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RESUMO DO PROJETO

A adulteracdo de alimentos é uma ameaca a seguranca alimentar. As questdes de
adulteracdo de alimentos incluem substituicdo, diluicdo, falsificagdo, melhorias néo
autorizadas, producdo no mercado negro / desvio de roubo, etiquetagem incorreta,
ocultacéo, etc. O problema da adulteracdo persiste em todos os niveis dos alimentos,
desde a preparacgdo até o consumo. A maioria dos fabricantes de alimentos, processadores,
proprietarios de restaurantes e assim por diante estdo todos envolvidos de uma forma ou
de outra nesta pratica antiética de adulteracdo. A adulteracdo de alimentos envolve a
infusdo de substancias inuteis, prejudiciais e desnecessarias aos alimentos, o que diminui
a qualidade dos alimentos. Adulterantes em alimentos podem ser categorizados nas
seguintes categorias: intencional e ndo intencional. A adulteracéo intencional é a incluséo
de substancias inferiores com propriedades semelhantes as dos alimentos aos quais sdo
adicionadas. Eles sdo, portanto, dificeis de detectar. O adulterante pode ser de natureza
fisica ou bioldgica. Alguns exemplos de adulteracdo intencional incluem adicdo de agua
ao leite liquido, matéria estranha a especiarias moidas ou a remoc¢éao ou substituicdo de
solidos do leite do produto natural e etc. Este projeto de pesquisa tem como objetivo
comparar Gleos essenciais obtidos de especiarias comerciais revendidas em mercados
com dados da literatura e avaliar as variacdes nas composi¢fes para abordar potenciais
adulteracdes de produtos. Serdo avaliadas pelo menos duas amostras comerciais de canela
(Cinnamomum verum), cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e erva doce (Pimpinella
anisum) e de pelo menos duas marcas comerciais diferentes. As extracdes de Oleos
essenciais serdo realizadas por hidrodestilagdo com Clevenger. As analises dos 6leos
essenciais e suas identificacbes serd realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e por célculos de indices de retencao (IR). Os dados
obtidos serdo comparados com a literatura e uma discussédo sobre potenciais ou nédo

adulteragdes sera realizado.

Palavras-chave: Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum, Pimpinella anisum,

Cromatografia Gasosa, Indice de Retenc#o, 6leos essenciais.



ABSTRACT

Food adulteration is a threat to food safety. Such as included food substitution
issues, alteration, counterfeiting, unauthorized alterations, food tampering, food
alteration, mislabeling at all food levels, food concealment, persistent adulteration, etc.
consumption. Most food manufacturers are the business owners of a business and other
unethical adult practice. Food adulteration involves an infusion of useless, harmful
substances that feed into quality food, or food. Adulterants in foods can be categorized
into the following categories: intentional and unintentional. The property of intentional
adulteration is the inclusion of inferior substances similar to those of added foods. They
are therefore difficult to detect. The adulterant can be physical or biological in nature.
Some examples of adult milk modification include addition of water to liquid, foreign
matter to research peculiarities or replacement of natural product or substitution of solid
milk from natural product etc. with literature data and evaluation as variations in product
possibilities for potential adulterations. (CinMompsummenos commercial cinnamonum
verum), cloves) and fennel (fennel from at least two different commercial brands).
Essential oil extractions will be carried out by hydrodistillation with Clevenger. The
samples of essential oils and their identifications performed by Gas Chromatography,
Mass Spectrometry (GC) and by coupled indices will be selected (IR). Data will be
obtained compared with the literature and a discussion about potential or non-tampering
will be held.

Key-words: Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum, Pimpinella anisum, Gas

Chromatography, Retention Index, the essentials.
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1. INTRODUCAO DA PESQUISA
1.1 O Problema da Adulteracdo em Alimentos

A adulteracdo de alimentos é uma ameaca a seguranca alimentar. As questfes de
adulteracdo de alimentos incluem substituicdo, diluicdo, falsificacdo, melhorias nédo
autorizadas, producdo no mercado negro / desvio de roubo, etiquetagem incorreta,
ocultacéo, etc. (SUMAR e ISMAIL, 1995; DANEZIS et al., 2016).

Por exemplo, a adulteracdo de azeite de oliva por Gleos vegetais de baixo valor
(FILODA et al. 2019; KALIVAS et al. 2014; MILDNER-SZKUDLARZ et al., 2008), a
adulteracdo de arroz de diferente qualidade e origem (TIMSORN et al., 2017; YU et al.,
2018), a diluicdo de leite e a adicdo de melamina (SEZER et al., 2019; HUANG et al.,
2014) entre outros.

A autenticidade dos alimentos tornou-se um problema global. E cada vez mais
importante detectar a introducdo no mercado de produtos fraudulentamente rotulados e
de produtos de qualidade inferior, quer por raz8es econémicas, quer por razdes de salude
publica. A fraude alimentar, a deturpacdo intencional da verdadeira identidade ou do
contetdo de um ingrediente alimentar ou produto para ganho econémico, pode ser uma
ameaca a saude publica. Por exemplo, a adulteracdo do leite com melamina na China
afetou cerca de 290.000 consumidores, com mais de 50.000 hospitalizacGes e pelo menos
seis mortes. Esse incidente custou as empresas US $ 3 bilhdes apenas nos primeiros 3
meses. No geral, a fraude alimentar custa & industria alimentar cerca de US $10a US $
15 bilhdes por ano (TIMSORN et al., 2017; YU et al., 2018).

Os incidentes de fraude em alimentos também causam efeitos secundarios,
incluindo a perda de confianca do publico nos esforcos da industria para garantir a
seguranca do abastecimento alimentar e na eficacia dos sistemas regulatorios do governo.

Por causa de seus graves custos econdémicos e de saude publica, a fraude em alimentos



tem recebido atencdo crescente tanto dos reguladores quanto da industria de alimentos.
(EVERSTINE et al., 2018; GOSSNER et al., 2009; XI1U e KLEIN, 2010).

A Comissdo do Codex Alimentarius ndao tem abordado a questdo da fraude
alimentar, embora o assunto tenha sido discutido por varios comités do Codex nos ultimos
anos. A Global Food Safety Initiative (GFSI), uma iniciativa internacional que fornece
referéncias e orientacdes sobre sistemas de gestdo de seguranca de alimentos, realizou um
trabalho nesta area, publicando revisbes que requerem uma avaliagdo e mitigacdo da
vulnerabilidade a fraude em alimentos. Varios programas de certificacdo de seguranca
alimentar reconhecidos propuseram ou publicaram revisdes para lidar com a fraude
alimentar. Os principais tipos de fraudes estdo relacionados a: dilui¢do ou substituicao de
matérias primas mais nobres, uso de aditivo artificial com intuito de atribuir ou mascarar
algum atributo, uso de biocidas ndo aprovados pela legislacédo, informacéo falsa do valor
nutricional e alegagdo fraudulenta no rotulo. (BRC GLOBAL STANDARDS, 2005;
CRANDALL e O’ BRYAN, 2015; SPAARGAREN, OOSTERVEER e LOEBER, 2013).

