¢ exposta a atmosfera do frasco que contém a amostra
(“headspace”). Dessa forma, os analitos sdo retidos na cobertura da fibra apds
determinadas condi¢des, principalmente tempo e temperatura. Ao findar o tempo de
extracdo, a fibra ¢ novamente retraida, a agulha ¢ retirada do septo e levada para o
injetor do cromatografo. Com a fibra retraida o septo do injetor € perfurado, e s6 entdo a
fibra ¢ exposta ao fluxo do gas no injetor. Terminada a dessor¢do, a fibra ¢ retraida e a
agulha retirada (Figura 08). Os analitos s3o assim termicamente dessorvidos e

transferidos para a coluna cromatografica.

@

Figura 06 - Equipamento basico para SPME, composto de seringa acoplada a fibra retratil, suporte, frasco,
crondmetro e placa de aquecimento com agitacdo magnética.



15 Introdugdo: HS-SPME aplicagées e fundamentos

Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

tubo de fixacio
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mola ao hipodérmico
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Figura 07 - Dispositivo da fibra de SPME: (A) posi¢do com a fibra retraida na agulha (tubo hipodérmico
de didmetro externo 0,56 mm). (B) posi¢do com a fibra exposta. No detalhe sdo mostradas as
dimensdes tipicas da se¢do com recobrimento de 100 mm de espessura (Augusto & Valente,

2000).
. p— para i
perfurar retirar o retirar
seplo cromatdgrafo
extrair .
dessorgio
i '
1 1 ]
.Hi f
~
W
» .
L e
e
@ . =
o
2 = . .
injetor do cromatdgrafo
o T ]

-

EXTE\C?\«D ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 08 - Uso do amostrador de SPME para o processo de extracdo e o de dessor¢do do material extraido
para a analise por CG (Augusto &Valente, 2000).
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Os principais recobrimentos de fibra disponiveis comercialmente para HS-SPME estao
relacionados na Tabela 3. As sugestdes de aplicagdes desta tabela sdo necessariamente
genéricas, pois as fibras relacionadas foram desenvolvidas para uso geral. Para liquidos
poliméricos assim como PDMS e poliacrilato, o mecanismo fisico-quimico responsavel
pela extragdo ¢ a particdo, enquanto que para camadas de s6lidos porosos com DVB ou

CAR, o processo envolve a adsor¢do dos analitos na fibra.

Tabela 03 — Principais fibras comercialmente disponiveis para HS-SPME (Augusto & Valente, 2000).

Material de recobrimento Abreviatura L¢/pm * Uso recomendado

Liquidos poliméricos puros

Polidimetilsiloxano PDMS 7,30 ou 100 Analitos ndo polares e semivolateis
Poliacrilato PA 85 Analitos polares (especialmente fenois)
Sdlidos porosos

Polidimetilsiloxano / Divinilbenzeno PDMS/DVB 60 ou 65 Analitos volateis e semi-volateis de baixa

e média polaridades

Carbowax / Divinilbenzeno CW/DVB 65 ou 70 Analitos volateis e semi-volateis de média
e alta polaridades

Carboxen / Polidimetilsiloxano CAR/PDMS 75 ou 85 Volateis / analitos com baixa massa molar

Divinilbenzeno / Carboxen / Polidimetilsiloxano ~DVB/CAR/PDMS 30 Faixa mais larga de analitos

* Ly - espessura da camada polimérica

Os fundamentos teoricos de SPME tém sido extensivamente abordados na literatura,
(PAWLISZYN, 1997 e 1999). Sob determinadas condicdes praticas, a massa do analito
extraida ¢ proporcional a sua concentragdo na matriz (C,), que por sua vez ¢ base das
aplicagdes quantitativas dessa técnica. A massa extraida depende de diversos outros
parametros mensuraveis e/ou controlaveis, assim como temperatura, tempo, quantidade
de amostra. Em HS-SPME, uma amostra so6lida é colocada dentro de um frasco selado.
O frasco ¢ aquecido para aumentar a pressao de vapor dos analitos, estabelecendo-se um
equilibrio entre a amostra solida e a fase vapor. Uma fibra SPME ¢ colocada no
“headspace” sem entrar em contato com a amostra. A cobertura da fibra absorve (ou

adsorve) os analitos contidos no “headspace” (Figura 09).
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“‘Headspace”
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Figura 09 - Representacdo esquematica do processo HS-SPME.

SPME ¢ um processo baseado em equilibrios simultaneos em sistemas multifasicos. Um
exemplo de sistema trifdsico simples: cobertura polimérica da fibra em contato com os
analitos contidos no “headspace” e a matriz (s6lida ou liquida) geradora dos analitos. Os
fundamentos da distribuicdo de massas na extra¢do podem ser descritos a partir do que
ocorreria num sistema ideal trifasico: antes da extra¢do - numero de moles do analito
(ng) com uma concentracdo (Cyp). em um volume (V) na matriz; durante a extracdo
(sistema fechado) com exposicdo da fibra no headspace - nimero de moles na matriz
(nm); no “headspace” (n,) e na fibra (ny). A conservacdo de massa no processo €

expressa como:

n,=n, +I’lh +I/lf (1)
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A Equagdo (2) correlaciona as constantes de distribui¢do fibra-matriz, Kz, = C/C (Kjn
=Kspur), fibra-"headspace”, Ky = C/C, e “headspace”matriz, K, = Cy/C, ; esta
equacdo ¢ rearranjada a partir da Equacdo (1) com as substitui¢des dos volumes e
concentragdes das fases em equilibrio, respectivamente, para a matriz, para o

“headspace” e para a fibra, V,, € Gy, Vi e Gy, Vie Cr (AUGUSTO & VALENTE, 2000):

Kopyir = thKhm (2)

O principio basico da amostragem por SPME ¢ a parti¢ao dos analitos entre a cobertura
da fibra e a matriz da amostra. Quando o equilibrio ¢ atingido, o coeficiente de parti¢ao

pode ser definido como:

Onde Kspyre € o coeficiente de particdo, Cré a concentragdo do analito na cobertura da

fibra e C,, € a concentracao do analito na matriz.
Se o numero de moles do analito ¢ usado, a Equacao (3) pode ser reescrita como:

K SPME Vf CO Vm
KSPME Vf + Khm + Vm (4)

nf=

Onde ny e Vy sdo o numero de moles sorvido pela cobertura da fibra e o volume da
mesma, respectivamente. C, ¢ a concentragdo original do analito na matriz, Vm € o
volume da amostra e Kj,, € o coeficiente de particdo entre o “headspace” e a matriz. A
Equacdo (4) descreve a massa sorvida pela cobertura polimérica ap6s o equilibrio ser

atingido.
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Outro aspecto importante ¢ a quantidade de analito a ser extraida independente da
localizagdo da fibra no sistema. Ela pode ser posicionada em qualquer ponto do
“headspace” ou diretamente na matriz desde que os volumes da cobertura da fibra, do

“headspace” e da matriz sejam constantes (PAWLISZYN, 1997).

Contudo, a Equacdo (4) esta relacionada com o intervalo de tempo necessario para
atingir o equilibrio. Esse intervalo de tempo, que ¢ fundamental do ponto de vista
experimental, depende das dificuldades de transferéncia de massa no sistema
(coeficiente de difusdo). O melhor caminho para se aumentar a sensibilidade da SPME ¢
alterar parametros que facilitem a difusdo do analito ou que aumentem o coeficiente de
particdo Kspye. Isso pode ser feito, por exemplo, mudando a natureza quimica da
cobertura da fibra, modificando a matriz por ajuste do pH e/ou forga idnica ou entdo
variando a temperatura e o tempo de amostragem. Assim, a Equacao (4) correlaciona a
quantidade extraida do analito com os parametros fundamentais dos equilibrios
simultaneos e descreve o aspecto termodindmico da SPME (ZANG & PAWLISZYN,
1993).

Analitos volateis (alto Kj,) s@o facilmente concentrados no “headspace”. Para analitos
semivolateis, suas baixas volatilidades podem diminuir a transferéncia de massa. Em
alguns casos, a dessor¢do cineticamente controlada de volateis a partir de amostras
solidas pode limitar a velocidade de extragdo. Nesses casos, sdo requeridos tempos
longos de extragdo. No caso de amostras solidas, a difusdo ¢ muito menor. Isso pode ser
visto pela comparagdo da ordem de magnitude do coeficiente de difusdo: 10° em
liquidos e 10® a 10 em solidos, enquanto que é 10" em gases (KOLB & ETTRE,
1997).

O valor da constante Ky, ¢ altamente dependente da afinidade da cobertura da fibra pelos
analitos e pode ser estimado pelo indice de retencdo do respectivo analito na fase
estacionaria de uma determinada coluna cromatografica relacionada a cobertura
polimérica da fibra (PAWLISZYN, 1997). Aquelas substancias que tiverem valores

mais altos de K, terdo maior capacidade de retengdo na fibra.
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A natureza da matriz e da cobertura da fibra, a volatilidade e a polaridade dos analitos
sdo os principais fatores a serem considerados nessa técnica de extracdo. Devido a
complexidade de algumas matrizes, a escolha do recobrimento da fibra e a otimizagdo
dos parametros relacionados a extragdo devem ser feitos experimentalmente. Um passo
fundamental no desenvolvimento do método SPME ¢ a determinacdo do melhor tempo
necessario para atingir o equilibrio dos analitos entre fibra, a amostra e o “headspace”.
O tempo de equilibrio depende de diversos fatores: afinidade entre o analito e a fibra;
espessura do recobrimento da fibra (o equilibrio ¢ atingido mais rapidamente quanto
menor for a espessura); condi¢des de agitagdo da amostra (maior agitagdo diminui o
tempo). O desenvolvimento do método analitico SPME envolve também a determinacao
de diversas outras condi¢des operacionais como ajuste do pH e da forca i6nica; volume
e quantidade da amostra; temperatura da extracdo; tempo e temperatura de dessor¢ao

(AUGUSTO & VALENTE, 2000).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

* Desenvolver uma nova metodologia para analisar substancias volateis e semi-
volateis da erva-mate e seus produtos correlatos por “headspace”-microextracao

em fase solida-cromatografia gasosa (HS-SPME-GC);

Objetivos especificos

= Extrair os constituintes volateis e semi-volateis da erva-mate e seus produtos

correlatos por HS-SPME;

= Identificar por CG-EM, indice de retenc¢do (/) e/ou co-inje¢ao com padrdes
auténticos, os principais componentes do aroma da erva-mate e seus produtos

correlatos;
* Estudar a influéncia das principais variaveis da HS-SPME;

= Comparar o comportamento extrativo dos diferentes recobrimentos das fibras

usadas em HS-SPME;

* Contribuir para o estabelecimento de padrdes de identidade e qualidade da erva-

mate e seus produtos correlatos a partir do aroma,;

= ]dentificar aditivos e contaminantes em amostras comerciais de erva-mate.



PARTE EXPERIMENTAL
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Materiais

As amostras de mate utilizadas neste trabalho de tese sdo de procedéncia variada. A
codificacdo adotada foi MC para erva-mate cancheada para chimarrdo; MT para erva-
mate tostada; MS para mate tostado soluvel; MP para o mate pronto e CP para cha
preto. O numero associado ao codigo representa a marca ou o tipo de amostra e a letra o
lote ou replicata quando for o caso”. As amostras foram obtidas no comércio local da
Cidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil ou enviadas por produtores rurais de regides
variadas. Por razdes éticas nenhuma marca sera citada, somente a localidade de origem
e o tipo de plantio ou processamento quando for o caso. O mate para chimarrao
utilizado foi a erva-mate cancheada com aproximadamente 70% de folhas e 30% de
palitos e outras partes do ramo e foi usado sem qualquer outro tratamento prévio. O
mate tostado também tem a mesma proporcao de folha-palito. O mate solavel foi
processado de modo similar ao café soluvel. O mate pronto foi preparado
industrialmente a partir da erva-mate tostada com adi¢do de conservantes. Todas as
amostras comerciais utilizadas foram acondicionadas em frascos de vidro
hermeticamente fechados e protegidas da luz e foram analisadas no periodo maximo

aproximado de seis meses apds serem abertas.

O equipamento para SPME (seringa e fibras) foi obtido da Supelco (Bellefonte, PA,
USA). As seguintes fibras foram utilizadas neste trabalho: 100 um polidimetilsiloxano
(PDMS), 65 um polidimetilsiloxano/divinilbenzeno “stableflex” (PDMS/DVB), 70 um
carbowax/divinilbenzeno “stableflex” (CW/DVB), 85 um carboxen/polidimetilsiloxano
“stableflex” (CAR/PDMS) and 50/30 um divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano
“stableflex” (DVB/CAR/PDMS). Todas as fibras foram condicionadas antes do uso de

acordo com recomendacoes do fabricante.

% Por exemplo MC1, e MC1y sdo amostras de mate cancheado de uma mesma marca e lotes diferentes e MT1 e MT2 sdo amostras
de mate tostado de marcas diferentes.
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Condigoes CG

A separagdo dos constituintes volateis da erva-mate por CG-DIC foi feita em
cromatografo HP 6890 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) equipado com
detector por ionizagdo em chama (DIC) e coluna HP-5 (30m x 0,32mm x 0,25um). A
programacao de temperatura da coluna foi de 40°C durante 4min, seguida de
programacao de 2°C/min até 200°C com 2 min adicionais, totalizando 86min de corrida.

O gas de arraste foi N, a um fluxo constante de 1,0 mL min™. O injetor com ou sem

divisdo de fluxo operou no modo sem divisdo com a valvula da purga fechada durante 3
min e com um “liner” com 0,75 mm de didmetro. A temperatura do injetor depende da
fibra usada e de modo geral, foi ajustada a 260°C para PDMS, 260°C para PDMS/DVB,
250°C para CW/DVB, 260°C para DVB/CAR/PDMS e 300°C para CAR. A temperatura
do detector foi de 300°C em todos os casos com excegao das experiéncias de sele¢ao

para a melhor temperatura operacional.

As analises por CG-EM foram feitas em outro cromatografo HP6890 acoplado a um
detector de massas HP5973 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) e a uma
coluna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). O gés de arraste foi He, a um fluxo
constante de 1.0 mL/min. As demais condi¢des cromatograficas foram idénticas aquelas
empregadas no sistema CG-DIC. O espectrometro de massas operou no modo de
impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ions foi mantida a 230°C, o analisador de
massas (quadrupolo) a 150°C e a interface a 240°C. A varredura foi feita a partir de m/z

29 até 370 com velocidade de 1.9 scans/s.

Preparagdo da amostra por HS-SPME

O mesmo procedimento geral foi adotado em todos os testes usando HS-SPME: Uma
determinada massa de amostra m, foi acondicionada em um frasco de capacidade de
4 mL, contendo ou ndo 1 mL de solugcdo de cloreto de sddio (% NaCl) e agitagdao
magnética. A amostra foi pré-aquecida a 7 °C durante #,,. min antes da extragdo SPME.
A seringa SPME foi inserida no frasco. O septo de silicone /PTFE (¢ 11 mm) que estava
tampando o frasco foi perfurado com a agulha e a fibra foi exposta ao “headspace”

durante 7. min. A fibra foi depois retraida para dentro da agulha e transferida para o
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injetor do cromatdgrafo a determinada temperatura de acordo com o tipo de cobertura

de fibra usado (7iy). A fibra foi mantida exposta dentro do injetor durante #,j min.

A otimizagdo dos parametros SPME envolveu diversas séries de experiéncias, cujas

condicoes estao na Tabela 4.

Tabela 04 — Condi¢Ges operacionais para experiéncias de otimizagdo univariadas.

Parimetro otimizado Fibra Lore ting my(mg) T (°C) Pext NaCl  amostra
(min) (min) (min) (%) gem
Tempo de pré- DVB/CAR/  Variado 15 150 80 60 - Seca
equilibrio PDMS
Tempo de desor¢do  Variado 15 Variado 300 120 60 - Seca
Massa de amostra PDMS/DVB 15 15 Variado 80 60 ou 30 Seca ou
120 umida
Temperatura Variado 15 15 150 Variado 60 30 Seca ou
umida
Tempo de extragdo  Variado 15 15 150 80 Variado 30 Seca ou
tmida
Tipo de fibra Variado 15 15 150 80 60 30 Seca ou
tmida
Forga idnica DVB/CAR/ 15 15 150 80 60 Variado  Umida
PDMS
Procedimento de DVB/CAR/ 15 15 150 Variado 60 30 Seco ou
amostragem PDMS umido

m,: massa de amostra; 7., temperatura; f.qi. tempo de pré-equilibrio; . tempo de extragdo; £, tempo de dessorgéo;
Fibras: PDMS; PDMS/DVB; CW/DVB; CAR/PDMS ou DVB/CAR/PDMS;

m,-=0.010; 0.020; 0.050; 0.10; 0.20; 0.30 ou 0.60;

T : 40°C; 60°C; 80°C; 100°C; 120°C para o procedimento seco e 40°C; 60°C; 80°C e 100°C para procedimento imido;
tee: 1535 5; 10; 20; 30; 60; 90 ou 120 min;

tinc 0.5; 1535 6; 9; 125 15 ou 18 min;

O procedimento imido foi realizado com a amostra de erva-mate com 1 mL de solugéo de NaCl sob agitagdo magnética;
O procedimento seco foi realizado com somente a massa de amostra de mate sem agitacao.

Precisao

A repetibilidade dessa técnica foi estimada a partir de experiéncias em triplicata na
seguinte condi¢do operacional para amostragem seca: fibras SPME variadas; m, 150
mg; T 80°C; fequi 15 min; fex 60 min; %y 15 min e na condigdo operacional para
amostragem umida as condi¢des foram: fibra DVB/CAR/PDMS; solugdo saturada de
NaCl (1 mL); m, 150 mg; 7 80°C; fequi 15 min; fey 60 min; £y 15 min.
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Andlise Qualitativa

Os indices de retencao (/) das substancias foram calculados baseados nos tempos de
reten¢do (tr) dos respectivos analitos e aqueles obtidos numa série de n-alcanos (Cs-Ca)
analisados nas mesmas condi¢des. As substancias foram identificadas por comparagao
dos espectros de massas com aqueles contidos na base de dados “Wiley Mass Spectral
Database”, por comparagao dos seus valores de / com aqueles publicados [ADAMS,
1995] ou por co-inje¢do de padrdes auténticos, quando disponiveis. Foram considerados
desvios de + 10 unidades em relacdo aos valores de / correspondentes, descritos na
literatura. As identificagdes foram consideradas tentativas quando foram baseadas
somente nos dados dos espectros de massas e positivas quando foram identificadas por

dois métodos.

Plane jamento fatorial

A selegio inicial dos pardmetros SPME envolveu um planejamento fatorial saturado 22
constituido por oito experiéncias mais trés correspondendo a triplicata no ponto central,

cujas condigdes estao na Tabela 5 usando a fibra PDMS/DVB e amostragem seca.

Tabela 05 — Condig¢des operacionais da série de experiéncias feitas no planejamento fatorial.

