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RESUMO

Identificacdo dos componentes do 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis L.
Osbeck) e proposicéo de procedimentos industriais para a obtencéo de

produtos diferenciados

As exportagbes brasileiras de Oleo essencial de laranja sé&o
responsaveis por movimentar aproximadamente setenta e quatro milhdes de
dolares, o que representa uma parcela expressiva dos negdcios brasileiros e merece
grande atencdo por parte das empresas envolvidas.

Houve o interesse por parte da empresa de realizar essa pesquisa,
devido ao numero baixo de trabalhos verificados na literatura que promovessem
estudo ao o6leo essencial de laranja com mecanismo de destilacdo em nivel
industrial.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar o 6leo essencial
de laranja em sua composicdo, e estabelecer através de destilagdo a vacuo, em
nivel industrial, uma sistematica para preparar um produto com perfil sensorial que
fosse diferencial no mercado. Para isso utilizaram-se ferramentas estatisticas para
tratar os resultados das analises cromatograficas de CG-EM, além de analise
sensorial para caracterizar os produtos obtidos.

Carregou-se a planta industrial de uma destilaria com
aproximadamente 1730 kg de Oleo essencial de laranja. Realizaram-se 0s ajustes
necessarios nos equipamentos e promoveu-se a destilacdo, recolhendo vérias
fracOes. Esses procedimentos foram realizados em dois set-ups diferentes. Essas
fracbes foram analisadas por CG-EM e levantado seu perfil, frente a PCA. Foram
escolhidas trés amostras referentes aos grupos observados na PCA e realizaram-se
0s testes sensoriais.

Os testes sensoriais revelaram certa aceitabilidade, ora positiva ou
negativa, das fracdes em relacéo ao suco padréo. Isso leva a crer que os provadores
ndo tém o paladar para este tipo de produto. Em comparacdo com uma colecao de
amostras de clientes do exterior, recebidas/pesquisadas pela empresa, essas
fracbes apresentam grande similaridade, levando a crer que ha mercado

internacional para esse tipo de produto.



ABSTRACT

Identification of the components of essential oil of orange (Citrus sinensis L.
Osbeck) and proposal of industrial processes to obtain differentiated

products

Brazilian exports of orange essential oil are responsible for moving
approximately seventy-four million dollars, representing a significant portion of
Brazilian business, and deserve the attention from the companies involved in this
business.

There was interest by the company (Cutrale) to conduct this research,
due to the low number of papers found in the literature to promote the study with
orange essential oil distillation facility at the industrial level.

Thus, this work was aimed to study the essential oil of orange in its
composition, and establish by vacuum distillation an industrial scale, of a system for
preparing a product with sensory profile that was not available in the market. For that,
we used statistical tools to deal with the results of chromatographic analysis of
GC/MS, and sensory analysis to characterize the products obtained.

The distillation was carried out in a distillery plant with about 1730kg of
orange essential oil. It was the necessary the proper adjustment of the equipment
and then the product was distilled, and several fractions were collected. The
procedure was performed in two different set-ups. The first one involved low heating
and low distilling flow, and the second higher heating and distilling flow. The
originated fractions from both procedures were analyzed by GC/MS and their profile,
were compared using PCA. Three samples were chosen for the sensory tests after
the analysis by PCA.

The tests revealed some sensory acceptability, either positive or
negative of fractions of the juice when compared with the positive control (standard
juice). This suggests that the testers do not have the taste for this type of product.
Compared with a collection of samples of customers from abroad, received/analyzed
by the company, these fractions are very similar, implying that there is possible that

the samples we obtained may be of interest for international market.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — PRODUTOS PROVENIENTES DO PROCESSAMENTO DA LARANJA

O processo de obtencdo dos sucos de laranja concentrado congelado
(FCOJ, Frozen concentrated orange juice) do ndo concentrado (NFC, Not from
concentrated), do concentrado reconstituido e do suco fresco, consiste uma série de
operagOes industriais de grande escala, conforme os relatos de AMARO (1999),
ESCOBAR et al. (1999), NEVES et al. (2001), NEVES e LOPES (2005), agregando
mais valor comercial a fruta e a cultura citrica. Além da producdo do suco, o

processamento da laranja também obtém alguns subprodutos (TAYLOR, 2005).

1.2 — IMPORTANCIA ECONOMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Ha aproximadamente trezentos 6leos essenciais de interesse comercial
e valor agregado produzidos mundialmente, como de céanfora (Cinnamomum
camphora (L.) J. Presl.), citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt, C. nardus (L.)
Rendle), eucalipto tipo cineol (Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker,
Eucalyptus spp.), eucalipto tipo citronela (Eucalyptus citriodora Hook.), grapefruit
(Citrus paradisi Macfady), laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e limao (Citrus limon
(L.) N.L. Burm.) (BIZZO et al., 2009; LAWRENCE, 1993).

Consultando a base de dados americana COMTRADE (2011) (United
Nations Commodity Trade Statistics Database), obtivemos os dados de exportacao
para os produtos do grupo que se incluem os 6leos essenciais (n° 3301 — éleos
essenciais, resinoides e subprodutos terpénicos), para o ano de 2010, conforme
mostra a Tabela 1-1.

Os Estados Unidos da América (EUA) e a Holanda sdo os maiores
importadores desses produtos brasileiros, com 31,5% e 13,7%, respectivamente.
Esse mercado é responsavel por uma movimentacdo de US$ 165 milhdes ao ano,
levando em consideracdo somente as exportagdes brasileiras.

Especialmente em relagdo ao oOleo essencial de laranja (n° 330112 -
O0leo essencial de laranja), para o ano de 2010, os dados apresentados no
COMTRADE (2011) (United Nations Commodity Trade Statistics Database) mostram
a importancia comercial deste produto para as exportacdes brasileiras, conforme
apresentado na Tabela 1-2.



Tabela 1-1 — Exportacdo brasileira no ano de 2010 de produtos incluidos na
classificacdo n° 3301 (6leos essenciais, resinoides e subprodutos terpénicos) obtida
da base de dados de consulta publica do COMTRADE (2011) - United Nations

Commodity Trade Statistics Database

Porcentagem de
Parceiro Valor comercial (US$) | Peso liquido (kg) | representacéo na
exportacao global
Global 165.903.120 70.216.695 100,0
EUA 52.213.733 23.993.471 31,5
Holanda 22.685.605 6.373.299 13,7
Japéao 12.874.774 9.173.821 7,8
Reino Unido 11.637.211 3.294.328 7,0
Alemanha 9.731.092 4.761.345 5,9
China 9.409.064 4.962.521 57

Referente as contribuicbes comerciais dos EUA e Holanda, juntos
adquirem mais de 50% das exportacfes de 6leo essencial de laranja do mercado
brasileiro. Isso significa um valor comercial de mais de US$ 38 milh&es por ano.

Tabela 1-2 — Exportacdo brasileira no ano de 2010 de produtos incluidos na
classificacdo n° 330112 (6leo essencial de laranja) obtida da base de dados de
consulta publica do COMTRADE (2011) - United Nations Commaodity Trade Statistics

Database
Porcentagem de
Parceiro Valor comercial (US$) | Peso liquido (kg) | representacéo na
exportacédo global
Global 74.644.586 28.833.714 100,0
EUA 23.384.589 8.208.107 31,3
Holanda 14.707.625 5.509.317 19,7
Reino Unido 7.659.073 2.702.610 10,3
Alemanha 5.233.097 3.051.712 7,0
india 2.692.887 1.392.349 3,6
Espanha 2.534.881 1.068.422 3,4
China 2.452.835 1.103.501 3,3

Mesmo sendo um pais de destaque mundial nas exportacdes de 0Oleo
essencial, o Brasil ainda sofre de problemas como falta de manutencéo do padrdo
de qualidade dos Oleos, representatividade nacional e baixos investimentos

governamentais no setor. Visando racionalizar o segmento, criou-se a ABRAPOE



(Associacdo Brasileira de Produtores de Oleos Essenciais), que tem como objetivos:
aproximar produtores aos centros nacionais de pesquisa pelos estudos de
padronizacdo, fornecer dados atualizados de mercado e representar o segmento

junto ao governo federal, tudo para agregar qualidade aos oleos (BIZZO et al.,

2009).



2 - OBJETIVOS

A presente dissertacdo de mestrado profissional de carater tecnoldgico
teve como objetivo estudar o 6leo essencial de laranja em sua composicdo, e
estabelecer um perfil sensorial que seja diferenciado no mercado. Podemos dividir
0s objetivos em:

- estabelecer uma metodologia/sistematica para a obtencéo industrial
de fracOes de Oleo essencial de laranja, através de sua destilagdo a vacuo;

- estudar a correlagédo entre as fracdes e o grau de satisfacdo para os
provadores da empresa de sucos citricos, através de teste sensorial com as fracdes
adicionadas ao suco de laranja;

- tratar o conjunto de dados obtidos utilizando ferramentas
guimiométricas, onde serdo usados recursos matematicos para andlise exploratéria
dos dados;

- verificar os perfis sensoriais e cromatograficos das fracdes coletadas
e relaciona-los com a andlise exploratéria ou com os resultados dos testes

sensoriais.



3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 — ASPECTOS BOTANICOS DA LARANJA

O termo fruta € aplicado a estrutura que cerca, protege ou guarda as
sementes até estarem maduras, no estagio da reproducdo das espécies botanicas
em todo o reino dos vegetais. Podemos classificar as frutas em dois tipos, de acordo
com suas condi¢Bes fisicas quando maduras: as secas e as carnudas (TAYLOR,
2005).

O surgimento de humanos no planeta e sua propria evolucdo para a
categoria de cacador-colhedor trouxeram um novo significado para o termo
“selecdo”. Nossos antecessores deram 0s primeiros passos na categorizagdo das
frutas disponiveis de acordo com o carater do aroma. Muitas das variedades
comerciais de frutas populares no mundo ocidental tém sido desenvolvidas de
espécies cuja origem pode ser remetida para regides do leste do Mediterraneo,
como por exemplo: péssego, damasco, cereja, maga e péra que cresceram nas
proximidades férteis e tornaram parte da dieta basica dos habitantes daquela regiao
(TAYLOR, 2005).

O centro reprodutivo da planta € a flor, o precursor da fruta. Uma série
de mudancas resulta na formacédo da fruta, que comegca com 0 processo de
polinizac@o, onde o poélen é transferido de uma flor a outra, por varios mecanismos
dependentes da espécie da planta. Essencialmente, estes mecanismos podem ser
iniciados por um inseto visitando uma flor e tornando-se impregnado com o poélen, e
entdo visitando outra flor carregando para ela o pélen da primeira e impregnando
mais polen dessa nova flor em seu corpo, e ai sucessivamente nas demais visitas a
outras flores. (TAYLOR, 2005).

3.2 —=HISTORICO, CLASSIFICACOES E ASPECTOS BOTANICOS DA LARANJA

Segundo REUTHER et al. (1967) e WEBBER (1967), a origem das
plantas citricas deu-se nas regides tropicais e subtropicais do sudeste da Asia e do
arquipélago da Malasia e suas ilhas adjacentes. Retrata também que a propagacao
dos citrus foi um processo lento, marcado pelas diferencgas relativamente pequenas

das variedades originais até a obtenc¢éo das variedades atualmente conhecidas.



SIMAO (1998) relata que a cultura de citrus se estendeu desde a india,
o norte da China, a Nova Guine até a Australia. Segundo MALAVOLTA e NETTO
(1989) e TAYLOR (2005), a primeira espécie de conhecimento dos europeus foi a
cidra (Citrus medica L.), mencionada a 300 anos a.C. Na época do Império Romano,
a laranja e o limao foram introduzidos na regido do Mediterraneo. Além disso, a
laranja doce foi uma das ultimas levadas para a Europa por volta do século XV. O
cultivo de frutas citricas tinha se espalhado para todo mundo, para todas as regides
onde o clima ndo era muito severo durante os meses de inverno e onde estava
disponivel a condicdo de solo apropriada.

Sabe-se que nenhuma espécie do género dos citrus é originaria da
América, sendo que, no continente americano, as primeiras sementes foram
introduzidas por Cristovdo Colombo no ano de 1493, no Haiti (WEBBER,1967).

Ja no Brasil no ano de 1540, ha relatos da propagacédo e crescimento
de numerosas arvores de citricos, caracterizando laranjais espalhados pelo litoral,
conforme registros em diarios ou retratados em pinturas de viajantes brasileiros e
pela corte de D. Jodo VI, quando desembarcou no Brasil. Essas frutas citricas foram,
sem duvida, introduzidas pelas primeiras expedi¢cdes, provavelmente na Bahia, na
época em gue o pais estava dividido em capitanias hereditarias (provavelmente na
de S&o Vicente) pela Coroa Portuguesa. Tratava-se de uma cultura importante,
usada para combater o escorbuto, doenca causada pela deficiéncia de vitamina C, o
gual dizimava as tripulacbes dos navios que cruzavam o Atlantico (HASSE, 1984;
NEVES e LOPES, 2005).

Referente aos aspectos botéanicos da fruta, ela pertence a familia
Rutaceae, sub-familia Aurantioideae, tribo Citrae, subtribo Citrinae, sendo o0s
principais géneros: Fortunella, Poncirus e Citrus. O género citrus engloba quase a
totalidade das espécies comerciais cultivadas, como as laranjas doces (Citrus
sinensis L. Osbeck), a mais importante de todas as frutas citricas; laranjas azedas
(Citrus aurantium), tangerinas e mexericas (Citrus reticulata Blanco), limas acidas
(Citrus aurantifolia S.), lima Tahiti (Citrus latifolia Tanaka), limdes verdadeiros (Citrus
limon Burn) e pomelos (Citrus paradisi Macf) (SIMAO, 1971; 1998; TAYLOR, 2005).

As plantas apresentam-se como arvores de porte médio, galhos mais
ou menos eretos, folhas acuminadas (diz-se das folhas e frutos terminados em
ponta). Sua producdo atinge proximo de 250 kg de frutos por planta por florada

completa. Seus frutos tém peso médio de aproximadamente 145 g. A casca tem cor



alaranjada, de espessura de fina a média, quase lisa e com vesiculas de 6leo na
superficie. Tem polpa de cor laranja e textura firme, com suco abundante (SIMAO,
1971).

A Figura 3-1 mostra um esquema geral de uma laranja com suas

principais estruturas.

Vesiculas de suco Flavedo

Albedo

Segmento Coluna central

Figura 3-1: Esquema geral de uma laranja em corte transversal, identificando suas

principais partes

Como mostrado na Figura 3-1, segundo TAYLOR (2005), as principais
partes da laranja séo:

- Flavedo: consiste na mais pesada camada de células do exterior,
recoberta por uma camada de cera. Carrega 0s cromatéforos e numerosas
glandulas esfericamente formadas, preenchidas com o 6leo essencial;

- Albedo: tecido mole e branco que protege 0s segmentos e as
vesiculas de suco;

- Coluna Central: canal que atravessa toda extensao do fruto;

- Segmento: divisbes que existem reunindo as vesiculas de suco,
conhecido popularmente como “gomos”;

- Vesiculas de suco: séo as estruturas que armazenam o suco da fruta.