A Food and Drug Administration (FDA) dos EUA adotou uma definigdo de
trabalho chamada de "adulteracdo economicamente motivada", que é a substituicdo ou
adicdo fraudulenta intencional de uma substancia em um produto com a finalidade de
aumentar o valor aparente do produto ou reduzindo o custo de sua producdo. Os
regulamentos dos EUA aumentaram as responsabilidades da industria de alimentos para
implementar medidas para prevenir a adulteracdo com motivagdo econdmica. A analise
de perigo e as regras de controle preventivo com base no risco para alimentos humanos e
animais, publicadas em 2015, incluem disposicGes destinadas a ajudar a prevenir a
adulteracdo economicamente motivada de alimentos humanos e animais com adulterantes
potencialmente perigosos (BRUCKER e KING, 2017).

A FDA criou regras para alimentacdo humana que exigem que os fabricantes
conduzam uma andlise de perigo para identificar e avaliar potenciais problemas
conhecidos ou razoavelmente previsiveis para cada tipo de alimento fabricado,
processado, embalado ou mantido em suas instalacbes para determinar se existem
quaisquer perigos que requeiram um controle preventivo. A identificagéo de perigo deve
considerar perigos que podem ser intencionalmente introduzidos para fins de ganho
econémico. Assim, a primeira etapa da analise de risco € identificar potenciais perigos
bioldgicos, quimicos e fisicos, incluindo aqueles que poderiam estar presentes porque
foram introduzidos intencionalmente para ganho econémico (EVERSTINE et al., 2018).
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O problema da adulteracdo persiste em todos os niveis dos alimentos, desde a
preparacdo até o consumo. A maioria dos fabricantes de alimentos, processadores,
proprietarios de restaurantes e assim por diante estdo todos envolvidos de uma forma ou
de outra nesta pratica antiética de adulteracdo. Os alimentos sdo adulterados pelo uso de
varios produtos quimicos nocivos e cores artificiais toxicas. Alimentos podres e
pereciveis sdo armazenados, vendidos e servidos aos consumidores. Os usos de produtos
quimicos téxicos em alimentos pereciveis sdo evidentes em graus mais elevados, o que
estd colocando em perigo a vida das pessoas. O fornecimento de alimentos inseguros esta
contribuindo negativamente para a saude publica com inumeras doencas agudas e
cronicas (DEREK, 2015).

1.2 Tipos de Adulteragdes

A adulteracdo de alimentos envolve a infusdo de substancias inuteis, prejudiciais e
desnecessarias aos alimentos, o que diminui a qualidade dos alimentos. Adulterantes em
alimentos podem ser categorizados nas seguintes categorias: intencional e néo
intencional. A adulteracdo intencional é a inclusdo de substancias inferiores com
propriedades semelhantes as dos alimentos aos quais sdo adicionadas. Eles séo, portanto,
dificeis de detectar. O adulterante pode ser de natureza fisica ou bioldgica. Alguns
exemplos de adulteracdo intencional incluem adicdo de agua ao leite liquido, matéria
estranha a especiarias moidas ou a remocdo ou substituicao de sélidos do leite do produto
natural e etc. (AREFIN, 2020).

A adulteracdo nédo intencional é a inclusdo de substancias indesejadas devido a
ignorancia, descuido ou falta de instalagdes e higiene adequadas durante o processamento
dos alimentos. Isto pode ser do tipo adquirido, como contaminacdo de alimentos por
bactérias ou fungos, deterioracdo de alimentos por roedores, entrada de pd e pedras,
residuos nocivos do material de embalagem, etc. ou adulteragdo inerente, e. presenca de
certos produtos quimicos, compostos organicos ou radicais que ocorrem naturalmente em
alimentos como variedades toxicas de leguminosas, cogumelos, vegetais verdes e outros,
peixes e frutos do mar (RAHMAN, 2015).

Os consumidores muitas vezes nao estao cientes da adulteracdo, especialmente nos
alimentos pré-embalados e nos alimentos que sdo classificados como "avulsos" (por
exemplo, sem qualquer marca ou embalagem). Isso tem relevancia para os consumidores

analfabetos que muitas vezes se confundem com as normas de qualidade dos aditivos
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permitidos e se tornam vitimas de irregularidades ou malversagdes no mercado. Por
exemplo, cereais e leguminosas com areia, cascalho, pedras, terra ou talco sdo vendidos
no mercado livre. Graos de sorgo e milho saudaveis sdo misturados com grdos mofados
contendo toxina fumonicina (GAHUKAR, 2014; JANARDHANA, RAVEESHA e
SHETTY, 1999).

Os cardamomos (tipo de gengibre) de baixa qualidade (dos quais os 6leos essenciais
foram extraidos) podem ser misturados com cardamomaos verdes de boa qualidade e 0 p6
de pimenta vermelha ¢é adulterado com p6 de serra colorido nos mercados (JAISWAL,
2011). As sementes de pimenta-do-reino sdo adulteradas com sementes de mamao,
sementes de grama (cobertas com p6 de carvao) ou 6leo mineral. Os gréos partidos ou
farinha de feijao-de-arvore (Cajanus cajan) ou grdo de bico (Cicer arietinum) séo
adulterados com ervilha (Lathyrus sativus) durante a preparacdo de lanches ou refeices.
Existem relatos de consumo de gréos de trigo misturados com farinha de trigo bravo
(Polygonatum fagopyrum) ou sementes de Crotalaria spp. contendo alcaloides toxicos
(SUBBANNAYYA, 2007).

Oleos e gorduras contendo hidroxianisol butilado ou hidroxiltolueno butilado
(antioxidantes) sao misturados com 6leos comestiveis. Do ponto de vista nutricional, a
mistura de 6leo rancoso em 6leos comestiveis destrdi as propriedades das vitaminas A e
E (MAJUMDAR, 2010). A mistura de gordura da carne na manteiga e na gelatina, e

formaldeido no leite sdo adulterantes comuns (JAISWAL, 2011).

Um fungicida sistémico (benomil) é aplicado em vegetais para inibir o crescimento
de micro-organismos e evitar sua deterioracdo. Cera contendo morfolina como solvente
e emulsificante é espalhada nas frutas para reter a umidade, prevenir o estouro da casca e
danos fisicos, melhorar a aparéncia e estender o periodo de armazenamento / vida Util
(SUDERSHAN e BHAT, 1995). Frutos verdes sdo amadurecidos artificialmente com
etileno para manter a firmeza e dar aparéncia de amadurecimento (SIDIQUI e DHUA,
2010). P46 de carbonato de calcio contendo vestigios de arsénio e fosforo € aplicado as
frutas; frutas e vegetais sdo inflados com injecdo do hormdénio "oxitocina" para reter o
frescor, e agua colorida € injetada na melancia para conferir vermelhiddo a polpa
(SIDIQUI e DHUA, 2010).