EXPERIENCIA T toi” tore” AB tuj? m,’ Agitagiio ¢

() (min)  (min) (min) (mg) (rpm)

1 40 15 10 - 3 150 0

2 80 15 10 - 1 150 1000

3 40 45 10 - 3 50 1000

4 80 45 10 - 1 50 0

5 40 15 30 - 1 50 1000

6 80 15 30 - 3 50 0

7 40 45 30 - 1 150 0

8 80 45 30 - 3 150 1000

9 60 30 20 - 2 100 500

10 60 30 20 - 2 100 500

11 60 30 20 - 2 100 500

I temperatura; 2t tempo de extracdo; 3 tequi- tempo de pré-equilibrio; 4 tinj: tempo de dessorgdo; ’ m,: massa de amostra; © a
agitacdo foi feita com a amosta seca



26 Parte Experimental

Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

Andlise de Componentes Principais (ACP)

Foram selecionados vinte e quatro analitos englobando uma variedade de componentes
representativos do aroma da erva-mate cancheada. O critério usado para a escolha dos
analitos foi a sensibilidade e a resolu¢do cromatografica. Os valores das areas foram
calculados a partir dos cromatogramas das amostras pelo sistema HP CHEMSTATION
Ver. A.06.01. Os dados cromatograficos foram transferidos para uma planilha
eletronica. Uma matriz de dados de vinte e cinco linhas (amostras de mate) e vinte e
quatro colunas (variaveis) foi construida e processados pelo programa “The
Uscrambler” v.9.1.2 (CAMO Process AS Oslo, NORWAY). Os valores das areas dos

sinais foram automaticamente centrados na média.

Curva de adigdo padrdo

Uma solugdo estoque de alquilbenzenos lineares (LAB) foi preparada dissolvendo 200
mg de LAB em 100,00 mL de etanol (2000 pug/mL). A partir da solugdo estoque foram
preparadas as solugdes etanolicas de LAB 1000 pg/mL, 400 pg/mL e 100 pg/mL.
Aliquotas das solucdes etanolicas de LAB foram transferidas com auxilio de
microseringa Hamilton capacidade 50 uL para frascos contendo 80 mg de amostra de
mate tostado contaminada com LAB. As demais condi¢des de extracdo foram: fibra
PDMS; T 100°C; fequi 15 min; fex 30 min; #,; 15 min. A amostra foi submetida a
microextragdo inicialmente com o mesmo volume de solvente adicionado. A curva foi

construida com mais 3 a 5 adi¢des de solucao padrao (Tabela 18).
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Otimizagdo das condigées cromatograficas

Antes de refinar a otimizacdo do método HS-SPME para analise do aroma do mate,
algumas experiéncias exploratorias foram feitas a fim de ajustar as melhores condi¢des
cromatograficas e de extracdo. De acordo com observagdes dos cromatogramas obtidos,
verificou—se que a condi¢do para programacdo de temperatura da coluna que mostrou
melhor separagcdo dos sinais relativos aos constituintes do aroma do mate de modo
global, foi manter a 40°C por 4 min (para produzir um efeito de focalizacao), seguindo
de taxa de aquecimento de 2°C/min até 200°C. Apods essa etapa foram realizadas
experiéncias comparativas para escolher a melhor coluna dentre as seguintes opgdes:
coluna HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm) ou HP-INNOWAX (30m x 0,32 mm x
0,25 um). Nesse estagio de avaliagdo, as demais condi¢des cromatograficas foram as
mesmas (PARTE EXPERIMENTAL) e as condi¢gdes de extragdo foram as seguintes
DVB/PDMS, CAR/PDMS e PDMS; 300 mg de amostra seca (MC ou MT), frasco com
capacidade de 4 mL, T, 60°C, t,. 30 min, #., 30 min #,; 3 min. Os cromatogramas

obtidos nessa série de experiéncias sao apresentados nas Figuras 10, 11, 12 ¢ 13.
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Figura 10 - Avaliaggo preliminar das condigdes cromatograficas na coluna HP-5 obtidos com amostra de
mate cancheado (MC) e trés tipos de cobertura de fibra: A) PDMS/DVB; B) CAR/PDMS;

C) PDMS.
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Figura 11 - Avaliagdo preliminar das condi¢des cromatograficas na coluna HP-INNOWAX obtidos com
amostra de mate cancheado (MC) e trés tipos de cobertura de fibra: A) PDMS/DVB;
B) CAR/PDMS; C) PDMS.
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Figura 12 - Avaliagao preliminar das condi¢des cromatograficas na coluna HP-5 obtidos com amostra de
mate tostado (MT) e trés tipos de cobertura de fibra: A) PDMS/DVB; B) CAR/PDMS;

C) PDMS.
pA
40
JM\MM m o
30
20
R ]
104
0 | | | | | | | |
e 10 20 30 40 50 60 70 80 mi
pA
07 B) DVB/PDMS
30
3 MW
104
0 T T T T T T T T
e 10 20 30 40 50 60 70 80 mi
pA
405 MT C) PDMS
30 Fase: HP-INNOWAX
20 h
I O SR | " —— Y Y S
104
0 T T T T T T T T _
10 20 30 40 50 60 70 80 mi

Figura 13 - Avaliac@o preliminar das condi¢des cromatograficas na coluna HP-INNOWAX obtidos com
amostra de mate tostado (MT) e trés tipos de cobertura de fibra: A) PDMS/DVB;
B) CAR/PDMS; C) PDMS.
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A coluna mais polar (HP-INNOWAX) apresentou uma resolu¢do global melhor,
principalmente em relagdo aos sinais das moléculas menores. Mas ela ndo foi escolhida
para desenvolver o estudo do aroma do mate neste trabalho de tese, pois os dados de
indice de retengdo para fase 5%fenil 95%dimetilsiloxano (equivalente a HP-5),
disponiveis na literatura sd3o mais reprodutiveis do ponto de vista analitico (ADAMS,
1995). Coluna com fase similar a HP-5 sdo utilizadas em diversos trabalhos na analise

de volateis por CG (MACHIELS & ISTASSE, 2003).

Em relacido ao somatério das 4reas dos sinais observados nos respectivos
cromatogramas, os resultados quantitativos globais obtidos com o uso de ambas as
colunas foram similares (Figuras 14 e 15). As fibras CAR/PDMS e PDMS proporcionam
a maior ¢ a menor eficiéncia de extragdo, respectivamente, para dois tipos de amostras
de mate investigados (MC e MT). Como serd discutido mais adiante, a maior soma de
sinais observada com a fibra CAR/PDMS, deve-se a grande quantidade de substancias

oxigenadas C, a Cg adsorvida por essa cobertura de fibra.

Nesse estagio da pesquisa, uma melhor comparagdo do comportamento extrativo das
fibras foi feita a partir do somatorio das areas de determinadas classes de substancias.
Para melhor apresentacdo dos resultados, o somatério das 4reas das substancias
oxigenadas leves (S.Oxig C,-Cq) foi dividido por 5. Foi entdo possivel constatar que
PDMS apresentou pouca eficiéncia na extragdo dos componentes do aroma da erva-mate
verde, independente da classe quimica (Figura 16). Ainda na Figura 16, nota-se que
quantidades elevadas de S.Oxig C,-Cs foram obtidas na extragdo com CAR/PDMS. A
grande capacidade de retengdo dessa fibra para esse grupo de substincias pode ser
compreendida pela natureza do adsorvente carboxen 1006 (solido altamente poroso com
grande area superficial) que tem muita afinidade por moléculas pequenas (SHIREY,
2000). Por sua vez, a fibra PDMS/DVB possibilitou a extragdo de quantidades maiores
de substancias das classes representativas do aroma como aldeidos/cetonas C7-Cj, (Ald-
Cet) e terpenos, além de hidrocarbonetos normais C;-Ci¢ (Alc). Essas substancias,
principalmente terpenos, sdo importantes na classificacdo de aromas (GARCIA et al.,
1998). Um comportamento similar foi observado com a amostra de mate tostado (Figura

17).
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Figura 14 - Comparagdo das areas totais na coluna HP-5.
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Figura 15 - Comparagédo das areas totais na coluna HP-INNOWAX.
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Figura 16 - Comparagdo da eficiéncia das fibras PDMS/DVB, CAR/PDMS e PDMS, usadas em HS-
SPME, para diferentes classes de substancias que constituem o aroma da erva-mate cancheada.
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Figura 17 - Comparagdo da eficiéncia das fibras PDMS/DVB, CAR/PDMS e PDMS, usadas em HS-

SPME, para diferentes classes de substincias que constituem o aroma da erva-mate tostada
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Selegdo das varidaveis - planejamento fatorial

Um planejamento fatorial com dois niveis, saturado (25°) com oito experiéncias foi

escolhido, a fim de fazer uma triagem das variaveis (fatores). Esse planejamento fatorial
foi acrescido de experiéncias em triplicata no ponto central para se ter uma estimativa
do erro experimental e avaliacdo da significancia estatistica dos efeitos. Os resultados

obtidos, a partir dos dados da Tabela 06, permitem verificar o seguinte:

= Os parametros temperatura (fator 1) e tempo de extracdo (fator 2) foram os mais
importantes, ou seja tiveram os maiores valores em modulo, sendo que o
primeiro foi o mais relevante para todas as substancias.

= Ha4 interacdo significativa entre os fatores 1 e 2 com excecdo das substancias
mais volateis do grupo A’ (1-penten-3-ol e hexanal, por exemplo).

= O efeito negativo da temperatura para as substancias mais volateis indicou que
quanto menor for a temperatura maior serd a resposta para esse grupo.

= O tempo de extragdo (fator 2) apresentou efeito pequeno para as substincias
volateis do grupo A e mais significativo para as demais classes.

= O tempo de pré-estabilizag¢do (fator 3) mostrou efeito para -ionona (grupo C) e
cafeina (grupo D).

= Nao foi detectado efeito para o tempo de dessorc¢ao (fator 4), com excegao de
pequenos efeitos para cafeina. Isso indica que o tempo de permanéncia da fibra
no injetor na faixa de 1 a 3 min parece nao ser uma variavel importante, a menos
que a substancia seja pouco volatil.

= A massa de amostra (fator 5) na faixa de 50 a 150 mg, mostrou efeito para todas
substancias.

= A condicdo de agitagdo determina a velocidade de extracdo e o tempo de
equilibrio para extragdo em meio liquido (PAWLYSZIN, 1997), mas no presente
estudo, a agitacdo nao teve influéncia no rendimento da microextracao (fator 6).
Esse resultado esta de acordo com o trabalho de FREITAS et a/ (2001), onde
esse fator ndo foi considerado importante na amostragem de graos de café seco
por HS-SPME

Apos essa série de experiéncias exploratorias, foram realizadas diversas séries de
experiéncias univariadas a fim de investigar, de forma sistemadtica, a influéncia dos

fatores mais importantes em intervalos mais amplos.

33 Os analitos selecionados foram classificados em quatro grupos de acordo com os indices de retenc¢do calculados: Grupo A: [ <
900; Grupo B: 900 <1 < 1200; Grupo C: 1200 <1< 1800 e Grupo D: 7 > 1800.
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Tabela 06 — Resultados obtidos com planejamento fatorial saturado (2?1_ ’ ).

Grupo T 1 2 3 12 4 5 6 VAR
1-penten-3-ol A 50.0 -59.4 -4.9 22.0 5.5 -16.1 12.2 2.3 10.8
Hexanal A 112.2 -91.2 23 16.8 -4.7 1.0 25.7 -6.2 17,6
(E,Z) 2,4- B 1085  -73.8 42.8 24.0 -84.4 -9.7 41.7 257 184
heptadienal
(E,E) 2,4- B 2049 -146.5 54.3 24.5 -85.2 -1.6 779 -113 284
heptadienal
o-ionona C 113.0 90.1 314 18.9 -344  -18.0 26.5 9.5 23,8
geranil acetona C 6784  746.3 209.8 12.2 -848 -55.2 80.2 14.8 17,4
Beta-ionona C 4283 5179 1649  43.2 -184  -25.7 56.9 24.6 27,5
Cafeina D 4249 796.5 2099 1189 209.8 1068  49.2 59.2 65.8

T = média das areas dos picos nas oito experiéncias; fator 1 = temperatura: (-) 40°C (+) 80°C; fator 2 = tempo de extracio:

(-) 15 min (+) 45 min; fator 3 = tempo de pré-estabilizacdo: (-) 10 min (+) 30 min; fator 4 = tempo de dessorcio: (-) 1 min (+)

3 min; fator 5= massa de amostra: (-) 50 mg (+) 150 mg; fator 6 = agita¢éo: (-) 0 min (+) 1000 rpm.

VAR ¢ a variancia relacionada ao erro experimental, representa o limite estatistico para definir o efeito de um fator. Se o valor em
modulo estiver menor ou na mesma ordem de grandeza que VAR, pode considerar que a variavel ndo tem significancia.

Grupo A: Volatil / <900; Grupo B: volatil 900 <1 < 1200; Grupo C: semi-volatil 1300 <1< 1800; Grupo D: semi-volatil / > /800.
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Condicoes de dessorgdo

O injetor com e sem divisdo de fluxo requer “liner” de volume grande para acomodar a
expansao de solvente introduzido na inje¢dao. Entretanto, na injecdo SPME, nenhum
solvente est4 presente, logo quanto mais estreito for o didmetro do “liner” menor sera a
expansdo do vapor, melhorando a eficiéncia da analise cromatografica [PAWLISZYN,

1997].

Andlises comparativas de amostras de mate cancheado e de mate tostado foram feitas
nas mesmas condi¢des de extragdao, porém com “liner” convencional para o modo sem
divisdo de fluxo (d.i 2,0 mm. V =0,71 mL) versus “liner” para SPME (d.i. 0,75 mm;
0,05 mL). Ap6s andlise dos cromatogramas obtidos por HS-SPME de amostras MC e
MT (Figura 18), foi possivel perceber claramente que os sinais correspondentes as
substancias mais volateis (menores tgr) apareceram mais nitidos com o uso do “liner”
SPME, devido a melhor focalizagdo do vapor dessorvido. Os sinais das substancias com
maiores tempos de retengdo apresentaram algumas diferencas, porém pouco
significativas com respeito a largura da area. No geral, a utilizacdo do “liner” 0,75 mm
proporcionou maior eficiéncia na andlise cromatografica em comparagao com o “liner”
convencional de 2,0 mm, mostrando com isso que a sua utiliza¢do na técnica SPME ¢

imprescindivel.
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Figura 18 - Cromatogramas das amostras MT ¢ MC obtidos com “liner” SPME (0,75 mm) e “liner”
convencional (2,0 mm), nas seguintes condi¢des: 7= 80°C; £, = 15 min; #.,; = 30 min;
tiyy =5 min; T,; 280°C, fibra CAR/PDMS.
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O ajuste da temperatura de dessor¢do (7,;) € importante para garantir um processo de
desor¢do eficiente. Assim sendo, 7, deve ser a maior possivel para minimizar os
residuos presentes na fibra apds a etapa de dessor¢do, com o compromisso de evitar
temperaturas excessivamente altas, a ponto de danificar a cobertura da fibra. As Figuras
19 e 20 mostram os cromatogramas obtidos apos extracdes nas mesmas condigdes de
uma amostra de mate chimarrao com as fibras PDMS/DVB ¢ CAR/PDMS e dessorgdes
em temperaturas variadas. Com a fibra PDMS/DVB foi possivel notar cromatogramas
praticamente idénticos nas temperaturas de 190°C; 210°C; 230°C; 250°C e 270°C, o
que nao ocorreu na temperatura de 170°C na qual houve perda de resposta de alguns
sinais (Figura 19). Com a fibra CAR/PDMS, os cromatogramas foram praticamente
idénticos nas temperaturas de 260°C; 280°C e 300°C e a perda de resposta ficou mais

evidente nas temperaturas de 220°C e 240°C (Figura 20).

Como a erva-mate ¢ uma matriz complexa, cujo aroma ¢ constituido por centenas de
substancias volateis e semi-volateis, foram escolhidas temperaturas 10°C a 20°C menor
ou igual a temperatura maxima recomendada pelo fabricante das fibras, para realizar os
estudos subseqilientes (Tabela 7). As temperaturas selecionadas obedeceram a um

compromisso que permita a dessor¢do térmica eficiente e o aumento do tempo de vida

util da fibra.

Tabela 07 — Relagdo das fibras utilizadas neste trabalho e as respectivas temperaturas operacionais.

Cobertura de fibra Espessura da camada T, adotada  Faixa operacional recomendada
PDMS 100 pm 260°C 200-270°C
CW/DVB 70 pm 250°C 200-260°C
PDMS/DVB 65 pm 260°C 200-270°C
CAR/PDMS 85 pm 300°C 240-300°C

DVB/CAR/PDMS 50/30 um 260°C 230-270°C
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Figura 19 - Cromatogramas da amostra MC obtidos com a fibra PDMS/DVB em diferentes temperaturas

do injetor na faixa 170 — 270°C. m= 200 mg; T = 80°C;
tm/' = 5 min.
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Figura 20 - Cromatogramas da amostra MC obtidos com a fibra CAR/PDMS em diferentes temperaturas
do injetor na faixa 220 — 300°C. m= 200 mg; T = 80°C; t,, = 15 min; f,, =60 min;
tinj =5 min.
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A repetibilidade da etapa de dessorcdo foi investigada em diversos tempos com a fibra
PDMS/DVB e com o injetor aquecido a 260°C (Figura 21). Os cromatogramas obtidos
foram muito semelhantes, com CV médio de 12,7% indicando que nesse intervalo o

tempo de dessor¢ao ndo afeta significativamente a precisao.
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Figura 21 - Cromatogramas da amostra MC extraida a 80°C/60 min com PDMS/DVB, mostrando a
dessorcao em diferentes tempos na temperatura de 260°C.
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Numa avaliagdo mais criteriosa do tempo de dessor¢do, o aroma da amostra MC foi
extraido a 120°C e 60 min com cada uma das fibras PDMS, PDMS/DVB, CAR/PDMS
e DVB/CAR/PDMS, utilizadas neste trabalho * e, em seguida, a respectiva fibra foi
submetida a dessor¢des sucessivas na porta do injetor. O monitoramento dos sinais apds
ciclos de dessor¢ao de 3 min indico u residuos de substancias na fibra. A percentagem
das substancias dessorvidas ap6s a permanéncia da fibra no injetor foi calculada a partir
da soma das areas de um determinado cromatograma em rela¢do ao somatorio das areas
dos sinais de todos os cromatogramas, obtidos com a respectiva fibra apds 18 min de
dessorcdes sucessivas. As Tabelas 8 ¢ 9 exibem os dados da eficiéncia de dessor¢ao em
termos de AN;, que ¢ definido a seguir:

4,
AN, == x100

>4

i=1

Onde AN,, ¢ arazdo da area em percentagem; 4, ¢ a area ou a soma das areas do (s) sinal

3
(is) monitorados apods cada passo de dessorcao; Z A, € a area total apds 18 min ou 6
i=1

passos de dessor¢ao sucessivos na temperatura selecionada.

Dessa forma foi possivel constatar que um tempo inicial de 3 min nao foi suficiente para
dessorver totalmente o material global extraido, mas os valores de AN; > 90% (Tabela 8)
indicaram eficiéncias de dessor¢do aceitaveis (Pawliszyn, 2004). As fibras CAR/PDMS
e PDMS proporcionaram eficiéncias de dessor¢do menores, devido a primeira fibra
conter basicamente Carboxen 1006, que ¢ um forte adsorvente e a segunda ter a maior
espessura de camada (Tabela 7). As demais fibras investigadas, PDMS/DVB e
DVB/CAR/PDMS, foram bem mais eficientes.