A composicdo da laranja varia conforme inumeros fatores, tendo
alguns exemplos como: cavalo (em caso de enxerto), clima, altitude, adubacéao,
irrigacao, tratos culturais e estagios da maturacdo. Segundo NEPA/UNICAMP (2006)
e VIEGAS (1991), a Tabela 3-1 mostra a composi¢cdo média de alguns parametros

relacionados com a laranja.



Tabela 3-1 — Composicdo média de alguns parametros para a laranja

Parametros Valores
Suco 50 a 55%
. 86 a 40 a 50% de
Agua 92% Albedo flavedo
Polpa 5a10%
Carboidratos 9al2%
Aclcares 5a8%
Pectina 1la2%
Fibras 0,8a2%
Proteinas 0,8a1%
Componentes nitrogenados 0,7a0,8%
Minerais 0,5a0,9%
Lipideos 0,2a0,5%
Oleo essencial 0,2 a0,5%
Valor caldrico 33 a 45 kcal
Semente 3 a 4 unidades em média
enzimas, pigmentos, constituintes
Outros componentes o . o
volateis, flavonoides e vitaminas

3.3 - PROCESSO DE FABRICACAO NA INDUSTRIA DE CITRUS

3.3.1 - PRODUTOS

Os produtos produzidos pelas industrias que processam frutas citricas
sdo os sucos citricos. No mercado consumidor brasileiro, o segmento mais
expressivo para suco de laranja € a comercializacdo dos produtos conhecidos como
FCQOJ (Frozen concentrated orange juice) (ver Figura 3-2, etapa 52), NFC (Not from
concentrated) (Figura 3-2, etapa 43), suco concentrado reconstituido e o suco fresco
(AMARO, 1999; ESCOBAR et al., 1999; NEVES et al., 2001).

Os vaérios tipos de frutas citricas podem requerer tratamento
especializado durante o processamento, por causa de sua natureza, formato,
tamanho e caracteristicas marcantes. Em todos os momentos a operacdo envolve
certo numero de estagios: obter o fornecimento de fruta no estado correto de
maturidade, extrair o suco com a maneira mais eficiente possivel, e entdo, se preciso
for, seguir com o estagio de filtracdo apropriada antes da concentracdo e eventual
embalagem ou armazenamento (REINECCIUS, 2006).

No Brasil destacamos o uso da tecnologia das extratoras FMC in-line,

sendo montada em uma Unica maquina, um conjunto de cinco extratores, formados



por dois copos cada um (o inferior e 0 superior), que se encaixam um ao outro
pressionando a fruta. Podemos dividir o processo de extracdo em quatro etapas,
conforme QUEIROZ e MENEZES (2005) e YAMANAKA (2005):

- A laranja é colocada automaticamente no copo inferior;

- O copo superior desce comprimindo a fruta contra o cortador inferior
localizado na extremidade do tubo coador, que abre um orificio na fruta, através do
qual o suco escoa, sem entrar em contato com a casca. Esse tubo construido de tela
perfurada retém parte da polpa e as demais partes solidas, impedindo que estas
venham a se incorporar ao suco;

- A extracdo € completada com a compressao do material retido dentro
do tubo coador;

- A casca € expelida por um espaco anular no copo superior e as
membranas e sementes s&o retiradas pelo orificio central do elemento que
comprime o material existente no interior do tubo coador, na fase final de extragao.

A docgura dos acucares e a acidez dos 4cidos organicos sdo comuns a
todo suco de laranja. Entretanto, os distintos sabores encontrados num determinado
suco dessa fruta podem ser atribuidos a variagdo dos componentes dos Oleos
essenciais, esséncias e aromas presentes na fruta e no suco, 0os quais conferem
também perfis sensoriais distintos (KIMBALL, 1991).

A Figura 3-2 apresenta esquematicamente as etapas do
processamento da laranja, com seus produtos e subprodutos. De forma geral,
podemos dividir o processamento em 52 etapas (ver nimeros entre parénteses na
Figura 3-2).

A colheita (Figura 3-2, etapa 2) de determinada regido € programada
conhecendo o grau de maturidade das frutas no pomar (Figura 3-2, etapa 1).
Realiza-se o transporte (Figura 3-2, etapa 3) até a unidade fabril que fara o
processamento. Na recepcdo de matéria-prima (Figura 3-2, etapa 4) sao feitas
amostragens para a realizacdo de alguns testes preliminares, com o objetivo de
conhecer as principais caracteristicas da fruta, como °Brix, acidez, ratio e nimero de
frutas por caixa de 40,4 kg. Durante o descarregamento, as frutas passam pela
escolha manual (Figura 3-2, etapa 5) e, logo apés, para o armazenamento (Bin)
(Figura 3-2, etapa 6).

Chamada de padronizacdo (Figura 3-2, etapa 7) a etapa de

levantamento dos parametros de qualidade solicitados pelo cliente, a coordenacéo
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da empresa combina as frutas de tal forma que, quando processadas, atenda os
requisitos estabelecidos pelo cliente. Com as frutas jA em processamento, ha a
higienizacdo das mesmas (Figura 3-2, etapa 8), utilizando 4gua do condensado a
40-50°C. Antes de entrarem para as alas das extratoras, é realizada uma segunda
escolha manual e posteriormente a classificacdo e separacdo segundo os tamanhos
das frutas (Figura 3-2, etapa 9).

Na ala das extratoras as frutas sdo direcionadas as maquinas
ajustadas as suas dimensbes (Figura 3-2, etapa 10). Desta etapa em diante,
dividimos o processo em quatro grandes partes:

- Oleo essencial (etapas 12 a 17): as extratoras raspam a casca e com

ajuda de um spray d’agua, direciona essa emulsao rica em 6leo para o estagio da
filtracdo em finishers (Figura 3-2, etapa 11). O filtrado vai para um conjunto de
centrifugas que tem a finalidade de concentrar (Figura 3-2, etapa 12), clarificar
(Figura 3-2, etapa 13) e polir o 6leo (Figura 3-2, etapa 14). O 6leo processado é
armazenado e segregado em grandes tanques, completando a etapa da
Winterizac&o (Figura 3-2, etapa 15) (item 3.3.2.1 - OLEO ESSENCIAL). Depois esse
Oleo é transferido para outros tanques (Figura 3-2, etapa 16) e espera seu destino
final (Figura 3-2, etapa 17), envasados em tambores ou a granel.

- Bagaco (etapas 18 a 20): o que restou de casca e bagaco da extracao

€ direcionado a caixa de bagaco (Figura 3-2, etapa 18), matéria-prima para a
fabricacdo de farelo. Adiciona-se cal virgem a essa mistura do bagaco com agua
(Figura 3-2, etapa 19), e encaminha-se para as prensas (Figura 3-2, etapa 20).
Nelas temos a divisdo desse processo em dois:

- Limoneno (etapas 21 a 26): o que verte pelas prensas € encaminhado

para as peneiras (Figura 3-2, etapa 21) para reter os fragmentos ainda presentes, e
depois direcionado para os evaporadores (Figura 3-2, etapa 22), que fardo a
extracdo de volateis (Figura 3-2, etapa 23). O produto da extracdo do evaporador
compreende numa mistura entre fase aquosa e organica (D-limoneno) (Figura 3-2,
etapa 26). Deixa-se essa mistura em repouso para separacao das fases (Figura 3-2,
etapa 24), e posteriormente sifona-se a fase organica. Armazena-se em tanques
(Figura 3-2, etapa 25) e da-se o destino final, acondicionando-se em tambores ou a
granel.

- Farelo de casca citrica (etapas 27 a 31): o que é retido nas prensas €

seco em grandes fornos movidos a gas natural (Figura 3-2, etapa 27), depois séo
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peletizados (Figura 3-2, etapa 28), resfriados (Figura 3-2, etapa 29), e armazenados
em silos (Figura 3-2, etapa 30), para serem embarcados como farelo de casca citrica
(Figura 3-2, etapa 31).

- Pulp-wash (polpa lavada, etapas 32 a 39): a polpa que é separada na

etapa de filtracdo do suco (Figura 3-2, etapa 32) é direcionada para um conjunto de
roscas e adiciona-se agua (Figura 3-2, etapa 33). Essa mistura fica por determinado
tempo sob agitacéo a fim de extrair certa quantidade de suco que estava contido na
polpa. Apos isso, a mistura de polpa e agua é submetida a filtracdo em filtros
rotativos chamados finishers e a centrifugacao para diminuir os sélidos suspensos
do suco (Figura 3-2, etapa 34). No evaporador ha a concentracdo do suco com a
retirada da agua por evaporagdo (Figura 3-2, etapa 35). O suco ja concentrado é
homogeneizado (Figura 3-2, etapa 36), e pode ter dois encaminhamentos: ser
misturado a outros sucos concentrados, ou resfriado (Figura 3-2, etapa 37) e
armazenado (Figura 3-2, etapa 38). Assim obtém-se o Pulp-wash (Figura 3-2, etapa
39).

- Suco (etapa 40): o suco obtido na extracao (Figura 3-2, etapa 10) é

direcionado ao conjunto de filtros rotativos chamados finishers (Figura 3-2, etapa
32). Depois de extraido a maior parte dos solidos, encaminha-se o filtrado para as
centrifugas (Figura 3-2, etapa 40), onde séo controladas as porcentagens de polpa
suspensa e de 0Oleo recuperavel. Nessa etapa temos a divisdo desse processo em
dois:

- NFC (Not from concentrated, etapas 41 a 43): a parte centrifugada é

direcionada para os pasteurizadores (Figura 3-2, etapa 41), depois ao
armazenamento (Figura 3-2, etapa 42) e disposicdo do NFC (Not from concentrated)

(Figura 3-2, etapa 43).
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- FCOJ (Frozen concentrated orange juice, etapas 44 a 52): no

evaporador ha a concentracédo do suco centrifugado por evaporacao, retirando agua
(Figura 3-2, etapa 44). Nesta etapa também s&o recuperadas duas fracbes
aromaticas juntas, uma aquosa e outra organica (Figura 3-2, etapa 45). Deixa-se
decantar essa mistura, sifona-se (Figura 3-2, etapa 46), e obtém-se o Oil-phase
(Esséncia fase oleosa) (Figura 3-2, etapa 47) e o Water-phase (Aroma fase aquosa)
(Figura 3-2, etapa 48). O suco j& concentrado é homogeneizado (Figura 3-2, etapa
49), analisado para verificar sua conformidade com os padrdes estabelecidos pelo
cliente, resfriado (Figura 3-2, etapa 50) e destinado a embalagem no tambor ou
armazenado a granel (Figura 3-2, etapa 51). Assim obtém-se o FCOJ (Frozen

concentrated orange juice) (Figura 3-2, etapa 52).

3.3.2 - SUBPRODUTOS

Toda producdo em uma induastria de citrus que néo for suco citrico é
considerada subproduto, sendo elas 6leos essenciais, esséncias e aromas, farelo de

casca citrica, polpa e limoneno.

3.3.2.1 — OLEO ESSENCIAL

Quando o fruto é pressionado durante a extracdo (Figura 3-2, etapa
10), e sua casca € arranhada pelos copos da extratora; as glandulas esfericamente
formadas que se encontram na casca sao raspadas e rompidas pela superficie
rugosa do interior dos copos da extratora, liberando o 6leo que € arrastado por um
spray d’agua, formando uma emulsdo agua-o0leo, conduzida a filtracdo (Figura 3-2,
etapa 11). Ha a filtracdo da emulsdo no finisher para retencdo dos fragmentos
maiores de casca, e menores denominados bagacilhos. Finalmente é direcionado ao
processo de separacdo do Oleo nas centrifugas, que se divide em trés etapas:
concentracéo (5000 rpm) (Figura 3-2, etapa 12), clarificacdo (Figura 3-2, etapa 13) e
polimento (entre 6000 e 7000 rpm) (Figura 3-2, etapa 14) (YAMANAKA, 2005).

Apoés a separacao nas centrifugas, o 6leo é armazenado em tanques
de aco inoxidavel, com capacidade de aproximadamente 600 ton (pouco mais de
714 milhdes de litros), a temperaturas proximas a -15°C, para que haja a

sedimentacdo e deposicdo das ceras e de alguns acidos que se cristalizam. Esse
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processo € chamado Winterizacdo (Figura 3-2, etapa 15). Quando a presenca de
ceras ou cristais é detectada no oleo essencial, tornando-o turvo, 0 mesmo deve
retornar ao processo de separagdo nas centrifugas, a fim de eliminar essas
impurezas. (TAYLOR, 2005; YAMANAKA, 2005).

Como esse processamento nao utiliza calor, ao produto obtido da-se o
nome de CPOO (Cold pressed orange oil), 6leo prensado a frio ou 6éleo essencial
(Figura 2-17) (QUEIROZ e MENEZES, 2005; REDD et al., 1996; REDD e HENDRIX,
1993).

O rendimento desse processo varia entre 1,5 e 6,5 kg/ton de fruta,
sendo em média, 0,27% em massa da laranja. Essa variacdo se da por diferencas
no sistema de recuperacdo e na variedade da fruta (BOVILL, 1996; MATHEWS e
BRADDOCK, 1987).

Esses Oleos tém maior aplicacdo nas indastrias alimenticia e
farmacéutica. Podem ser usados diretamente para dar sabor em bebidas, produtos
para padaria e confeitaria, dgua mineral, sorvetes e outros alimentos, e na
fabricacdo de medicamentos e cosméticos, como sabonetes e perfumes. Ha também
uso como agentes mascaradores em muitos alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos, incluindo aromaterapia. Também € usado para mascarar 0 gosto
desagradavel de muitos medicamentos (AHMAD e REHMAN, 2006; CROUSE, 1960;
HUET, 1991; WEISS, 1997). Sdo usados ainda pelas industrias fabricantes de
produtos de limpeza (ABECITRUS, 2009).

H& ainda subprodutos do 6leo essencial, que sdo obtidos com a
separacdo e concentracdo das suas fracdes aromaticas. Os Oleos essenciais
concentrados também s&o usados basicamente pela induUstria alimenticia e
farmacéutica (WOLFORD e ATTAWAY, 1967).

Pode-se processar a mesma variedade de fruta e se obter perfis
diferentes dos compostos dos seus 0leos essenciais. Essas variacdes sdo dadas por
alteracdes nas condicbes do crescimento e desenvolvimento das plantas. Por
exemplo, certa variedade cultivada em regides mais chuvosas e frias pode
apresentar perfil cromatografico relativamente diferente das que foram cultivadas em
regides mais secas e quentes. A variagao de chuvas, temperatura, solo etc. alteram
as quantidades dos compostos presentes na casca dos frutos e posteriormente
refletem-se nos 6leos essenciais (GRASSI-FILHO et al., 2005; PARRY, 1922).
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Contudo, é fato que hidrocarbonetos monoterpénicos sao a mais
proeminente classe de substancias encontradas no Oleo essencial, embora a
qualidade do Oleo seja determinada por compostos oxigenados (4% do dleo
essencial), responsavel pelas caracteristicas de sabor e odor, especialmente pelo
contetdo de aldeido total (DE RODRIGUEZ et al., 2003; VORA et al., 1983).

