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RESUMO

Amostras de 6leos vegetais comestiveis de soja (C), milho (G), canola (F),
azeite de oliva extra-virgem (E), azeite de oliva extra-virgem Premium (B), azeite de
oliva misturado com 6leo de soja a uma fracado de 10%(v/v) de azeite (D) e azeite de
oliva misturado com 6leo de soja a uma fragdo de 33%(v/v) de azeite (A) foram
analisados utilizando a técnica de microextracéo em fase sélida (SPME) com o uso
de headspace (HS) e analisados posteriormente via cromatografia a gas com
detector por ionizacdo a chama (GC-FID), onde nao houve resposta do método para
as amostras C, G e F. As amostras de azeite E, B, D e A foram posteriormente
analisadas em cromatografo a gas acoplado ao espectrémetro de massas (GC-MS)
para identificacdo dos compostos volateis. Foi possivel a identificacdo de diversos
compostos como por exemplo o ciclohexanol, octanal, heptanal, hexenal e
(E)-2-hexenal. Estes dois ultimos com abundancia muito grande em todas as
amostras de azeite de oliva se comparado com 0s demais compostos. Ha uma
correlagao entre a quantidade de hexenal e (E)-2-hexenal, onde nas amostras A e B
foram encontrados com maior abundéncia. Para estas amostras o método

mostrou-se limitado para a identificacido dos compostos volateis presente.

Palavras-chave: azeite, spme, headspace, cromatografia



1. INTRODUGAO

Os Oleos vegetais sdo amplamente utilizados na gastronomia em todo mundo, desde
forma de temperos até como meio para atingir altas temperaturas proporcionando a fritura
dos alimentos. A utilizagdo de Oleos vegetais em nossa alimentacdo € cultural e muito
frequente na mesa dos brasileiros. Dos tipos mais comumente utilizados estdo os éleos de
soja, milho, girassol, canola e oliva. Tendo destaque importante o 6leo de oliva devido ao
seu sabor incomparavel sendo um dos poucos 6leos ingeridos cru. A maioria dos oOleos é
extraida por meio de solventes e devido ao seu processo de extragdo por prensagem o 6leo
de oliva recebe a denominagdo de azeite de oliva. Este também é um dos que tem o custo
mais alto e ha diversos tipos disponiveis ao consumidor, por exemplo: Virgem, extra-virgem,
misto 10% de azeite de oliva e misto 33% de azeite de oliva.

O azeite de oliva, por possuir o seu valor mais elevado € comum encontrar noticias
sobre adulteracdo nestes produtos e elas s&o feitas de diversas formas, desde misturar com
azeites de oliva de qualidade inferior ou até mesmo outros éleos vegetais de menor valor
como o de soja ou milho, por exemplo. Recentemente quase 50 marcas foram retiradas de
circulagdo por apresentarem irregularidades.

Os azeites s&o misturas complexas onde cerca de 2% de sua composi¢ao é formada
por esterois, fenodis e compostos volateis'. Esses compostos volateis sdo os principais
responsaveis pelo sabor e odor caracteristico do azeite de oliva. Os compostos de carbono
formados por cinco e seis atomos de carbono em sua cadeia s80 0s mais desejaveis de
serem encontrados na composi¢ao dos volateis no azeite de oliva e indicam uma boa
qualidade do produto?.

Com o uso das técnicas cromatograficas, é possivel fazer a caracterizagdo dos
6leos. Como observado, por exemplo, por Flamini et.al.®, que identificaram cerca de setenta

compostos que constituem as folhas, o fruto e o préprio éleo de oliva.