Mas o efeito da etapa de dessorcdo pode ser mais bem evidenciado, nessa série de
experiéncias, pelo monitoramento da area residual de um marcador, no caso em questao
a cafeina. A Figura 22 mostra os cromatogramas obtidos apds sucessivas etapas de
dessor¢do, nos quais a cafeina gerou o maior sinal residual. Analisando os dados da

Tabela 09 verifica-se que a fibra CAR/PDMS dessorveu do total extraido de cafeina,

* Para essa série de experiéncias, as extragdes foram feitas a 120°C e 60 min. Essa condigdo favorece a adsorcio de substincias que
tem mais afinidade pela cobertura da fibra (alto Kj), como a cafeina.
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somente 67% a 280°C e 82% a 300°C ap6s 3 min. Isso prova que tempos de dessor¢ao
maiores sdo efetivamente necessarios para prevenir residuos de injegdes anteriores,
principalmente quando substancias com maior afinidade pela cobertura da fibra, como a
cafeina, estiverem adsorvidas em grande quantidade. As curvas de dessor¢ao
relacionadas com a percentagem do sinal residual de cafeina em funcao do tempo de
dessorcdo para cada fibra estdo representadas na Figura 23. E notével que a cobertura da
fibra CAR/PDMS dessorveu a cafeina de forma mais lenta do que as demais fibras.
Ainda com respeito aos resultados obtidos com CAR/PDMS, a temperatura de 300°C
foi mais eficiente do que a 280°C, evidentemente por causa do processo de dessor¢ao
ser mais rapido na temperatura maior. Esse resultado contribuiu para a escolha de
300°C como temperatura operacional para essa fibra no decorrer do desenvolvimento
deste trabalho de pesquisa. E interessante destacar que apesar das coberturas das fibras
PDMS/DVB e DVB/CAR/PDMS terem extraido a cafeina cerca de dez vezes mais do
que CAR/PDMS, essas fibras foram igualmente mais eficientes no processo de
dessor¢do (Tabela 9), facilitando tanto a entrada, quanto a saida de cafeina.. Isso deve
ter acontecido por causa da espessura, do tipo de interacdo envolvida e principalmente
da maior porosidade do divinilbenzeno (DVB). No geral, os sinais residuais de cafeina
ap6s 15 min de dessor¢ao foram considerados despreziveis do ponto de vista analitico
para as fibras PDMS/DVB (0,07%) e DVB/CAR/PDMS (0,20%). Além desse tempo, a
percentagem residual de cafeina na fibra decresce lentamente (Figura 23), por isso ndo
vale a pena estender demasiadamente o tempo de dessorcdo a fim de poupar
termicamente a fibra, evitando desgastes desnecessarios. Conforme foi verificado
anteriormente, a precisdo das analises foi satisfatoria com a fibra PDMS/DVB (Figura
21), mostrando que ¢ possivel operar com tempos menores para essa fibra sem prejuizos

na qualidade dos resultados. Isso vale também para DVB/CAR/PDMS.
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Com o objetivo de padronizar as experiéncias subseqiientes, foi escolhido um tempo de
dessor¢do de 15 min no modo sem divisdo de fluxo, a fim de garantir um processo de
dessorcdo mais eficiente. Contudo a utilizagdo de coberturas de fibra, como
CAR/PDMS e PDMS, cujos processos de dessor¢dao foram mais lentos, exige maior
atencdo, pois apos algumas injegdes sucessivas, as andlises subseqlientes poderiam ser
prejudicadas. Por isso é recomendével estender um pouco mais o tempo de dessor¢ao ou
condicionar novamente a fibra na porta do injetor antes da analise, para ndo acumular
residuos que possam interferir nas analises subseqiientes, principalmente se substancias

de altos K, em altas concentracdes estiverem presentes na fibra.
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Figura 22 - Cromatogramas com ciclos de dessor¢ao de 3 min a 280°C de amostra de mate cancheado
apos extragdo por HS-SPME com CAR/PDMS a 120°C e 60 min.
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Tabela 08 — Eficiéncia de dessor¢do AN; % material total dessorvido, apos ciclos de 3 min, das fibras e
condi¢des de dessorc¢ao indicadas.

tempo CAR/PDMS CAR/PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PDMS
(min) 85 um 85 um 65 um 50-30 um 100 pm
280°C 300°C 260°C 260°C 260°C
Area AN; Area AN; Area AN; Area AN; Area AN;
dessorvida (%) dessorvida (%) dessorvida (%) dessorvida (%) dessorvida (%)
3 106.079 95,9 122.367 95,8 40.907 99.3 59.623 99,8 17.370 97,3
6 2.603 2,3 2.636 2,1 146 0,30 - - 345 1,9
9 1.129 1,0 1.211 0,95 49 0,10 - - 59 0,33
12 398 0,36 666 0,52 34 0,08 - - 40 0,22
15 331 0,30 480 0,38 26 0,06 99 0,2 33 0,19
18 117 0,20 444 0,27 26 0,06 - - 12 0,07
> 110.658 100 127.804 100 41.190 100 59.722 100 17.858 100

Tabela 09 — Eficiéncia de dessor¢ao AN; % de cafeina dessorvida ap6s ciclos de 3 min das fibras e
condicao de dessor¢ao indicadas.

tempo CAR/PDMS CAR/PDMS PDMS/DVB DVB/CAR/PDMS PDMS
(min) 85 um 85 um 65 um 50-30 um 100 um
280°C 300°C 260°C 260°C 260°C

Area AN; Area AN; Area AN Area AN Area AN;

dessorvida  cafeina dessorvida  cafeina dessorvida  cafeina dessorvida  cafeina dessorvida  cafeina

(%) (%) (%) (%) (%)

3 1.266 74,2 1.500 83,0 10.367 99,4 10.781 99,8 1682 88,9

6 193 11,3 144 7,9 24 0,23 - - 92,4 49

9 130 7,6 79 44 12 0,12 - - 51 3,0

12 60 3,5 46 2,5 9 0,09 - - 32 1,7

15 36 2,1 23 1,3 7 0,07 16 0,20 23 1,2

18 21 1,2 15 0,81 6 0,06 - - 12 0,60

> 1.707 100 1.807 100 10.425 100 10.797 100 1.892 100
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Figura 23 - Curvas de dessor¢ao de cafeina em func¢do do tempo com CAR/PDMS a 280°C; CAR/PDMS
a 300°C; PDMS/DVB a 260°C e PDMS a 260°C.
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Critérios para otimizagdo das condigées de extragdo

A matriz erva-mate exerce efeito importante sobre o processo e a eficiéncia de extragdo
por HS-SPME. Portanto, a otimizagdo e o desenvolvimento de métodos HS-SPME

devem ser feitos com a presenga da matriz.

Para simplificar a avaliagdo dos cromatogramas obtidos a partir das séries de
experiéncias visando a otimiza¢do do método HS-SPME, vinte e quatro analitos foram
selecionados, englobando uma variedade de componentes representativos do aroma da
erva-mate cancheada. O critério usado para a escolha dos analitos foi a sensibilidade ¢ a
resolucdo cromatografica. Os analitos foram classificados como volateis e semi-volateis

e agrupados de acordo com os seus indices de retencdo / (Tabela 10).

As areas dos sinais correspondentes a um determinado grupo (Ay) foram normalizadas

pela média de acordo com a expressao 6:

Onde Ay ¢ média das areas dos sinais relativos as substancias do grupo X num
determinado procedimento ¢ Ap ¢ a média das areas de todos os grupos no respectivo
procedimento. Dessa forma as variagdes correspondentes a um determinado grupo em

diferentes concentragdes sdo apresentadas numa escala normalizada.
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Tabela 10 - indices de retengdo (7) dos analitos selecionados a partir do aroma da erva-mate cancheada
obtido por HS-SPME-GC.

n° analito 1 obs tg (min) grupo
1 Acido acético®” 596 2,88 A
2 1-penten-3-01°" 676 3,66 A
3 1-penten-3-ona®” 682 3,73 A
4 pentanal®” 699 3,91 A
5 (E)-2-pentenal®” 753 525 A
6  hexanal®” 802 6,71 A
7  (E)-2-hexenal®” 855 9,00 A
8  6-metil-5-hepten-2-ona®” 989 16,92 B
9  (EZ)-2,4-heptadienal*” 998 17,48 B
10 (E E)-24-heptadienal®” 1014 18,37 B
11 (EE)-3,5-octadien-2-ona®" 1092 24,04 B
12 linalol*” 1098 24,53 B
13 dodecano® 1200 31,31 C
14 decanal *” 1206 31,69 C
15 B-ciclocitral ® 1217 32,41 C
16 3-etil-4-metil-2,5-diona-(1H)-pirrol b 1238 33,77 C
17 1 ou 2 metilnaftaleno 1280 36,42 C
18  o-copaeno? 1370 4225 C
19 o-ionona®” 1424 45,55 C
20 geranilacetona * : 1454 47,24 C
21 P-ionona®” 1485 49,02 C
22 diidroactinidiolido " 1519 51,18 C
23 cafeina® 1830 67,70 D
24 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona ° : 1846 68,14 D

* Valores de I publicados por ADAMS (1995).
* substancia descrita como componente do aroma da erva-mate (KAWAKAMI & KOBAYASHI, 1991).
Grupo A: volatil 7 < 900; Grupo B: volatil 900 <1< 1200; Grupo C: semi-volatil 1300 <1 < 1800; Grupo D: semi-volatil 7 > 1800.



47 Resultados e discussédo - Eferto da quantidade de amostra

Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRJT

Efeito da quantidade de amostra

A influéncia da quantidade de amostra foi investigada usando 60 min de extracdo a
80°C e procedimento de amostragem seca. O niimero de moles de analitos sorvidos na
fibra SPME depende da quantidade de amostra e também do volume da fase gasosa
(PAWLISZYN, 1997). Um aumento na quantidade de amostra dentro do frasco,
acompanhado de um decréscimo de volume do “headspace”, resulta em maior massa de
substancias sorvidas pela fibra. As curvas de resposta relativa de quatro grupos de
analitos’ em fun¢do da massa da amostra sdo representadas na Figura 24. Esse efeito foi
observado até aproximadamente 100 mg de amostra em frasco de 4 mL e a partir desse
ponto o equilibrio foi atingido. Contudo, houve efeito diferenciado dependendo da
volatilidade dos analitos, pois na medida em que a massa da amostra aumentou, a
resposta para os componentes mais volateis (Grupos A e B) continuou a ser
intensificada, enquanto que a resposta para os menos volateis (grupos C e D) diminuiu
de forma suave. Esse resultado estd de acordo com o estudo sobre a anélise do aroma de
lupulo por HS-SPME (KAVACEVIC et al., 2001) no qual a recuperagdo de mirceno
(monoterpeno mais volatil) foi maior com o aumento de massa de amostra, enquanto

que a de humuleno (sesquiterpeno menos volatil) foi menor.

Dessa forma, foi escolhida massa de amostra de 150 mg para as experiéncias
subseqiientes, desde que o equilibrio em fun¢do da massa foi atingido no intervalo de

100 mg a 200 mg.

3 Os analitos selecionados foram classificados em quatro grupos de acordo com os indices de retengdo calculados: Grupo A: I < 900;
Grupo B: 900 <1< 1200; Grupo C: 1200 <1< 1800 e Grupo D: I > 1800.
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Figura 24 - Influéncia da quantidade de amostra na eficiéncia da HS-SPME com fibra PDMS/DVB para
quatro grupos de analitos do aroma da erva-mate.
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Efeito do tempo de pré-equilibrio

O tempo de pré-equilibrio (#,..) € 0 tempo necessario para equilibrar termicamente a
matriz com o “headspace” antes da exposi¢do da fibra. Esse tempo estd relacionado
somente com Ky, e ndo com Kp, haja vista que, até entdo, a fibra ainda ndo estava
presente no processo. O planejamento fatorial executado previamente, mostrou que
existe efeito para esse fator entre 10 min e 30 min, para a extragdo de algumas

substancias semi-volateis (Tabela 6).

Para evidenciar esse efeito foram construidas curvas univariadas das respostas relativas
aos grupos’ A, B, C e D em funcdo do tyre (Figura 25 a-c), mantendo as demais
condi¢gdes constantes, principalmente a temperatura de extracdo (7.y) € o tempo de
exposicao da fibra no “headspace” (%.,). Para um tempo de exposicao curto (Z.; - 5 min),
o efeito do #,. € significativo para todos os grupos com a eficiéncia da extracdo
aumentando na medida em que o f,. torna-se mais estendido. Isso pode ser
compreendido devido ao equilibrio Kj, ser atingido de forma muito mais rapida do que
Kum (ROBERTS et al., 2000), ou seja, o equilibrio “headspace”-matriz ainda ndo foi
atingido até ¢, < 90 min. No momento que a fibra é exposta no “headspace”, o
equilibrio Kj ¢ rapidamente atingido, fazendo com que a resposta dependa
fundamentalmente do ¢,.. Por outro lado, se a fibra fica um tempo maior no
“headspace”, o tempo de pré-equilibrio passa a ser um parametro significativo somente
para os grupos de substancias menos volateis. A comparagdo dos resultados obtidos
com ., mais estendidos (50 min e 60 min), mostrou que a eficiéncia da extragao para as
substancias mais volateis (grupos A e B) ndo dependeu do ¢,. enquanto que a eficiéncia
da extracdo para as menos volateis (grupos C e D) passou a ficar dependente somente
quando o t,. foi superior a 15 min, ndo havendo, portanto a partir dai nenhum ganho
significativo de resposta. De forma similar, Augusto et al. (2004) constataram que um
tempo de pré-equilibrio de 15 min ¢ suficiente para garantir o equilibrio
amostra/’headspace” na andlise de alquilpirazinas numa mistura ndo homogénea de

agua e licor de cacau.

¢ Os analitos selecionados foram classificados em quatro grupos de acordo com os indices de retengdo calculados: Grupo A: I < 900;
Grupo B: 900 <1< 1200; Grupo C: 1200 <1< 1800 e Grupo D: I > 1800.
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De modo geral, o tempo de pré-equilibrio nao afetou o resultado quando o equilibrio
matriz/fibra (Kspyg) foi atingido no tempo de extragdo otimo (50-60 min). De forma
similar, FROST et al. (2003) também nao acharam efeito significativo para #,. na faixa
de 1 min a 30 min na andlise de farmacos por HS-SPME, pois as experiéncias foram
feitas com a fibra exposta durante 20 min, que por sua vez era o tempo Otimo de
extragio (f.x). E possivel que a presenca da fibra esteja induzindo volatilizagio
adicional das substancias a partir da matriz, enriquecendo o “headspace” quando o
equilibrio K3, ainda ndo tiver sido atingido. Isso estd de acordo com estudo de
ROBERTS et al. (2000) no qual foi demonstrado que o rendimento da microextragdo de
analitos volateis com alto K}, e de baixo a moderado Ky, independe se a fibra ¢ colocada
no “headspace” na presenga ¢ na auséncia da matriz, o que nao ocorre com analitos
semi-volateis que tem mais afinidade pela cobertura da fibra. Sendo assim, a presenca
da fibra diminui o tempo necessario para atingir o equilibrio, mas ndo ¢ recomendavel
colocar a amostra no frasco e comegar imediatamente a extragdo com a fibra, pois a
matriz precisa estar em equilibrio térmico. Portanto, para eliminar variagdes quanto ao
tempo de pré-equilibrio, os estudos subseqiientes foram realizados com um tempo de 15

min antes da exposi¢cdo da fibra no “headspace”.
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Figura 25a - Influéncia do tempo de pré-equilibrio (z,..) na eficiéncia da HS-SPME com fibra
DVB/CAR/PDMS para quatro grupos de analitos do aroma da erva-mate, considerando z,,,= 5

min, 7, = 80°C; 200 mg.
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Figura 25b - Influéncia do tempo de pré-equilibrio (%,.) na eficiéncia da HS-SPME com fibra
DVB/CAR/PDMS para quatro grupos de analitos do aroma da erva-mate, considerando z,,,=

50 min, 7, = 80°C; 200 mg.
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Figura 25¢ - Influéncia do tempo de pré-equilibrio (z,.) na eficiéncia da HS-SPME com fibra
DVB/CAR/PDMS para quatro grupos de analitos do aroma da erva-mate, considerando

toxy= 60 min; T, = 80°C; 200 mg.
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Se a quantidade de amostra for aumentada, o tempo necessario para atingir o equilibrio
térmico pode ser ainda maior. Para demonstrar isso, foram realizadas experiéncias
adicionais com a fibra DVB/CAR/PDMS a T 80°C e t,, 60 min e quantidades de
amostra e tempos de pré-equilibrio varidveis. De acordo com a Figura 26, os sinais
oriundos dos componentes mais volateis (grupos A e B) praticamente nao foram
alterados por mudancgas nos fatores: quantidade de amostra e #,. em todas as
experiéncias adicionais, X, Y, W e Z. No entanto, os sinais gerados pelos menos
volateis (grupos C e D) sofreram alteracdes significativas. Observando a Figura 26 foi
possivel notar que a experiéncia X forneceu maior resposta para os grupos semi-volateis
C e D em comparagdo com a experiéncia Y cuja massa de amostra ¢ maior (200 mg na
Exp X versus 600 mg na Exp Y), sendo 0 mesmo #,. (15 min). J4 nas experiéncias W e
Z, em que a quantidade de amostra foi maior (igual da Exp Y), porém quando os tempos
de pré-equilibrio foram mais estendidos (60 e 120 min, respectivamente), forneceram
respostas equivalentes a experiéncia X para o grupo C. Com respeito ao grupo D em que
as substincias tém as maiores Ky € menores Ky, € de se esperar que o tempo de pré-
equilibrio necessario seja maior (PAWLISZYN, 1997), haja vista que houve o
surgimento de novos sinais relativos a substancias desse grupo nas experiéncias W e Z.
Isso significa que o tempo de exposi¢do da fibra de 60 min, empregado nessa série de
experiéncias, ainda ndo foi o suficiente para permitir que o equilibrio das substancias
menos volateis fosse atingido. Em suma, quanto maior for a massa da amostra, maior

sera o tempo de extracdo necessario para analitos semi-volateis.
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Figura 26 - Cromatogramas obtidos em experiéncias adicionais com variagdo do tempo de pré-equilibrio
€ a massa de amostra. Exp X: 7,,, = 15 min; m = 200 mg. Exp Y: #,,. = 15 min; m = 600 mg.

Exp W: t,,, = 60 min; m = 600 mg. Exp Z: ¢,

re

120 min; m = 600 mg. Demais condi¢des de

extragdo: fibra DVB/CAR/PDMS a T 80°C; t,,, 60 min; #;,; 15 min. As regides do
cromatograma nas quais surgem sinais das substancias dos grupos A, B, C e D foram

assinaladas.
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Efeito do tempo de extragdo

Com o objetivo de avaliar o tempo requerido para os analitos atingirem o equilibrio
entre a matriz e a fibra, as curvas de resposta em fun¢do do tempo de extracio ()
foram avaliadas na faixa de 1 a 120 min com cinco diferentes coberturas de fibra
(Figura 27). Em todas as experiéncias, antes de colocar a fibra dentro do frasco e avaliar
0 f.y, considerou-se um tempo de pré-aquecimento de 15 min para permitir o equilibrio
térmico da matriz dentro do frasco com a temperatura de amostragem (80°C) no
procedimento seco. O perfil da amostragem foi dependente, principalmente, da
volatilidade dos analitos (HAMM et al., 2003). A resposta relativa para o grupo A, a
partir das extracdes com as coberturas de fibra adsortivas (PDMS/DVB, CW/DVB,
CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS), foi reduzida ap6s ~3 min até atingir o equilibrio na
faixa de 10 a 30 min, enquanto houve aumento de resposta nesse intervalo de tempo
para as substincias menos volateis, demorando mais para o equilibrio ser atingido. E
conhecido que para amostras contendo mistura complexa de substancias, a competi¢ao
molecular pelos sitios ativos durante a extracdo ¢ inevitdvel e pode influenciar nos
resultados (ROBERTS et al., 2000; CHO et al., 2003). Provavelmente estaria ocorrendo
o efeito competitivo entre os analitos com processo de re-ocupagdo dos sitios de
adsor¢do disponiveis na fibra especialmente em tempos longos (KANAVOURAS et al.,
2005). O efeito competitivo mencionado ndo foi observado com o uso de PDMS e no
geral as substancias tiveram comportamento cinético semelhante com esse tipo de fibra.
No geral, o equilibrio foi atingido em aproximadamente 60 min com exce¢do das
substancias do grupo D que equilibraram no tempo aproximado de 120 min. Isso seria
esperado para substincias com baixo coeficiente de particdo entre a cobertura, o

“heaspace” e a matriz (Kj,) (ZANG & PAWLISZYN, 1993).