Muitos produtos alimenticios que ndo contém corantes permitidos estdo associados
a doencas humanas (SUDERSHAN e BHAT, 1995). Amostras de frutas coletadas em
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mercados apresentaram conteudo de corantes nao permitidos de até 730 ppm, além do
limite legal. SUDERSHAN (2009) relata a presenca de amarelo metanil em arroz
parboilizado, circuma em p6 e grdos de leguminosas, além de rodamina, laranja Il ou

auramina em doces e alimentos.

Nos ultimos anos, concentrados de sabor, corantes naturais (beta-caroteno,
riboflavina, caramelo, anato, acafrdo, curcumina) e cores sintéticas (azul brilhante FCF,
carmoisina, eritrosina, verde FCF, ponceau 4R, amarelo-sol FCF, indigo carmim e
tartrazina), permitidos até 100 ppm, tem sido encontrados em alimentos acima de 200
ppm. Da mesma forma, reguladores de acidez, agentes anticoagulantes, agentes
antiespumantes, antioxidantes, agentes de volume, agentes de retencdo de cor,
emulsificantes, aromatizantes e intensificadores de sabor sdo usados rotineiramente nas
unidades de fabricacdo e processamento (GAHUKAR, 2004).

1.3 O problema da Adulteracéo de Alimentos

A adulteracdo de alimentos contribui para a sociedade com muitas doencas que
variam de condic¢Oes leves a fatais, como problemas de visdo, problemas de figado,
doencas de pele e varios distlrbios estomacais, como diarreia. Exemplos ampla e
comumente vistos sdo asma, doencas de pele e cancer causados pela ingestdo de peixes,
frutas, carne ou leite adulterado com produtos quimicos como a formalina. A salde
humana ¢é altamente sensivel a adulteracdo de alimentos e as vezes mostra efeitos
colaterais imediatos como diarreia, disenteria e vomitos. Por exemplo, o p6 de café
substituido por pdé de semente de tdmara ou tamarindo pode causar diarreia (BANSAL,
2017).

A adulteracdo de alimentos recheados com creme, itens de padaria e laticinios
tambem pode causar colicas abdominais e vomitos. Leite e carne enlatada processados
inadequadamente podem causar intoxicagdo alimentar e dor abdominal ou outras
infeccOes alimentares, geralmente com febre e calafrios (SINGH e SRIVASTAVA,
2016).

Além dos efeitos imediatos, pode haver muitos efeitos adversos de longo prazo de
alimentos adulterados. Efeitos de longo prazo como célon, Ulceras pépticas, doencas
hepéticas como cirrose e insuficiéncia hepética, doencas cardiacas, distdrbios sanguineos,

anormalidades da medula 6ssea e danos renais foram observados devido a adulterantes
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como corantes, carboneto de célcio, ureia, 6leo de motor queimado e as vezes até devido

ao excesso de quantidade de conservantes permitidos (BANSAL et al., 2017).

1.4 Métodos de Deteccdo de Adulterantes

A substituicdo de qualquer ingrediente nos alimentos pode ser feita na forma de
substituicdo total ou parcial. A deteccdo da substituicdo parcial é bastante dificil, pois
antes da investigacdo do adulterante, a identidade dos adulterantes deve ser conhecida,
além disso, a investigacdo da substituicdo parcial requer descobrir primeiro se a
substituicdo / adulteracdo € deliberada ou ndo intencional (BANSAL et al., 2017).

Vérios métodos, baseados na caracterizacdo morfoldgica / anatdbmica, marcadores
organolépticos (odor, cor, textura) e testes quimicos, foram desenvolvidos para autenticar
produtos alimenticios comercializados e verificar a existéncia de adulterantes (SHAW et
al., 2002).

Dentre estas, a primeira estratégia de detec¢do de adulterantes pela demonstracdo
da presenca de substancias estranhas ou um marcador é considerada a melhor e mais
simples (WILHELMSEN, 2006). O adulterante pode ser detectado por varias técnicas
com base no tipo de adulterante a ser detectado. Essas técnicas incluem técnicas

analiticas, fisicas, quimicas e as mais recentes baseadas em DNA moleculares.

Vérios métodos fisicos para deteccdo de adulteracdo, incluindo andlise estrutural
visual microscopica e macroscopica, bem como anélise de alimentos por meio da anélise
de parametros fisicos como morfologia, textura, solubilidade, densidade aparente, etc.,
foram projetados, mas esses metodos ndo garantem a detecgdo qualitativa do adulterante.
Nas diretrizes regulatérias da farmacopeia, macroscopia, microscopia em combinagao
com perfis quimicos sdo prescritos para identificar e autenticar ervas e plantas medicinais
(SHEOREY e TIWARI, 2011). A andlise da estrutura visual utilizando recursos
macroscopicos e microscopicos € muito atil no caso de deteccdo microbiana,
particularmente no caso de fungos (MANGAL et al., 2014). Além disso, 0 exame
microscopico de algumas especiarias, como cominho, coentro, pimenta e cravo, leva a
facil deteccdo de amido estranho nessas especiarias em po (SRIVASTAVA e
SRIVASTAVA; 2020).

No caso de outros adulterantes, 0 método de deteccdo por microscopia eletrénica

ou Otica ndo é muito promissor no caso do mel. Através da microscopia Optica, a
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adulteracdo do mel com a cana-de-acucar e seus derivados sdo detectaveis. Essa deteccédo
de adulteracdo é baseada na deteccdo de células do parénquima e outras células
constitutivas do aglcar de cana (LOUVEAUX et al., 1978; MANGAL, BANSAL e
SHARMA, 2014). Com o advento da microscopia eletrénica, agora é possivel detectar a
origem botanica do mel de forma eficiente, analisando o padrao de superficie do polen do
mel. A microscopia eletronica de varredura (MEV) também tem sido usada para estudar
o0 pblen de variedades de macga (OHE, 1991). Embora melhorias tenham sido trazidas pelo
MEV a analise microscopica eletronica ndo é uma técnica de rotina barata, pois requer

uma preparacdo meticulosa da amostra.

Varios métodos quimicos e bioquimicos para deteccdo de adulterantes foram
projetados, os quais podem ser categorizados como baseados em cromatografia, baseados
em espectroscopia, baseados em imunologia e baseados em eletroforese. Embora esses
métodos sejam mais precisos e sensiveis do que as técnicas fisicas, sua aplicabilidade
industrial é prejudicada pelo custo e pela necessidade de treinamento especializado
(HERNANDEZ, et al., 1994). A abordagem analitica basica envolve varias etapas como:
extracdo com um solvente adequado; limpeza para remocdo de componentes interferentes

da matriz; c) separacdo cromatografica e; d) deteccao seletiva.

Dentre as técnicas analiticas de deteccdo de adulterantes, a HPLC (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) € a técnica mais utilizada. HPLC pode ser usado como uma
ferramenta de controle de qualidade, pois pode separar varios constituintes quimicos das
misturas; também é usado para caracterizar produtos alimenticios ou para detectar
adulteracdo. A adulteracdo de azeite com 0Oleo de avela (BLANCH et al., 1998), compotas
de marmelo com puré de macd ou péra (SILVA et al., 2000), sucos citricos com
glicosideos de flavonas e flavonas polimetoxiladas (MOULY et al., 1998), pigmentos
fendlicos em licores de cha preto (MCDOWELL et al., 1995), isomeros de prolina e
aminoéacidos em vinhos (CALABRESE et al., 1995) sdo alguns dos exemplos em que 0

adulterante foi detectado usando HPLC.