2 REVISAO DA LITERATURA

2 .1 Azeite de oliva

Partindo da azeitona, fruto da Oliveira (Olea europea L.), 0 azeite de oliva é
extraido de diversas formas. Para ser denominado azeite este ndo deve sofrer refino
por solventes. Geralmente uma prensa mecanica € utilizada para extrair o azeite de
oliva do fruto. Esta extrac&o ocorre de forma lenta. Durante o processo de extragcao
enzimas presentes na azeitona comeg¢am a reagir com 0s compostos presentes
dando origem a diversos componentes responsaveis pelo sabor € aroma do azeite
de oliva. Muitos fatores podem influenciar na qualidade final do azeite, dentre eles
destacam-se a qualidade do fruto, o clima da regido e o tipo de extracéo e
armazenamento.

Os compostos volateis presentes no azeite sdo um atrativo para a industria;
estes compostos s&o responsaveis por odores caracteristicos do azeite e séo
adicionados em diversos produtos, até perfumaria. Dentre os compostos destaca-se
o (E)-2-Hexenal que nos fornece o cheiro caracteristico de “verde” e pode ser
encontrado em diversas frutas. Porém, é muito abundante na azeitona verde. A
quantidade deste composto pode indicar boa procedéncia do azeite. Ele é formado a

partir da quebra enzimatica do dmega 64,

2.2 Microextracao em fase sdlida

Inicialmente desenvolvido na década de 1990 por Anthur e Pawliszyn(5) a
técnica de microextracéo em fase solida (SPME) é cada vez mais utilizada em
diversos tipos de analise®’. Este método de extracéo se destaca pelo facil uso, baixo
custo de extracdo por amostra e extracdo de quantidades minimas de analito nédo
interferindo significativamente na concentragéo total do analito na amostra, muito
utilizada onde a amostra vem de uma matriz que n&o pode ser replicada, como em
quimica forense por exemplo®.

Diferente da extragao de analitos na técnica de preparo de amostras por
extracdo liquido-liquido (LLE), a SPME n&o precisa utilizar solventes organicos que
necessitam ser puros e sdo frequentemente toxicos, evitando assim possiveis

contaminacgdes.
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A SPME necessita de um dispositivo especial denominado Holder. Este
holder infelizmente apresenta um alto custo acima de quatro mil reais. Porém, € um
equipamento robusto e pode ser utilizado em um numero praticamente ilimitado de
analises. A estrutura do holder e a forma de utilizagdo estio exemplificadas na

figura 1.

Figura 1 Representacéo do dispositivo de SPME
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Fonte: Researchgate, A review of, SPME fiber for analysis pesticides in fruits na
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vegetable.Adaptado.
2.3 Headspace (HS)

O método de extracao via microextracao em fase sélida com uso de
headspace (HS-SPME) para compostos volateis ja € utilizado em diversos tipos de
6leos vegetais como de soja, canola, girassol e milho®. Este tipo de extrac&o
consiste na exposi¢céo da fibra em um tubo lacrado com um septo onde a amostra foi

armazenada. Neste tipo de extragdo ndo ha contato direto com a amostra. Isto
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permite que a fibra ndo seja danificada, com a adsor¢do de compostos que nao
seriam termicamente dessorvidos quando a fibra fosse exposta no cromatdgrafo™®,
ou até mesmo a perda do revestimento da fibra por conta do contato direto com
solventes aumentando assim sua vida util. O uso de HS facilita a adsorgéo de

compostos volateis.

2.3.1 FIBRA EXTRATORA

A fibra consiste em um tubo feito de silica fundida, seu revestimento pode variar e ha
diversos tipos de revestimentos que ainda sdo desenvolvidos até hoje''. Os revestimentos
comerciais mais comuns e disponiveis comercialmente s&o:polidimetilsiloxano) (PDMS),
divilnilbenzeno DVB com PDMS e divinilbenzeno / carboxen em poli (dimetilsiloxano) (DVB /
CAR / PDMS). Esta fibra tricomponente ja foi testada por Henryk et.a®, como sendo a mais
eficiente para a extragdo e caracterizagdo de compostos volateis em éleos vegetais e,

especificamente, para azeite de oliva, como relatado por Vichi et.al.".