A eleicao de um tempo de extracdo 6timo e em condi¢des de equilibrio para todos os
analitos do aroma da erva-mate ¢ virtualmente impossivel. Um tempo excessivamente
prolongado (>90 min) ndo ¢ interessante do ponto vista pratico. Assim, um tempo de
extragdo de 60 min foi considerado mais adequado para andlise global, uma vez que a

maior parte dos analitos atingiu o equilibrio nessa condi¢ao de extracao.
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Figura 27 - Influéncia do tempo de extag@o (.,) na eficiéncia de extragdo das fibras DVB/CAR/PDMS;
CAR/PDMS; PDMS/DVB; CW/DVB e PDMS para quatro grupos de analitos do aroma da
erva-mate, considerando 7, = 80°C; #,,,= 15 min; m = 150 mg.
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Efeito da temperatura de extragdo

O efeito da temperatura de extracdo foi avaliado a 40°C, 60°C, 80°C, 100°C e 120°C
com cinco diferentes fibras no procedimento seco. Nesse estagio de avaliagdo, o tempo
de extragdo foi de 60 min. Os resultados obtidos revelaram que a quantidade de analito
recuperada foi fortemente afetada pela temperatura (Figura 28). Em geral, as coberturas
de fibras que extraem por adsor¢do (PDMS/DVB, CW/DVB, DVB/CAR/PDMS e
CAR/PDMS) forneceram incrementos de recuperagdo crescentes dos componentes do
aroma do mate com o aumento da temperatura, passando por um maximo e decrescendo
suavemente com aumento posterior da temperatura. O efeito de dessorcao térmica dos
analitos mais volateis para o “headspace” associado aos efeitos de competicdo dos
analitos pelos sitios de adsor¢ao poderia explicar esse fenomeno (HAMM et al., 2003).
O desempenho da fibra PDMS foi afetado pela temperatura em menor extensao,
diferentemente das demais fibras, provavelmente por causa do mecanismo de absor¢ao,

caracteristico de fibras com camada polimérica liquida (PAWLISZYN, 1997).

A melhor sensibilidade para a maior parte das substancias volateis ocorreu na faixa de
40°C a 60°C. Como as substancias mais volateis tém maior K, do que as menos
volateis, atingem o “headspace” em maior concentracdo em temperaturas mais baixas.
Para substancias semi-volateis a melhor faixa de temperatura foi de 80°C a 100°C.
Nesse caso, deve-se considerar que geralmente, as substancias menos volateis tém mais
afinidade pela cobertura da fibra do que as mais volateis (K maior), logo o aumento da
temperatura permite que as substancias menos volateis atinjam o “headspace” e assim

irdo interagir melhor com a cobertura da fibra do que as mais volateis.

Foi também observado que algumas substancias com menor pressdo de vapor do grupo
D, como a cafeina, ndo atingiram o maximo na faixa de temperatura investigada nesse
trabalho. Se a temperatura fosse aumentada para valores maiores do que 120°C, o
rendimento de recuperagdo poderia aumentar também. Contudo, isso ndo representaria
vantagem analitica, pois um aumento demasiado na temperatura poderia induzir
mudangas na composi¢ao do “headspace” com a formacao de artefatos (FREITAS et al.,
2001). Temperaturas menores sdo preferiveis para prevenir degradagdo de substancias

termolabeis. Portanto, para observar melhor ambos os tipos de analitos (volateis e semi-
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volateis) e para minimizar a formacao de artefatos, as temperaturas escolhidas para as

experiéncias subseqiientes foram de 80°C ou 100°C.
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Figura 28 - Influéncia da temperatura de extracdo na eficiéncia relativa HS-SPME com diferentes
coberturas de fibras para quarto grupos de substincias representativas do aroma da erva-mate.
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Efeito do tipo de cobertura de fibra

O desempenho de cinco diferentes tipos de cobertura de fibra (PDMS, CW/DVB,
CAR/PDMS, PDMS/DVB e DVB/CAR/PDMS) foi comparado, baseado na
recuperagdo de diversos analitos selecionados com diferentes grupos funcionais e
volatilidades (Tabela 10). Nas mesmas condigdes experimentais, espera-se que a
eficiéncia de recuperacdo dos analitos seja afetada predominantemente pela capacidade
de concentracdo de cada tipo de cobertura SPME. A condi¢do experimental escolhida
foi 60 min de extragdo a 80°C com 15 min de pré-equilibrio ¢ 150 mg de massa da
amostra, a fim de obter a recuperacao da maioria dos componentes do aroma do mate
sob condicdes de equilibrio e com intensidades de sinais suficientemente altas. A Figura
29 mostra os cromatogramas tipicos do aroma do mate usando as coberturas de fibra
selecionadas nas condic¢des estabelecidas. A comparagdo do desempenho individual de
cada analito foi baseada na fun¢do de resposta Fj; (HAMM et al., 2003). F; ¢ a razdo da
area do sinal do analito i obtido com o uso de uma determinada fibra j, pela média das
arecas dos sinais do analito i obtidas com o uso de todas as fibras. As fungoes
comparativas de resposta Fj; para cada analito com as cinco fibras sio mostradas

graficamente na Figura 30.

A quantidade global extraida usando a fibra, PDMS, uma cobertura liquida nao polar foi
a menor se comparada com as outras fibras com coberturas solidas porosas. Outros
estudos comparativos também mostram que a fibra PDMS teve capacidade de extragdo
global significativamente menor do que outras fibras. Como por exemplo, na analise do
aroma do licor de cupuacu (AUGUSTO et al., 2004) e do café expresso (ROBERTS et
al., 2000).

A fibra CW/DVB apresentou também baixa capacidade de extragdo, pois esse tipo de
fibra tem pouca afinidade pela maioria dos componentes do aroma da erva-mate por
causa da sua caracteristica mais polar. Na Figura 30 ¢ possivel constatar que essa fibra
mostrou capacidades de concentragdo equivalentes as demais fibras somente para o
acido acético 1 e para 3-etil-4-metil-2,5-diona-(1H)-pirrol 16 que por sua vez sao
analitos de caracteristicas polares. Mesmo assim nesses casos, a eficiéncia de extragao
da fibra CW/DVB, calculada, em termos de Fj;, ndo foi maior do que das outras fibras

de natureza menos polar, PDMS/DVB, CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS.
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Sendo assim, as fibras CW/DVB e PDMS ndo mostraram vantagens analiticas em
termos de sensibilidade devido a menor capacidade de extracdo global. Por outro
lado, no presente estudo, essas fibras mostraram boa capacidade de recuperagdo para
alguns analitos, especialmente para a cafeina (sinal 23, Figura 29), o que esta de
acordo com outros estudos relacionados com essa substanicia (HAWTHORNE et al.,
1992; KUMAZAWA et a.., 1999; PAWLISZYN et al., 1997). Além do mais, como
ficou demonstrado neste trabalho, o efeito de competi¢do foi menos pronunciado
com o uso da fibra PDMS. Por isso, a fibra PDMS nio deve ser descartada baseada
somente no critério da eficiéncia de extracdo global da fibra, pois ela apresenta
outras vantagens e ¢ uma alternativa interessante para a andlise da erva-mate caso o

componente alvo seja a cafeina, por exemplo.
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Figura 29 - Cromatogramas tipicos de amostra MC por HS-SPME com o uso de diferentes coberturas de
fibra a 80°C e 60 min. Os numeros dos sinais correspondentes aos principais analitos

encontram-se na Tabela 10.
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Os resultados comparativos mostraram que a fibora CAR/PDMS adsorveu fortemente
substdncias com massas moleculares menores (C;-Cg), como por exemplo, as
substancias do grupo A (1 a 11). Esse efeito foi demonstrado ter sido primariamente
devido a microporosidade dessa fibra e ndo somente a polaridade (STUART, 1999).
Isso também esta de acordo com SHIREY (2000) que mostrou na extragao de pequenas
moléculas com cobertura CAR/PDMS que o efeito de porosidade excedeu o efeito de
polaridade e da espessura do filme. Embora a resposta global tenha sido satisfatoria para
a maioria dos componentes do aroma da erva-mate, a fibra CAR/PDMS mostrou o pior
resultado de Fj; para a cafeina (23). Foi observado também com o uso dessa fibra, efeito
de cauda nos sinais cromatograficos, principalmente, aqueles gerados por substancias
mais fortemente retidas na fibra. Esse efeito deve ter sido provocado pela etapa de
dessor¢do mais lenta, de acordo com dados publicados para esse tipo de fibra

(ROBERTS et al., 2000; LOPEZ-TAMAMES et al., 2003; AUGUSTO et al., 2004).

As fibras PDMS/DVB e DVB/CAR/PDMS mostraram bons resultados de recuperacdo
para classes de componentes representativos do aroma, principalmente terpenos. Esses
resultados estdo de acordo com diversos outros estudos (BICCHI er. al., 2000;
ROBERTS et. al., 2000; HAMM et. al., 2003; LOPEZ-TAMAMES et. al., 2003;
CAVALLI et. al.,, 2003; RODRIGUEZ et. al., 2003). Contudo, a ultima fibra
apresentou o melhor desempenho global principalmente para a maior parte dos analitos
dos grupos C e D com /> 1200 (Figura 30). Essa fibra mostrou também boa capacidade
de extragdo para a cafeina (23). A fibra DVB/CAR/PDMS consiste de uma camada de
PDMS/DVB sobre uma camada de CAR/PDMS e o seu desempenho global foi devido a
presenga de dois adsorventes (DVB e CAR) (MACHIELS & ISTASSE, 2003).

Em linhas gerais foi possivel perceber que a afinidade dos analitos pela cobertura da
fibra depende nao somente da polaridade, pois permeabilidade e volatilidade, além do
fendmeno de competicdo pelos sitios ativos sdo aspectos importantes que devem ser
levados em consideracdo na selecdo da melhor fibra para uma dada amostra. Por essa
razdo, devido a erva-mate ser uma amostra complexa, os procedimentos experimentais
aplicados no estudo das variaveis foram fundamentais para escolher as melhores

condicdes de extracdo e a cobertura de fibra mais adequada.
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Comparagdo das amostragens seca e Umida

O método HS-SPME ¢ muito utilizado para amostras em meio aquoso, pois a d4gua niao
tem afinidade pelas fibras SPME comercialmente disponiveis, logo a sua presenca ndo
provoca saturagdo dos sitios de adsor¢ao em grande escala. Outra vantagem disso ¢ que
a entrada de agua no cromatdégrafo ¢ minimizada, melhorando a vida util do
equipamento e da coluna. No caso da erva-mate, além do procedimento seco, a
microextragdo pode ser feita também por maceragdo em solucdo aquosa (procedimento
umido). Além dos parametros ja mencionados neste trabalho, outras varidveis devem ser
levadas em considera¢ao na amostragem umida, como agitacao e ajuste da forca idnica
da solugdo. Neste trabalho, todas as amostragens tmidas foram feitas com agitacao

magnética para favorecer processos de difusdo, diminuindo dessa forma o tempo

necessario para atingir o equilibrio.

A difusao dos analitos da solugdo aquosa para a fase gasosa pode ser promovida pela
alteragdo da forca idnica da solugdo. O efeito do decréscimo da solubilidade de
substancias organicas com adi¢do de sal ¢ conhecido como “salting out”. No geral, a
adi¢ao de sal no meio melhora a eficiéncia da extragdo de substancias organicas, visto
que, provoca aumento nos coeficientes de atividade da maioria dos analitos e
deslocamento do equilibrio da extra¢do por diminui¢do da solubilidade (PAWLISZYN,
1997). A Figura 31 mostra o efeito da adi¢ao de sal na resposta relativa dos grupos de
substancias investigadas no presente estudo com DVB/CAR/PDMS a 80°C, durante
60 min sob agitacdo magnética. Foi observado aumento de resposta para os grupos A ¢ B
com o aumento da forga idnica (efeito de “salting out”). Por outro lado, os analitos dos
grupos C e D tiveram comportamento inverso, ou seja, o aumento da forg¢a iOnica
provocou diminui¢do de resposta (efeito “salting in”). De um do geral os efeitos “salting
out” foram mais significativos do que os efeitos “salting in” na amostra analisada. Por
1Ss0 € por razdes praticas, as amostragens umidas foram feitas com solugao saturada de

NaCl nas experiéncias subseqiientes.
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Figura 31 - Influéncia da adi¢ao de NaCl na eficiéncia de extragdo para 4 grupos de analitos do aroma da
erva-mate empregando a fibra DVB/CAR/PDMS.

Amostras de mate foram entdo preparadas a partir de procedimento de maceragdo com
solugdo saturada de NaCl com a fibra DVB/CAR/PDMS. As Figuras 32, 33 e 34
mostram o efeito da massa de amostra, do tempo de extragdo e da temperatura,
respectivamente, na amostragem umida com a fibra DVB/CAR/PDMS. No geral, os
comportamentos extrativos foram similares aos dos procedimentos secos

correspondentes.
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Figura 32 - Influéncia da quantidade de amostra na eficiéncia de extragdo para 4 grupos de analitos do
aroma da erva-mate por maceragdo empregando a fibra DVB/CAR/PDMS.
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Figura 33 - Influéncia da temperatura de extracdo na eficiéncia de extragdo para 4 grupos de analitos do
aroma da erva-mate por maceracdo empregando a fibra DVB/CAR/PDMS.
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Figura 34 - Influéncia do tempo de extrag@o na eficiéncia de extra¢do para 4 grupos de analitos do aroma
da erva-mate por maceragdo empregando a fibra DVB/CAR/PDMS.



66 Resultados e discussdo - comparagdo das amostragens seca e umida

Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

A Figura 35 mostra os cromatogramas obtidos por ambos os procedimentos (seco e
umido) a 80°C/60 min. Cabe frisar que esses procedimentos foram qualitativamente
similares, mas apresentaram modifica¢des significativas na intensidade de alguns sinais:
Os analitos do grupo A, principalmente, acido acético, E-2-butenal, 1-penten-3-ol, 1-
penten-3-ona, pentanal, 2-etilfurano, E-2-pentenal e Z-2-penten-1-ol, tiveram maior
resposta no procedimento seco porque provavelmente a presenga de vapor dagua deve
diminuir a permeabilidade dos componentes mais volateis na cobertura da fibra. De
acordo com isso, recentemente foi constatado que o aumento da umidade relativa do ar
provocou diminui¢do da eficiéncia de extragdo de monoterpenos, no monitoramento de
emissOes biogénicas de folhas de eucalipto (PAWLISZYN, 2004). Os outros analitos
que tiveram alteracdes significativas foram os isémeros E,E- e E,Z- do 2,4-heptadienal;

os isomeros E,E- e E,Z- da 3,5 octadien-2-ona e linalol.

A comparagdo dos procedimentos foi feita inicialmente numa mesma temperatura
(80°C), mas as informagdes obtidas em relagdo ao comportamento desses analitos foram
muito mais ricas e interessantes quando a temperatura variou. As Figuras 36 e 37
mostram a expansdo da regido do cromatograma onde apareceram os sinais desses
analitos obtidos por amostragens Umida e seca, respectivamente, em diversas

temperaturas.
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Figura 35 - Cromatogramas da amostra MC1 obtidos por procedimentos HS-SPME seco e imido. Em
destaque os analitos que tiveram distingdes mais significativas.
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3504

Figura 36 - Expansdo da regido dos Cromatogramas da amostra MC1 obtidos por HS-SPME a partir de

procedimento imido nas temperaturas 40°C, 60°C, 80°C e 100°C. Os analitos que tiveram

distingdes mais significativas encontram-se assinalados.
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Figura 37 — Expans@o da regido dos Cromatogramas da amostra MC1 obtidos por HS-SPME a partir de
amostragens secas 40°C, 60°C, 80°C, 100°C e 120°C. Os analitos que tiveram distin¢gdes mais

significativas encontram-se assinalados.

As Figuras 38 e 39 mostram as curvas de resposta dos isdmeros E,Z- ¢ E,E- do 2,4-
heptadienal com amostragens umida a 40°C, 60°C, 80°C e 100°C e seca a 40°C, 60°C,
80°C e 100°C e 120°C. Uma analise comparativa das curvas, permitiu evidenciar o fato
que o isomero FE,Z- foi sendo gradualmente convertido no isdmero E,E- com o aumento
da temperatura em ambos tipos de amostragem. A curva da resposta normalizada (Figura
39) evidenciou mais ainda esse comportamento, pois nesse caso a mudanga da resposta
do analito provocada pela variagdo de temperatura, devido a fenomenos de termo-
dessor¢do e/ou competi¢ao, ndo foi levada em consideracdo. No procedimento imido, a
isomerizac¢do térmica foi intensificada, provavelmente pela presenca de dgua no sistema,

desde que numa mesma temperatura a propor¢ao relativa do isomero E,E- foi maior no

procedimento imido.
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Figura 38 - Curvas de resposta absoluta dos isomeros E,Z- ¢ E,E- do 2,4-heptadienal obtidas por HS-
SPME nos procedimentos umido e seco em diversas temperaturas.
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Figura 39 - Curvas de resposta normalizada dos isdmeros E,Z- ¢ E,E- do 2,4-heptadienal obtidas por HS-
SPME nos procedimentos tmido e seco em diversas temperaturas.
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Foi observado também comportamento similar entre as propor¢des relativas dos

isomeros E,Z- e E,E- do 3,5-octadien-2-ona, mas de modo bem menos intenso (Figuras

40 e 41).
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Figura 40 - Curvas de resposta absoluta dos isdmeros E,Z- ¢ E,E- do 3,5-octadien-2-ona obtidas por HS-
SPME nos procedimentos imido e seco em diversas temperaturas.
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Figura 41 - Curvas de resposta normalizada dos isdmeros E,Z- ¢ E,E- do 3,5-octadien-2-ona obtidas por
HS-SPME nos procedimentos umido e seco em diversas temperaturas.
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Outra distingdo significativa foi o conteido de linalol aumentado no procedimento
umido. A Figura 42 mostra a curva de reposta do linalol com amostragens umida a 40°C,
60°C, 80°C e 100°C e seca a 40°C, 60°C, 80°C e 100°C e 120°C. Comparando-se 0s
dois procedimentos numa mesma temperatura, percebe-se que a area do linalol a 40°C
no procedimento umido foi somente 1,5 vezes maior do que no procedimento seco,
enquanto que a 100°C foi ~10 vezes maior. Isso ocorreu provavelmente por causa da
formacgao de linalol por hidrdlise de glicosideos associados a monoterpenos (YANO et

al., 1990). Outra hipdtese seria a formagdo de linalol por rearranjo de monoterpenos

presentes na matriz (ZABARAS & WYLLIE, 2002).
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Figura 42 - Curvas de resposta absoluta do linalol obtidas por HS-SPME nos procedimentos imido e seco
em diversas temperaturas.
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A Figura 43 apresenta o grafico das propor¢des isoméricas do 2,4-heptadienal em func¢ao
da massa de amostra, considerando 7' = 80°C e ., 60 min. Nesse caso foi possivel
verificar que fendmeno de isomerizagdo ocorre quando a massa é bem pequena. E
notavel que a proporcdo E,Z- : E,E- foi de ~35 : 65 com 10 mg de amostra e a medida
em que a massa aumentou, essa propor¢ao foi alterada até estabilizar em
aproximadamente 16 : 84 quando a massa foi maior ou igual a 50 mg. Considerando
que as experiéncias foram feitas na mesma temperatura ¢ possivel que essas
transformagoes estejam ocorrendo no “headspace” por influéncia da acidez relacionada
aos sitios ativos nas paredes do frasco. Isso prova que a formacao de artefatos depende

também da escolha do procedimento de amostragem como um todo € ndo somente da

temperatura.
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Figura 43 - Curvas de resposta normalizada dos isdmeros E,Z- ¢ E,E- do 2,4-heptadienal obtidas por
HS-SPME a 80°C nos procedimentos imido e seco, em fun¢do da massa de amostra.
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Precisdo

A repetibilidade do método foi estimada em experiéncias em triplicata com cada uma
das fibras no procedimento seco e com a fibra DVB/CAR/PDMS no procedimento
umido. (Tabela 11). No geral, os coeficientes de variagdo (CV) foram satisfatorios e
similares ao de outras publicagdes (ROBERTS et al., 2000; STUART & MILLER,
1999; YANG, & PEPPARD 1994). Os maiores valores de CV encontrados com as fibras
PDMS e CAR/PDMS no procedimento seco podem ter sido devidos a baixa capacidade

de concentragdo da primeira e ao efeito de cauda observado com a segunda.