Entretanto, o principal constituinte odorifero do 6leo essencial de casca
de citrus é o n-decanal, no qual foi acreditado ser o Unico aldeido presente entdo até
o citral ter sido identificado. Os alcodis 3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-ol (conhecido como
linalol) e 1-nonanol séo encontrados no Oleo essencial de casca de laranja no estado
livre e tém maior probabilidade em formar ésteres de acido metandico, etandico,
octanéico e decandico (ELVINA e MOJICA, 2005; MATHEWS e BRADDOCK, 1987).

3.3.2.2 - LIMONENO

O limoneno (1-metil-4-isopropenilcilohex-1-eno) é o0 componente
aromatico mais expressivo em quantidade, presente na casca da laranja. E
responsavel pelo odor que se sente nas proximidades de uma planta de
processamento de laranja. E um monoterpeno no qual ocorre em duas formas
opticamente ativas, L- e D-. E biosintetizado por muitas espécies de plantas, tais
como o caso das de citrus, onde também é o componente principal dos 6leos
essenciais extraidos da casca por processamento mecanico (95% da composicao do
Oleo de laranja) (ARIZAGA et al., 2005).

Esse monoterpeno, que faz parte do mais amplo e mais disperso dos
trés grupos dos produtos naturais (alcaldides, fenilpropanoides e compostos
fendlicos, e terpenoides), € classificado como metabdlitos secundarios, cuja fungéo
pode ser ecoldgica, promovendo defesas contra herbivoros e patdgenos, atraindo
animais que dispersam poélen e sementes, ou inibindo germinacdo de plantas
vizinhas (BOUWMEESTER et al.,, 1999; DICKE, 1999; LANGENHEIM, 1994;
PICHERSKY e GERSHENZON, 2002). Também tem acéo antibacteriana (BAKKALI
et al., 2007; GRIFFIN et al., 1999). Além disso, alguns terpenos funcionalizados
também apresentam bioatividade contra certos tipos de células de tumores
(CROWELL, 1999; JUN et al., 2006). Nesse contexto, o interesse comercial nestes

compostos esta aumentando constantemente (TAKITA et al., 2007).
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Na fabricacdo de racdo para gado ocorre a moagem dos residuos
(bagacos e cascas) com adicdo de cal virgem (Figura 3-2, etapa 19), para ajuste de
pH e liberacdo de agua. O transporte é realizado por roscas sem fim até uma série
de prensas (Figura 3-2, etapa 20) onde se extrai o licor de prensagem, o “liquor-
press”. O liquido passa por uma bateria de peneiras (Figura 3-2, etapa 21) para a
remocdo de solidos e posteriormente pelo evaporador (figura 3-2, etapa 22). Na
etapa de concentracao (Figura 3-2, etapa 23), o limoneno é extraido no 2.° estagio
de evaporacdo. O condensado recuperado no 2- estagio do evaporador é composto
de agua e limoneno. Deixado em repouso (Figura 3-2, etapa 24), ocorre a separacao
por decantacao do limoneno (Figura 3-2, etapa 26) (YAMANAKA, 2005).

E usado, por exemplo, em solventes de resinas, borrachas, pigmentos,
tintas, fabricacdo de adesivos, substituicdo de solventes clorados, limpadores de
maos e desengordurantes, tratamento de esgoto etc. (BAUER et al.,, 2001;
CREASER et al.,, 1992). Além disso, ele é usado pela industria farmacéutica e
alimenticia como componente aromatico e para dar sabor, na obtencdo de sabores
artificiais de menta e hortelad para fabricacdo de doces, balas e gomas de mascar
(ELVINA e MOJICA, 2005; YAMANAKA, 2005).

3.3.2.3 - ESSENCIAS E AROMAS

Existem outros dois subprodutos onde encontramos presentes 0s
compostos odoriferos responsaveis pelo aroma e sabor de laranja: o aroma fase
aquosa (Water-phase) (Figura 3-2, etapa 48) e a esséncia fase oleosa (Oil-phase)
(Figura 3-2, etapa 47), ambas advindas do proprio suco, separadas (volatilizadas)
durante o processo de concentracdo do suco nos evaporadores (Figura 3-2, etapa
44).

Diversas sao as utilizacdes ou aplicacdes dos aromas e esséncias fase
aquosa e oleosa, respectivamente: flavorizantes em doces, bebidas carbonatadas e
nao-carbonatadas, alcodlicas e nao-alcodlicas, produtos para padaria, confeitaria,
agua mineral, sorvetes, agentes mascaradores, perfumarias, produtos
farmacéuticos, como mascaradores do gosto desagradavel de alguns produtos e
aromaterapia (AHMAD e REHMAN, 2006; CROUSE, 1960; HUET, 1991; WEISS,
1997).
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3.4 — READICAO DE OLEO ESSENCIAL, ESSENCIA E AROMA EM SUCO
CONCENTRADO

O Oleo essencial, a esséncia e 0 aroma citricos sdo subprodutos
recuperados do processamento da laranja e alguns sdo re-adicionados ao suco,
para devolver a ele parte do aroma e sabor originais da fruta. Esses subprodutos séo
considerados como partes naturais do suco, sendo assim reconhecidos como
ingredientes GRAS (Generally recognized as safe) (REDD e HENDRIX JR., 1993),
ndo sendo obrigada a declaracdo de seus nomes nos rétulos dos produtos, devendo
somente constar na lista de ingredientes (ANVISA, 2002; 2004).

E comum nas indUstrias brasileiras de processamento de suco de
laranja a aromatizacdo de seus produtos com esséncia e/ou aroma. Tal
procedimento pode ser realizado na etapa de homogeneizacdo (Figura 3-2, etapa
49). Se esse processo for individualmente empregado (por exemplo, utilizando
readicdo s6 de 6leo essencial, ou readicdo da esséncia fase oleosa, ou mesmo
somente do aroma fase aquosa) diminui significativamente a qualidade do produto e
o deixa desagradavel do ponto de vista sensorial, se comparamos ao produto com
Otima aceitacdo, o suco fresco (MOSHONAS e SHAW, 1995; 1983; REDD e
HENDRIX JR., 1993; SHAW, 1977b).

As pesquisas para determinar quais compostos sdo responsaveis pelo
aroma e sabor do suco fresco concluiram que esse perfil sensorial ndo é fruto de um
ou alguns compostos, mas sim da interagdo ou combinacdo de muitos compostos
gue obtemos nas fragBes dos subprodutos (6leo essencial, esséncia fase oleosa e
aroma fase aquosa) (DOUGHERTY e AHMED, 1973; NIEDZ et al., 1997; SHAW,
1977a).

Segundo BETTINI (1995), NEWHALL e TING (1965); REDD e
HENDRIX JR., (1993) e SHAW (1977b) em ALMEIDA (2006), o uso exclusivo para
readicdo do aroma fase aquosa e da esséncia fase oleosa confere ao produto
processado uma caracteristica sensorial mais proxima ao do suco fresco. Mas, em
contrapartida, ha a diminuicdo do tempo de prateleira por alteracdo das qualidades
sensoriais do suco com essas fragcOes readicionadas, devido a auséncia de
antioxidantes naturais (como carotenoides e tocoferol) e baixa estabilidade desses
produtos (SHAW, 1977b; 1977a).

Uma caracteristica dos hidrocarbonetos terpénicos é sua facilidade em

oxidar-se na presenca do ar, resultando sabores indesejaveis ao suco (MATTHEWS
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e BRADDOCK, 1987; VORA et al.,, 1983). Os estudos mostraram-se importantes
para contribuir com este mercado, objetivando a readicdo na proporcdo correta de
Oleo essencial, aroma e esséncia, recuperando as notas de suco fresco ao FCOJ
(Frozen concentrated orange juice), uma vez que o0 Oleo essencial contém
antioxidantes naturais (por exemplo, carotendides e tocoferol), e por esse motivo
confere uma maior estabilidade ao suco durante seu armazenamento, retardando
também a oxidacdo dos terpenos (ALMEIDA, 2006; BAZEMORE, 1995; BETTINI,
1995; BETTINI et al., 1998; GARCIA, 2000; MOSHONAS e SHAW, 1990; NEWHALL
e TING, 1965; SHAW 1977b; WOLFORD et al., 1963).

Na induastria alimenticia moderna, tornou-se rotina consultar os
consumidores quanto a avaliacdo das caracteristicas sensoriais dos produtos por
elas ja produzidos, ou ainda em desenvolvimento, na forma como eles s&o
percebidos. Isso se mostrou uma ferramenta importante para o desenvolvimento,
manutencdo, otimizacdo, melhoria da qualidade e avaliagdo do potencial de
mercado de um determinado produto alimenticio (PIGGOT, 1995; STONE e SIDEL,
1993).

No presente trabalho, estudaremos fracdes da destilacdo de Oleo
essencial de laranja para a readicdo em FCOJ (Frozen concentrated orange juice),
juntamente com Oleo essencial de laranja e/ou 6leo de laranja concentrado, com

avaliacao sensorial.

3.5 — COMPONENTES VOLATEIS

Dentre os subprodutos da laranja utilizados na elaboracdo de aromas,
sem duvida, o 6leo essencial é o mais estudado, tendo sido identificado em sua
composi¢cdo mais de 220 compostos. De modo geral, esse subproduto da laranja
contém predominantemente (96%) hidrocarbonetos terpénicos, dentre os quais, o D-
limoneno encontra-se em maior proporcao. O 6leo essencial contém também cerca
de 2% de aldeidos, principalmente octanal e decanal; 0,8% de alcodis, notadamente,
linalol; 0,3% de ésteres, dentre os quais se destacam o0s acetatos de nerila e octila;
e, 1% de compostos ndo volateis, dentre os quais se encontram carotenoides,
tocoferdis, flavonoides, hidrocarbonetos, acidos graxos e esterois (MATTHEWS e
BRADDOCK, 1987; SHAW, 1977b).
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A respeito de estar em alta concentracdo no 6leo essencial, 0 impacto
odorifero do limoneno no aroma do Oleo € comparavel ao de muitos outros
compostos volateis presentes em concentracdes muito menores (ALMEIDA, 2006;
GARCIA, 2000).

3.6 — OUTRAS APLICACOES PARA OS OLEOS ESSENCIAIS, ESSENCIAS E
AROMAS

Os compostos volateis presentes nos o6leos essenciais de plantas
aromaticas e medicinais sdo conhecidos desde a antiguidade por possuir atividade
biologica, propriedades bactericida, fungicida e antioxidante (BARATTA et al., 1998;
BOUNATIROU et al., 2007; CELIKEL e KAVAS, 2008; COSENTINO et al., 1999).

Os oOleos essenciais de frutas tém mostrado um importante papel
inibidor contra uma ampla faixa de microbios degradadores dos alimentos,
dependendo de sua concentracdo, método de teste e atividade constituinte
apresentada (FISHER e PHILLIPS, 2008; HERATH e ABEYWICKRAMA, 2008; TAO
et al., 2009). Véarios Oleos essenciais tém efeito inseticida e dai constituir uma
importante alternativa aos produtos convencionais, baixando os indices de
exposicdo dos alimentos a compostos sintéticos. E conhecido seu uso por causa da
sua seletividade (alta toxicidade para &acaros e insetos, mas nao para outros
organismos Vvivos) e seus minimos efeitos no meio ambiente (ISMAN, 2000; SFARA
et al., 2009).

De fato, os constituintes ativos existente nos 6leos essenciais de citrus
como limoneno, a-pineno, B-pineno, a-terpinoleno mostraram um amplo espectro de
atividade antimicrobiana, conforme verificado nos estudos com as substancias puras
(JIROVETZ et al, 2005; MAGWA et al., 2006; MATASYOH et al., 2007,
SKOCIBUSIC et al., 2006; TAO et al., 2009).

A forma de aplicacdo dos Oleos essenciais se da similarmente aos
outros inseticidas, e suas atividades biolégicas sdo apresentadas pela exposicao
aos seus vapores (tensao de vapor alta e toxicidade potencial fumegante), e pela
aplicacao topica (moléculas lipossoliveis que podem penetrar no inseto) (ISMAN,
2000; TARELLI et al.,, 2009; TISSERAND e BARACS, 1995). Os compostos dos
Oleos essenciais sensibilizam a membrana celular, causando um aumento em

permeabilidade e vazamento dos constituintes vitais intracelulares, tdo bem como a
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imparidade do sistema enzimatico e respiracdo celular (CELIKEL e KAVAS, 2008;
MOREIRA et al., 2005; SINGH et al., 2002).

3.7 — CROMATOGRAFIA

Atualmente, a cromatografia ocupa um lugar de destaque como método
de separacdo, qualificacio e quantificacdo de compostos. E um método fisico-
guimico de separacdo onde temos uma distribuicdo diferencial dos componentes de
uma mistura, devido a diferentes interacbes, em duas fases imisciveis: a
estacionaria (fixa) de grande area superficial (contida na coluna cromatografica), e a
movel que percola através dela. Divide-se basicamente, quanto ao tipo de fase
movel empregada, em dois grandes grupos: a liquida, quando a fase movel for um
liquido, e a gasosa, quando a fase mével for um gas. Devido as varias combinacdes
entre fases moveis e estacionarias, essa técnica € versatil e de grande aplicacdo
(DEGANI et al., 1998; LANCAS e McNAIR, 1983).

A cromatografia a gas € um procedimento fisico usado para separar
uma amostra em seus componentes individuais, desde que a mistura seja volatil ou
gue possa ser volatilizada; e seja termicamente estavel. A fase moével é um gas
inerte com alta pureza (por exemplo, hidrogénio, nitrogénio ou hélio) que tem a
finalidade de transportar as moléculas através da coluna cromatografica. As
moléculas da amostra irdo distribuir-se ou equilibrar-se entre o gas de arraste (fase
movel) e a fase estacionaria da coluna cromatografica. Se um composto tiver maior
afinidade pela fase estacionaria, demorard& a chegar ao final da coluna
cromatografica, enquanto que o composto que néo tiver tanta afinidade pela fase
estacionaria, chegara mais rapidamente ao final da coluna cromatografica (DEGANI
et al., 1998; LANCAS e McNAIR, 1983).

A injecdo da amostra é feita por microsseringas ou valvulas. Os
detectores mais utilizados, devido a sua maior aplicagdo, sdao o de ionizacdo de
chamas (FID — Flame ionization detector) e o de condutividade térmica (TCD —
Thermal conductivity detector). Os dados analiticos sdo registrados por uma
workstation (DEGANI et al., 1998).