2.4 Métodos cromatograficos

Amplamente utilizada para determinagdo dos compostos volateis azeite de
oliva'' a cromatografia a gas (GC) é uma técnica que permite separar as
substancias volateis das amostras para posterior identificacdo. A amostra € injetada
no cromatografo e entdo a fase mdvel, constituida pelo gas de arraste, que deve ser
inerte e ndo reagir com os analitos, leva os analitos através da coluna capilar figura
2. Através da diferenca de interacdo da amostra pelo tubo capilar e também pelo
aquecimento do mesmo 0s compostos se separam e chegam até o detector em

tempos diferentes.
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Figura 2 Representacdo do cromatdgrafo a gas e suas partes
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Fonte: Biomedicinabrasil, outubro/2012, métodos cromatograficos. Adaptado

2.4.1 Detector por ionizagao em chama (FID)

O detector por ionizagédo em chama (GC/FID) funciona com uma mistura de ar
sintético e hidrogénio de alta pureza para n&o produzir interferéncias. Esta mistura é
queimada e produz um sinal base. Conforme os analitos ja separados previamente
pela coluna chegam até a chama, ha uma alteracao do sinal que € quantificado pelo
aparelho em voltagem. Este detector se destaca pela alta sensibilidade a moléculas

organicas.

2.4.2 Espectrémetro de massas (MS)

O espectrémetro de massas trabalha acoplado a um cromatografo a gas
(GC-MS) e é utilizado principalmente para a identificagdo dos analitos. Na camara de
ionizagao do MS ocorre ruptura das moléculas em fragmentos devido a um alto
potencial aplicado, geralmente 70eV. Esses fragmentos s&o separados conforme
sua razao massa/carga (m/z) e posteriormente 0s espectros de massas gerados s&o

comparados a uma biblioteca disponivel no software do proprio aparelho™.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Em amostras de azeite de oliva, avaliar a presenc¢a de indicios de adulteracio por
outros 6leos vegetais e possiveis misturas com azeites de oliva de qualidade inferior.

3.2 Objetivos especificos

- ldentificar biomarcadores presentes no azeite de oliva.

- Extrair os analitos das amostras utilizando HS-SPME.

- Analisar via GC/FID e GC-MS as amostras e identificar os compostos
presentes no azeite de oliva, dando enfasé aos compostos hexenal e

(E)-2-Hexenal.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostras

Foram adquiridos éleos vegetais conforme listados na tabela 1 abaixo, para

cada analise foram utilizados 5 mL do 6leo vegetal.

Tabela 1 Amostras de dleo vegetal utilizadas

Oleo vegetal

TIPO COMERCIAL

Oliva
Oliva/soja
Oliva/soja

Oliva

Canola

Soja

Milho

Azeite de oliva extra virgem
Azeite de oliva misto 33% azeite/67% bleo de soja
Azeite de oliva misto 10% azeite/90% 6bleo de soja
Azeite de oliva “gourmet”
Oleo de canola (ou colza)
Oleo de soja

Oleo de milho

4.2 Equipamentos

Durante o aquecimento foram utilizados: Agitador magnético modelo DI-03 (Dist)

junto a um banho termostatico modelo MQBTC (Microquimica). A mufla utilizada

para calcinagao da vidraria foi a Quimis Q317B243. Os cromatografos a gas usados

foram o GC-FID da Shimadzu modelo 2014 e o GC/MS Perkin EImer modelo 680/SQ

8s.
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4.3 Limpeza dos materiais

A vidraria foi previamente e posteriormente limpa com solugéo a 5% (v/v) de
detergente Extran (Merck), como demonstrado por Jessica Alessandra et. al'®. Em
seguida, foram enxaguadas com agua desionizada. Apds secagem foram
introduzidas em uma mufla com temperatura de 400°C por 4 h para calcinagéo. Toda
a vidraria foi armazenada em recipiente fechado até o momento de sua utilizagdo. As
mesmas etapas foram adotadas para os agitadores magnéticos, exceto a calcinagao
em mufla.