Tabela 11 — Valores de coeficiente de variagdo (CV) estimados por experiéncias em triplicata com as
fibras estudadas nos procedimentos seco e umido.

CV médio Maior valor de CV Menor valor de CV

(%) (%) (%)

PDMS em procedimento seco 12,3 26,0 3.8
CW/DVB em procedimento seco 8,4 17,2 1,9
CAR/PDMS em procedimento seco 10,2 17,5 2,0
PDMS/DVB em procedimento seco 6,1 26,1 0.4
DVB/CAR/PDMS em procedimento 6,5 19,0 2,2
seco

DVB/CAR/PDMS em procedimento 8,2 15,5 42

umido
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Comparagdo do tipo de plantio e do periodo de safra.

O uso de andlises multivariadas em combinagdo com processos quimiométricos de
reconhecimento de padrdes tem sido muito difundido na classificagdo de amostras de
alimentos (MORGANO et al., 1999). Nesse ambito encontram-se na literatura diversos
estudos relacionados a discriminagdo por categoria ¢ origem de amostras de cha
(Camelia sinensis) baseados no teor de metais (MARCOS et al., 1998; FERNANDEZ-
CACERES et al., 2001; MOREDA-PINERO et al., 2003), no conteudo de metilxantinas
e polifendis (LIU et al., 1987; VALERA et al, 1996) e no perfil cromatografico do
aroma extraido por SDE (TOGARI et al, 1995). Além disso, a discriminacdo das
variedades Arabica e Robusta de café foi objeto de estudos quimiométricos a partir dos
dados cromatograficos do aroma por HS-SPME-GC (BICCHI et al., 1997; FREITAS et
al., 2001; Rocha et al., 2003). Baseado nesses precedentes, os cromatogramas
resultantes do aroma da erva-mate por HS-SPME-GC poderiam também trazer consigo
valiosas informagdes a serem aplicadas no controle da qualidade. Com esse intuito, essa
parte da tese refere-se ao estudo preliminar de classificacdo da erva-mate cancheada

quanto ao tipo de cultivo e outros atributos da qualidade.

O erval nativo € caracterizado por arvores de erva-mate com sombreamento ou nivel de
radiagdo solar parcial devido ao tipo de cobertura por outras espécies arboreas. A
producdo caracteristica de erva-mate nativa e sombreada resulta numa bebida com sabor
mais suave e preferida pelos consumidores. A tendéncia dos produtores ¢ continuar
investindo no erval nativo, plantando mais erva-mate nessa area €, a0 mesmo tempo,
arvores, frutiferas ou ndo, nas areas de plantio a céu aberto para sombreamento. Essa ¢
uma pratica que os produtores, grandes ou pequenos, estdo adotando para melhorar a
qualidade da erva-mate e conseguir um preco melhor pela produgdo
(MAZUCHOWSKI, 2000). O cultivo sombreado em florestas de araucarias tem
despertado interesse também como atividade auto-sustentavel. O manejo da erva-mate
tem potencial para melhorar a formacao florestal, inclusive na regeneracao de espécies
ameacgadas e vulneraveis, tanto da flora como da fauna. Um dos projetos do Consorcio
pela Biodiversidade em Sistemas Agricolas Familiares estd sendo desenvolvido pela
AS-PTA (Assessoria e Servicos a Projetos em Agricultura Alternativa), no centro-sul do
estado do Parand, no qual muitos agricultores vém se dedicando ao cultivo e manejo da
erva-mate ¢ de outros recursos da biodiversidade nativa da floresta de araucaria, em

particular os recursos fitoterapicos. Esse projeto caracteriza-se pelo monitoramento
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econdmico dos sistemas agricolas, com base no manejo agro-ecologico, ou seja, o
plantio sem uso de agrotoxicos e fertilizantes soluveis, com utilizacdo intensiva de
adubos verdes. Estima-se que nesta regido cerca de cinco mil familias ja estejam

atuando com praticas agro-ecoldgicas (FUNBIO).

A escassez de matéria-prima para a produc¢do de chimarrdo e chd fez com que a erva-
mate passasse a ser cultivada em monocultura a partir da década de 60, alterando
severamente as caracteristicas dos produtos e do ecossistema original (ALVES et al.,
2000). O cultivo a céu aberto ¢ mais comum, pois sua rentabilidade ainda ¢ maior do
que a do erval nativo e sombreado, mas com o problema de pragas grandemente
agravado (BORGES et al, 2003). Portanto, existe no mercado a erva-mate nativa
sombreada e a erva-mate cultivada tradicionalmente a céu aberto Quanto a
diferencia¢do de pregos pagos, a media ¢ de 50% a mais para erva-mate “nativa” e/ou

“suave” sobre as demais (VALDUGA et al., 2003).

Dentro dessa otica, a andlise do aroma por HS-SPME-GC poderia auxiliar na
classificagdo das amostras em func¢dao do tipo de plantio, para quica, possibilitar a
criacdo de um selo de qualidade, viabilizando dessa forma a valorizagdo do produto
oriundo do cultivo organico. Assim sendo, 25 amostras de erva-mate para chimarrdo
oriundas de dois tipos de cultivos: sombreado e a céu aberto, ¢ de safras mais antiga
(2000) e mais recente (2003) foram analisadas pelo método HS-SPME proposto neste
trabalho. As respectivas identificacdes das amostras, gentilmente cedidas por produtores
rurais € empresas que comercializam erva-mate, por intermédio da EMATER-PR,

encontram-se na Tabela 12.

A ferramenta quimiométrica utilizada neste trabalho para verificar a similaridade entre
diferentes amostras de erva-mate cancheada de acordo com a forma de cultivo e o
periodo de safra foi a Analise dos Componentes Principais (ACP). Esse método
quimiométrico consiste numa redugdo de dimensdes da matriz de dados original,
permitindo visualizar facilmente as informacodes, a fim de descobrir em que medida uma
amostra ¢ diferente da outra e quais variaveis contribuem mais para essa diferenca

(MORGANO et al., 1999).

Todas as vinte e cinco amostras foram analisadas nas mesmas condigdes HS-SPME

(DVB/CAR/PDMS, 80°C durante 60 min, 150 mg) e as areas dos sinais de vinte e
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quatro analitos foram compiladas por ACP (Tabela 13). A dimensao foi entdo reduzida
para 5 componentes principais, que por sua vez explicam 95% da variancia total do
conjunto de dados.

Tabela 12 — Amostras de erva-mate cancheada analisadas em fun¢o do tipo de cultivo (sombreado ou
céu aberto) e do periodo de safra (2000 e 2003).

Codigo Origem Classe Safra
1 Sao Mateus do Sul — PR Erval Nativo Sombreado 2000
2 Imbituva — PR Erval plantado a céu aberto 2000
3 Xaxim — Sc¢ Erval plantado a ceu aberto 2000
4 Vessasiano correa — RS Erval plantado a ceu aberto 2000
5 Bituruna — PR Erval Nativo sombreado 2003
6 Imbituva — PR Erval Nativo sombreado 2003
7 Sao Mateus do Sul — PR Erval Nativo sombreado 2003
8 Mallet — PR Erval Nativo sombreado 2003
9 Lapa - PR Erval Plantado a ceu aberto* 2003
10 Comercial — Argentina nao determinado cons. até 2005
11 Quedas do Iguacu — PR Erval plantado a ceu aberto 2000
12 Rebougas — PR Erval Nativo sombreado Maio/2003
13 Rebouc¢as — PR Erval Nativo sombreado Outubro/2003
14 Rebougas — PR Erval Plantado a ceu aberto* Outubro/2003
15 Sao Mateus do Sul — PR Erval nativo sombreado 2003
16 Sao Jodo do Triunfo — PR Erval Nativo sombreado 2003
17 Cruz Machado — PR Erval Nativo sombreado 2003
18 Sao Joao do Triunfo — PR Erval céu aberto 2003
19 Comercial — SC nao determinado 2003
20 Comercial — Paraguai nio determinado 2003
21 Comercial — SC nio determinado 2003
22 Comercial — RS niao determinado 2003
23 Comercial - PR nio determinado 2003
24 Comercial — SC nio determinado 2003
25 Comercial - RS nido determinado 2000

*mudas oriundas de Sao Mateus do Sul
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Tabela 13 - Valores das areas dos sinais dos vinte e quatro analitos oriundos do aroma do mate cancheado por HS-SPME utilizados na analise dos componentes principais. As
identificagdes de cada uma das vinte e cinco amostras analisadas encontram-se na Tabela 12.

AmostrasMC 0 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 8 19 20 21 22 22 24 2
Analitos
acido acético 902,4 1038,9 1121,5 1008,8 198,4 107,2 122,8 108,0 232,7 280,4 8025 220,8 920 58,7 1472 1141 3375 188,33 154,0 371,9 1062 630 681 736 427,0
1-penten-3-ol 259 224 248 330 2050 1923 151,3 1748 872 839 330 779 1539 1404 156,4 2125 337,2 134,0 116,3 1332 1024 148,0 172,7 1275 174
1-penten-3-ona 228 253 329 360 1227 1427 100,3 131,9 87,7 393 265 920 2447 221,0 130,0 1741 169,8 158,2 93,1 40,2 187,8 2249 2174 2241 17,6
n-pentanal 26,1 282 304 414 1043 1289 1280 1029 1050 676 608 119,7 1747 140,8 932 1395 1453 1352 2030 96,2 114,3 1728 1854 143,8 30,0
(E)-2-pentenal 541 955 747 97,6 170,0 184,3 138,7 169,8 1321 77,0 1000 116,9 2125 201,0 128,17 1869 257,3 160,5 116,4 1056 180,7 1953 2034 167,0 47,6
hexanal 889 139,3 1180 96,2 1135 1520 1732 1268 96,8 1518 141,0 70,6 1049 968 97,4 131,0 2658 140,6 201,4 377,4 1471 1799 179,1 101,6 109,2
(E )-2-hexenal 67,2 1299 1615 197,9 1145 1230 1443 1086 1391 63,3 1377 936 97,3 899 124,3 136,1 198,77 1331 1360 83,0 1036 99,3 133,3 686 66,2
6-metil-5-hepten-2-ona 246,7 582,8 366,4 4582 433,7 5784 519,8 368,1 530,8 379,8 5357 7789 4291 360,8 6382 614,7 5264 612,0 493,6 699,2 470,0 4689 522,0 399,0 287,5
(E,Z)-2,4-heptadienal 166,4 2045 2184 1838 717,8 1064,7 8471 9554 582,7 308,3 224,3 630,9 1110,0 1041,6 1108,8 1366,6 1451,0 1098,2 617,7 207,0 1093,5 1255,2 1367,9 971,8 157,0
(E,E )-2,4-heptadienal 249,2 6084 5796 379,8 1542,0 1719,4 1529,1 1685,0 1407,2 733,8 810,5 1006,1 1250,5 1182,7 1667,0 1896,6 2353,8 11954 964,8 687,6 1120,3 1411,6 1392,6 959,6 328,0
(E,E)-3,5-octadien-2-ona 135,7 2356 217,9 224,0 108,5 184,0 1559 146,5 1334 3029 2116 1004 89,7 76,2 1514 1694 3619 1423 120,7 446,4 1731 167,5 121,6 107,5 257,3
linalol 152,9 1884 2751 2148 941 206,11 3174 1144 2747 1761 2281 179,9 1732 1652 1752 264,8 2634 1831 351,9 250,1 380,0 2239 2154 241,1 103,0
dodecano 64,5 1053 136,8 103,3 1158 177,7 221,3 1222 1499 584 928 1319 136,77 1136 1753 160,9 1740 1430 77,3 929 1364 299 87,8 1195 1964
decanal 91,8 103,7 1264 124,8 2855 178,7 156,6 1381 1781 2151 97,5 171,3 281,0 273,8 1594 2123 249,7 2192 141,3 2881 1584 950 130,9 180,8 196,3
p-ciclocitral 98,3 109,1 2179 1526 151,0 250,1 272,8 2566 1915 1221 173,6 1726 216,3 169,9 2534 339,9 3582 249,7 2405 1775 2328 199,8 2481 1493 574
metilnaftaleno 196,0 334,3 327,7 3650 6249 369,3 178,1 328,0 2485 2989 4270 3251 864 525 2642 2445 340,7 2911 114,3 300,6 2074 134,9 1457 210,2 255,6
3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona 287,8 481,7 4528 2271 177,3 290,1 168,2 296,2 156,4 387,0 4702 823 956 752 337,7 250,1 3815 236,2 1345 4321 211,3 1922 1959 1219 2938
-COpaeno 100,9 98,8 1071 138,0 2325 224,7 154,9 163,7 1959 1136 1486 2432 4542 380,7 110,0 211,0 1296 1828 0,0 1257 2859 1825 298,6 258,6 105,1
a-ionona 2182 2239 2726 2826 2419 196,55 1441 272,3 178,0 506,8 382,7 1438 181,9 1651 1872 2045 2516 138,7 1756 4183 2322 139,9 178,7 224,9 385,7
geranilacetona 1236,8 1278,7 1396,1 1831,0 739,3 6174 492,9 730,9 5550 1279,6 1804,9 410,0 350,8 274,1 673,2 5839 913,7 6025 540,7 1707,5 590,3 497,7 532,8 429,9 1722,0
p-ionona 780,6 7725 802,3 8784 5952 529,3 3852 7589 476,0 6955 1102,3 340,2 290,8 270,3 493,3 513,5 7025 407,5 480,0 10153 652,1 482,8 484,1 412,9 8131
dihidroactinolido 136,5 141,9 181,3 211,6 344,1 350,9 290,0 370,8 273,0 7485 7186 2924 397,3 3835 3920 3539 378,77 260,7 302,0 1001,6 449,8 409,5 4158 3652 1395,3
cafeina 107,9 1471 1929 107,3 1032 1235 81,4 3982 167,5 1230 1919 994 2676 1944 170,0 1216 164,3 140,7 254,1 151,0 150,8 148,2 256,0 256,8 150,1
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona  121,3 119,7 1455 1372 355 386 299 432 41,7 1429 981 270 169 00 309 303 365 263 436 2376 365 320 40,0 183 3840
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A contribui¢do de cada varidvel original na componente principal é representada pelo
“loading” e quanto mais proximo o valor modulo estiver de 1, maior sera sua influéncia
na CP. Na Figura 44 estdo assinaladas as varidveis mais importantes com maiores
valores de “loading”: 4cido acético, (E,Z)-2,4-heptadienal, (E,E)-2,4-heptadienal,

geranilacetona e 3-ionona.

08

08

(E,Z)-2 4-heptadienal
: : \

04

0z

-02

04

o Lo e e O .

X—vahébies
T

T T T T T
Data hexanal (E 7)-2 4-hepta metiinaftaleno dihidroactinoli
RESULT14, PClA-expl) 1(B87%) 2(14%)

Figura 44 - Grafico de “loading”. Em destaque as variaveis principais. As curvas em azul e em vermelho
correspondem a CP1 e CP2, respectivamente.

Observando a variancia de cada um dos CP na legenda do grafico de “loadings™ ¢
possivel verificar que a primeira componente explica 67% da varidncia e a segunda
componente explica 14% (Figura 44). Evidentemente as demais componentes (CP 3,

CP 4 e CP 5) explicam, em conjunto, 19% da variincia restante do sistema.
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Os graficos de escores representados na Figura 45 comparam CP 1 e CP 2. Esse grafico
representa um plano no espago das varidveis onde 81% de toda variancia do sistema ¢
explicada. Numa avaliacdo visual foi possivel observar a formacdo de dois grupos
(“clusters”) relacionados ao periodo da safra ou ao envelhecimento da erva: safra de
2000 (em azul, nos quadrantes, y+/x-, e ,y-/x-) e safra de 2003 (em vermelho, nos
quadrantes ,y+/x+, e ,y-/x+). Das amostras comerciais analisadas, todas que sdo de 2003
apareceram no quadrante x+, o que indica um comportamento caracteristico de amostras
novas. Todas as amostras de 2000 (0, 1, 2, 4, 11, 25) se situaram no quadrante Xx-,
juntamente com as amostras comerciais oriundas da Argentina (10) e do Paraguai (20),
significando que essas duas ultimas amostras estdo mais envelhecidas do que as demais
amostras comerciais. A amostra 25 foi adquirida em marco de 2001 no inicio deste
trabalho de tese e foi re-analisada em dezembro/2003 juntamente com as todas as outras
amostras. O seu comportamento foi similar ao das amostras da safra de 2000 e
condizente com uma erva-mate mais envelhecida. A quantidade de acido acético foi
muito maior nas amostras mais velhas, significando que essa substancia ¢ um indicador
de discriminacdo importante. Isso estd de acordo com o estudo relacionado a formagao
de acidos de cadeia curta no envelhecimento do café¢ (ROBERTS, 2000). Mas o acido
acético ndo foi o unico indicador, pois essa varidvel ao ser retirada do conjunto nao

modificou a discriminagdo observada por safra apos refazer o grafico de escores.

Ao refazer o grafico de escores somente com as cinco variaveis mais importantes
(Figura 45 B) o resultado foi praticamente o mesmo do que o resultado obtido
anteriormente com as 31 varidveis originais (Figura 45 A). Isso significa que basta
somente medir as areas dos cinco analitos principais (&cido acético, (E,Z)-2,4-
heptadienal, (E,E)-2,4-heptadienal, geranilacetona e B-ionona) para alcangar o resultado

esperado em termos de classificagdo por safra.