As colunas cromatogréaficas para cromatografia gasosa tém diametros
na faixa de 0,15 mm até 0,75 mm e comprimentos variados, normalmente entre 10 m

e 100 m, sendo polares (composta, por exemplo, por polietilenoglicol), apolares
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(composta, por exemplo, por metilsiloxano) ou quirais (composta, por exemplo, por
ciclodextrina) (DEGANI et al., 1998).

Num cromatograma encontramos duas informac¢des importantes: 0s
tempos de retengcdo dos compostos e as areas das bandas cromatograficas. O
tempo de retencéo € o tempo transcorrido entre 0 momento da injecdo da amostra e
0 méximo da banda cromatografica. E caracteristico de cada soluto, da fase
estacionaria, do tipo e da vazdo do gas de arraste, e da temperatura da coluna
cromatografica. Devido a este Ultimo, sdo necessarios o controle de temperatura do
injetor, da coluna cromatografica e do detector. Podemos programar a temperatura
para variar no decorrer da analise cromatografica com a finalidade de obter-se
melhor resolugdo e bandas cromatogréficas mais simétricas. Relacionamos a area
das bandas cromatogréaficas com a concentracdo do composto na mistura (DEGANI
et al., 1998; LANCAS e McNAIR, 1983).

3.8 - ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas é uma ferramenta importante no estudo
das substancias, pois fornece informacdes sobre a estrutura, podendo ser usada
para identificar ou caracterizar substancias organicas, inorganicas, biologicamente
ativas ou de estruturas complexas. A técnica utiliza uma quantidade de amostra
muito menor do que em outras técnicas analiticas. A Unica desvantagem dessa
técnica € que ela é destrutiva (BAKER, 2000; CHAPMAN, 1993; ZAMPRONIO,
2002).

O espectrbmetro de massas € um equipamento analitico capaz de
converter moléculas neutras (M:) em ions (M), ou seja, com carga elétrica positiva
ou negativa, na fase gasosa, e separa-los de acordo com a sua razdo massa/carga
(m/z), utilizando para isso o estudo de sua movimentacdo em campos elétrico e
magnético. Em sua maioria, esses equipamentos sao compostos por uma fonte
ionizante, analisador/analisadores e detector/detectores (DE SOUZA, 2008; VAN
BRAMER, 1998).

A simples ionizacdo de uma molécula hipotética € exemplificada:

M: > M"™ + e



22

Neste trabalho foi utilizado a fonte de ionizac&do por elétrons, também
conhecida por impacto eletrénico, quando o vapor da amostra, a pressao reduzida
(abaixo de 10 torr), é bombardeado por um feixe de elétrons que pode atingir a
energia de 70 eV (1600 kcal). Esse fluxo de elétrons é produzido pela aplicacdo de
um potencial elétrico em um filamento de tungsténio ou rénio. Neste tipo de
ionizacdo, a informacao considerada mais importante é a detec¢cdo do ion molecular
(M™), formado pela remocédo de um elétron da molécula neutra (M:) (DE SOUZA,
2008; ZAMPRONIO, 2002). Hipoteticamente, temos como exemplo:

M:+e —» M" + 2¢e

O ion molecular (M™) € positivo e radicalar. Ele apresenta alta energia.
Por ser tdo instavel, acaba se fragmentando ou dissociando, dando origem a ions
positivos (A", B™), espécies radicalares (B™, N') ou moléculas neutras (N):

M* — A"+ N
M* — B"+N

Neste trabalho foi utilizado o analisador de massas quadrupolar de
fons, que consiste em quatro barras cilindricas de aco, paralelas entre si. Nestas
barras séo aplicadas corrente elétrica DC e radiofrequiéncia, gerando campo elétrico.
Para algumas combinacdes de corrente e radiofrequéncia, alguns ions com
determinada massa especifica sdo estaveis, enquanto outros ndo. Em seu interior,
os ions de determinada massa que estdo dentro da regido de oscilacdo estavel
conseguem manter-se em uma trajetoria uniforme dentro do quadrupolo até
chegarem ao detector e gerarem o sinal analitico. Mas os ions com outra massa,
gue ndo atendem essa trajetoria estavel (por ndo estarem dentro da regido de
oscilacédo estavel), chocam-se com as barras do quadrupolo e sdo destruidos, ndo
chegando ao detector. E proporcional a amplitude do sinal e o nimero de fons,
guando um conjunto deles com m/z iguais colidem com o detector. H4 entdo o
registro quantitativo dos fragmentos ibnicos positivos. Esses registros séo
apresentados na forma do espectro de massas (DE SOUZA, 2008; ZAMPRONIO,
2002).

Quanto mais estavel for o ion positivo formado, mais abundante ele
sera e, conseguentemente, maior serd o sinal registrado no espectro. O ion mais
estavel é considerado com abundancia de 100% e as porcentagens dos demais ions
séo obtidas em relacdo a este. O sinal correspondente ao ion mais estavel € o maior
do espectro, denominado pico base (DE SOUZA, 2008).
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Portanto, o espectrémetro de massas possui trés funcdes: 1) lonizar as
moléculas a serem analisadas; 2) Separar os ions produzidos de acordo com m/z
dos mesmos; 3) Medir as abundéancias relativas de cada tipo de ion (DE SOUZA,
2008).
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4 — PARTE EXPERIMENTAL

O 6leo essencial de laranja reservado para os testes foi da producéo da
safra de 2009. Foram separados quarenta tambores de 173 kg cada, totalizando
cerca de 6920 kg. Todas as etapas de processamento desse 6leo foram realizadas
nas dependéncias da empresa, na unidade de Araraquara - SP, inclusive as
destilacdes, em nivel industrial.

Para as analises das fracdes obtidas da destilacdo do 6leo essencial de
laranja, utilizou-se um CG-EM, marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 SE, do
laboratério da USP (Universidade de Séo Paulo — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto), cujo responsavel é o Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de
Moraes.

Foram realizados dois testes identificados como TESTE1 e TESTE?2.

TESTEL: Foi carregado o volume correspondente a dez tambores de 6leo essencial
de laranja no tanque de aquecimento da planta da destilaria, totalizando
aproximadamente 1730 kg.

A bomba de vacuo, trabalhando no méximo de sua poténcia, registrava
leitura no manémetro de 28 psi (quase 1,9 atm — negativo) no final da coluna de
destilacdo. Foi ajustado o set-point da caldeira em 70°C. A vélvula que controla a
saida do condensado/destilado foi colocada na posicao aberta a 75%.

Em relagéo as fragdes do TESTEL, foram coletadas a cada hora, em
tanques diferentes do sistema de recolhimento do produto condensado (enquanto
um quebrava o vacuo para a coleta, o outro o recuperava, e vice-versa), totalizando
0 numero de quarenta e seis amostras, conforme relaciona a tabela que consta no

Apéndice 1.

TESTEZ2: Utilizou-se a mesma quantidade do 6leo essencial que o TESTEL1. Os
parametros deste teste sdo semelhantes aos do TESTE1, com excec¢ao do set-point
da caldeira, ajustado para 76°C, e a regulagem da valvula que controla a saida do
condensado/destilado, colocada na posicéao aberta a 100%.

As treze primeiras fracdes foram coletadas a cada duas horas; as
quatro ultimas fragBes, a cada quatro horas. Todas as dezessete coletas foram

realizadas em tanques diferentes do sistema (enquanto um quebrava o vacuo para a
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coleta, o outro o recuperava, e vice-versa), e estdo relacionadas na tabela que
consta no Apéndice 2.

Observou-se diferenca na quantidade de volume das fragbes
descarregadas e coletadas. Para as coletas, foi descarregado totalmente o volume
em recipiente apropriado, homogeneizado, e coletado uma amostra de 250 mL.

Conforme as tabelas apresentadas nos Apéndices 1 e 2, para as
fracbes que realizamos as analises por CG-EM, preparamos suas diluicbes
utilizando éter etilico como solvente (uma gota da fracdo — cerca de 8-10 mg —
diluida com 1 mL de solvente). As condi¢cdes cromatograficas foram ajustadas

conforme a Tabela 4-1.

Tabela 4-1 — Condi¢des cromatograficas para o Cromatégrafo a Gas

Parametro Valor / Atributo
Temperatura da Coluna 40°C
Temperatura de Injecao 250°C

Modo Split (1:100)
Pressao 87,3 kPa

Fluxo Total 160,9 mL/min

Fluxo na Coluna 1,56 mL/min
Velocidade Linear 45,1 cm/s

Manter 40°C por 3 min
Aumentar 2°C/min
Atingir 180°C e
manter 10 min

Rampa de Aguecimento

Tempo da Corrida 83 min
Vazéo de Purga 3 mL/min
e BP1
Coluna Cromatografica | ; 504 Gimetilpolisiloxano)
Comprimento 30m
Espessura 0,25 um
Diametro 0,25 mm

As condicoes do Espectrbmetro de Massas estavam ajustadas
conforme a Tabela 4-2.

Das andlises das fracdes obtivemos o0s respectivos espectros de
massas para cada composto observado, e tentamos identifica-los por PBM
(Probability based matching), buscando automaticamente por comparacgao estatistica

na Biblioteca de Dados de Espectros de Massas da Wiley7, utilizando o software
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GCMS Solution Version 2.50 SU1, da Shimadzu Corporation. Posteriormente,
obtivemos os cromatogramas TIC (Total ion chromatogram) para cada fragdo. O TIC
€ o cromatograma gerado a partir da soma do numero total de ions detectados em
cada espectro na faixa de massa varrida, plotado em funcéo do tempo.

Tabela 4-2 — CondicOes para o Espectrometro de Massas

Parametro Valor / Atributo
Temperatura da Fonte de lonizag&o 150°C
lonizacao lonizacao Eletrénica (EI)
Temperatura da Interface 250°C
Corte do Solvente 2 min
Aquisicao Scan
Eventime 0,5s
Velocidade de Scan 1250 umal/seg
Faixa de Massa (inicio) m/z = 40
Faixa de Massa (fim) m/z = 600

Realizou-se a analise exploratéria dos dados obtidos dos
cromatogramas utilizando o Software Pirouette 4.0, da Infometrix. Neste
procedimento foi efetuada a Analise de Componentes Principais (PCA — Principal
components analysis), buscando uma relacdo entre as fracbes, visando a
comparacédo entre os TESTEL e TESTEZ2, e suas sisteméticas. A PCA permite uma
diminuicdo da dimensdo dos dados, possibilitando uma melhor visualizacdo das
informacdes por meio de graficos de Scores (informacdes das amostras) e de
Loadings (informacfes das variaveis) (RAMOS et al., 1986; WOLD et al., 1987).

Observando os resultados da PCA, selecionamos algumas amostras
gue apresentaram caracteristicas peculiares para serem submetidas a testes
sensoriais. Esses testes tiveram como objetivos: mensurar a capacidade dos
provadores em discernir as fragcbes quanto ao seu sabor e odor, utilizando duas
concentracOes diferentes (diluicbes) e outra amostra sem a fragdo (“branco”); e
perceber o grau de satisfacao dos provadores quanto ao FCOJ (Frozen concentrated

orange juice) que tiveram as fragdes adicionadas.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas que constam nos Apéndices 1 e 2 foram organizadas para
mostrarem a nomenclatura das fracdes coletadas dos TESTE1 e TESTEZ,
respectivamente. Constam também dados de temperatura da destilaria durante o

decorrer das atividades, e quais das amostras coletadas foram analisadas por CG-
EM.

5.1 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS

De todas as fracdes analisadas por CG-EM, a Figura 5-1 apresenta de
forma comparativa os cromatogramas das fracbes Am3, Am8 e Am60, até 20

minutos de anélise.
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Figura 5-1: Apresentacdo comparativa dos cromatogramas (TIC) das fracbes Am3,
Am8 e Am60 até 20min de analise

Estdo apresentados os cromatogramas (TIC) separadamente das
fracbes Am3, Am8 e Am60 até 83 min de analise nos Apéndices 3, 4, e 5,

respectivamente.
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5.2 — ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS CROMATOGRAFICOS

Foram organizados os dados cromatograficos (intensidades absolutas
e tempo de retencao) para as fracfes analisadas dos testes TESTE1 e TESTEZ2.

Realizou-se a PCA para os dados cromatograficos das fracdes dos dois
testes em conjunto, com o preprocessamento centrado na média, ajustando o
namero de fatores para trés, com porcentagem da variancia explicada para a
componente PC1 em 44,4%, para PC2 em 33,7% e para PC3, 8%; totalizando
86,1%. Verificou-se no grafico de Scores da PC1 (44,4%) versus PC2 (33,7%), trés
agrupamentos distintos, de onde foram escolhidas as fragdes para compor o painel

sensorial, conforme o grafico da Figura 5-2.
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Figura 5-2 - Grafico da disposicao de PC1 versus PC2 para os dados
cromatograficos das fracbes do TESTE1 e TESTE2

Na Figura 5-3 esta representado o grafico de Loadings para a PCA.

Experimentou-se realizar uma PCA separadamente para os dados
cromatograficos do TESTE1, e o comportamento j& mostrado com as fracdes
conjuntas do TESTE1 e TESTE2 no gréafico da Figura 5-2 se manteve, com trés
agrupamentos distintos conforme apresentado em funcdo de PC1 versus PC2
(Apéndice 6). Utilizou-se preprocessamento centrado na meédia, ajustando o nimero
de fatores para trés, com porcentagem de variancia para a componente PC1 de
43,4%, para PC2 de 35,2% e para PC3 de 8,5%, totalizando 87,1%.
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Realizou-se uma PCA separadamente para os dados do TESTE2 e néo
obtivemos resultados satisfatorios. Foi utilizado o preprocessamento centrado na
média, ajustando o numero de fatores para trés, com porcentagem de variancia
explicada para a componente PC1 de 78,7%, para PC2 de 15% e para PC3 de
3,7%, totalizando 97,4%. Nao conseguimos estabelecer relacdo entre as amostras e
nao percebemos agrupamentos significativos, conforme ilustra o grafico do Apéndice
1.
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Figura 5-3 - Gréafico de Loadings para as variaveis analisadas tendo PC1 e PC2 para

os dados cromatograficos das fracdes do TESTEL e TESTE2

5.3 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA A ANALISE SENSORIAL

Utilizou-se as trés fracOes destiladas selecionadas com base na anélise
exploratdria da PCA, as amostras Am3, Am8 e Am60, conforme apresentado no
grafico da Figura 5-2, para compor o painel da analise sensorial. Para esse painel
sensorial preparou-se as amostras/misturas conforme apresentados na Tabela 5-1.