A cromatografia gasosa (CG) € usada para separar compostos organicos volateis. A
CG junto com espectroscopia de massa (EM) e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) tem sido amplamente usada para deteccdo de
adulterantes, pois essas sdo técnicas nao destrutivas em relacdo a amostra. A
cromatografia de gas € geralmente usada para discriminar entre variedades do mesmo
produto, deteccdo de adulteragéo e autenticagéo e identificacdo de compostos organicos.
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O CG tem sido utilizado para diferenciar vinhos das mesmas regides. Compostos volateis,
como 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-propen-1-ol e 3-metil-1-butanol em vinho foram
medidos e quantificados por CG ou CG - EM, fornecendo 30 pardmetros fisico-quimicos
utilizaveis para o padrdo classificacdo (NOGUEIRA et al., 1999). Uma ferramenta
complementar poderosa cada vez mais usada para a caracterizacdo de alimentos séo as

redes neurais artificiais.

Entre as técnicas espectroscopicas, a espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR) ajuda na deteccdo rapida de adulterantes na matéria-prima, mas é incapaz de
identificar o contaminante. O NIR também mostrou potencial para ser usado como uma
ferramenta para detectar fraude e adulteracdo de produtos a base de soja usados como
racdo animal (HAUGHEY et al., 2013). Outro método de deteccdo, a ressonancia
magnética nuclear (NMR) ndo apenas detecta um adulterante, mas também fornece a
identificacdo estrutural do contaminante. A espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) por meio de inspecdo espectral detalhada pode
diferenciar amostras adulteradas de amostras nao adulteradas, mas incapaz de identificar
o0 adulterante (OZEN e MAUER, 2002). A espectroscopia FTIR tem mostrado excelente
potencial para detec¢do de adulterantes de leite e pode ser usada na inddstria de alimentos
para substituir técnicas menos eficientes e mais demoradas (NICOLAOU, XU,
GOODACRE, 2010). Ao contréario disso, o dispositivo Raman portatil fornece medicdes
rapidas, mas ndo consegue diferenciar amostras adulteradas de ndo adulteradas (WEN et
al., 2012). A espectrometria de absor¢do atdbmica pode ser utilizada como metodo de
validacdo para anélise de chumbo em todos os alimentos, exceto 6leos, gorduras e
produtos extremamente gordurosos. A técnica espectrométrica também foi utilizada para
determinar o conteldo de gama orizanol (%) em 0leos a partir de medigdes de absor¢do
de espectrofotdmetro no comprimento de onda de absor¢cdo maxima préximo a 315 nm
(BANSAL, 2017).

Uma combinacado de técnicas cromatograficas e espectroscopicas também mostrou
um alto potencial para detec¢éo de adulterantes, por exemplo, GC-MS mostrou potencial
para detectar adulteracdo de mel com xaropes comerciais (RUIZ-MATUTE et al., 2007).
A microextragdo em fase sélida-cromatografia gasosa-espectroscopia de massa (SPME-
GC-MS) também tem sido empregada com sucesso para a detecgdo de adulteragdo de
café torrado moido com cevada torrada (OLIVEIRA et al., 2009).
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Outra combinacéo de espectroscopia e cromatografia LC-MS-MS foi aplicada com
sucesso para a determinacgdo de adulterantes em remédios fitoterapicos (BOGUSZ et al.,
2006). Recentemente, a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e a combinacdo de metodos quimiométricos foram descritos como um método
rapido para deteccdo de adulteracdo (NICOLAOU et al., 2010). Mais uma combinacao
de técnicas como Plasma Indutivo Acoplado - Espectrometria de Massa (ICP-MS) pode
ser utilizada como método de validacdo para analise de chumbo em todos os alimentos
(BANSAL, 2017).

1.5 Oleos Essenciais de Especiarias

1.5.1 Canela (Cinnamomum verum)

Cinnamomum verum produz principalmente 6leos de folhas e cascas, que sao
usados em perfumaria, especiarias e aromatizantes. O principal componente do 6leo
essencial da folha é o eugenol, enquanto o do 6leo da casca é o cinamaldeido. Senanayake
e colaboradores (1978) identificaram cerca de 32 componentes do 6leo de canela, dos
quais o eugenol (70,1%) e o cinamaldeido (75,0%) foram os principais compostos na
folha e na casca, respectivamente. O 6leo da casca da raiz contém canfora (56,2%) e 1,8-
cineol (11,7%) como componentes principais. Estudos indicaram que na canela,
dependendo de suas variedades, podem ser registrados de 2,7 a 2,8% de 6leo essencial e
10% de 6leo resina nas cascas e cerca de 3% de 6leo de folha (KRISHNAMOORTHY et
al. 1996).

1.5.2 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india é colhido na forma de botdo floral maduro e comercializado na
forma de botdo floral seco, sendo a qualidade do produto (cravo com cabecga proveniente
de botdo colhido antes da antese) primordial para a obtencdo de melhores precos no
mercado nacional e internacional. O 6leo essencial do botéo do cravo € pouco produzido,
embora sua procura seja grande. O botdo contém 17% de 0Oleo essencial e o talo que o
acompanha contém 4,5 — 6,0%. O principal componente do éleo de cravo é geralmente
considerado como eugenol seguido pelo B-cariofileno e menores quantidades de outros
componentes, tais como alcool benzilico, mas as propor¢des variam amplamente
(BARROS et al., 2018).
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1.5.3 Erva Doce (Pimpinella anisum)

O anis (Pimpinella anisum L.) é uma planta aromatica da familia Apiaceae. E uma
erva anual nativa do Oriente e amplamente cultivada na orla do Mediterraneo (Turquia,
Egito, Siria, Espanha, etc.). Seus frutos sdo chamados de sementes de anis e contém de 1
a 4% de 6leo essencial. (E)-anetol € o componente principal (75-95%) sendo que podem
ser detectados outros componentes como anisaldeido, estragol, isoeugenol, v-
himachaleno, anisol, acetoanisol e &cido p-anisico. O rendimento e o contetddo de (E)-
anetol do anis sdo afetados pelo genotipo, pelas condi¢des ecoldgicas e principalmente
pelas praticas agricolas, como a época de semeadura, fertilizantes, aplicacdo de agua e
densidade da planta (SAIBI, BELHADJ e BENYOUSSEF, 2012).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aquisicao do material vegetal
Os produtos comerciais de canela (Cinnamomum verum), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) e erva doce (Pimpinella anisum) foram obtidos em supermercados da regido

de Botucatu/SP, adquirindo cerca de 20 g de cada um dos materiais para as extracoes.