A fibra DVB/PDMS/CARBOXEN foi limpa conforme recomendagéo do
fabricante: 1 hora dentro do injetor do cromatografo a 250°C. O procedimento de
analise foi reproduzido sem o analito em questdo (branco) a fim de confirmar a n&o

interferéncia de possiveis contaminantes no método.
4.4 Extracao via SPME-HS

As amostras foram analisadas diretamente apds abertura de suas
embalagens originais para que ndo houvesse perda de analitos volateis. Foram
transferidos 5 mL de cada amostra para um tubo de 40 mL proprio para SPME no
qual a tampa permite a introducdo do holder. Todas amostras ficaram em agitacéo
constante e em banho maria a 400C por 10 min. Apos isto a fibra foi exposta por 5
min, a fim de extrair os analitos. O esquema abaixo mostra as etapas de extragéo
dos analitos da amostra. A figura 3 exemplifica a extracdo por HS seguida pela

dessor¢c&o no cromatografo.
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Figura 3 Etapas de (A) Extracdo do analito e (B) Dessorc&o do analito no
cromatoégrafo

Septo do frasco com Fibra recolhida
amostra é perfurado Fibra recolhida

Exposigao da fibra / A
Extragdo dos analitos Septo do injetor do

GC e perfarado Fibra exposta
Analitos dessorvidos

Fonte: retirada de Repositdrio Unicamp.

4.5 Analise e condi¢gdes cromatograficas

Apbs a extracdo dos analitos via HS-SPME a fibra foi inserida diretamente no
injetor do cromatografo e permaneceu exposta por 15 minutos. O injetor foi mantido
a 260°C e o modo de injecao foi o splitless. A press&o dentro do injetor era de 40
kPa e o gas de arraste, hidrogénio, estava com um fluxo de 52 mL/min. Apds ser
liberado pelo injetor os analitos vao para a coluna (30 m x 0,3 mm x 0,25 um de fase
estacionaria), que estava inicialmente com a temperatura de 40.C e submetida a
uma taxa de aquecimento de 4°C por min até 120°C. O FID foi regulado a uma
temperatura de 300 °C para garantir que todas espécies fossem ionizadas. Os
mesmos padrdes foram adotados para o GC-MS, porém o gas de arraste passa a

ser o He.
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4.6 Residuos gerados

Por ndo possuirem nenhum tipo de solvente ou qualquer outro tipo de
contaminante o residuo dos 6leos utilizados foram encaminhados a um laboratorio
de sintese organica onde serao utilizados para aquecimento das reacdes através de

banho de 6leo sobre uma chapa de aquecimento

18



5 RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Cromatogramas comparativos dos 6leos vegetais

Além do azeite de oliva, a metodologia proposta foi empregada para a analise

de outros tipos de 6leos vegetais. A analise comparativa foi realizada por meio da

visualizagéo dos cromatogramas obtidos por GC-FID, conforme exemplificado na

figura 4. Cada cromatograma representa um tipo de 6leo vegetal conforme 2. Esses

s&o os resultados obtidos a partir da extragdo com a fiora DVB/PDMS/CARBOXEN.

Outras fibras testadas néo apresentaram bons resultados, A maioria dos compostos

eluiram na faixa de temperatura entre 50°C e 70°C. Pode-se observar uma grande

semelhancga nos perfis cromatograficos de B e E, pois sdo duas amostras de azeite

de oliva. A amostra A apresenta um perfil diferente, pois € uma mistura comercial de

azeite de oliva e 6leo de soja (33:67 %, v/v).