Utilizou-se 0 mesmo FCOJ (Frozen concentrated orange juice) como
base para o preparo, majoritariamente processado com a variedade Hamlin, tendo
0s seguintes valores para seus parametros fisico-quimicos:

- °Brix incorreto = 64,92; - °Brix corrigido = 65,76;

- %Acidez total (expresso como acido citrico) = 4,29;

- Ratio (°Brix corrigido / % Acidez total) = 15,33.
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Tabela 5-1 — Apresentacao dos detalhes do preparo das amostras/misturas referente

as fracbes Am3, Am8 e Am60, para o painel sensorial

Oleo de laranja (propor¢éo*) | Fracdes (proporgao*)

Identificagdo da mistura | Concentrado | Essencial | Am3 | Am8 | Am60

Al 1 4

Bl 1 2 2

C1 1 4

A2 1 4

B2 1 2 2

C2 1 4

A3 1 4

B3 1 2 2

C3 1 4

(*) nesta tabela foi utilizado o conceito de propor¢éo. Para qualquer medida que se
gueira utilizar (quilograma, grama, tambor, litro...) deve sempre obedecer as

proporcdes, para um total de 5 (cinco) partes, na mistura finalizada.

Para o preparo de todas as misturas foi utilizado o mesmo dleo
essencial de laranja como matéria prima, e deste mesmo produto, preparou-se o
Oleo concentrado de laranja e as fracGes coletadas nos testes TESTEL e TESTE2.

Realizou as adi¢des das misturas das fragdbes Am3 (Al, B1, C1), Am8
(A2, B2, C2) e Am60 (A3, B3, C3) para quantidades de FCOJ (Frozen concentrated
orange juice) suficientes para atingir o nivel de 0,0100% de 6leo total recuperavel
guando diluido a 11,8°Brix incorreto (nivel considerado padrdo/aceitavel) —
aproximadamente 1,1 g da mistura para cada 2 kg de suco concentrado a 65°Brix
incorreto.

PRIMEIRO TESTE SENSORIAL: teste triangular para as misturas Al,
B1 e C1. Foram oferecidas aos provadores quatro baterias de suco a 11,8°Brix, com
trés amostras cada. Essas amostras de suco continham as misturas adicionadas.
Dentro da mesma bateria, das trés amostras oferecidas, duas eram iguais. O
objetivo dos avaliadores era distinguir a amostra diferente das iguais e, por
comparacado, pontua-las utilizando escala hedénica estruturada, medindo seu grau
de satisfagao. Utilizou-se para este teste a ficha de caracterizagdo mostrada no

Apéndice 8.
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SEGUNDO TESTE SENSORIAL: teste triangular para as misturas A2,
B2 e C2. Mesma dinamica do PRIMEIRO TESTE SENSORIAL. Utilizou-se para este
teste a ficha de caracterizagdo mostrada no Apéndice 9.

TERCEIRO TESTE SENSORIAL: teste triangular para as misturas A3,
B3 e C3. Mesma dinamica do PRIMEIRO TESTE SENSORIAL. Utilizou-se para este
teste a ficha de caracterizacdo no Apéndice 10.

QUARTO TESTE SENSORIAL: teste triangular para as misturas Al, A2
e A3. Mesma dinamica do PRIMEIRO TESTE SENSORIAL. Utilizou-se para este

teste a ficha de caracterizacdo no Apéndice 11.

5.4 — RESULTADOS DA ANALISE SENSORIAL

Os provadores foram selecionados segundo o numero de acertos em
todos os testes. Os acertos/erros dos provadores estdo descritos na Tabela 5-2.
Foram selecionados os provadores P2, P3, P6, P8, P10 e P11.

Para esses provadores selecionados, dentro de uma mesma bateria,
foram consideradas as notas de grau de satisfacdo somente para as amostras
identificadas corretamente. Obtivemos as notas para os testes de grau de satisfacao
mostradas na Tabela 5-3.

Sobre a Tabela 5-3 fazemos algumas observacdes conclusivas.

Em relacéo a fracdo Am3 (PRIMEIRO TESTE SENSORIAL):

- quando comparada Al e B1, os provadores preferiram Bl (linhas 1 e 3 da Tabela
5-3);

- quando comparada Al e C1, os provadores preferiram C1 (linha 2 da Tabela 5-3);

- qguando comparada B1 e C1, os provadores preferiram C1 (linha 4 da Tabela 5-3).

Portanto, a ordem decrescente de preferéncia para as amostras
testadas da fracdo Am3 é C1, Bl e Al.

Em relagdo a fragdo Am8 (SEGUNDO TESTE SENSORIAL) notamos
as mesmas preferéncias que as relatadas com a fragdo Ama3:

- quando comparada A2 e B2, os provadores preferiram B2 (linhas 5 e 7 da Tabela
5-3);
- quando comparada A2 e C2, os provadores preferiram C2 (linha 6 da Tabela 5-3);

- qguando comparada B2 e C2, os provadores preferiram C2 (linha 8 da Tabela 5-3).
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A ordem decrescente de preferéncia das amostras testadas para a
fracdo Am8 € C2, B2 e A2.

Tabela 5-2 — Resultados de andlise sensorial para os testes triangulares de

reconhecimento

Provadores
Ident. | Mistura(*) | Comparativo | P1 | P2 | P3| P4 |P5 | P6 | P7 | P8 | P9 | P10 | P11
(A1) 4/5 (B1) 2/5 NI S|IS|SIN|SIN|S|N| S S
(A1) 4/5 (C1)0/5 N|  S|ISIN|IN|S|S|S|S| S S
Am3
(B1) 2/5 (A1) 4/5 S|SININ|S|S| N|S|N|N S
(B1) 2/5 (C1) 0/5 NI S|S|S|S|S|S|S|N| S S
(A2) 4/5 (B2) 2/5 S|IS|ISIN(IN|S|N|S|S| S S
(A2) 4/5 (C2) 0/5 S|IS|ISIN|S|IN|S|S|S| S S
Am8
(B2) 2/5 (A2) 4/5 N| S|S|S|IN|S|S|S|N| S S
(B2) 2/5 (C2) 0/5 N| S|SIN|S|N[N|S|N| S S
(A3) 4/5 (B3) 2/5 NININIS|S|S|IN|S|N| S S
AMBO (A3) 4/5 (C3) 0/5 NIS|ISININ/ N|S|S|N| S S
(B3) 2/5 (A3) 4/5 NININISININ/IN|S|S|N S
(B3) 2/5 (C3) 0/5 NS NIN|IN|SIN|S|N| S S

Ident. — Identificacdo da respectiva fracao

N = N&o houve acerto

S = Houve acerto

(*) — Identificacéo utilizada nesta tabela para as fracdes e diluicGes/misturas
Exemplo: (Al) 4/5 - foi utilizada a mistura Al, contendo a respectiva fracao

em 4 (quatro) partes para as 5 (cinco) totais na mistura

Em relacéo a fracdo Am60 (TERCEIRO TESTE SENSORIAL) notamos
que foi dificil para os provadores perceberem diferencas entre as misturas. S&o
feitas algumas observacdes:
- quando comparada A3 e B3, néo ficou claro qual foi a preferéncia dos provadores,
pois em um teste destacaram A3 e noutro, B3 (linhas 9 e 11 da Tabela 5-3,
respectivamente). Também foi observado que houve um (nico acerto quando
comparamos B3 a A3 (linha 11 da Tabela 5-3);
- quando comparada A3 e C3, os provadores preferiram C3 (linha 10 da Tabela 5-3);
- quando comparada B3 e C3, ndo houve diferenca (linha 12 da Tabela 5-3).
Analisando-se as misturas de A e B para as trés fragcdes obtemos o0s
valores de intensidade do grau de satisfacdo conforme mostrado na Tabela 5-4.
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Tabela 5-3 — Notas para os testes triangulares de reconhecimento das fracbes Am3, Am8 e Am60, em suas diluicbes, para 0s

provadores selecionados P2, P3, P6, P8, P10 e P11

Provadores selecionados

P2 P3 P6 P8 P10 P11

Ident. | Linna | Mistura(*) | Comparativo | F | C | Dif. | F|C | Dif. |F|C | Dif. |F|C | Dif. | F| C | Dif. |F| C | Dif. d'\gg(g";
1 | (Al 45 BL25 |3|7| 4 |3|7]| 4 |4|7| 3|4|6] 2|34 14| 6| 2 | -33

Ama |_2_| (L4 Ccnos |37 4 (3|7 4|6|7| 1|4al6] 2|1]2] 1 4] 5 | 1] 28
3 | (B1)2/5 A)45 8|35 |-|-| - |4|6|] 24|62 |-]|-|-16]5] 1| 03

4 | (B 25 Ccnos |3|6| 3(3|7| 4 |4|6| 2|4|5] 1]1]2] 15| 6| 1] 25

5 | (A2)4/5 B2)2/5 |3|7| 4 |4]|7]| 3|6|4]| 2 |4|6] 2 [2[3]| 15| 7 | 2 | -18

amg |6 | (245 Cc205 |37 4 |4|7]| 3]- “|4l6| 212 1 (3] 5| 2] 30
7 | (B2) 25 A2)45 |7|3| 4 |7/4| 3 |6|4a| 2 16l4] 2 |2]1] 1 (4] 5| 1| 28

8 | (B2) 25 Cc»o5 |37 4 4|7 3|-|-] -1|5]6] 1 ]1]2] 15| 6| 1] 27

9 | (A3)4/5 ®3)25 |-|-| - |-1-] -16|7| 114l6| 2|43 1 4] 7 | 3] -15

Ameo |10 | (A3 45 (C3)05 |3|8| 5 |4|7]| -3 | - [5]6] 1|21 16| 7| 1| -30
11 | (B3)2/5 A345 |- -] - [-1-] - - Tale| 2 -[-| - 15[ 7| 2| =20

12 | (B3)2/5 Cc3o05 |74 3 |-|-| -|6|7| 1|46 2]1]2] 1|5 6| 1] 00

Ident. — Identificacéo da respectiva fracao

F — Nota dada pelo respectivo provador para a mistura (amostra que era a diferente na comparacao)

C — Nota dada pelo respectivo provador para o comparativo (amostras que eram iguais na comparacgao)

Dif. — Diferenca das notas F e C (F — C) para os respectivos provadores

Média das Dif. — Média das diferencas das notas F e C (F — C) para um mesmo teste, entre todos os provadores

(*) — Identificagéo utilizada nesta tabela para as fragdes e diluicdes/misturas

Exemplo: (Al) 4/5 - foi utilizada a mistura Al, contendo a respectiva fragcdo em 4 (quatro) partes para as 5 (cinco) totais na

mistura
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Tabela 5-4 — Médias dos comparativos entre as misturas A e B para as fracbes Am3,

Am8 e Am60
Fracio Comparacio Média das | Soma das
¢ parag Dif. médias
A tra Al (F Bl
AM3 mostra Al (F) versus (©) 3,3 3.6
Amostra Bl (F) versus Al (C) 0,3
AMS Amostra A2 (F) versus B2 (C) 1,8 4.6
Amostra B2 (F) versus A2 (C) 2,8
Amostra A3 (F) versus B3 (C) 1,5
Am60 3,5
Amostra B3 (F) versus A3 (C) 2

F — Amostra que era a diferente na comparacao

C — Duas amostras que eram iguais na comparacao

Média das Dif. — Média das diferencas das notas F e C (F — C) para um mesmo

teste, entre todos os provadores

Analisando a Tabela 5-4 percebemos que houve um pequeno aumento

da média referente a fracdo Am8, mostrando uma pequena elevagdo do grau de

satisfacdo para esta mistura, em especial. Nota-se também que a mistura/diluicdo

preferencial desta fracdo (Am8) foi a B2.

Realizou-se o teste comparativo entre as misturas Al, A2 e A3
(QUARTO TESTE SENSORIAL), com os resultados de acertos/erros conforme a
Tabela 5-5. Selecionamos os provadores P2, P3, P5, P7, P8, P9 e P11.

Tabela 5-5 - Resultados de andlise sensorial para os testes triangulares de

reconhecimento das misturas Al, A2 e A3, das fracbes Am3, Am8 e Am60,

respectivamente
Provadores
Mistura* | Comparativo | P1 | P2 |P3 |P4 |P5 | P6|P7 | P8 |P9 | P10 | P11
(A1) 4/5 (A2) 4/5 S|{S|S|IN|S|N|S|S|S]| S S
(A1) 4/5 (A3) 4/5 S|{S|S|S|S|S|S|S|S|N S
(A2) 4/5 (A3) 4/5 N S| S|N|S|S|S|S|S|N S

N = Nao houve acerto

S = Houve acerto

(*) — Identificacéo utilizada nesta tabela para as fracdes e diluicbes/misturas

Exemplo: (Al) 4/5 - foi utilizada a mistura Al, contendo a respectiva fracao

em 4 (quatro) partes para as 5 (cinco) totais na mistura
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Foram comparadas entre si as misturas Al, A2 e A3 das fracbes Am3,
Am8 e AmG60, respectivamente, apresentando os resultados das notas para o grau
de satisfacéo dos provadores na Tabela 5-6.

Os comparativos entre as misturas Al, A2 e A3 das fragbes Am3, Am8
e Am60, respectivamente, mostraram que ha uma tendéncia dos provadores

preferirem, em ordem decrescente, A3 em relacédo a A2 e Al.

5.5 - ESPECTROS DE MASSAS

Organizou-se o0s espectros de massas das analises das fracdes Am3,
Am8 e Am60.

Para a fragdo Am3 apresentamos 0s espectros de massas nos
Apéndices 12 a 17. Para a fracdo Am8 apresentamos 0s espectros nos Apéndices

18 a 21, e para a fracdo Am60 apresentamos nos Apéndices 22 e 23.

Algumas bandas cromatogréficas foram identificadas por PBM
(Probability based matching), buscando automaticamente por comparac¢ao estatistica
em biblioteca de espectros segundo a Biblioteca de Dados de Espectro de Massas
da Wiley7.

5.6 — ESPECTROS DE MASSAS E ANALISE EXPLORATORIA

Analisando comparativamente os gréficos das Figuras 5-2 e 5-3,
apresentamos a relacao entre os Scores e 0s Loadings para as fracoes.