2.2 Materiais
Os materiais utilizados até 0 momento, para a pesquisa foram:

- 2 marcas de canela obtidas comercialmente (20g);

- 2 marcas de cravo-da-india obtidas comercialmente (20g);
- 2 marcas de erva doce obtidas comercialmente (20g);

- Pipetas tipo Pasteur;

- 6 vidros de 3 mL tipo vials;

- Balanca analitica;

- Béqueres de 0,5 L;

- BalGes de 0,5 mL;

- Manta de Aquecimento;

- Condensador tipo Clevenger;

- Agua destilada
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- Sistema de resfriamento de agua: bomba de aquério, gelo e mangueiras.

- Espectrometro de massa.

2.3 Preparo das amostras

As amostras foram mantidas em suas embalagens originais, pois como o material
vegetal (especiarias) ja vém em embalagens a vacuo, elas foram mantidas assim até o dia
da hidrodestilacdo por Clevenger (1928a e 1928b).

2.3.1 Amostras de Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Foram obtidos 10,4043g de cravo-da-india da marca X (comprada no
supermercado de Botucatu/SP) e colocados no béquer de 0,5 L (Figura 1). Em seguida,
essa quantidade foi colocada no baldo de 0,5 L, adicionando-se agua destilada ultrapura
até 70% do volume (Figura 2). O baldo, entdo, foi colocado na manta de aquecimento
para a realizacdo da hidrodestilacdo por Clevenger. Ap6s uma hora, obteve-se 0 Gleo
essencial, que foi guardado em vidro do tipo vials. Obteve-se 0,5683g de dleo (amostra
1).

Assim como a amostra anterior, foram pesadas 10,4037g de cravo-da-india da
marca Y (comprada no supermercado de Botucatu/SP) no béquer de 0,5 L. Logo apés, a
especiaria foi colocada no baldo de 0,5 L, adicionando-se agua destilada ultrapura até
70% do volume. O baldo, entdo, foi colocado na manta de aquecimento para a realizacao
da hidrodestilacdo por Clevenger. Ap6s uma hora, obteve-se o 6leo essencial, que foi
guardado em vidro do tipo vials. Obteve-se 1,2983g de 6leo (amostra 2). O 6leo essencial
representa apenas uma parte do todo da componente volatil (esséncia) passivel de ser
obtida de uma planta, ou seja, é apenas uma fragdo da panoplia de produtos naturais, que

séo produzidos pelas diversas partes dela.

2.3.2 Amostras de Canela (Cinnamomum verum)

Em um béquer de meio litro foram pesadas 10,1160g de canela da marca Z
(adquirida no supermercado de Botucatu/SP). A especiaria foi colocada em um bal&o de
0,5 L, juntamente com agua destilada até 70% do volume. O baldo foi colocado na manta
de aquecimento para a hidrodestilagdo com condensador tipo Clevenger. Ap6s uma hora

obteve-se 0,3500g de hidrolato (amostra 1).
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Na sequéncia, foram pesadas 10,1016g de canela da marca W (também adquirida
no supermercado de Botucatu/SP) e repetiu-se o processo, encaminhando-a para o baldo
de 0,5 L, adicionando &gua destilada até 70% do baldo. Depois, esse baldo foi colocado
na manta de aquecimento e conectado ao sistema de destilacdo do tipo Clevenger. Apos
uma hora, conseguiu-se 0,3000g de hidrolato (amostra 2). O hidrolato é uma solucao de

principio ativo obtida pela acdo da 4gua sobre substratos vegetais ou animais.

2.3.3 Amostra de erva doce (Pimpinella anisum)

Foram pesadas 10,0002 g de erva doce da marca K (obtida no supermercado de
Botucatu/SP) em um béquer de meio litro. Posteriormente, a especiaria foi colocada em
um baldo de 0,5 L, juntamente com agua destilada até 70% do volume do baldo. Depois,
esse baldo foi colocado na manta de aquecimento e conectado ao sistema de destilagéo
do tipo Clevenger. Depois de uma hora, obteve-se 0,4800g de hidrolato (amostra 1).

Em seguida, foram pesadas, em um béquer de 0,5 L, 10g de erva doce da marca Q
(também obtida no supermercado de Botucatu/SP) e encaminhadas para um bal&o de 0,5
L com adicdo de agua destilada até completar 70% do baldo. Depois, esse baldo foi
colocado na manta de aquecimento e conectado ao sistema de destilacdo do tipo
Clevenger. Foi obtido 0,4200g de hidrolato (amostra 2). O hidrolato, também chamado
de aguas florais ou hidrosséis, sdo solu¢bes com principio ativo obtidas a partir de

substratos vegetais ou animais.

2.3.4 Analises por Cromatografia Gasosa (CG) e por Espectrometria de Massas
(CG-EM).

As analises serdo realizadas usando um modelo Shimadzu QP-5000 com
espectrometro de massa com cromatdgrafo a gas equipado com uma coluna capilar de
silica fundida DB-5 (J & W Scientific) (30 m x 0,25 mm; 0,25 um). A temperatura do
forno seréa programada de 60 a 240°C, com gradiente de temperatura de 3°C por minuto.
As temperaturas do injetor e interface serdo mantidas a 240 e 230°C, respectivamente
(ADAMS, 2012). O gas carreador sera hélio a uma vazéo de 1,0 mL min-1 (volume
constante). Os espectros de massa serdo obtidos a 70 eV no modo de ions totais (TIC).
Amostras (1,0 uL) de concentragdes conhecidas serdao injetadas manualmente no modo

split (20: 1).
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As analises serdo gentilmente fornecidas e realizadas no Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em
colaboragdo com a Profa. Dra. Mércia Ortiz Mayo Marques.

2.3.4 ldentificacdo dos componentes do 6leo essencial
As identificagdes dos componentes dos 6leos essenciais serdo feitas utilizando
como referéncia os espectros de massas obtidos dos picos cromatograficos e comparados

com dados tedricos da biblioteca de dados NIST 62 (MCLAFFERTY e STAUFFER,
1989; ADAMS, 2012; ADAMS, 1995).

Os indices de retengdo serdo determinados em relacdo aos tempos de retencdo de
uma série de padrBes de n-alcanos (C-10 a C-30), medidos nas mesmas condigdes
cromatograficas descritas acima e comparados com os valores publicados. A equacao 1
(VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963) sera utilizada para o calculo do indice de retencéo:

I =[(T's— TCn)/(T'Cn+1-T's)100] + 100.Cn (1)
Onde:

| = indice de retencdo

T’s = tempo de retencdo ajustado da substancia analisada;

T’Cn = tempo de reten¢do ajustado do n-alcano que elui antes da substancia;
T°Cn+1 = tempo de reten¢do ajustado do n-alcano que elui ap6s a substancia;
Cn = namero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada.

A obtencdo dos dados sera gentilmente cedida pelo Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC) Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em

colaboragéo com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques.

