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Titulo: Analise de compostos volateis em azeite virgem

Resumo

O presente trabalho teve como objectivo a avaliacdo de compostos volateis presentes em
amostras de azeite virgem. Para a sua determinacao foram utilizadas amostras de azeites Galega
e Cobrancosa obtidos de azeitonas com diferentes estados de maturacao. Para a identificacao
dos aromas presentes nas amostras de azeite recorreu-se ao método de cromatografia gasosa-
olfactometria (GC-O), sendo as amostras preparadas pelo método SAFE. Relativamente a
identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis, procedeu-se a optimizacdo do método de
microextraccao em fase solida (SPME): escolha da fibra, tempo/temperatura ideal de adsorcéo e
repetibilidade. A fibra escolhida foi a DVB/CAR/PDMS (cinzenta 2 cm) e as condicdes de
operacao em SPME foram as seguintes: temperatura de 40 °C e tempo de adsorcao de 20
minutos.

Apos a optimizacao das condicdes de analise foram analisadas amostras de azeite virgem
por SPME acoplado com GCxGC/MS-TOF.

Nas amostras de azeite virgem foram quantificados diversos compostos, nomeadamente
aldeidos (trans-2-hexenal, o nonanal e hexanal), alcoois (cis-2-penteno-1-ol, trans-2-hexeno-1-ol
e cis-3-hexeno-1-ol) e cetonas (1-penteno-3-ona, 6-metil-5-hepteno-2-ona), quando analisadas
em GCxGC/MS-TOF. Relativamente as analises em GC-O foram sentidos maioritariamente aromas
com notas a frutados, verde e relva cortada. O aldeido insaturado, trans-2-hexenal, foi o
composto quantificado que apresentou os teores mais elevados, o qual pode contribuir para o

aroma a verde identificado no GC-O.

Palavras chave: azeite virgem, compostos volateis, SAFE, SPME, GC-O, GCxGC/MS-TOF.
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Name: Marta Sofia Estrela Arraias

Title: Analysis of volatile compounds in olive oil

Abstract

The aim of the present work was the evaluation of the volatile compounds present in
virgin olive oil samples. This evaluation was performed in olive oil samples of Galega and
Cobrancosa obtained from fruits with different ripening index. To identify the aromas GC-O
methodology was applied, with previous preparation of samples by SAFE method. In order to
develop a headspace -SPME-GC/MS method for the analysis of volatile compounds in virgin olive
oil, different experimental parameters were optimized such as SPME coating, extraction
temperature/time and repeatability. The chosen fiber was the DVB/CAR/PDMS (grey 2 cm) and
the operation conditions in SPME were as follows: temperature of 40 °C and adsorption time of
20 minutes.

The identification and quantification of volatile compounds in virgin olive oil samples were
analyzed by SPME coupled with GCxGC-TOF/MS.

In virgin olive oil samples several compounds were quantified, namely aldehydes (trans-2-
hexen-1-al, nonanal and hexanal), alcohols (cis-2-penten-1-ol, trans-2-hexen-1-ol and cis-3-
hexen-1-ol) and ketones (1-penten-3-one, 6-methyl-5-hepten-2-one) when analyzed by GCxGC-
TOF/MS. With respect to GC-O analyses were felt mostly aromas with fruity notes, green and cut
grass. The insaturated aldeyde, trans-2-hexen-1-al was the compound that was quantified that

showed higher contents, which could contribute for the green aroma identified by GC-O.

Keywords: virgin olive oil, volatile compounds, GCxGC/MS-TOF, GC-O, SPME, SAFE.

iv



indice

P = o =T ot 11 =] 1 (0 L P PP ii
RS .o e iii
Y 013 o T o PPt iv
INAICE AE FIGUIAS . evveevi e ettt ettt et e e et e e et e e e e e e eaeeeaneesaneennees vii
INAICE dE TADELAS «.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e viii
Lista de @abreViaturas ... .o e ettt ettt aean ix
PR 110 Yo [T oF To 1
2. Compostos VOLAteis N0 AZEILE VIFGEIM ...ueeiriieiiet et eieeteieeteieeeeieeeeeneeneneenens 2

3. Metodologias analiticas para isolamento, identificacdo e quantificacdo de compostos

o N R g o I V< [ (AT == | PR 5
3.1 SAFE (Solvent Assisted Flavour Evaporation) ......ceeeeeieiniiiieeeiiieeeeeieeeesneeeannnens 5
3.2 SPME (Solid Phase Microextraction) - Microextraccao em Fase Solida.................... 7
3.3 MEt0dos CromMatOGrafiCOS .uuuurinenrineetineetieeteieeteeeteeeteneetereeeeseneesensesennenens 10

3.3.1 Cromatografia de Gas - Olfactometria (GC-0) ....cvvvriiiriieiriiiireieneeneenennnnn. 10
3.3.2 GOXGC/MS-TOF et ettt et e e et eaaas 12

4. Materiais € MELOAOS ....euenreenininen ittt ettt e e ettt eneneaeeeteeneneneanenenen 15
4.1 Optimizacao do método de Microextracdao em fase solida (SPME)............cceuenenens 15
4.1.1 Escolha da fibra ....oeeueieiniieiiii i 15
4.1.2 Escolha da temperatura ideal de adSOrCa0 ......cvueeeirniininnennennennenennennennens 16
4.1.3 Escolha do tempo ideal de adSOrCa0......oeveueeueeeeeneinirninneieneneeneaneaneanens 16
4.1.4 Estudo da repetibilidade.....cccooiiiiiiiii e 17