81 Resultados e discussédo - Comparagdo do tipo de plantio e do periodo de safra
Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT
1
1000 — PC? ............. I EEE R PR R PR SCDFE‘S‘ .............................. WF
] Grafico A
800 __ .............. R PO S
800 ] 20
i 1 ;
400 e
1 8 !
8 » 156
200 _7 ........................................ 5 ....................
4 : 10
0 — : : 23
i : : 2
-4 X 4 X o 7
_ 3
=200 — 2 R
400 S S ST G 120
] 14
] 1 e 2
B0 — T
FC
-15|OO -1OIOO -560 560 1OIOO
RESULTZ, X-expl 66%,13%
]
PC2 S
1000 —| : . cores i
1 Grafico B
s00 — T
| 16
_ o g
20
- . 4 . <193
5
i 3
D —
3
25
i 10 g 2
VAT
i ! : 13
b 19 : "
CBO0 — e 13- 24
PCT
-’ISIOO -'IOIOO -SbO 560 'IOIOO

RESULTS, X-expl 79%,13%

Figura 45 - Graficos de escores para amostras de erva-mate cancheada em fungio do ano de
coleta/processamento ou em fungdo do tipo de plantio. A) considerando todas as trinta € uma
variaveis B) considerando as cinco principais variaveis (acido acético, (E,Z)-2,4-heptadienal,
(E,E)-2,4-heptadienal, geranilacetona e B-ionona). safra 2000 em azul e safra 2003 em
vermelho. Amostras oriundas dos tipos de cultivo: sombreado: 1, 5, 6, 7, 8, 12, 13, 15, 16 ¢
17; céu aberto: 2, 3,4, 9, 11, 14 e 18; plantio ndo determinado 10, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ¢ 25.
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Infelizmente, ndo foi possivel identificar claramente padrdes para as amostras oriundas
de cultivo sombreado e a céu aberto. As amostras 12, 13 e 14 de Rebougas-PR parecem
ter caracteristicas distintas das demais, formando um grupo a parte, mas sem significado
algum com respeito ao tipo de cultivo, pois 12 e 13 correspondem a cultivo sombreado e
14 a cultivo a céu aberto. Numa abordagem otimista, ¢ possivel supor que as amostras 9
e 18 da safra 2003 tiveram comportamento parecido e tenderam a formar um grupo
relacionado ao cultivo a céu aberto juntamente com uma amostra comercial (MC 21). A
amostra de Cruz Machado (17) se destacou de todas as outras, podendo ser inclusive um

resultado a ser descartado (“outlier”) ou entdo ela seria de progénie peculiar.

Em conclusdo, a metodologia HS-SPME-GC associada a Analise dos Componentes
Principais (ACP) demonstrou ser util para rapida discriminag¢do e classificacdo de
amostras de erva-mate baseada na compara¢do do perfil cromatografico dos seus
principais constituintes volateis e semi-volateis. Resultados satisfatorios na
caracterizagdo da safra (2000/2003) foram alcangados usando detector por ionizagao em
chama e por essa razdo o método proposto tem potencial para ser implantado em
laboratorios de controle da qualidade a fim de verificar o prazo de validade da erva-
mate durante o periodo de estocagem. Quanto ao tipo de cultivo, ndo foi possivel obter
uma discriminagao clara das amostras analisadas com os resultados obtidos, contudo,
seria conveniente repetir as andlises, aumentando-se o nimero de amostras e tomando-
se mais cuidado na selecdo da progénie e no tipo de processamento utilizado para se

chegar a uma conclusdo mais plausivel.
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Identificagdo de LAB em amostras de mate tostado.

A metodologia proposta neste trabalho foi aplicada na andlise de amostras de mate
tostado. A Figura 46 apresenta os cromatogramas obtidos a partir de amostras
comercialmente disponiveis, na melhor condi¢do de extragdo previamente determinada.
Os diferentes perfis cromatograficos das amostras de mate tostado foram bem diferentes
entre si, mais ainda do que os perfis observados entre as amostras de mate cancheado.
As diferencas observadas de modo global podem ser atribuidas aos diferentes processos
de torrefagdo industrial utilizados pelas marcas analisadas. No caso da amostra MS
deve-se levar em consideracdo que além da etapa de torrefagdo, o processamento
envolveu uma etapa adicional de desidratagdao da erva-mate tostada, o que explica o

cromatograma obtido com poucos sinais caracteristicos com perda de substancias

volateis.
Amostra MT 1 Amostra MT 2

WWM

Amostra MT 3 Amostra MS

Figura 46 - Cromatogramas de amostras de mate tostado obtidos por HS-SPME nas seguintes condigdes:
T 80°C; .y, 60 min; t;,; 15 min, : £,,, = 15 min; m = 150 mg.
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Ainda na Figura 46 foi possivel perceber, como caracteristica peculiar da amostra MT 3,
o surgimento de diversos sinais correspondentes a substancias do grupo D (7 > 1200).
Essas substancias foram identificadas por CG-EM como um grupo de hidrocarbonetos
isoméricos conhecidos como alquilbenzenos lineares (LAB = “linear alkylbenzene”)
(Tabela 14). Até onde se sabe, ndo existe registro na literatura cientifica da presenca
dessas substancias em alimentos e nem tdo pouco os LABs sdo produtos naturais.
Portanto, a presenga dessas substancias em alimentos ¢ indesejada e considerada uma

contaminagao.

O LAB ¢ um 6leo constituido de n-parafinas com cadeia alquilica entre 10 e 13 atomos
de carbono e grupamento fenila nas posicdes 2, 3, 4, 5 ou 6. O processo de manufatura
consiste numa primeira etapa, na desidrogenagdo de n-parafinas levando as o-mono-
olefinas lineares correspondentes na faixa de corte compreendida entre C;o.Cy3, em
presenca de catalisador heterogéneo. Na segunda etapa ocorre a alquilagdo do benzeno
por essas mesmas olefinas, em presenca de um catalisador homogéneo, o &cido
fluoridrico-HF, formando assim o LAB com cadeia alquilica entre 10 e 13 atomos de
carbono. Esse o0leo ¢ o intermediario petroquimico bésico para a produgdo de

alquibenzeno linear sulfonado - LAS (tensoativo mais utilizado na formulagdo de

detergentes) e também pode ser usado industrialmente em formulagdo de tintas.

A andlise de LABs em detergente sintético envolve procedimentos dispendiosos,
manipulagdo de solventes e geracdo de residuos mais toxicos que o analito (extragao
lig.-liq., SPE) para que seja feita a quantificagdo. Recentemente, CARVALHO &
PENTEADO (2003) propuseram um método rapido para a identificacdo de LABs nos
detergentes comerciais por CG-EM usando SPME por imersdo, sendo que a fibra

PDMS 30 pm forneceu o melhor resultado.

Essas substancias (LABs) sdo semi-volateis ¢ podem ser extraidas também por HS-
SPME podendo ser, conseqilientemente, identificadas por CG-EM. As Figuras 47 e 48
mostram os cromatogramas de uma amostra contaminada e de outra ndo contaminada
com LAB com expansdo nas respectivas regides onde normalmente apareceram sinais
desses contaminantes. Os espectros de massas relativos aos sinais tiveram correlacao de
mais de 98% com a base de dados espectrais. A identificagdo dos LABs foi inequivoca
pois associado a isso, os indices de retencao calculados ( /) estdo de acordo com valores

publicados na literatura (HEIZEN & YUNES, 1993). A caracteristica dos valores dos



85 Resultados e discussdo - Identificagdo de alquilbenzenos Lineares (LAB) em amostras de mate tostado
Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

indices de retencdo calculados, foram tipicos de séries homologas, ou seja, a cada
aumento de uma unidade de carbono na série o indice aumentou em ~100 unidades. Por
exemplo, na seguinte série: 4-fenildecano; 4-fenilundecano; 4-fenildodecano e 4-
feniltridecano os indices calculados foram 1546, 1645, 1745 e 1845, respectivamente

(Tabela 14).

Tabela 14 - Identificacdo dos principais componentes do LAB por cromatografia gasosa nas condigdes
cromatograficas utilizadas neste trabalho.

Nome trivial Nome IUPAC Série tr (min)* tr (min)** ] ***
5-fenildecano 1-butilhexilbenzeno C10 52.0 15,7 1537
4-fenildecano 1-propilheptilbenzeno C10 52,4 15,9 1546
3-fenildecano 1-etiloctilbenzeno C10 52,6 16,4 1558
2-fenildecano 1-metilnonilbenzeno C10 53,5 17,3 1597
6-fenilundecano 1-pentilhexilbenzeno Cl1 57,3 18,1 1625
5- fenilundecano 1-butilheptilbenzeno Cl1 57,5 18,2 1636
4- fenilundecano 1-propiloctilbenzeno Cll1 57,9 18,5 1645
3- fenilundecano 1-etilnonilbenzeno Cl1 59,0 19,0 1664
2- fenilundecano 1-metildecilbenzeno Cl1 60,9 19,9 1699
6-fenildodecano 1-pentilheptilbenzeno C12 62.4 20,6 1729
5- fenildodecano 1-butiloctilbenzeno C12 62.6 20,7 1734
4- fenildodecano 1-propilnonilbenzeno C12 63.2 21,0 1745
3- fenildodecano 1-etildecilbenzeno Cl12 64.2 21,6 1765
2- fenildodecano 1-metilundecilbenzeno Cl12 66.1 22,5 1802
6- feniltridecano 1-pentiloctilbenzeno C13 67.3 23.0 1827
5- feniltridecano 1-butilnonilbenzeno Cl13 67,6 232 1834
4- feniltridecano 1-propildecilbenzeno C13 68,1 23,5 1845
3- feniltridecano 1-etilundecilbenzeno C13 69,2 24,2 1867
2- feniltridecano 1-metilundodecilbenzeno Cl13 71,0 25,0 1905

e —
*condigdes cromatograficas: 40°C/4 min -2°/min - 200°C/2 min.
**condigdes cromatograficas: 100°C - 4°/min - 220°C min.

***[ndices de retengdo (Kovats) para coluna do tipo DB5, foram calculados a partir dos tempos de retengdo de hidrocarbonetos
lineares conforme esta descrito na PARTE EXPERIMENTAL..
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Figura 47 - Expansdo da regido compreendida entre 45-75 min do cromatograma de uma amostra de mate
tostado de uma amostra MT que ndo contém LAB.
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Figura 48 - Expansdo da regido compreendida entre 45-75 min do cromatograma de uma amostra de mate
tostado de uma amostra MT que contém LAB.
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O comportamento extrativo desses hidrocarbonetos aromaticos por HS-SPME foi
bastante interessante. A Figura 49 apresenta os cromatogramas de uma determinada
amostra de mate tostado contaminada com LAB, nas mesmas condi¢des de extracao

SPME, exceto a preparagao que feita por trés processos distintos:
e Amostragem seca;
e Amostragem por macera¢do em solu¢do de NaCl saturada (imida);

e Amostragem da solu¢ao oriunda da decoc¢do da mesma erva a 80°C durante 20

min, seguida de filtracao.

Ao analisar os cromatogramas, foi possivel notar que a amostragem seca recuperou os
LABs com maior eficiéncia, provavelmente devido a caracteristica hidrofobica dessas
substancias. Ja a analise do extrato aquoso ou o cha preparado por decoc¢ao com agua,
revelou que procedimento de HS-SPME ndo recuperou praticamente nenhuma
quantidade de LAB a partir da matriz. Isso refor¢ca o argumento relacionado a
solubilidade dos LABs em 4gua. Dessa forma, provavelmente seja possivel que cha
feito com a erva “contaminada” n3o contenha essas substidncias em quantidades

mensuraveis, minimizando com isso a sua ingestao pelos consumidores de chd mate.
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Amostragem seca

Amostragem umida

Amostragem a partir do cha

MWWWM Y

Figura 49 - Cromatogramas da amostra MT contaminada por LAB obtidos por diferentes processos de
extracdo HS-SPME: amostragens seca, umida e a partir do cha da mesma erva.
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A identificag@o por si s6 ndo permite determinar qual foi a origem dessa contaminagao.
A incorporacgao, intencional ou incidental, de detergente na matriz ¢ uma das hipoteses a
ser investigada. A hipotese de contaminagdo das amostras analisadas com detergente
devido a limpeza mal executada dos fornos e outros equipamentos industriais com
detergente sintético, ¢ bastante plausivel, pois ambos produtos investigados foram
submetidos a torrefagdo no processamento, possibilitando a dessulfonagdo do LAS,
resultando no LAB agregado na matriz. A contamina¢ao com detergente ¢ bastante
plausivel, pois o LAS sofre dessulfona¢do com o calor resultando no LAB, revertendo a
reacdo de sintese do LAS mostrada na Figura 50. Portanto, se o mate verde estivesse
contaminado com LAS o processo de queima da erva-mate poderia gerar LAB no

produto tostado resultante.

R R
— - S0
A 3
SOH

LAS LAB

Figura 50 - Formagdo de LAB a partir de decomposi¢do térmica de LAS

Deve-se ressaltar que esse tipo de contaminagdo ndo € comum, pois somente em alguns
lotes de mate tostado de uma determinada marca, foi constatada a presenca de LAB. Foi
possivel também identificar, por essa mesma técnica, os LABs em uma amostra de cha-
preto (Figura 51) mostrando com isso que esse tipo de contaminag@o nao ¢ exclusivo da
erva-mate. Segundo a legislagdo, a erva-mate ndo pode conter qualquer aditivo, ainda
mais contaminantes desse tipo (BRASIL, 1998). A empresa que produz a marca
contaminada foi comunicada e informou que ndo tinha, até entdo, conhecimento desse
problema. Apoés rastreamento feito de diversos lotes a partir do método analitico por
HS-SPME desenvolvido neste trabalho, o setor da garantia da qualidade da empresa
tomou as devidas providéncias e conseguiu resolver o problema. A partir dai ndo foram
mais identificados lotes contaminados dessa marca no mercado do Rio de Janeiro. Cabe
frisar que sem o método analitico HS-SPME seria muito dificil realizar essa andlise

como controle da qualidade.
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Figura 51 — Cromatograma obtido a partir de uma amostra de Cha Preto contaminado com LAB.

Para realizar a andlise quantitativa de LAB, as condi¢des cromatograficas foram
alteradas de acordo com os parametros de adequabilidade do sistema (Tabelas 15 e 16).
A taxa de aquecimento do forno da coluna foi aumentada a fim de diminuir o tempo de
analise de 84 min para 30 min sem perda de resolugdo dos sinais dos analitos (LABs).
Quanto ao fator de retencdo (k), os resultados obtidos na condi¢do cromatografica
anterior estavam distribuidos entre 25,0 e 32,0 (Tabela 15), enquanto que na nova
condicdo cromatografica, os valores de k passaram a se situar entre 6,84 e 10,25 (Tabela

16) dentro do intervalo 6timo recomendado para k por BRUCE et al., 1998.

Os LABs selecionados como analitos para o estudo quantitativo e que tiveram Rs>2 e
a>1,01 (em relagdo ao pico adjacente), foram: S5-fenildecano; 4-fenildecano; 3-
fenildecano; 4- fenilundecano; 3-fenilundecano; 2- fenilundecano; 4- fenildodecano; 3-

fenildodecano e 2- fenildodecano.
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Tabela 15 - Parametros de adequabilidade do sistema cromatografico, para analise de LAB nas condigdes
de programacgdo de temperatura do forno da coluna: 40°C/4min; 2°C/min até 180°C/2min
totalizando 84 min de corrida.

PARAMETROS *

LABs tr 1 n k’ Rs ** a **
5-fenildecano 52,00 1537 2,58 10° 25,0 - -
4-fenildecano 52,45 1546 2,71 10° 25,2 3,70 1,01
3-fenildecano 52,75 1558 1,06 10° 25,4 1,87 1,01
2-fenildecano 53,5 1597 2,93 10° 25,7 1,22 1,01
6-fenilundecano 57,3 1625 2,73 10° 27,6 1,65 1,00
5- fenilundecano 57,5 1636 3,46 10° 27,7 1,65 1,00
4- fenilundecano 57,9 1645 3,33 10° 28,0 4,01 1,01
3- fenilundecano 59,0 1664 3,57 10° 28,5 1,89 1,01
2- fenilundecano 60,9 1699 3,56 10° 29,4 15,6 1,03
6-fenildodecano 62,34 1729 1,80 10° 30,2 1,44 1,00
5- fenildodecano 62,57 1734 1,81 10° 30,3 1,44 1,00
4- fenildodecano 63,14 1745 3,83 10° 30,6 3,72 1,01
3- fenildodecano 64,16 1765 4,17 10° 3L1 8,25 1,02
2- fenildodecano 66,05 1802 4,56 10° 32,0 15,7 1,03

* Parametros de adequabilidade dos sistema: tempo de retencio (ty), indice de retengo (I), niimero de pratos tedricos (n), fator
de retengdo (k”), resolucdo (Rs), fator de separagdo (o).

** Os parametros Rs e o estdo relacionados no cromatograma da amostra de mate tostado com sinais adjacentes.
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Tabela 16 - Parametros de adequabilidade do sistema cromatografico, para analise de LAB nas condigdes
de programagao de temperatura do forno da coluna: 100°C; 4°C/min até 200°C totalizando 30
min de corrida.

PARAMETROS *

LABs tr 1 n k’ Rs ** a**
5-fenildecano 15,68 1537 5,56 10° 6,84 - -
4-fenildecano 15,90 1546 9,19 10° 6,95 3,38 1,02
3-fenildecano 16,39 1558 3,93 10° 7,19 6,49 1,03
2-fenildecano 17,33 1597 1,26 10° 7,67 1,88 1,01
6-fenilundecano 18,13 1625 6,50 10° 8,06 1,16 1,01
5- fenilundecano 18,22 1636 6,58 10° 8,11 1,16 1,01
4- fenilundecano 18,48 1645 1,22 10° 8,24 3,71 1,02
3- fenilundecano 19,01 1664 1,30 10° 8,50 2,02 1,01
2- fenilundecano 19,94 1699 1,28 10° 8,97 2,36 1,01
6-fenildodecano 20,60 1729 9,12 10° 9,30 1,34 1,00
5- fenildodecano 20,72 1734 9,24 10° 9,36 1,34 1,00
4- fenildodecano 21,02 1745 1,55 10° 9,51 4,15 1,02
3- fenildodecano 21,56 1765 1,55 10° 9,78 3,47 1,01
2- fenildodecano 22,50 1802 1,76 10° 10,25 3,54 1,01

* Parametros de adequabilidade dos sistema: tempo de retengdo (tr), indice de reteng@o (I), numero de pratos teoéricos (n), fator de
retengdo (k"), resolugdo (Rs), fator de separagdo (o).

** Os parametros Rs e o estdo relacionados no cromatograma da amostra de mate tostado com sinais adjacentes.
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Ap6s determinar as condi¢des 6timas de separagdo cromatografica dos LABs por CG a
proxima etapa do processo foi o ajuste das condigdes de extracdo HS-SPME. Sendo
assim duas séries de experiéncias univariadas foram realizadas, nas quais procedeu-se a
varia¢do do tempo de extracdo e da massa da amostra, respectivamente, a fim de ajustar
as condi¢cdes de equilibrio e sensibilidade. Com respeito ao tempo e a massa, as
condigdes de equilibrio foram atingidas em 30 min e 80 mg em frasco 4 de mL (Figuras
52 e 53, respectivamente). Essas e as demais condigdes de extracdo HS-SPME

encontram-se na Tabela 17.
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Figura 52 - Influéncia do tempo de extragdo dos LABs por HS-SPME de amostra de mate tostado
contaminada empregando a fibra PDMS a 100°C/100 mg.
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Figura 53 - Influéncia da massa na extragdo dos LABs por HS-SPME de amostra de mate tostado
contaminada empregando a fibra PDMS a 100°C/30 min.
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Tabela 17 - Parametros de extragdo por HS-SPME escolhidos para analise quantitativa de LABs em
amostra de mate tostado.