2.3.5 Submissao ao CEP
N&o houve necessidade de submissdo deste trabalho ao Comité de Etica e Pesquisa
(CEP).

3. RESULTADOS
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3.1. Especiarias

As especiarias utilizadas, cravo-da-india (Syzygium aromaticum), canela
(Cinnamomum verum) e erva doce (Pimpinella anisum), foram compradas nos
supermercados da cidade de Botucatu, interior de S&o Paulo. A Figura 1 mostra a

localizagéo da cidade escolhida para a compra das especiarias.

Figura 1. Localizacdo da cidade escolhida para a compra das especiarias.
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Fonte: Google Maps

Foram compradas especiarias de duas marcas diferentes, totalizando seis amostras no

final do procedimento. A Figuras a seguir, mostram as especiarias utilizadas no projeto.

Figura 2. Amostra K da erva-doce utilizada Figura 3. Amostra Q da erva doce utilizada
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Fonte: préprio autor. Fonte: o préprio autor.

Figura 4. Amortra Z da canela utilizada. Figura 5. Amostra W da canela utilizada.

Fonte: o prdprio autor. Fonte: o proprio autor.

Figura 6. Amostra X de cravo-da-india utilizada
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Fonte: o proprio autor.

Figura 7. Amostra Y de cravo-da-india utilizada

(1

Cavo da Tndi

i

Fonte: o proprio autor.

3.2 Preparo do material vegetal
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As amostras foram mantidas em suas embalagens originais, pois como o material vegetal
(especiarias) j& vém em embalagens a vacuo, elas ficaram nas embalagens até o dia do
procedimento de hidrodestilagédo por Clevenger. Foram separadas 10 gramas de cada
amostra em béqueres de 0,5 L e, depois, as elas foram encaminhadas para um baldo
volumétrico de meio litro juntamente com &gua destilada ultrapura até completar 70% de
seu volume.

Figura 8. Imagem do processo de pesagem.

Fonte: o prdprio autor.
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Figura 9. Adicdo da planta e de agua até 70% do volume.

Fonte: o proprio autor.

3.3 Extragéo dos 6leos essenciais

A extracdo dos 6leos essenciais foi feita através do metodo de hidrodestilagdo por
Clevenger, que é um procedimento em que a solucdo € aquecida em um bal&o fundo
redondo sobre uma manta aquecedora que entra em ebuli¢éo, 0s vapores resultantes desse
processo passam pelo condensador e depois o 6éleo essencial é conduzido para outro

recipiente.

Figura 10. Sistema de Extracdo com condensador Clevenger.
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Fonte: o proprio autor.

Figura 11. Solucéo entra em ebulicéo.

Fonte: o prdprio autor.

Foram realizadas seis extragdes, sendo duas de dleo essencial de cravo-da-india e
quatro de hidrolatos de canela e erva doce. Todas as extrages foram realizadas no
laboratério do Unisagrado em Bauru, interior de Sdo Paulo. Todas as massas foram
anotadas para posterior calculo de rendimento.

Figura 12. Pesagem do recipiente da amostra.  Figura 13. Pesagem do 0leo essencial.
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Fonte: o proprio autor Fonte: o proprio autor.

3.4 Preparo das amostras de 6leo essencial

As amostras dos Oleos essenciais e hidrolatos das especiarias obtidos da
condensacdo foram coletadas em sua totalidade no ponto indicado na Figura 14. As
amostras de Oleos essenciais e hidrolatos foram acondicionadas em frascos de vidro
devidamente identificados e acondicionados em freezer (-18°C), aguardando o envio das
amostras para o Instituto Agrondmico de Campinas — IAC.

Figura 14. Formagcdo de 6leo essencial
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Fonte: o préprio autor.

Figura 15. Oleo essencial coletado.

Fonte: o préprio autor.

Figura 16. Amostras de 6leos essenciais
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Fonte: o prdprio autor.

3.5 Andlise por Cromatografia Gasosa (CG)

Aqui serdo apresentados os resultados das andlises realizadas por Cromatografia Gasosa.

3.5.1 Analise de amostras comerciais de Canela Z e W

Como apresentado no Relatorio Parcial, apds as extragdes de 2 amostras comerciais
de canela (Cinnamomum verum), estas foram analisadas pela técnica de Cromatografia
Gasosa. A andlise da amostra comercial de canela Z indicou a presenga de um pico
majoritario (97,75%) em 20.43 minutos. Este mesmo pico majoritario (98,65%) também
foi observado na amostra comercial de canela W em 20,45 minutos (Figuras 17 e 18,
respectivamente). Outros picos foram observados, porém com intensidades proximas de
1%.

Figura 17. Cromatograma tipico da amostra comercial de canela Z.
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80.0- 7] Canela e Erva doce #2 [manually integrated] Canela 1 FrontDetector
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46 10.0 20.0 300 40.0 50.0 50.0
Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % % na
1 17.520 0.045 0.707 0.59 1.02 na
2 20433 7.475 66.987 97.75 96.68 n.a
3 21.808 0.049 0.829 0.63 1.20 n.a
4 31.108 0.079 0.767 1.03 111 na
Total: 7.648 69.290 100.00 100.00
Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas — IAC.
Figura 18. Cromatograma tipico da amostra comercial de canela W.
1000 7] Canela e Erva doce #3 [manually integrated] Canela 2 FrontDetector
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Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % % na.
1 20.456 10211 83.448 98.65 97.37 na.
2 21.809 0.045 0.751 0.44 0.88 na.
3 27.813 0.055 0.897 0.53 1.05 na.
4 27.917 0.039 0.607 0.38 0.71 n.a.
Total: 10.351 85.703 100.00 100.00

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas — IAC.
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3.5.2 Analise de amostras comerciais de Cravo-da-india X e Y

Apbs as extracbes de 2 amostras comerciais de cravo-da-india (Eugenia

caryophyllata), estas foram analisadas pela técnica de Cromatografia Gasosa. A analise

da amostra comercial de cravo-da-india X indicou a presenca de um pico majoritario

(93,30%) em 24,30 minutos. Este mesmo pico majoritario (91,34%) também foi

observado na amostra comercial de cravo-da-india Y em 24,45 minutos (Figuras 19 e 20).

Um outro pico foi observado em 29,73 minutos (6,70%) e em 29,81 minutos,

respectivamente nas amostras comerciais de cravo da india X e Y.

Figura 19. Cromatograma tipico da amostra comercial de cravo-da-india X.
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Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % % na.
1 24303 9.595 81.502 93.30 8875 na.
2 29.738 0.689 10.336 6.70 11.25 n.a.

10.284

91.839

100.00

100.00

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas — IAC.
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Figura 20. Cromatograma tipico da amostra comercial de cravo-da-india Y.
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Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % % n.a.
1 24 452 34 964 178.614 91.34 83.18 na.
2 29811 3317 36.128 8.66 16.82 na.
Total: 38.280 214.742 100.00 100.00

3.5.3 Analise de amostras comerciais de Erva Doce K e Q

Ap0s as extragdes de 2 amostras comerciais de erva doce (Pimpinella anisum), estas

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas - IAC

foram analisadas pela técnica de Cromatografia Gasosa. A anélise da amostra comercial

de erva doce K indicou a presenca de um pico majoritario (97,82%) em 19,40 minutos.