As fracBes que compdem o grupo da Am3 tém Scores positivos para
PC1 e PC2; no grafico de Loadings aquelas bandas cromatogréaficas com valores de
Loadings positivos para PC1 e PC2 correlacionam-se diretamente com essas
amostras. Esses sinais correspondem aos tempos de retengdo 5,185 min (PC1) e
5,258 min (PC2), 10,225 min (PC1) e 10,233 min (PC2), 13,617 min (PC1) e 13,642
min (PC2), e 15,708 min (PC1) e 15,917 min (PC2) e podem ser relacionados com

altas concentracfes dos compostos, conforme apresentado na Tabela 5-7.
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Tabela 5-6 - Notas para os testes triangulares de reconhecimento das misturas Al, A2 e A3, das fracbes Am3, Am8 e Am60,

respectivamente, para os provadores selecionados P2, P3, P5, P7, P8, P9 e P11

Provadores selecionados
P2 P3 P5 P7 P8 P9 P11
~ , : , : . . Média
Fracdo | Comparativo |F|C |Dif. |F|C |Dif. |[F|C |Dif.|F|C|Dif. F|C |Dif.|F|C|Dif.|F|C |Dif. das Dif.
Am3 (A1) | Am8(A2) |4 |7 | -3 [3|7|-4|6|4] 2 |4]|5|-1]|4]6]-2|7|8]-1]4]6]-2 -1,6
Am3 (A1) | Am60(A3) |3|8| 5 |3|7|-4|8|4| 4 |4]5]|-1]4]6]-2]6]|7]-1][5][7]-2 -1,6
Am8 (A2) | Am60(A3) |3 |7 | -4 |3|7| -4|6|4| 2 |4|5|-1|4|6|-2|8|7| 1 |4|6]|-2 -1,4

F — Nota dada pelo respectivo provador para a mistura (amostra que era a diferente na comparacao)
C — Nota dada pelo respectivo provador para o comparativo (amostras que eram iguais na comparacao)
Dif. — Diferenca das notas F e C (F — C) para os respectivos provadores

Média das Dif. — Média das diferencas das notas F e C (F — C) para um mesmo teste, entre todos os provadores
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Tabela 5-7 — Relacao entre os tempos de retencdo com PC1 e PC2, e os compostos

identificados por PBM (Probability based matching) / Espectrometria de Massas

Fracbes
Am3 Am8 Am60
R R R R R R Composto identificado

(PC1) | (PC2) | (PC1) | (PC2) | (PC1) | (PC2)

5,185 | 5,258 | 5,185 | 5,258 Indefinido
10,225 | 10,233 | 10,225 | 10,233 alfa-pineno
13,617 | 13,642 | 13,617 | 13,642 beta-mirceno
15,708 | 15,917 | 15,708 | 15,917 | 15,892 D-limoneno

TR — Tempo de retencdo, em minutos, para as bandas cromatograficas da

respectiva fracao

Para as fracbes que compdem o grupo da Am8, que tém Scores
positivos para PC1 e negativos para PC2, podemos visualizar que os tempos de
retencdo indicados anteriormente também s&o caracteristicos deste grupo de
amostras.

Ja para as fracbes que compdem o grupo da Am60, que possuem
predominantemente Scores negativos para PC1l e PC2, estdo relacionados com o

tempo de retencado 15,892min (PC1), correspondente ao composto D-limoneno.

5.7 — IDENTIFICACAO DAS BANDAS CROMATOGRAFICAS ATRAVES DOS
ESPECTROS DE MASSAS

PBM

(Probability based matching), e sdo mostrados na tabela das Figuras 5-4, 5-5 e 5-6.

Algumas bandas cromatogréficas foram identificadas por
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12500000 ~

10000000 -

7500000 -

5000000 -

Intensidade absoluta

2500000

Fragcdo Am3

tempo (min)

20

Bandan®|tempo (min) Composto
1 3,058 acetaldeido (*)
2 4,250 hexanal
3 4,500 acido butan6ico(2*)
3 4,500 butirato de etila (2*)
4 9,958 alfa-tujeno
5 10,233 alfa-pineno
6 12,250 beta-pineno
8 13,483 octanal
9 13,617 beta-mirceno
11 14,550 delta-3-careno
12 15,483 beta-felandreno
14 15,833 D-limoneno

Figura 5-4 — Apresentacao do cromatograma (TIC) da fragdo Am3 apresentando as

bandas cromatograficas identificadas por PBM (Probability based matching) /

Espectrometria de Massas

(*) Para a banda cromatogréfica n° 1, com tempo de retencdo 3,058 min, obtivemos

a identificacdo da substancia como acetaldeido, mas ndo podemos afirmar com

certeza que realmente esse é o composto, pois a varredura de m/z comecou em 40,

e esse composto possui sinais de fragmentos abaixo deste valor.

(2*) Para a banda cromatogréafica n° 3, com tempo de retencéo 4,500 min, obtivemos

a identificacdo da substancia em acido butandico e butirato de etila (ambos néo

constam na literatura como constituintes do 6leo essencial de laranja). Devido as

baixas concentracbes, as diluicbes, e posteriormente ao baixo numero de ions

formados pelo impacto eletronico (El), esses fatores somaram para tornar esse

espectro de massas insuficiente para a confiabilidade da identificagdo dessas

substancias.
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5 10 1I5
tempo (min)

20

12500000 Frag:éo Ams X
S 10000000 - Bandan®|tempo (min) Composto
2 5 10,225 alfa-pineno
8 6 12,250 beta-pineno
7500000
1) 8 13,492 octanal
_8 0 9 13,625 beta-mirceno
¢ 5000000
g 5 \ 10 14,100 | alfa-felandreno
= (N 11 14,558 | delta-3-careno
2500000 — 8 -
Vo 14 15,917 D-limoneno
ol bl ] . | 1)l .

Figura 5-5 — Apresentacao do cromatograma (TIC) da fragdo Am8 apresentando as

bandas cromatograficas identificadas por PBM (Probability based matching) /

Espectrometria de Massas

5 1
tempo (min)

12500000 Fragédo Ameo
Bandan°|tempo (min)| Composto
g 10000000 1: 5 10,267 alfa-pineno
o 7 12,317 sabineno
§ 7500000 - 8 13,567 octanal
K 9 13,675 beta-mirceno
g 5000000 - 11 14,633 delta-3-careno
2 13 15,575 beta-felandreno
" 2500000 5 . 14 15,908 D-limoneno
7 8111 15 i
0 \ | x \ \f ‘Ig } 15 20,333 linalol
0

Figura 5-6 — Apresentacédo do cromatograma (TIC) da fracgdo Am60 apresentando as
bandas cromatograficas identificadas por PBM (Probability based matching) /

Espectrometria de Massas

Para as figuras 5-4, 5-5 e 5-6, dados como probabilidade frente a
identificacédo feita por PBM (Probability based matching), compostos descritos na
literatura como constituintes do Oleo essencial de laranja e as intensidades relativas
de cada banda cromatografica identificada sdo mostrados na tabela dos Apéndices
24, 25 e 26, respectivamente.

No Apéndice 27 é apresentada a relagcdo dos compostos identificados
por PBM (Probability based matching) / Espectrometria de Massas, separados por

fracdo e seus valores de intensidades relativas.
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No Apéndice 28, organizamos as referéncias bibliograficas consultadas
para verificagdo da existéncia ou ndo de cada composto identificado, como

constituinte do 6leo essencial de laranja, apresentados nas Figuras 5-4, 5-5 e 5-6.

5.8 — ESTUDO DOS ESPECTROS DE MASSAS EM COMPARACAO COM A
LITERATURA

Para os compostos identificados nas analises por CG-EM das fracbes
analisadas Am3, Am8 e Am60, apresentamos seus espectros de massas em
comparacdo com o0s espectros da literatura. Utilizou-se como referéncia de
espectros a biblioteca NIST (2011) de acesso publico na Internet, e HOUSE e ROAD

(1991). Os compostos foram organizados em ordem alfabética.

1200 . . . 100

1000 |
80

800 |-
60 |-

600 |-

40 |

6 (3,058 min)

400 |-

Intensidade absoluta
Intensidade relativa

20
200 |

0|I||‘ Loyl L ‘ 0 . ||,I e ,I| |

T T
40 60 80 100 120 0 10 20 30 40 50

(a) (b)

Figura 5-7 — Apresentacdo do comparativo entre 0s espectros de massas

determinado (a) e o da literatura (b) (NIST, 2011) para o composto acetaldeido da

fragdo Am3
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Figura 5-8 — Apresentagcéo do comparativo entre os espectros de massas
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Figura 5-9 — Apresentagcéo do comparativo entre os espectros de massas
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6 — CONCLUSAO

Podemos concluir pela analise exploratéria dos dados cromatograficos:

- que as fragdes Am2, Am3, Am6, Am7, Am9, Aml1l e Am12 tém perfis
semelhantes entre si, caracterizando um agrupamento conforme o gréfico da Figura
5-2.

- que as fracdes Am4, Am5, Am8 e Am10 também apresentaram perfis
diferenciados das demais e semelhantes entre si, caracterizando agrupamento
segundo o gréfico da Figura 5-2.

- que as amostras de Am13 a Am66 (do TESTEl1l e TESTE2)
apresentaram perfis também semelhantes conforme o grafico da Figura 5-2.

Verificando os perfis cromatograficos das fracdes, os compostos
identificados e suas quantidades, concluimos que o inicio do TESTEL privilegia
alguns compostos e suas quantidades, em detrimento de outros, se compararmos
com o TESTE2. O TESTEL1 foi realizado com o objetivo de propiciar uma destilacéo
mais lenta, com a temperatura de aquecimento menor (70°C) e a regulagem da
valvula do fim da coluna de destilacdo mais fechada (aberta 75%). Isso mostrou que
conseguimos obter algumas fracOes diferentes que despertaram certo grau de
satisfacdo frente aos provadores e provavelmente caracterizam possiveis novos
produtos para a empresa de alimentos e bebidas.

No TESTEL, das fracdes iniciais até a Am12, provavelmente todas
possuem compostos mais leves que sao separados/destilados devido as condicdes
de set-up do teste. Mesmo sem termos conseguido identificar com clareza a maioria
dessas bandas cromatograficas até o tempo de retencdo 9 (hove) minutos
aproximadamente (somente conseguimos identificar os compostos acetaldeido,
hexanal e acido butandico / butirato de etila), mas avaliando os perfis
cromatograficos, certamente todas elas contribuem significativamente com o perfil
sensorial dessas fragdes, pois se apresentam em quantidades consideraveis. Com
certeza tém grande importancia no sabor e no odor dessas fragfes (ALMEIDA, 2006;
GARCIA, 2000).

A partir da fracdo Am13, todas elas apresentaram perfis parecidos as
fracbes do TESTEZ2, realizado em condicdo mais enérgica. Vemos que neste
conjunto de fracbes semelhantes ndo aparecem aqueles compostos relativamente
mais leves, como no caso da fracdo Am3, e alguns da fracdo Am8; ou mesmo se

aparecem, estdo numa concentracdo mais baixa. Dai entendermos que nao difere
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muito em sabor e odor do préprio 6leo essencial de laranja (preparo das misturas na
Tabela 5-1), visto que até aproximadamente 9 (nove) minutos, as amostras tém
perfis pobres em bandas cromatograficas. Mesmo para os provadores ndo houve um
grau de satisfacdo notavel (Tabela 5-3, Linha 12) em comparagdo com O Suco
considerado padrdo. Isso leva a concluir que as condi¢cdes do TESTE?2 privilegiam
somente a obtencdo do Oleo concentrado, ndo conseguindo fazer uma boa
separacao das fracbes destiladas e, por consequéncia, ndo conseguindo fracoes
mais nobres do ponto de vista sensorial.

Vemos que a fracdo Am3, representante do grupo das fracbes Am2,
Am3, Am6, Am7, Am9, Am1l e Am12, apresentou certa aceitabilidade frente aos
provadores, conforme apresentado na Tabela 5-4.

Representante do grupo das fracdoes Am4, Am5, Am8 e Am10, a fracédo
Am8 também apresentou certa aceitabilidade aos provadores, diferente da fracéo
Am3, conforme mostrado na Tabela 5-4.

As demais fracdes, de Am13 a Am66 (TESTE1l e TESTE2) nao
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao que j& conhecemos como
produto padrdo, conforme mostra a Tabela 5-3. A principio, estas fracdes nao teriam
importancia econdmica, pois elas substituem o 6leo essencial de laranja no suco
concentrado, sem trazer nenhum ganho sensorial significativo. Se verificarmos as
duas situagcbes, do suco concentrado adicionado a fracdo Am60, e o que é
considerado como padrédo (com adicdo normal de Oleo essencial e concentrado de
laranja), faremos opc¢édo pela condicdo do padrdo, haja vista que ganhamos em
relacdo ao tempo de prateleira do produto, j& que o 6leo essencial possui também
antioxidantes naturais (por exemplo, carotendides e tocoferol). No produto com
adicdo da fragdo Am60 acaba ocorrendo alteracdes da qualidade sensorial durante
seu armazenamento, diminuindo sua validade, devido & sua baixa estabilidade.
(SHAW, 1977a; 1977b)

O teste sensorial organizado para as fracdes teve como finalidade
mostrar que é possivel perceber diferencas, em termos sensoriais, entre as fracdes
Am3, Am8 e AmG60, representante dos trés grupos que se apresentaram nos
resultados da andlise exploratéria dos dados. Possivelmente poderiamos aumentar o
grau de satisfacdo dos provadores testando outras concentracdes/diluicoes.

Os dados referentes ao grau de satisfacdo para o teste sensorial ndo

apresentaram grandes diferengas, provavelmente pelos provadores nao estarem
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acostumados a utilizarem a escala hedoénica estruturada, que pontuava os graus de
satisfacdo para as amostras testadas.

Pelo historico de clientes, avaliando suco das prateleiras dos varios
paises onde sdo comercializados FCOJ (Frozen concentrated orange juice) e
comparando com uma colecdo de esséncias e aromas que a empresa mantém, o
sabor e o0 odor das fracbes Am3 e Am8 é semelhante a esses produtos. NOs,
brasileiros, ndo estamos acostumados a fazer uso diariamente de FCOJ (Frozen
concentrated orange juice), por ser facilmente acessivel adquirir a propria fruta,
processa-la, e ainda ter menor custo. JA em alguns outros paises, o contato com a
laranja é muito mais freqUente através dos sucos concentrado congelado e
embalados, fazendo com que o paladar desse perfil de consumidor tenha mais
afinidade por sucos com adigcdo de esséncias e aromas. Para o mercado externo o
produto com adicdo da Am3 e Am8 possivelmente tem potencial de venda,

agregando valor a essas fracdes do teste.
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7 — APENDICES