Figura 4 Cromatogramas obtidos através de GC-FID para as amostras de dleo vegetal
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Tabela 2 Legenda dos tipos de 6leos demonstrados na figura 4

Representaca Tipo de dleo

o

A azeite de oliva misto 33% azeite/67%
Oleo de soja

B azeite de oliva “gourmet”

C 6leo de soja

D azeite de oliva misto 10% azeite/90%
Oleo de soja

E azeite de oliva extra virgem

Oleo de canola (ou colza)

G 6leo de milho

Os cromatogramas dos 06leos representados por C, F e G n&o apresentaram
resultados para fragc&o volatil. Portanto, este método nao € indicado para determinar

0s componentes desses 6leos.
5.2 Cromatogramas de massas comparativos dos azeites

Apbs a analise prévia no GC-FID, as amostras A, B, D e E foram injetadas no
GC-MS, sob as mesmas condigbes cromatograficas, a fim de identificar os principais
componentes de cada amostra. Os perfis cromatograficos dos azeites de oliva estéo
dispostos nas figuras 5,6,7 e 8 e os compostos identificados estao apresentados

conforme a tabela 3 junto aos seus tempos de retencéo na coluna cromatografica.

Tabela 3 |dentificagdo através de GC-MS

TR (min) Composto identificado Amostra

6,01 Acido butanoico A
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6,03 Hexenal ABDeFE*
5 (E)-2-hexenal ABeE
7,9 Ciclohexanol AeB
8,1 Octanal ABeD
9,1 Heptanal D

Figura 5 Cromatograma obtido através de GC-MS para a amostra A, de 5min até 12min.
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Figura 6 Cromatograma obtido através de GC-MS para a amostra B, de 5min até 10min.
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Figura 7 Cromatograma obtido através de GC-MS para a amostra D,de 4min até 12min
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Figura 8 Cromatograma obtido através de GC-MS para a amostra E, de 4min até
10min.
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apresentaram um numero limitado de compostos se comparado com os resultados

da metodologia original. Os compostos com tempo de reten¢éo de 5min até 10min
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presentes no cromatograma obtidos no GC-FID de foram analisados individualmente
no GC-MS. Onde identificamos os compostos hexenal (TR=6,03min) e o (E)
-2-hexenal (TR=7,5min) com abundancia. Estes que sdo dois dos compostos mais
importantes para o odor caracteristico do azeite de oliva. Nas amostras Be E a
quantidade de (E) -2-hexenal € maior do que em A e D. Nas amostras Ae D a
quantidade de hexenal é maior do que em B e E. A relacido da quantidade de
hexenal e (E) -2-hexenal indica que as amostras B e E possivelmente possuem uma

qualidade de odor melhor que as demais e estdo menos oxidados*.
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6 CONCLUSAO

Dentre diversos compostos volateis existentes no azeite de oliva identificados
através de analise no GC-MS os que ficaram mais proeminentes em todas as
amostras foram o hexenal (TR=6,03min) e o (E) -2-hexenal (TR=7,5min), os demais
compostos identificados ndo possuem tanta influéncia no odor do azeite de oliva .
Este resultado nos indica que os azeites de oliva A e B s&o frescos e de boa
qualidade de odor. A quantidade comparativa de hexenal, presentes em abundancia
nos azeites A e D, n&o nos permite avaliarmos sobre o estado de oxidag¢ao dos
azeite, mas a relacdo com do hexenal com o (E)-2-hexenal sim, na amostra D ndo
foi identificado o (E)-2-hexenal. As amostras A e D sdo formadas por misturas de
azeite de oliva com outros 6leos vegetais, 0 que impactou diretamente na qualidade
dos compostos volateis presentes que foram identificados. Segundo os
cromatogramas dos demais Oleos vegetais das amostras C, F e G, nao foi possivel
extrair das amostras e em seguida dessorver os compostos da fracido volatil destes
Oleos segundo a metodologia adotada, sendo assim nao é possivel a identificacéo
de contaminagao nos azeites de oliva por adi¢ao de 6leos de soja, girassol, canola e
milho por este método. Porém cabe ressaltar que este método foi muito seletivo para
o composto (E)-2-hexenal que esta presente em todos azeites de oliva testados.
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