Este mesmo pico majoritario (97,56%) também foi observado na amostra comercial de

erva doce Q em 19,40 minutos (Figuras 21 e 22). Outros pequenos picos podem ser

observados com menores intensidades que 1,0%, respectivamente nas amostras

comerciais de erva doce K e Q.
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Figura 21. Cromatograma tipico da amostra comercial de erva doce K.

120.0- 7 Canela e Erva doce #6 [manually integrated] Erva Doce 1-1 FrontDetector
pA
112.5
3
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75.04
62,5
50.0
37.54
25.04
12,54
1
I 2 * min._|
2 07I T - T T T T 1
4.6 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % % n.a.
1 15.382 0.122 2.396 0.92 224 na.
2 17.744 0.060 1.004 0.45 0.94 na.
3 19.402 12.920 102.225 97.82 9559 na.
4 40.274 0.106 1.317 0.80 1.23 n.a.
Total: 13.208 106.943 100.00 100.00
Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas - IAC
Figura 22. Cromatograma tipico da amostra comercial de erva doce Q.
1200 - 7] Canela e Erva doce #5 [manually integrated] Erva Doce 2 FrontDetector
_qlea
112.54
] 3
100.0
875
75 0—
62.5
50.0
a7 5{
25.01
12,5 ]
] 1
1 A 2 A4 min |
2 O:I T T T T T 1
4.6 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Peak Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % % na
1 15.387 0121 2268 092 212 na
2 17.746 0.046 0.816 0.35 0.76 na
3 19.407 12.781 101.927 97.56 95.05 n.a.
4 40.265 0.153 2223 1.17 207 n.a.
Total: 13.101 107.234 100.00 100.00

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas - IAC
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3.6 Identificacdo das substancias por Espectrometria de Massas e indice de

Retencao

As identificacBes dos componentes dos Gleos essenciais obtidos nas amostras
comerciais de canela (Cinnamomum verum), cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) e
erva doce (Pimpinella anisum) foram feitas utilizando como referéncia os espectros de
massas obtidos dos picos cromatograficos experimentais comparados com dados tedricos
da biblioteca de dados NIST 62 (ADAMS, 2012). Os indices de retencdo foram
determinados em relagcdo aos tempos de retencdo de uma série de padrbes de n-alcanos
(C-10 a C-30), medidos nas mesmas condi¢des cromatograficas descritas acima e
comparados com os valores publicados (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963). Através da
analises pode-se identificar um grupo importante de substancias que sdo caracteristicas
na identificacdo de cada amostra, como podera ser visto nos Quadros a seguir.

Vale ressaltar que esta etapa da identificacdo foi realizada pela equipe do IAC sob
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques que colaborou com este
projeto de pesquisa.

No Quadro 1 séo apresentadas as substancias identificadas nas amostras comerciais
de canela Z e W. Em cada amostra foram identificadas 4 substancias.

Quadro 1. Substancias identificadas nas duas amostras comerciais de canela.

CANELAZ
Pico Substincias IR calc IR lit % relativa
1 Z- cmamaldeido 1254 1267 0,59
2 E-cinamaldeido 1320 1267 97.75
3 Q-copaeno 1374 1374 0,63
4 E-o-metoxicinamaldeido 1588 1527 1,03
CANELA W
Pico Substincias IR calc IR lit % relativa
1 E-cinamaldeido 1320 1267 08.65
2 0-copasno 1375 1374 044
3 &-cadineno 1525 1522 0.53
4 E-calameneno 1526 1521 0,38

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas — IAC; IRcal = indice de retencéo calculado;
IR lit = indice de retencdo da literatura

No Quadro 2 séo apresentadas as substancias identificadas nas amostras comerciais

de erva doce K e Q. Foram identificas 4 substancias em cada amostra.
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Quadro 2.

Compostos identificados nas duas amostras comerciais de erva doce.

ERVADOCE K
Pico Substincias provaveis IR calc IR lit % relativa
1 Metil chavicol 1212 1195 0,92
2 Z-anethol 1268 1249 045
3 E-anethol 1307 1282 07.82
4 E-psendoisoeugenyla-2-metilbutirate 1865 1841 0.80
ERVA DOCE
Pico Substincias provaveis IR calc IR lit %o relativa
1 Metil chavicol 1212 1195 0.92
2 Z-anethol 1268 1249 0.35
3 E-anethol 1304 1282 07.56
4 E-psendoisoeugenyla-2-metilbutirate 1865 1841 1,17

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas - IAC

No Quadro 3 séo apresentadas as substancias identificadas nas amostras comerciais

amostras.

de cravo-da-india X e Y. Foram identificadas apenas 2 substancias presentes nas

Quadro 3. Substancias identificadas nas duas amostras comerciais de cravo-da-india.

CRAVO X
Pico Substincias provaveis | IR calc IR Lit |% relativa
1 Eugenol 1413 1356 93,30
2 Acetato de eugenol 1561 1521 6.70
CRAVOY
Pico Substancias provaveis | IR cale IR lit |% relativa
1 Eugenol 1413 1356 01,34
2 Acetato de engenol 1561 1521 8.66

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas - IAC

4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Material Vegetal

A canela (Cinnamomum verum) produz principalmente 6leos de folhas e cascas,

que séo usados em perfumaria, especiarias e aromatizantes, sendo o principal componente
do dleo essencial da folha o eugenol, e do 6leo da casca, o cinamaldeido. Além disso,

estudos indicaram que na canela, dependendo de suas variedades, podem ser registrados
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de 2,7 a 2,8% de dleo essencial e 10% de 0Oleo resina nas cascas e cerca de 3% de 6leo
das folhas.

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é colhido na forma de botéo floral maduro
e comercializado na forma de botéo floral seco, e é produzido pouco 6leo essencial do
botdo, embora sua procura seja grande. O botdo contém 17% de 6leo essencial e o talo
que o acompanha contém 4,5 — 6,0%. O principal componente do 6leo de cravo é
geralmente considerado como eugenol seguido pelo B-cariofileno.

A erva doce (Pimpinella anisum L.) é uma planta aromética da familia Apiaceae. E
uma erva anual nativa do Oriente, e seus frutos sdo chamados de sementes de anis e
contém de 1 a 4% de 6leo essencial, sendo o (E)-anetol o principal componente (75-95%).
O rendimento e o conteldo de (E)-anetol do anis sdo afetados pelo genotipo, pelas
condicdes ecologicas e principalmente pelas préaticas agricolas, como a época de
semeadura, fertilizantes, aplicacdo de dgua e densidade da planta.

Assim, como essas especiarias sdo utilizadas comumente na producdo de perfumarias e
aromatizantes, além de fazerem parte do comércio alimenticio, foram extraidos e
analisados seus 0leos essenciais para descobrir, principalmente, adulteragdes no produto

OuU em Seus processos.

4.2 Preparacgdo do material vegetal

As especiarias como canela ((Cinnamomum verum), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) e erva doce (Pimpinella anisum L.) sdo facilmente encontradas em
supermercados em embalagens a vacuo. Sendo assim, as seis amostras foram deixadas

nas embalagens até o dia da extracdo dos 0leos para evitar adulteracdes externas.