Apéndice 1 - Dados coletados dos controles da destilaria e a

nomenclatura para as fracbes do TESTE1

Temp. Temp. Fragcédo
Data Hora | Separador | Condensador coletada/ Am?stra
(°C) (°C) nomenclatura analisada
26/04/2010 | 07:50 46 13 - -
26/04/2010 | 08:00 53 20 - -
26/04/2010 | 08:00 66 22 - -
26/04/2010 | 08:00 66 22 - -
26/04/2010 | 08:13 62 23 - -
26/04/2010 | 08:23 66 22 - -
26/04/2010 | 08:33(*) 70 20 - -
26/04/2010 | 08:52 72 18 - -
26/04/2010 | 09:06 73 15 - -
26/04/2010 | 09:27 73 12 Am1l Sim
26/04/2010 | 09:40 72 12 - -
26/04/2010 | 09:55 72 42 - -
26/04/2010 | 10:00 72 47 - -
26/04/2010 | 10:00 72 47 - -
26/04/2010 | 10:05 71 42 - -
26/04/2010 | 10:15 71 42 - -
26/04/2010 | 10:35 71 43 Am2 Sim
26/04/2010 | 10:52 70 33 - -
26/04/2010 | 11:11 70 47 - -
26/04/2010 | 11:20 72 47 - -
26/04/2010 | 11:35 74 46 Am3 Sim
26/04/2010 | 11:51 74 46 - -
26/04/2010 | 12:00 73 47 - -
26/04/2010 | 12:00 73 47 - -
26/04/2010 | 12:06 73 46 - -
26/04/2010 | 12:17 73 48 - -
26/04/2010 | 12:35 73 45 Am4 Sim
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Temp. Temp. Fracéo
Data Hora | Separador | Condensador coletada/ Am(.)stra
°O °O nomenclatura analisada
26/04/2010 | 12:48 72 48 - -
26/04/2010 | 13:35 - - Am5 Sim
26/04/2010 | 13:59 71 48 - -
26/04/2010 | 14:00 70 48 - -
26/04/2010 | 14:00 70 48 - -
26/04/2010 | 14:20 70 48 - -
26/04/2010 | 14:35 72 50 Am6 Sim
26/04/2010 | 14:50 73 50 - -
26/04/2010 | 15:00 74 50 - -
26/04/2010 | 15:10 74 50 - -
26/04/2010 | 15:35 73 50 Am7 Sim
26/04/2010 | 16:00 70 50 - -
26/04/2010 | 16:00 70 50 - -
26/04/2010 | 16:05 72 51 - -
26/04/2010 | 16:40 71 51 Am8 Sim
26/04/2010 | 17:00 71 50 - -
26/04/2010 | 17:25 70 51 Am9 Sim
26/04/2010 | 18:00 69 51 - -
26/04/2010 | 18:35 70 50 Am10 Sim
26/04/2010 | 19:35 - - Amll Sim
26/04/2010 | 20:00 70 49 - -
26/04/2010 | 20:35 71 48 Am12 Sim
26/04/2010 | 21:35 71 48 Am13 Sim
26/04/2010 | 22:00 73 47 - -
26/04/2010 | 22:35 73 44 Am14 Sim
26/04/2010 | 23:35 - - Am15 Sim
27/04/2010 | 00:00 73 38 - -
27/04/2010 | 00:35 - - Am16 Sim
27/04/2010 | 01:35 - - Am17 Sim
27/04/2010 | 02:00 69 45 - -
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Temp. Temp. Fracéo
Data Hora | Separador | Condensador coletada/ Am(.)stra
°O °O nomenclatura analisada
27/04/2010 | 02:35 69 44 Am18 Sim
27/04/2010 | 03:35 - - Am19 Sim
27/04/2010 | 04:00 71 43 - -
27/04/2010 | 04:35 - - Am20 Sim
27/04/2010 | 05:35 - - Am21 Sim
27/04/2010 | 06:00 72 38 - -
27/04/2010 | 06:35 - - Am22 Sim
27/04/2010 | 07:20 72 40 - -
27/04/2010 | 07:35 70 40 Am23 Sim
27/04/2010 | 08:00 8 69 - -
27/04/2010 | 08:35 73 43 Am24 Sim
27/04/2010 | 09:00 74 42 - -
27/04/2010 | 09:15 74 42 - -
27/04/2010 | 09:35 73 42 Am25 N&o
27/04/2010 | 10:00 71 46 - -
27/04/2010 | 10:20 72 44 - -
27/04/2010 | 10:35 71 46 Am26 Sim
27/04/2010 | 11:05 70 48 - -
27/04/2010 | 11:35 72 49 Am27 N&ao
27/04/2010 | 12:00 70 48 - -
27/04/2010 | 12:10 74 51 - -
27/04/2010 | 12:35 - - Am28 Sim
27/04/2010 | 13:35 - - Am29 N&o
27/04/2010 | 14:00 70 50 - -
27/04/2010 | 14:35 - - Am30 Sim
27/04/2010 | 15:35 - - Am31 N&o
27/04/2010 | 16:00 70 51 - -
27/04/2010 | 16:35 - - Am32 Sim
27/04/2010 | 17:35 - - Am33 N&o
27/04/2010 | 18:00 70 45 - -




Temp. Temp. Fracéo
Data Hora | Separador | Condensador coletada/ Am(.)stra
°O °O nomenclatura analisada
27/04/2010 | 18:35 - - Am34 Sim
27/04/2010 | 19:35 - - Am35 N&o
27/04/2010 | 20:00 69 44 - -
27/04/2010 | 20:35 - - Am36 Sim
27/04/2010 | 21:35 - - Am37 N&o
27/04/2010 | 22:00 70 42 - -
27/04/2010 | 22:35 - - Am38 Sim
27/04/2010 | 23:35 - - Am39 N&o
28/04/2010 | 00:35 - - Am40 Sim
28/04/2010 | 01:35 - - Am41l N&o
28/04/2010 | 02:00 70 39 - -
28/04/2010 | 02:35 - - Am42 Sim
28/04/2010 | 03:35 - - Am43 N&o
28/04/2010 | 04:00 70 39 - -
28/04/2010 | 04:35 - - Ama4 Sim
28/04/2010 | 05:35 - - Am45 N&o
28/04/2010 | 06:00 72 40 - -
28/04/2010 | 06:35 - - Am46 Sim
28/04/2010 | 07:35 70 39 - -

(*) — horario do inicio da presenca de destilado
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Apéndice 2 - Dados coletados dos controles da destilaria e a

nomenclatura para as fracbes do TESTE?2

Temp. Temp. Fragcédo
Data Hora | Separador | Condensador coletada/ Am?stra
(°C) (°C) nomenclatura analisada
28/04/2010 | 08:00 72 40 - -
28/04/2010 | 09:00(*) 28 24 - -
28/04/2010 | 09:30 33 26 - -
28/04/2010 | 10:00 50 36 Am50 Sim
28/04/2010 | 10:50 64 44 - -
28/04/2010 | 11:00 66 44 - -
28/04/2010 | 12:00 77 48 Am51 N&o
28/04/2010 | 13:00 81 51 - -
28/04/2010 | 14:00 79 45 Am52 Sim
28/04/2010 | 14:30 77 52 - -
28/04/2010 | 15:00 77 52 - -
28/04/2010 | 16:00 81 40 Am53 N&o
28/04/2010 | 16:30 79 52 - -
28/04/2010 | 18:00 80 50 Amb54 Sim
28/04/2010 | 20:00 81 51 Am55 N&o
28/04/2010 | 22:00 76 43 Am56 Sim
29/04/2010 | 00:00 79 40 Am57 Nao
29/04/2010 | 02:00 78 39 Am58 Sim
29/04/2010 | 04:00 77 39 Am59 N&o
29/04/2010 | 06:00 - - Am60 Sim
29/04/2010 | 07:30 78 40 - -
29/04/2010 | 08:00 78 41 Am61 N&o
29/04/2010 | 08:15 77 38 - -
29/04/2010 | 08:35 76 40 - -
29/04/2010 | 08:50 76 41 - -
29/04/2010 | 09:10 79 41 - -
29/04/2010 | 09:30 80 41 - -
29/04/2010 | 09:45 80 43 - -
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Temp. Temp. Fracéo
Amostra
Data Hora | Separador | Condensador coletada/ _
analisada
°O °C) nomenclatura
29/04/2010 | 10:00 - - Am62 Sim
29/04/2010 | 10:55 77 42 - -
29/04/2010 | 12:35 77 46 - -
29/04/2010 | 14:00 - - Am63 N&o
29/04/2010 | 18:00 - - Am64 Sim
29/04/2010 | 22:00 - - Am65 Nao
30/04/2010 | 02:00 - - Am66 Sim

(*) — horario do inicio da presenca de destilado
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Apéndice 3 — Cromatograma (TIC) da fracdo Am3
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Intensidade absoluta

Apéndice 4 — Cromatograma (TIC) da fracdo Am8

12500000

10000000 —

7500000

5000000

2500000

Fragdo Am8

LL

T T T
20 40

tempo (min)



60

Apéndice 5 — Cromatograma (TIC) da fracdo Am60
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Apéndice 6 — Grafico da disposi¢do de PC1 versus PC2 para os dados

cromatograficos do TESTE1
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Apéndice 7 — Grafico da disposi¢cdo de PC1 versus PC2 para os dados

cromatograficos do TESTE2
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Apéndice 8 - Ficha fornecida aos provadores para a analise sensorial

da fracdo Am3
Avaliadar fparticipante: [&m 3]
Data: J2011

TESTE DE DIFE REHCIAQEOE GRAU DE SAHSFA.(;E.G

O objetivo doteste & conhecer & percepgdo do avalisdorparticipante em relacio 43 am ostrasproblema,
suas diferencss e seu grau de satizfacio.

Para cada hateria, vocé recebera 3 redpientes com suco de laranja. Doiz dos sucos =80 iguais, o outro
& difererte em relacio 4 adicio de um dlec especial. O cbjetivo & provar & amostras, da esguerda para
& direita, & encontrar 0 suco de laranja diferents, com notas sensorisis relacionadas & Sromatizagdo,
taiz como: frescor, odor, sabor (odor+gosto), texdura, algun zabor residual, ete.

Milizando a escala colocada na nota de rodapé, com notas que wariam de um até nowe, indigue o
guanto vocé gostou ou desgostou de um modo geral dasamoastras iguais e da diferente.

Margue com um " X " a amodra difererte.

Primeira bateria:

(ud o grau de Qual o grau de
255 819 436 satizfagao para a zatizfagdo para a=
amoztra diferante? ameostras iguais?
Zequnda bateria:
Dl..IEI o grau de Qual o grau de
456 2564 G55 satisfagdo pard 3 zatizfagdo para as
amostra diferertz? amestras iguais?

Terceira batetia:

Qud o grau da Qual o grau de
725 191 253 satizfagao para 3 satisfagie para as
amosra dirente? amostras iguais?
Quata bateria:
I]l_.ld o grau de Qual o grau de
ar 462 726 stifagac paraa satistagia para as
amostra diferente’? amestras iguais?

Hotas para grau de satisfagdo

J - Gostei exdremamente 4 - Desygoste ligeiramente

& - Gostei muito 5 - Mem gostei fnem desgose 3 - Desgostei moderadamente

7 - Gostei moderadamentes 2 - Desgostei muito

G - Gostei ligeiramerte 1 - Desyostel exdremaments

Chrigado pela colsboracio |
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Apéndice 9 - Ficha fornecida aos provadores para a analise sensorial

da fracdo Am8

Avaliadar fparticipante: [&mE)
Cata: ___ f2011

TESTE DE DIFE REHCIAQﬁOE GRAU DE EA'I'ISFA(;ﬁO

0 objetivo doteste & conhecer a percepcio do avalisdorbarticipante em relacio 4z amostrasproblems,
suas diferencas e seu grau de satisfacio.

Para cada hateria, vwocé receberd 3 recpiertes com suco de laranja. Doiz dos sucos 580 iguais, o outro
& difererte em relacio 4 adicio de um dlec especial. O cbjetivo & provar & amostras, da esguerda para
a direta, e encontrar o suco de laranja difererte, com notas sensorisis relscionadas & Sromatizagio,
taiz como: frescor, odor, sabor (odor+gosto), texdura, algun sabor residual, ete.

IHilizando & escala colocada na nota de rodaps, com notss que wariam de um até nove, indigue o
fuanto vocé gostou ou desgostou de um modo geral dasamostras iguais e da diferente.

Margue com um " X" a amodra diferente.

Primeira batetia:

(ud o grau da Qual o grau de
322 G55 285 satizfag@o para 3 satizfagdo para as
amostra diferarte? ameostras iguais?
Sequnda bateria:
Dl_.ld o grau de Qual o grau de
439 175 583 satizfagae pard 3 satizfagdo para as
amastra diferents? ameostras iguais

Terceira batetia:

ng -:-”gmude Qual o grau de
492 225 381 satizfagao pard 3 zatizfagdo para a=
amostra difrents? amestras iguais?
Cluatta bateria:
Dl_.ld o grau de Qual o grau de
ET4 497 155 stisfagao paraa zatizfagdo para as
amostra difererts? amestras iguais?

Hotas para grau de satisfagdo

0 - Gostei edremamente 4 - Desyostei ligeiramente

g - Gostei muito 5 - Mem gostei fnem desgoste 3 - Desgostei moderadamente

7 - Gostei moderadamente 2 - Desgostei muito

G - Gostei ligeiramerte 1 - Desyostei exdremaments

Chrigado pela colaboracio !
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Apéndice 10 - Ficha fornecida aos provadores para a analise sensorial

da fracdo Am60
Avweali ador participante: [AmE0)
Data: ___ f2011

TESTE DE DIFEREHCIAQﬁOE GRAU DE EA'I'ISFA(}ﬁﬂ

0 objetivo do teste & conhecer a percepcdo do avalisdorparti cipante em relacio 4s amogtrasfroblems,
suss diferencas & seu grau de satisfacio.

Para cada hateria, vocé receberd 3 recipientes com suco de laranja. Doiz dos sucos 380 igusis, o outro
& diferente em relacdo & adicdo de um dleo especial. O dhjetivo & provar s amostras, da esguerds para
@ direta, & encontrar o suco de laranjs diferente, com notas sensoriais relacionadas & Aromatizacéo,
tais como; frescor, odor, sabor (odor+go o), textura, algum sabor residual, etc.

Itilizando & ezcala colocada na nota de rodapé, com notas gue varism de um até nove, indigue o
guanto vooé gostou ou desgostou de um modo geral dasamostras iousis e da diferente.

Margue com um " X " a amodra difererte.

Primeira bateria:

(ud o grau de Qual o grau de
284 T26 533 gtlsfa-;rag paraa satizfagdo para a
amostra diferare amostr as iguais?
Sequnda bateria:
I]l_.ld o grau de Qual o grau de
425 953 281 satisfagao para a satizfagdo para a
amaostra diferante amostr as iguaisT
Terceira bateris:
I][.ld -:-”gmude Qual o grau de
283 552 51 satisfagao para a zatisfagdo para a=
amestra diferente amestr as iguais?
Cuats bateris:
I]l_.ld o grau de Qual o grau de
705 455 113 satisfagdo para a satizfagdo para a=
amestra difererte amestras iguaisT

Hotas para grau de satisfagao

9 - Gostei extremamente

g - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

5 - Mem gostei fnem desgoge

4 - Desgodei ligeiramente

3 - Desgodel moderadamente

2 -Desyodei muito

E - Gostei ligeiraments

Chrigado pela colaboraggo !

1 - Desgodei exdremaments
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Apéndice 11 - Ficha fornecida aos provadores para a analise sensorial

comparando as fragcbes Am3, Am8 e Am60

Avaliadar fparticipante: [conft.)
Data: J2011

TESTE DE DIFE REHCIAQEOE GRAU DE SAHSFA.(;E.G

O objetivo doteste & conhecer & percepgdo do avalisdorparticipante em relacio 43 am ostrasproblema,
suas diferencss e seu grau de satizfacio.

Para cada hateria, vocé recebera 3 redpientes com suco de laranja. Doiz dos sucos =80 iguais, o outro
& difererte em relacio 4 adicio de um dlec especial. O cbjetivo & provar & amostras, da esguerda para
& direfta, & encontrar 0 suco de laranja diferents, com notas sensorisis relacionadas & Sromatizagdo,
taiz como: frescor, odor, sabor (odor+gosto), texdura, algun zabor residual, ete.