4.2 Preparacao de amostras de azeite virgem para analise dos compostos volateis em
€100 (ST 0 PPN 17

4.3 Construcdo da curva de calibracdo para quantificacdo dos compostos volateis

presentes nas amostras de azeite VIFrgEM .....uiiuiiiiiiii i e e e e i e ieeaees 18

4.4 |solamento dos compostos volateis presentes nas amostras de azeite virgem -

método SAFE (Solvent Assisted Flavour EVApOration) ......c.e.eeeeeiieeeiieneieneineneeneneenenaenens 19
4.4.1 Cromatografia gasosa - olfactometria (GC-0)....ccceviiiiiiiiiiiiiiiiinienieennnn. 20

5. ReSULLAdOS € DISCUSSA0. ¢.tuueuinninininiieiit ettt ettt et eaeteaeeaaeas 21

5.1 Optimizac@o do MEtOdo SPME.........iuiuiiiiiiiit ettt ae e eaenenes 21

5.2 Analise dos compostos volateis por GCxGC-TOF em amostras de azeite virgem...... 24

5.3 Analise dos compostos volateis em GC-O em amostras de azeite virgem.............. 25

4



L O] a1 e [<] = Voo LIyl [ =Y 27

Referéncias BibliOgrafiCas ..uuurineesiiet et iieet et et ieet et eieeteieeteeeeeneeaenenaenenes 28
Y 1o 1 P 30
Anexo | - Imagens dos equipamentos utilizados durante a realizacao do trabalho. ...... 31

Anexo Il - Padrdes utilizados para a preparacao das curvas de calibracao e respectivas

(o(¥] %= T e (Sl ot 11 o] =Tt Lo T 33

Anexo Il - Graficos relativos a escolha da fibra mais adequada para analise das

amostras, respectivas linearidades e quantificacao de azeites virgens em GCxGC/MS-TOF. ... 40

Anexo IV - Esquematizacdo da formacdo de compostos volateis, notas sensoriais e

respectivos COMPOSLOS QUIMICOS. .euverenrereneeneneenensesensesensessesessesesenseseesesensesensesensenens 44

Vi



indice de Figuras

Figura 1: Via da lipoxigenase na producao de compostos volateis C5 € Ch....ccevvvvvrninininenennnnns 4
Figura 2: Vista esquematica da unidade de destilacdo no método SAFE. ........cccvveveinininenennnnns 7
Figura 3: Procedimento de aplicacdo da técnica SPME. ........ceieeieieieeininieieiieieeeeeneeeenenans 8

Figura 4: Esquema de um sistema GCxGC. I, injector; M, modulador; D, detector; 1st, forno da

coluna do GC da primeira dimensao; 2nd, forno (separado) da coluna do GC da segunda

Lo 10 T 3 T 13
Figura 5: Criacao e visualizacdo de um cromatograma no sistema GCXGC. .........c.ceeenenenenn. 14
Figura 6: Esquema do procedimento para 0 método SPME. .........cceiuiiiniiiiininniieieeenans 16

Figura 7: Esquema do procedimento para o isolamento de compostos volateis no aparelho SAFE.

...................................................................................................................... 20
Figura 8: Area dos picos em cinco diferentes fibras para a concentracdo de 1 mg kg™. ........... 21
Figura 9: Area dos picos em cinco diferentes fibras para a concentracao de 10 mg kg™. ......... 22

Figura 10: Efeito da temperatura na eficiéncia da extraccéo para a concentracio de 1 mg kg’
utilizando a fibra DVB/CAR/PDMS (cinzenta, comprimento 2 CM). ...cceveveeeiiiiiieneeneenneeanenns 23

Figura 11: Efeito do tempo na eficiéncia de extraccdo para a concentracdo de 1 mg kg
utilizando a fibra DVB/CAR/PDMS (cinzenta, comprimento 2 CM). ...ccueeieieiiiiiienieenieenneennenns 23

Figura 12: Quantificacdo dos compostos volateis com maiores concentracbes em amostras de

AZETEES VIFGENS GAlEGA. . tiuuiiittiit it ii ittt et et ee e eeteanteaeeeneeaneeenseanseanaeanaenneaneenn 25

Figura 13: Quantificacdo dos compostos volateis com maiores concentracbes em amostras de

AZETtes VIrgENS CODIrANCOSA. +euvturtnttntteneeerneenteeeneentetetenteneeateneeaeenneansaneenesnesnesneennss 25

Vii



indice de Tabelas

Tabela 1:Tipos de fibras utilizadas em SPME € suas apliCagies.....ceueeuerrenninnennennennennenneenns 10
Tabela 2:Padroes utilizados para a preparacao da curva de calibragao........ceceveeernernennennen. 18

Tabela 3:Descricdo dos odores obtidos no equipamento Cromatografo de gas Hewlett - Packard

HP 5890 Il (nao polar) e no equipamento HP 6890 Series GC System (polar). ....cccevvvvevinnnnnnnn. 26

viii



Lista de abreviaturas

PDMS - Polydimethylsiloxane
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