Parametro Condic¢ao Critérios para escolha

Fibra PDMS Apresentou boa eficiéncia de extragdo devido a sua natureza
apolar que ¢é similar a dos analitos.

100 pm PO

Amostragem seca O rendimento de recuperagdo, nas mesmas condi¢des, foi maior
do que no processo umido

Temperatura 100°C Permite maior sensibilidade para os analitos semi-volateis

Tempo de extragdo 30 min Condicdo de equilibrio atingida para todos os analitos a partir de
observagdo experimental (Figura 52).

Tempo de pré-equilibrio 15 min Parametro previamente otimizado com amostra MC.

Massa em vial 4 ml 80 mg Condigdo de equilibrio atingida para todos os analitos a partir de

observagdo experimental (Figura 53).

A transferéncia dos analitos da matriz para o “headspace” ¢ a etapa determinante na
velocidade do processo HS-SPME. Algumas propriedades da matriz, como viscosidade
e lipofilicidade, afetam o processo de extragdo em larga extensdo. A erva-mate ¢ uma
matriz complexa e certamente causard efeito de matriz nesse tipo de processo analitico.
O método de adi¢@o padrao foi escolhido para determinar o teor de LAB na amostra MT
por causa do forte efeito de matriz da erva-mate. As Figuras 54 e 55 mostram as curvas
construidas a partir de adicao de solugdo estoque de LAB em etanol. A curva A foi
construida a partir de incrementos de volumes variados de 10 a 40 uL da solugdo
estoque de LAB (Tabela 18). Essa curva de calibragdao apresentou dispersao dos pontos
quando quantidades pequenas foram adicionadas, o que acarretou em perda de
linearidade com valores de R* muito afastados da unidade (Tabela 19). Isso pode ser

atribuido a variacao dos volumes da solug¢ao-padrao adicionados.

A curva B (Figura 55) foi obtida apds refazer as experiéncias de adicdo padrao,
tomando-se o cuidado de adicionar incrementos maiores e volumes regulares
(Tabela 19). Além disso, foi acrescentado o mesmo volume de etanol na amostra sem
padrdo para que o ponto de partida da curva estivesse igualmente sob influéncia do
solvente. Os valores dos coeficientes de correlacio da curva B superiores a 0,99,
demonstram que a linearidade melhorou significativamente devido ao fato de que o

volume de solvente ter sido constante e minimizando dessa forma o efeito do solvente.
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Tabela 18 - Condig¢des das curvas de adi¢do padrdo de LAB em uma amostra de mate tostado.

CURVA A CURVAB

Adicdo Conc LAB Vol. adic. Massa adic. Conc LAB Vol. adic. Massa adic.
padrao (ug/ml) (uL) (ug) (ug/ml) (uL) (ug)

1 0 0 0 0 25 0

2 100 10 1,0 - - -

3 100 25 2,5 100 25 2,5

4 100 40 4,0

5 1000 10 10 400 25 12,5

6 1000 25 25 1000 25 25

Tabela 19 - Resultados da analise por regressdo linear das curvas de adi¢do padrdo de LAB.

LAB Coeficiente angular Coeficiente linear Coeficiente de correlagio
“Slope” Intercessdo )
Curva A Curva B CurvaA CurvaB Curva A Curva B
5-fenildecano 33.9 32.3 233.9 108.6 0.6710 0.9985
4-fenildecano 25.7 24.5 149.7 65,6 0.6980 0.9971
3-fenildecano 25.4 24.7 167.0 97,9 0.7944 0.9997
4-fenilundecano 86.5 85.4 427.5 262,9 0.9033 0.9999
3-fenilundecano 79.1 77.1 378.6 269,2 0.9267 0.9987
2-fenilundecano 79.2 78.6 415.4 299.3 0.9440 0.9994
4-fenildodecano 97.3 96.5 396.3 306,9 0.9564 0.9998
3-fenildodecano 87.1 82.9 234.6 247,5 0.9030 0.9991

2-fenildodecano 72.0 70,8 331.1 253,2 0.9398 0.9994
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Figura 54 - Curva adi¢do padrdo A com volumes de solugdo padrdo de LAB variados.
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Figura 55 - Curva adi¢do padrdo B com volumes de solu¢do padrio de LAB constantes.
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Para demonstrar o efeito do solvente foram feitas experiéncias com adi¢do de volumes
de etanol na matriz. A curva relativa aos valores de area médios dos LABs em funcao
do volume de etanol revelou que a adi¢do de etanol provocou uma diminui¢do

significativa da resposta (Figura 56).
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Figura 56 - Influéncia da adi¢do de etanol na resposta dos LABs extraidos por HS-SPME.

A concentracdo de LAB na amostra de mate tostado foi enfim calculada a partir dos
coeficientes da curva de adigdo padrdo B e da massa de amostra. O valor médio

encontrado foi 46 + 5 pg g™

O método de HS-SPME-GC mostrou resultados qualitativos excepcionais na detec¢do
de contaminantes (LABs) em amostras de mate tostado e de cha preto. Em termos
quantitativos, os resultados foram promissores, mas ainda precisam ser validados a

partir de comparagao com um método de extragao tradicional.
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Andlise de conservantes em amostras de bebidas comerciais de mate

tostado.

O mate ¢ uma bebida de padrao complexo que se degrada com muita facilidade. Os éacidos
sorbico e benzoico sdo utilizados em conjunto como conservantes, a fim de aumentar o tempo
de prateleira das bebidas prontas. Essas substancias sdo adicionadas na bebida como sais
correspondentes de potassio ou de sdédio. A Resolucdo n°101 de 1994 do mercosul; anexo A,
recomenda a seguinte codificacdo para esses conservantes: benzoato de sodio INS 211,
benzoato de potassio INS 212; sorbato de sodio INS 201; sorbato de potassio INS 202. O
mate pronto tem pH ajustado entre 4,0-4,5 com &cido citrico, o que permite a formagao
parcial dos acidos sorbico e benzoico. As fibras HS-SPME podem entdo capturar os acidos

volateis no “headspace”.

Os acidos sorbico (pK 4,8) e benzoico (pK 4,2) sdo fracos. A variagdo do pH do meio provoca
a alteragdo do equilibrio. Quanto maior for o pH maior serd a formacdo dos sais
correspondentes, provocando a diminui¢@o das areas relativas aos acidos. Para conversao total
das espécies na forma acida ou ndo dissociada, o pH ser ajustado a pelo menos 2 unidades

abaixo do pK do analito (PAWLISZYN, 1997).

No Brasil, os teores méaximos permitidos para refrescos e refrigerantes, de acordo com a
tabela 1 da resolucdo n°4 de 34 de novembro de 1988 do Ministério da Saude, sdo de
0,01 g/100mL e 0,05 g/100mL de acido sérbico e acido benzodico, respectivamente, no

produto a ser consumido (psc).

As curvas de calibragcdo (4rea do sinal versus concentragao do padrdo) obtidas a partir de
quatro pontos de concentracdes de cada padrdo, encontram-se na Figura 57. Com respeito a
linearidade, os valores de coeficiente de determinacdo (R?) calculados (0,9899 para acido
benzoico e 0,9912 para acido soérbico) foram considerados satisfatérios do ponto de vista
analitico. Esse resultado a priori foi surpreendente, pois era esperado que os sinais
cromatograficos de cauda frontal caracteristicos de adsor¢ao de acidos carboxilicos na fase

estacionaria pudessem de alguma forma prejudicar a linearidade (Figura 58).
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Os valores significativamente negativos dos coeficientes lineares indicam que os limites de
deteccdo e quantificagdo para os analitos ndo sdo muito baixos. De fato, os limites de detec¢ao
e de quantificagdo estimados foram respectivamente, de 0,00075 g/100 mL e
0,0025 g/100 mL para o acido sérbico e de 0,0013 g/100 mL e 0,0043 g/100 mL para o 4cido
benzoico’. Contudo isso ndo representa um grande problema analitico, por que o limite de

quantifica¢do estd cerca de 4 a 10 vezes menor do que limite maximo estabelecido pela

legislagdo.
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Figura 57 — Curvas de calibragdo dos conservantes (acidos benzdico e sorbico).

7 Os limites de detecgdo foram estimados a partir dos valores de 4reas obtidos no pH 8 multiplicados por 3 e divididos, respectivamente, pelo
coeficiente angular da curva de calibragdo. Os limites de quantificacdo foram estimados a partir dos valores de areas obtidos no pH 8
multiplicados por 10 e divididos, respectivamente, pelo coeficiente angular da curva de calibragéo.
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Uma analise preliminar de uma amostra de mate comercial por padronizagdo externa, a partir
dos coeficientes obtidos nas curvas de calibracdo (Figura 57) revelou concentracdes de
0,013 g/100mL de acido sérbico e 0,062 g/100mL de acido benzodico. Os valores obtidos estao
na mesma ordem de grandeza dos limites recomendados pela legislagcdo, sendo que o teor do
ultimo estd um pouco acima desse limite. Contudo esses resultados devem ser interpretados
com reserva, pois 0 método ainda ndo foi validado. Para validar esse método seria necessario
avaliar mais criteriosamente a reprodutibilidade, a recupera¢do dos analitos, os limites de
deteccdo e quantificacdo e realizar a comparacdo dos resultados de diversas amostras com
outros métodos analiticos tradicionalmente usados no controle da qualidade desses
conservantes, como por exemplo, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Titulacdo

Potenciométrica.

A Figura 58 mostra os cromatogramas resultantes da variagdo do pH da amostra. Como era
previsto, o aumento do pH provocou a diminuicio dos sinais correspondentes aos
conservantes. A alteracdo das concentragdes relativas das espécies ndo dissociadas (HA) e
dissociadas (A”") no equilibrio acido-base explica esse fendmeno. Evidentemente, somente HA
atingira o “headspace” por causa da sua maior volatilidade e sera capturado pela fibra. Assim
quanto menor for o pH, maior serd a concentracdo da espécie ndo dissociada na solucdo, no
“headspace” e na fibra, e conseqiientemente, maior serd a area do sinal cromatografico
correspondente. O efeito do pH pode ser visualizado também nas curvas relativas as areas dos

sinais dos acidos benzoico e sorbico em fungao do pH (Figura 59).
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Figura. 58 -Cromatogramas de amostras de mate pronto obtida no comércio local ajustada a diferentes valores de
pH. Os sinais dos conservantes (acidos sorbico e benzdico) estdo assinalados no grafico obtido a pH
4.0.
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Figura 59 — Influencia do pH na extragdo dos conservantes (acidos sorbico e benzodico) por HS-SPME em
amostra de mate pronto comercialmente disponivel.

As se¢des lineares das curvas do log da area em funcdo do pH apresentaram coeficientes de
determinagdo de 0,9910 e 0,9980, respectivamente, para os acidos sérbico e benzdico o que
representa linearidades satisfatorias (Figura 60). Os desvios de linearidade esperados,
ocorreram a partir de valores de pH abaixo do pK. Por exemplo, o desvio na curva do acido
sorbico (pK 4,8) ocorreu abaixo do pH 5 enquanto que no caso do acido benzédico (pK 4,2) o
desvio ocorreu abaixo do pH4. As curvas simuladas do log apa em funcdo do pH

corroboraram esse comportamento (Figura 61).

Resultados promissores foram obtidos neste estudo preliminar para dosar acido benzodico e de
acido sorbico por padronizagdo externa em amostras MP. O processo HS-SPME ¢ muito
simples, relativamente rapido e necessita de poucas etapas de preparacdo da amostra (no caso
em questdo um simples ajuste de pH e adi¢ao de sal). Contudo o método quantitativo proposto

ainda precisa ser validado a partir de comparagcdo com métodos quantitativos tradicionais.
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Figura 60 - Curva de log resposta (area) x pH de acidos sérbico e benzdico extraidos de uma amostra MP por

HS-SPME em varias condi¢des de pH.
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Figura 61 - Curvas simuladas de log ays x pH.
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Constituintes volateis e semi-volateis da erva-mate e seus produtos correlatos.

O método analitico desenvolvido neste trabalho foi aplicado em amostras de erva-mate cancheada
(MC), erva-mate tostada (MT), mate soluvel (MS) e bebida de mate pronta para consumo (MP), a
fim de determinar a natureza das substancias extraidas. As condi¢cdes de extragdo SPME foram:
fibra DVB/CAR/PDMS; T.,; 80°C ou 120°C; fy 60 min; £, 15 min; m, 150 mg no procedimento
seco®. As amostras MC 1 e MC 2 ¢ MT 3 foram analisadas em duas temperaturas (80°C ou 120°C)

e as outras somente a 80°C. A amostra MC 2 foi também avaliada por SDE.

As Figuras 62-72 mostram os cromatogramas CG-EM resultantes dessa etapa do trabalho. As
substancias identificadas por espectrometria de massas, as suas quantidades relativas calculadas a
partir do percentual de area, e os respectivos indices de retencdo, estdo listados na Tabela 20. Dessa
forma foi possivel identificar 181 substancias, considerando que os espectros de massas
correspondentes tiveram correlacdo >90% com a base de dados espectrais. O procedimento de
identificacdo foi complementado, quando possivel, pela comparacdo dos / calculados com os
valores de /, para fase DBS5, disponiveis na literatura (ADAMS, 1995) ou por co-injegdo com
padrao auténtico. Em determinadas amostras foram identificadas também substancias que nao sdo
originarias da erva-mate, como 5 ciclosiloxanos, 2 ftalatos oriundos de sangramento da fibra e de
residuo de embalagem pléstica, respectivamente (Tabela 21). Além disso, foram também
identificados nas amostras MT 1 e MT 3, 19 LABs oriundos possivelmente de contaminacdo por

detergente (Tabela 12).

Virias informagdes importantes puderam ser obtidas a partir dos dados da Tabela 20. Desde que o
trabalho mais importante até agora publicado sobre o aroma da erva-mate foi o de KAWAKAMI &
KOBAYASHI (1991), algumas consideracdes relevantes puderam ser feitas a partir da comparagao

dos resultados obtidos neste estudo com dos referidos autores.
Os seguintes aspectos estdo de acordo com a referéncia citada:

e Os derivados furanicos formados a partir de reagdo de Maillard de carboidratos com acido
aminados (BALTES et al., 1989), furfural, 5-metilfurfural e furanometanol, apareceram em
quantidades maiores nas amostras de mate tostado.

e Em relacdo aos derivados fendlicos, o conteudo de eugenol foi significativamente maior em

MT 1, MT 2 e MT 3.

8 No caso da amostra MP por ser liquida, foi necessario ajustar o pH para 8,0. Em seguida foram transferidos 1,0 mL para vial contendo 0,35g de
NaCl. As demais condi¢des de amostragem foram as mesmas,
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¢ O linalol foi um dos componentes majoritarios no aroma do mate cancheado obtido por SDE
(Tabela 2) segundo a referéncia citada. No presente trabalho o linalol foi majoritario
somente na amostra MC 2 extraida também por SDE. Nas outras amostras analisadas,
inclusive MC 2, extraida por HS-SPME, o contetido de linalol foi cerca de 10 vezes menor.
Esses resultados sugerem que o linalol foi produzido como artefato, demonstrando que o

calor e a umidade favorecem a sua formacao (Figura 42).
Entretanto alguns resultados nao estdo em concordancia com a referéncia citada:

e Butoxietanol foi o componente majoritario nas duas amostras analisadas (cancheada e
tostada) pelos autores referidos. No entanto neste trabalho, essa substancia ndo foi detectada
ou surgiu em tragos somente em algumas amostras (MC 2, MT 1 e MT 3). Essa observacao
confirma que o butoxietanol pode ser efetivamente um artefato ou um contaminante de
origem quimico-agricola como foi sugerido e ndo uma substancia caracteristica da erva-mate
(KAWAKAMI & KOBAYASHI, 1991).

e Das 181 substancias identificadas no aroma da erva-mate no presente trabalho, 79 estavam
entre as 196 descritas na referéncia citada. Contudo vale ressaltar que as técnicas de extragdo

foram diferentes e a SDE utilizada pelos autores em questdo pode gerar artefatos.

As amostras de mate tostado MT 1, MT 2 e MT 3 tiveram perfis cromatograficos globais
significativamente diferentes entre si (Figuras 67, 68, 69). Por exemplo, as substancias fenolicas o-
guaiacol; metoxicarvacrol; (E)-aldeido cinamico; (E)-anetol e timol apareceram exclusivamente na
amostra MT 3. Interessante o fato da amostra MT 3 apresentar também o par de monoterpenos, o.-
turjeno e sabineno, de esqueleto biciclico [3,1,0] ao invés do par a-pineno e B-pineno, de esqueleto
biciclico [3,1,1] encontrado nas outras amostras analisadas neste trabalho, sugerindo que
possivelmente possa ter ocorrido um rearranjo estrutural durante o processamento. As quantidades
relativas de terpin-4-ol e o-terpineol foram cerca de 10 vezes maiores na amostra MT 2,
provavelmente essas substancias forma formadas por oxidacdo do a-terpinoleno. Esses resultados
sugerem que os produtos formados, bem como as suas intensidades relativas sdo provenientes, em
grande parte, da etapa de torrefacdo da amostra. Fatores como umidade da amostra, temperatura do
forno e o tempo em que a amostra ¢ submetida ao calor sdo decorrentes do processo de cada

industria.

A variacdo da temperatura de extracdo no método HS-SPME proporcionou novas informagdes
qualitativas principalmente em relacdo as substincias semi-volateis. Dessa forma, a amostragem

feita a 120°C com as amostras MC 1, MC 2 e MT 3 (Figuras 63, 65, 70) possibilitou a identificacao
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de teobromina e de diversos sesquiterpenos, além de 4cidos e ésteres graxos que por sua vez nao

foram detectados ou surgiram como tragos na amostragem feita com temperatura menor (80°C).

Em relacdo a amostra de mate soltivel (MS) foram observados pouquissimos componentes volateis
e semi-volateis que se mostraram presentes em outras amostras de erva-mate. Os componentes
comuns foram furfural, fenol, 3-etil-4-metil-(1H)-pirrol-2,5-diona, n-decanal, vanilina,
geranilacetona, além de cafeina e hidrocarbonetos lineares C16, C17 e C18 (Tabela 20). Esse perfil
cromatografico mais pobre pode ter sido devido as etapas de extragdao, de desidratagdo e de

tratamento térmico durante o processamento industrial.

A amostra de mate pronto (MP) também apresentou um perfil cromatografico pobre. O
cromatograma da amostra comercial a pH 4 inclusive mostrou teores muito altos dos conservantes,
acidos benzodico e sorbico (Figura 58). Por essa razdo, a analise qualitativa dos componentes do
aroma desse produto foi feita ajustando-se o pH da amostra para 8, a fim de que os sinais dos
conservantes ndo mascarassem os sinais de componentes do aroma. Desconsiderando os sinais dos
conservantes, dos produtos de sangramento da fibra e dos residuos de embalagem, curiosamente, os
constituintes majoritarios identificados na amostra de mate pronto foram etil- ou dimetilbenzaldeido
(16,8%) e benzofenona (7,51%) que por sua vez ndo foram detectados em qualquer outro produto

do mate.

Os dados da Tabela 21 mostram que os sinais de derivados de silicone, oriundos de sangramento da
fibra e os sinais de ftalatos oriundos de residuos de embalagens apresentaram-se de um modo
bastante intensificado nas amostras MS e MP (Figuras 71 e 72). Isso deve ter ocorrido por causa do
efeito de competicdo menos pronunciado nessas amostras cujos perfis cromatograficos foram mais
pobres, haja vista que esses produtos foram preparados por procedimento de decocgdo, que
evidentemente provoca perdas significativas principalmente de substancias volateis. De fato, o
cromatograma da amostra MT 3 obtido por HS-SPME a partir do chd sem a presenca da matriz
apresentou o sinal de ftalato bastante intensificado, mais do que quando essa mesma amostra foi

submetida a extragdo por HS-SPME com a presencga da erva (Figura 49).