Milizando a escala colocada na nota de rodapé, com notas que wariam de um até nowe, indigue o
guanto vocé gostou ou desgostou de um modo geral dasamoastras iguais e da diferente.

Margue com um " X " a amodra difererte.

Primeira bateria:

(ud o grau de Qual o grau de
509 374 452 satizfagao para a zatizfagdo para a=
amoztra diferante? ameostras iguais?
Zequnda bateria:
Dl..IEI o grau de Qual o grau de
B11 269 12 satisfagae para 3 =ati=fa l;ﬁl:- para a=
amostra diferents? amestras iguais?
Terceira batera:
(ud o grau de Qual o grau de
270 819 780 satisfagdn pard 3 satisfaglo para a
amostra difererte? amestras iguais?
Comentanios

Hotas para grau de satisfagao

J - Gostei exdremamente

& - Gostei muito

T - Gostei moderadamente

5 - Mem gostei fnem desgose

4 - Desygoste ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente

2 - Desgostei muito

G - Gostei ligeiramerte

1 - Desyostel exdremaments

Obrigado pela colaboragéo !



67

bandas cromatogréaficas de 1 a 6, nos tempos de reten¢éo 2,050 min a 3,058 min

2(2,100 min)  3(2,300 min) 4 (2,375min)  5(2,558 min) 6 (3,058 min)

1 (2,050 min)

Apéndice 12 — Espectros de massas para a fragdo Am3, para as

1200

1000 —
800
600
400

200 ‘

l

1200

1000 —
800 -
600 —
400 —
200 —

1200

1000 —
800 —
600
400 —

=

1200

1000 —
800 —
600 —
400 -

200 -|||

1200

1000 —
800 —
600
400 —

200 —||

il

1200

1000 —
800 -
600 —
400 H
200 — h

1

40

60

80

100

120

140

160

180

200

100

!
120

m/z

140

160

180

200

absoluta

Intensidade



68

bandas cromatogréaficas de 7 a 12, nos tempos de retencéo 3,183 min a 4,500 min

8 (3,267 min)  9(3,650 min) 10 (4,200 min) 11 (4,250 min) 12 (4,500 min)

7 (3,183 min)

Apéndice 13 — Espectros de massas para a fragdo Am3, para as
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Apéndice 14 — Espectros de massas para a fragdio Am3, para as

bandas cromatogréaficas de 13 a 18, nos tempos de retencéo 5,233 min a 9,000 min

14 (5,833 min) 15 (6,442 min) 16 (6,800 min) 17 (7,967 min) 18 (9,000 min)

13 (5,233 min)
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Apéndice 15 — Espectros de massas para a fragdo Am3, para as

bandas cromatogréaficas de 19 a 24, nos tempos de retencédo 9,958 min a 13,483 min

40 60 80 100 120 140 160 180 200
- 1200 ——————————7—— T
£ 1000 h -
™ 800 H -
[e0]
< 600 -
S 400 -
0 ‘ II‘ ||‘ 10
1200 | L |I ] :” I .|. . | Il ] I . I . I . I . -—
[
£ 1000 |- 4 >
o 800 | 4 _
& 600
o 400 . i ©
R E
1200 ]-I ol I |.|I Ill I|| I . . . | I . I . I . o)
C
IS 1000 — o
o 800 -
o
< 600 4 o
= 400 -
et ©
N 200 ‘ ‘ -
AN
1200 | Ly ||.II .|.|!||.. ...I||||| . i I - I . I . I . I . @©
C
£ 1000 |- 4 ©
o 800 |- -4 =
o
< 600 | — (7))
S 400
= 1 c
<ol | | :

| || I.l ||I..| 11 ||I| L | I, | ||| | || 1 | m
— 1200 gl el -
£ 1000 | -
™ 800 |- - c
[s2]
N 600 |- 1 —
S 400 | -
@ L :
1200 w0 L] L L ! !
— L] I I L] I L] I L] I L] I L]
g 1000 |- —
< 800 | -
& 600 |- -
2 400 |- _
()]
~ 200 ~| -
- ‘I ‘I . |
O L] I L L] II L] I L] I L] I L] I L] I L]
40 60 80 100 120 140 160 180 200

m/z



71

Apéndice 16 — Espectros de massas para a fragdo Am3, para as

bandas cromatograficas de 25 a 30, nos tempos de retencdo 13,617 min a 15,833
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Apéndice 17 — Espectros de massas para a fracdo Am3, para a banda

cromatografica 31, no tempo de retencéo 49,775 min
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bandas cromatogréaficas de 1 a 6, nos tempos de reten¢éo 2,058 min a 3,058 min

2(2,100 min)  3(2,300 min)  4(2,383min)  5(2,558 min) 6 (3,058 min)

1 (2,058 min)

Apéndice 18 — Espectros de massas para a fragdo AmS8, para as
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bandas cromatogréaficas de 7 a 12, nos tempos de retencéo 3,183 min a 4,508 min

8 (3,267 min)  9(3,650 min) 10 (4,142 min) 11 (4,267 min) 12 (4,508 min)

7 (3,183 min)

Apéndice 19 — Espectros de massas para a fragho AmS8, para as
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Apéndice 20 — Espectros de massas para a fraghio AmS8, para as

bandas cromatogréaficas de 13 a 18, nos tempos de reten¢éo 4,808 min a 12,250 min
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14 (5,258 min)

13 (4,808 min)
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Apéndice 21 — Espectros de massas para a fraghio AmS8, para as

bandas cromatograficas de 19 a 23, nos tempos de retencdo 13,492 min a 15,917
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bandas cromatogréaficas de 1 a 6, nos tempos de retengéo 2,217 min a 13,675 min

6 (13,675 min)

2 (2,400 min) 3 (10,267 min) 4 (12,317 min) 5 (13,567 min)

1 (2,217 min)

Apéndice 22 — Espectros de massas para a fracdo Am60, para as
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Apéndice 23 — Espectros de massas para a fracdo Am60, para as

bandas cromatogréaficas de 7 a 11, nos tempos de retencédo 14,167 min a 20,333 min
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Apéndice 24 — Detalhes dos compostos identificados segundo PBM (Probability based matching) / Espectrometria de

Massas para a Ama3 e verificacdo na literatura

Fragdo Am3
Bandan. 1 2 3 4 5 6 8 9 11 12 14
Tempo (‘;]eir:fte”‘?ao 3,058 (*) | 4,250 | 4,500 (2% | 9,958 | 10,233 | 12,250 | 13,483 | 13,617 | 14,550 | 15,483 | 15,833
. - , acido butanoico . . . . A-3- .
Composto identificado | acetaldeido | hexanal butirato de etila a-tujeno | a-pineno | B-pineno | octanal | B-mirceno careno B-felandreno | D-limoneno
Probabilidade (%) 94 95 97 90 98 97 97 26 08 93 96
Est4 presente na
literatura consultada? Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
(*3)
f:g:rf;rfe‘ﬁgzifri)s 12/6 |13/11 13/12 15/19 | 15/20 | 15/23 |15/24 | 16/25 | 16/28 | 16/29 16 /30
'”te”s'd"’&i Relativa 1,16 2,13 4,84 0,76 | 4575 | 18,75 | 13,57 | 39,28 2,81 1,22 100,00

(*) Para a banda cromatografica n° 1, com tempo de retencdo 3,058min, obtivemos a identificacdo da substancia como

Acetaldeido, mas ndo podemos afirmar com certeza que realmente esse é o composto, pois a varredura de m/z comeca em 40, e

esse composto possui sinais de fragmentos abaixo deste valor.

(2*) Para a banda cromatografica n° 3, com tempo de retencdo 4,500min, obtivemos a identificacdo da substancia em Acido

Butanoico e Butirato de Etila (ambos ndo constam na literatura fazendo parte do 6leo essencial de laranja). Devido as baixas

concentragdes, as diluicdes, e posteriormente ao baixo numero de ions formados pelo impacto eletrdnico (El), todos esses fatores

somaram para tornar esse espectro de massas insuficiente para a confiabilidade da identificacdo dessas substancias.

(3*) As referéncias bibliograficas da literatura consultada estao relacionadas no Apéndice 24.
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Apéndice 25 — Detalhes dos compostos identificados segundo PBM (Probability based matching) / Espectrometria de

Massas para a Am8 e verificacdo na literatura

Fragdo Am8
Bandan® 5 6 8 9 10 11 14
Tempo (‘:nei r:‘;te”‘f‘ao 10,225 | 12,250 | 13,492 | 13,625 14,100 14,558 15,917
Composto . . . .
identificado a-pineno | B-pineno | octanal | B-mirceno | a-felandreno | A-3-careno | D-limoneno
Probabilidade (%) 98 96 97 96 90 97 96
Esta presente na
literatura Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
consultada? (*)
Espectro de
massas 20/ 17 20/ 18 21/19 21/20 21/21 21 /22 21/23
(Apéndice / Espectro)
Intensidade 2265 | 11,50 | 9,61 | 32,17 0,81 2,19 100,00
Relativa (%)

(*) As referéncias bibliograficas da literatura consultada estéo relacionadas no Apéndice 24.
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Apéndice 26 — Detalhes dos compostos identificados segundo PBM (Probability based matching) / Espectrometria de

Massas para a Am60 e verificacao na literatura

Fracdo Am60

Bandan® 5 7 8 9 11 13 14 15
Tempo(‘ﬁ;‘;te”‘?a" 10,267 | 12,317 | 13,567 | 13,675 14,633 15,575 15,908 | 20,333

_Com.p_osto a-pineno | sabineno octanal B-mirceno | A-3-careno | B-felandreno | D-limoneno linalol

identificado
Probabilidade (%) 97 96 97 95 95 94 95 93
Esta presente na

literatura Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
consultada? (*)

Espectro de

massas 2213 22/4 2215 2216 23/8 23/9 23/10 23/11
(Apéndice / Espectro)

Inten§|dade 3.85 2.16 1,19 7,77 0,63 0,82 100,00 0,44

Relativa (%)

(*) As referéncias bibliograficas da literatura consultada estéo relacionadas no Apéndice 24.
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Apéndice 27 — Relacdo dos compostos identificados por PBM /
Espectrometria de Massas separados por fracdo e seus valores de intensidade

relativa

Intensidade Relativa para as fracoes:
Compostos identificados | Am3 | IR (%) (*3) | Am8 | IR (%) (*3) | Am60 |IR (%) (*3)
Acetaldeido (*) N 1,16
Hexanal N 2,13
Acido butandico (*2) N 4,84
Butirato de Etila (*2) N 4,84
alfa-tujeno N 0,76
alfa-pineno N 45,75 N 22,65 N 3,85
beta-pineno N 18,75 N 11,50
Sabineno N 2,16
Octanal N 13,57 N 9,61 N 1,19
beta-mirceno N 39,28 N 32,17 N 7,77
alfa-felandreno N 0,81
delta-3-careno N 2,81 N 2,19 N 0,63
beta-felandreno N 1,22 N 0,82
D-limoneno N 100,00 N 100,00 N 100,00
Linalol N 0,44

(*) Para a banda cromatografica n° 1, com tempo de retencéo 3,058min, obtivemos a
identificacdo da substancia como Acetaldeido, mas ndo podemos afirmar com
certeza que realmente esse é o0 composto, pois a varredura de m/z comeca em 40, e

esse composto possui sinais de fragmentos abaixo deste valor.

(2*) Para a banda cromatogréafica n° 3, com tempo de retencéo 4,500min, obtivemos
a identificacdo da substancia em Acido Butandico e Butirato de Etila (ambos n&o
constam na literatura fazendo parte do 6leo essencial de laranja). Devido as baixas
concentracOes, as diluicbes, e posteriormente ao baixo niamero de ions formados
pelo impacto eletrénico (El), todos esses fatores somaram para tornar esse espectro

de massas insuficiente para a confiabilidade da identificacdo dessas substancias.

(3*) IR — Intensidade relativa para o composto, quando identificado na respectiva

fracao.

v - Composto identificado para a respectiva fragao.
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Apéndice 28 — Relacao das referéncias bibliograficas consultadas para os compostos identificados.

Composto _

. . Referéncias

identificado

Acetaldeido BRADDOCK e KESTERSON, 1976; KIRCHNER e MILLER, 1957
A-3-careno

VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000; HUNTER e BROGDEN JR., 1965a

a-felandreno

NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; HUNTER e BROGDEN JR., 1965a;
HUNTER e BROGDEN JR., 1965b; TERANISHI et al., 1963; BERNHARD, 1961

B-felandreno

NJOROGE et al., 2005a, 2005b; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000; VORA et al., 1983

Hexanal

BRADDOCK e KESTERSON, 1976; MOSHONAS e LUND, 1970; KIRCHNER e MILLER, 1957

D-limoneno

NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000;

VORA et al., 1983; SHAW e COLEMAN, 1974; LIFSHITZ et al., 1970; MOSHONAS e LUND, 1970;

HUNTER e BROGDEN JR., 1965a; TERANISHI et al., 1963; IKEDA et al., 1962; BERNHARD, 1961,
KIRCHNER e MILLER, 1957

Linalol

NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000;
VORA et al., 1983; HUNTER e MOSHONAS, 1965; BERNHARD, 1961; KIRCHNER e MILLER, 1957

[B-mirceno

NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000;
VORA et al., 1983; SHAW e COLEMAN, 1974; LIFSHITZ et al., 1970; HUNTER e BROGDEN JR., 1965a;
HUNTER e BROGDEN JR., 1965b; TERANISHI et al., 1963; IKEDA et al., 1962; BERNHARD, 1961,
KIRCHNER e MILLER, 1957

Octanal

NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000; BERRY, 1985;
VORA et al., 1983; BRADDOCK e KESTERSON, 1976; LIFSHITZ et al., 1970;
MOSHONAS e LUND, 1970; KIRCHNER e MILLER, 1957
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Composto )
_ o Referéncias
identificado
NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000;
a —pineno VORA et al., 1983; LIFSHITZ et al., 1970; HUNTER e BROGDEN JR., 1965a;
HUNTER e BROGDEN JR., 1965b; TERANISHI et al., 1963; IKEDA et al., 1962
_ NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000; IKEDA et al.,
B—pineno
1962
NJOROGE et al., 2005a, 2005b; VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000;
Sabineno VORA et al., 1983; LIFSHITZ et al., 1970; HUNTER e BROGDEN JR., 1965a;
HUNTER e BROGDEN JR., 1965b; TERANISHI et al., 1963; IKEDA et al., 1962
wi VERZERA et al., 2004; MINH TU et al., 2002; MITIKU et al., 2000; HUNTER e BROGDEN JR., 1965a;
a-tujeno

HUNTER e BROGDEN JR., 1965b; TERANISHI et al., 1963; KIRCHNER e MILLER, 1957
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