Em suma, foi possivel identificar, dependendo da amostra analisada, 53% - 85% dos sinais
cromatograficos, desconsiderando os adulterantes do cromatograma (Tabela 22). Esses resultados

demonstram a validade do método utilizado.
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Figura 62 - Cromatograma de ions totais da amostra MC 1 obtido por HS-SPME nas condigdes T, 80°C; £, 15 min;

tory 60 min; 150 mg.
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Figura 63 - Cromatograma de ions totais da amostra MC 1 obtido por HS-SPME nas condig¢des T, 120°C; ¢, 15 min;

tory 60 min; 150 mg.
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Figura 64 - Cromatograma de ions totais da amostra MC 2 obtido por HS-SPME nas condi¢des T, 80°C; t,,, 15 min;

tory 60 min; 150 mg.



108 Resultados e discussdo - Constituintes voldteis e semi-voldteis

Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

T Ao
Abundance
1700000

1100000

s PRI S P VTR TV \ -

10,00 Zo.00 30.00 Aao.oo s0.00 S0 .00 7Oo.00 20.00

Figura 65 - Cromatograma de ions totais da amostra MC 2 obtido por HS-SPME nas condig¢des T, 120°C; ¢, 15 min;
tory 60 min; 150 mg.
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Figura 66 - Cromatograma de ions totais da amostra MC 2 a partir do extrato obtido por SDE.



109

Resultados e discusséo - Constituintes voldteis e semi-voldters

Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

Abundance

1.3er07 ]

1.2ero7 ]

107

1ero7 ]

T MAaTES. D

10.00

Figura 67 - Cromatograma de ions totais da amostra MT 1 obtido por HS-SPME nas condigdes 7., 80°C; £, 15 min;

tory 60 min; 150 mg.
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Figura 68 - Cromatograma de ions totais da amostra MT 2 obtido por HS-SPME nas condigdes 7., 80°C; £, 15 min;

tory 60 min; 150 mg.
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Figura 69 - Cromatograma de ions totais da amostra MT 3 obtido por HS-SPME nas condi¢des 7, 80°C; ¢,,. 15 min;

tory 60 min; 150 mg.



110 Resultados e discussdo - Constituintes voldters e semi-voldters
Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

TS aHIMS. D
Abundance

ZOOOOZ’ML‘ N " A I J(A AA;M&LMSO‘ e L‘«M

u T T T
10.00 20.00 30.00 oo 60.00 70.00 80.00

Figura 70 - Cromatograma de ions totais da amostra MT 3 obtido por HS-SPME nas condi¢des 7, 120°C; ,,, 15 min;
tory 60 min; 150 mg.
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Figura 71 - Cromatograma de ions totais da amostra MS obtido por HS-SPME nas condi¢des 7., 80°C; t,, 15 min;
tory 60 min; 150 mg.
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Figura 72 - Cromatograma de ions totais da amostra MP obtido por HS-SPME nas condi¢des T, 80°C; £,,, 15 min;
tory 60 min; 1 mL; 0,35g NaCl; pH 8.
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Tabela 20 — Constituintes volateis e semi-volateis de diferentes produtos da erva-mate e em diferentes temperaturas
(parte 1/5).

i

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

2-metilbutanal

1-penten-3-ona

10. 2-etilfurano

12. 3-penten-2-ona

14. (E)-2-pentenal

16. Tolueno

18. 3-metil-2-
butenal

. 2-hexanol

. furfural

24. furanometanol

. p-xileno

30. 1-acetil-1-
cilcoexeno

. 2-heptanona

36. (E,E)-2,4-
hexadienal

38. a-pineno

40.  benzaldeido 961 961 K 047 0,12 043

42. sabineno 972 976 - - - - - - - - 0,56 - - -




112 Resultados e discussdo - Constituintes voldteis e semi-voldteis
Hiram da Costa Aradjo Filho - Tese de Doutorado - NPPN/UFRT

Tabela 20 — Constituintes volateis e semi-volateis de diferentes produtos da erva-mate e em diferentes temperaturas
obtidos por HS-SPME-GC. Continuagao (parte 2/5).

- n-heptanol

. 1,24-
trimetilbnzeno

- (EZ)-2,4-
heptadienal

52. octanal 1004 1001 K 0,21

54. g-terpineno 1018 1018 - 0,07

56. p-cimeno 1023 1026 K 0,12 0,12

58. eucaliptol 1030 1033 K 0,34 0,08

60. (Z)-B-ocimeno 1039 - 021 0,03
. fenilacetaldeido 1044

. 4-dimetil-3,5-
furandiona

- y-terpineno
- acetilpirrol 1067

. (Z)-6xido de 1074 1074 K 497
linalila +

(EZ)3,5-
octadien-2-ona

. acido sorbico

. a-terpinoleno 1087

76. (E,E)-3.5- 1092 - K 083 0,15 191 025 037 0,75 - 0,16 0,01 - 0,14

octadien-2-ona

78. nonanal + 1102 1098 K 1,76 0,37 337 066 096 0,80 - 1,54 0,06 - 0,14
6-metil-3,5-
heptadien-2-ona

79. (EE)-2,4- 1109 - K .- - 0,20 - 0,09 - - - - - -

octadienal
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Tabela 20 — Constituintes volateis e semi-volateis de diferentes produtos da erva-mate e em diferentes temperaturas
obtidos por HS-SPME-GC. Continuagao (parte 3/5).

alloocimeno

4-cetoisosforona

(E,E) ou (E,Z2)-2,6-

nonadienal

(E)-2-nonenal

terpin-4-ol

acido benzodico

etil ou 1184
dimetilbenzaldeido

salicilato de metila

butirato de hexila

99.  n-decanal 1206 1204 K 0,25 0,08

01. B-ciclocitral

103. pulegona 1236 1237

105. neral 1242 1240 K 0,39
107. piperitona 1251 1252

109. acetato de linalila 1260 1257

11. (E)-aldeido 1266 1266 - - - - - - - - 0,54 0,14 - -
cindmico

113. (10u2)- 1280 - 2,14 0,2 0,0 0,0 1,0 0,2 0,1
metilnaftaleno

115. (1 ou2)- 1294 - 0,17 0,1 0,0 0,1 0,5 0,0
metilnaftaleno

116.  timol 1297 1290 - - - - - - - - 1,10 0,96 - -
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Tabela 20 — Constituintes volateis e semi-volateis de diferentes produtos da erva-mate e em diferentes temperaturas
obtidos por HS-SPME-GC. Continuagao (parte 4/5).

118. carvacrol 1307 1298

- hidrocarboneto
ramificado

. 1,2,3,4-tetraidro-
1,1,6-
trimetilnaftaleno

- eugenol

. ac decandico

. 1,7-ou2,6-
dimetilnaftaleno

. vanilina

. dodecanal

. B-cariofileno

. (E)-isoeugenol

- hidrocarboneto
ramificado

- hidrocarboneto
ramificado

. pentadecano

. diidroactinidiolido

148. megastigamatrieno 1553 - - - - - - - - - - - - -

na (isém.)
150. (E)-nerolidol 1563 1564 K 034 0,53 0,12 1,18 0,30 - - - - - -
151. 3- 1571 - - - - - - - 0,17 - - - - -

metilpentadecano
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Tabela 20 — Constituintes volateis e semi-volateis de diferentes produtos da erva-mate e em diferentes temperaturas
obtidos por HS-SPME-GC. Continuagao (parte 5/5).

153. cariofileno oxido 1573 1581 - 0,19 045

155. hexadecano 1600 1600

157. benzofenona

. 4-hidroxi-3,5- 1651
dimetoxibenzaldei
do

. Heptadecano 0,59 0,26 0,58 0,33

. (E,Z)-farnesal

. acido
tetradecanoico

. l-octadeceno

. tetradecanal

- neofitadieno
(is6m.)

. teobromina

. nonadecano

. hexadecanoato de 1926
metila

181. neofitadieno 2131 - - - 0,50 - 0,17 - - - - - - -
(isom.)

* MC = mate cancheado; MT = mate tostado; MS = mate soliivel; MP = mate pronto; ** Indice de retengio calculado; *** IR segundo Adams (1995);
A = as condigdes de extragdo foram DVB/CAR/PDMS / 80°C ou 120°C / 60 min / 150 mg. B = as condigdes de extragdo foram DVB/CAR/PDMS /
80°C /60 min/ 150 mg /0,35 g NaCl/ pH 8. C = o percentual nio foi calculado devido a baixa eficiéncia cromatografica dos sinais nessa regido. K =
componente do aroma da erva-mate segundo Kawakami & Kobayashi (1991). Os tragos representam que a substancia ndo pode ser identificada ou
nao foi detectada (% < 0,01)
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Tabela 21 - Relacdo das substincias identificadas por HS-SPME, oriundas de sangramento da fibra ou de residuo de
material plastico.

IR MCI1 MCI1 MmcC2 McC2 mMc2 MTI MT2 MT3 MT3 MS MP
80C 120°C 80C 120°C SDE 80C 80°C 80°C 120°C 80C 80C

1 Hexametil 826 * 0,17 0,10 0,72 0,48 - 0,84 0,83 0,37 0,12 1,76 0,11
ciclotrisiloxano

2 Octametil 990 ¥ - - - - - - - 1,00 0,20 11,0 -
ciclotetrasiloxano

3 Ciclodecametil 1167 * 1,34 0,74 - - - 1,21 1,88 1,48 0,03 9,35 0,54
ciclopentasiloxano

4 Dodecametil 1339 = 0,07 0,21 1,02 - - - - - - - -
ciclohexasiloxano,

5§ Tetradecametil 1509 * 0,05 0,06 - - - 0,05 - 0,06 0,07 - -
cicloheptasiloxano

6 Tetracosametil 1679 * 0,39 0,42 - - - - - - - 0,05 -
ciclododecasiloxano

7 Ftalato de isobutila 1865 * 0,12 3,65 0,24 1,96 1,52 0,25 1,41 1,25 6,30 13,9 21,2

8 Ftalato de di-butila 1959 * - 0,09 - 0,70 0,99 - 0,02 0,13 0,84 29,1 25,2
*

* sangramento da fibra; ** residuo de material plastico; MC = mate cancheado; MT = mate tostado; MS = mate soltivel; MP = mate pronto.

Tabela 22 - Percentagem de area de substancias volateis e semi-volateis, além de contaminantes, residuos de
embalagens e produtos de sangramento da fibra, identificadas nos cromatogramas das amostras indicadas.

Substéancias adulterantes do cromatograma

identificadas
Amostras totais — adult. LABs produtos de residuos de

sangramento embalagem
(% area) (% area) (% area) (% area)

MC 1 -80°C 85 - 2,0 0,1
MC 1 - 120°C 82 - 1,5 3,7
MC 2 - 80°C 79 - 2,7 0,2
MC 2 -120°C 84 - 0,4 2,6
MC 2 - SDE 64 - - 2,5
MT 1 - 80°C 75 1,4 2,1 0,2
MT 2 - 80°C 52 - 2,7 1,4
MT 3 - 80°C 65 41 1,9 1,4
MT 3 - 120°C 53 42 0,2 7,1
MS - 80°C 54 0,1 32 29

MP - pH 8 61 - 0,6 46




CONCLUSOES GERAIS
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O procedimento de microextragdo em fase solida com amostragem no
“headspace” associado a cromatografia gasosa (HS-SPME-GC) mostrou-se
adequado para a extracdo e a determinagdo de substancias volateis e semi-

volateis da erva-mate e seus produtos correlatos;

Os perfis da amostragem da erva-mate por HS-SPME em fung¢do da massa, do
tempo e da temperatura foram dependentes, principalmente, da volatilidade dos

analitos;

Os parametros de extracdo que propiciaram sensibilidade global mais adequada
e a maior parte dos analitos em condi¢ao de equilibrio, foram: massa de amostra
de 150 mg; tempo de pré-equilibrio de 15 min, tempo de extracdo de 60 min e

temperatura de extracdo 80°C;

Em linhas gerais foi possivel constatar que a afinidade dos analitos pela
cobertura da fibra depende ndo somente da polaridade, pois permeabilidade e
volatilidade, além do fendmeno de competicdo pelos sitios ativos das fases, sao
aspectos importantes que devem ser levados em consideracdo na sele¢do da

melhor fibra a ser utilizada para uma dada amostra;

A fibra DVB/CAR/PDMS apresentou a melhor eficiéncia de extragdo global

principalmente para os analitos dos grupo C ¢ D com 7> 1200;

Os analitos mais volateis (grupo A) foram extraidos com maior eficiéncia em
tempos curtos de extragdo (1 a 3 min) na faixa de 40°C a 60°C e quando a fibra

CAR/PDMS foi utilizada;

A comparacdo dos procedimentos de amostragem, seco e umido, em diversas
temperaturas revelou que o calor e a umidade influenciaram no processo de

formacao de linalol, de isomerizagdo do 2,4-heptadienal e da 3,5-octadien-2-ona;

A metodologia HS-SPME-GC associada a Analise dos Componentes Principais
(ACP) demonstrou ser util para rapida discriminagdo e classificacdo de amostras
de erva-mate baseada na comparacdo do perfil cromatografico dos seus
principais constituintes volateis e semi-volateis. Resultados satisfatorios na
caracterizagdo das safras 2000/2003 foram alcancados usando detector por
ionizagdo em chama e por essa razdo o método proposto tem potencial para ser

implantado em laboratérios de controle da qualidade a fim de verificar o prazo
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de validade da erva-mate durante o periodo de estocagem. Quanto ao tipo de
cultivo, ndo foi possivel obter uma discriminagdo clara das amostras analisadas a

partir dos resultados obtidos;

O procedimento analitico usado neste trabalho mostrou resultados qualitativos
excepcionais na identificagdo de 181 substancias volateis e semi-volateis em
amostras e erva-mate tostada (MT), de erva-mate cancheada (MC), mate soluvel

(MS) e de mate pronto para consumo (MP);

O procedimento analitico usado neste trabalho foi empregado com sucesso para
identificar a presenca de contaminantes como Alquilbenzenos lineares (LABs)

em amostras MT e de cha preto (CP), além de residuos de embalagens;

Resultados promissores foram obtidos na determinagdo dos teores de LAB por
adi¢do-padrao em amostras MT e de 4cido benzdico e de acido soérbico por
padronizacdo externa em amostras MP. Contudo os métodos quantitativos
propostos ainda precisam ser validados a partir de comparagdo com outros

métodos tradicionais.

As andlises efetuadas revelaram que teores relativamente aumentados de
derivados furanicos e de eugenol nas amostras MT estdo condizentes com
informagdes ja publicadas. Da mesma forma, o conteido de linalol foi
relativamente maior na amostra MC extraida por SDE do que a recuperacao
dessa substancia na mesma amostra por HS-SPME. Ao contrario do que foi
publicado (KAWAKAMI & KOBAYASHI, 1991), o butoxietanol nao foi
detectado ou surgiu em tracos em algumas amostras, sugerindo que esse produto
possa ser efetivamente um artefato ou um contaminante de origem quimico-

agricola.

A otimizagdo da HS-SPME descrita neste trabalho mostrou que essa técnica de
preparacdo pode ser convenientemente aplicada para avaliar amostras de erva-
mate e de seus produtos correlatos e ser usada como uma ferramenta til no

controle da qualidade.
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= Quanto aos resultados obtidos :
v" Resultados qualitativos excepcionais;
v Resultados quantitativos promissores;
= Com relacio ao método proposto:
v Precisio e Sensibilidade adequadas;
v' Simplicidade
v Custo relativamente baixo;
v" Requer pouca amostra;
v’ Dispensa o uso de solventes;

v' Seletividade = depende principalmente da temperatura e do tipo de

fibra;
= Com relacao as condicoes analiticas:
v' Para analise global da fracio volatil da erva-mate;

v" Fibra DVB/CAR/PDMS; T,.. 80°C; t.; 60 min; tegui 15 min;

tinj 15 min; m,,, 150 mg;
v' Para analise de LAB em MT;

v" Fibra PDMS; T.. 100°C; t..; 30 min; tequi 15 min; ¢;,; 15 min;

my, 80 mg;
v Para analise de conservantes em MP

v" Fibra PDMS; T.,: 100°C; .,; 30 min; tequi 15 min; #;,; 1S min;
NaCl sat. pH 4,0;

* Quanto aos procedimentos seco x umido:
v" Resultados qualitativos similares;
v" Aumento da temperatura e da umidade intensifica:
v" O conteudo de Linalol;

v' A isomeriza¢io (E,Z) = (E,E) do 2,4-heptadienal e da 3,5-

octadien-2-ona;
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Perspectivas do método HS-SPME-GC na

anadlise da erva-mate:

= Uso efetivo no Controle da qualidade:

v' Selo de qualidade e de pureza da erva-mate baseado no perfil

cromatografico do aroma;

v" Identificacido e determinacio do teor de adulterantes e aditivos nos

diversos produtos da erva-mate;

= Meétodo analitico auxiliar no desenvolvimento de novos produtos da erva-

mate.
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Tabela 23 - Relagdo de algumas substancias volateis e semi-volateis da erva-mate identificadas por HS-
SPME-GC e seus respectivos indices de retengdo e formulas estruturais.

Substincias Tobs Lt

1-acetil-1-cilcohexeno 886
“2-butoxieanol 908 AN N
o-tueno %27 9w
o-pineno 933 99
S-metilfurfural %66 962  SN_ao
“sabineno 912 9% 0
Bpineno 9715 980 N
“ofetandrene T ool Tops T
o—terpineno 018 1018
pcimeno 1023 1026
hmonens 7T 037 oy
“eucaliptol (1,8-cineol) 1030 1033
Z-B-ocimeno 1030 1040
" E-B-ocimene 1050 100 7
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(E)-4-thurjenol 1070 1068 é

" (2)yoxido de linalila 1074 1074 N
o

o-terpinoleno 1087 1088

‘Guaiacolorto 1087 1086 AL

(E)-éxido de linalila 1088 1088
Clinalol w98 1098 ke
Cisosforona ws s~~~
“neo-alloocimeno w2 oo
C4-cetoisosforona m4d 42
Cterpin-d-ol w4 w77 [
Ca-terpineol 189 1189

Csafranal w2

pciclocitral 27

merol 1228 1228 L
Cpulegona 123 1237 1o

1H-pirrol 2,5-diona-3-etil 1238
4-metil
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geraniol 1256 1255 o
I
“E-anetol 1282 1283 A o~
X
Ctimol 1297 1200 I

1,1,6-trimetil-1,2- 1343
diidronaftaleno (tetralina)

eugenol 1356 1356

CHO

" (Z)-cariofilleno 406 1404 i
E-p-damascona 1409 1409

o—ionona 424 1426~ i
Isoeugenol 1446 1447 e
geranilacetona 1454 1453 i
Megastigmatrienona 4 — 7N

(tetraionona)
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o—muuroleno 492 1499
diidroactinolido 1519 N
megastigmastrienona S Y
(isom.) 1573
____________________________ 620 .
E-nerolidol 1563 1564
EZpseudoionona (y- 1585
ionona)
EZ-famesal 4 17421
“cafeina %0 ey
6,10, 14-trimetil-2- 1846 TN TN Ty
_pemtadecamona 2
neofitadieno 1838
(isom.) 1881
____________________ G
farnesilacetona C 1917
Cfiol 205 1949
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Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