4.3 Preparo das amostras
4.3.1 Obtencéo de 6leos essenciais de Cinnamomum verum

A canela (Cinnamomum verum) tem como principal componente do 6leo essencial
da folha o eugenol, e do dleo da casca, o cinamaldeido, sendo registrados em estudos de
2,7 a 2,8% de oleo essencial e 10% de 6leo resina nas cascas e cerca de 3% de oleo das
folhas). O processo de extracdo de dleo essencial utilizado foi a hidrodestilacdo por

Clevenger, que € considerado o processo mais eficiente na obtencéo de 6leos essenciais,
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pois permite uma extracdo limpa de solventes tdxicos e livre de subprocessos que
poderiam permitir perda de material ou até sua contaminacao.

Foram realizadas duas extracdes de Oleos essenciais dessa especiaria (marcas Z e
W) no laboratério da Universidade do Sagrado Coracdo (Unisagrado) em Bauru/SP,

sendo que cada extracdo demorou em torno de uma hora para a obtencdo do hidrolato.

4.3.2 Obtencao de 06leos essenciais de Syzygium aromaticum

O botéo do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) contém 17% de 6leo essencial e
o talo que o acompanha contém 4,5 — 6,0%, tendo como principal componente do 6leo o
eugenol seguido pelo B-cariofileno. O processo de extracdo de 6leo essencial utilizado foi
a hidrodestilacdo por Clevenger, que permite uma extracdo mais limpa de solventes
toxicos e livre de subprocessos que poderiam prejudicar o meterial.

Foram realizadas duas extracdes de Gleos essenciais dessa especiaria (marcas X e
Y) no laboratério da Universidade do Sagrado Coracédo (Unisagrado) em Bauru/SP, sendo

que cada extracao demorou em torno de uma hora para a obtencao do 6leo essencial.

4.3.3 Obtencao de dleos essenciais de (Pimpinella anisum L.)

A erva doce (Pimpinella anisum L.) contém de 1 a 4% de Gleo essencial, sendo o
(E)-anetol o principal componente (75-95%). Porém, o rendimento e o contetdo de (E)-
anetol do anis sdo afetados pelo gendtipo, pelas condicBes ecoldgicas e principalmente
pelas préaticas agricolas. O processo de extracdo de 6leo essencial utilizado foi a
hidrodestilacdo por Clevenger, que é considerado o processo mais eficiente na obtengéo
de Oleos essenciais, que permite uma extracao livre de solventes toxicos e subprocessos
que poderiam permitir perda de material ou até sua contaminacao.

Foram realizadas duas extracdes de dleos essenciais dessa especiaria (marcas K e
Q) no laboratdrio da Universidade do Sagrado Coragdo (Unisagrado) em Bauru/SP, sendo
que cada extracdo demorou em torno de uma hora para a obtencao do hidrolato.

A Figura 23 mostra o processo de extracdo dos 6leos essenciais das especiarias.
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Figura 23. Processo de extracdo dos 6leos essenciais.

Fonte: o préprio autor

A Tabela 1 apresenta os valores de massas das especiarias utilizadas em cada

processo e as respectivas massas de 6leos essenciais e hidrolatos obtidos. Os rendimentos

de Oleos essenciais obtidos mostram que apenas das amostras de cravo-da-india

extrairam-se 6leos essenciais, sendo o cravo da marca Y o mais rentavel. Em relacdo aos

hidrolatos, a canela foi a especiaria que rendeu menos devido a sua forma, em po, que

dificultou a extracdo.

Tabela 1. Resultado dos rendimentos dos 6leos essenciais e hidrolatos

Massa de inicio Amostras Massa Material obtido
109 Cravo X 0,5683g Oleo essencial
10g Cravo Y 1,2983g Oleo essencial
10g Canela Z 0,3500g Hidrolato
109 Canela W 0,3000g Hidrolato
10g Erva doce K 0,4800g Hidrolato
10g Erva doce Q 0,4200g Hidrolato
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Na Figura 24, pode-se observar o inicio da formacdo do 6leo essencial na parte

superior.

Figura 24. Inicio da formacéo do 6leo essencial

Fonte: o préprio autor

Os 6leos essenciais e hidrolatos de Cinnamomum verum, cravo-da-india Syzygium
aromaticum e erva doce Pimpinella anisum L. das seis amostras foram pesados,
armazenados e identificados. As amostras de 6leos foram encaminhadas pelo Dr.Marcelo
Telascrea, em dezembro/2021, ao Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) - Fazenda
Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais sob responsabilidade da Profa.
Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques, onde as analises por Cromatografia Gasosa acoplada
Espectrometria de Massas (CG-EM) e indices de Retencdo serdo realizados.
Posteriormente, as analises dos resultados foram feitas no Centro Universitario do
Sagrado Coracéo de Bauru.

4.4 Obtencéo dos espectros de massa

A utilizacdo de o6leos essenciais de plantas é difundida desde perfumes e
fragrancias, até especiarias e medicamentos. As pesquisas variam desde muito aplicadas,

como no caso do controle de qualidade de sucos de frutas, até estudos académicos
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envolvendo a coevolucgéo inseto-planta. Muitos dos componentes dos 0leos essenciais de
plantas sd0 comuns a muitas espécies.

O objetivo principal deste projeto foi a proposta da analise dos 6leos essenciais de
canela, erva doce e cravo-da-india como forma de avaliacdo de uma potencial adulteracédo
nestas especiarias através da comparacdo entre dados tedricos com o0s praticos.
Independente da adulteragdo ser ou néo intencional, a identificagdo dos componentes de
6leos essenciais permite uma avaliagdo mais precisa da matéria-prima (fingerprint),
portanto, a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e o
calculo dos indices de retencdo (IR) sdo as técnicas indicadas para andlise e identificacdo

de produtos aromaticos que contenham 0leos essenciais (ADAMS, 2012).

4.4.1 Canela (Cinnamomum verum)

As duas amostras comerciais estudadas (Z e W) apresentaram como componente
majoritario o isdmero E-cinamaldeido (Figura 7) com 97,75% na amostra Z e 98,65% na amostra
W. O E-cinamaldeido tem férmula molecular CsHsO (Massa molar de 132 g/mol) e pode ser
chamado também de trans-3-fenilpropenal (Figura 25). Os espectros de massa obtidos para o
componente majoritéario e 0s espectros do banco de dados NIST encontram-se no final do relatério

em Anexos.

Figura 25. Estrutura do E-cinamaldeido

Fonte: ADAMS (2012)

A canela produz principalmente no 6leo essencial de cascas o cinamaldeido, corroborando
com os dados obtidos na pratica neste trabalho. SENANAYAKE e colaboradores (1978)
identificaram cerca de 32 componentes do 6leo de canela, onde o cinamaldeido (75,0%) foi o
principal composto encontrado na casca (KRISHNAMOORTHY et al. 1996). Portanto, as

amostras comerciais de canela Z e W sdo de origem confidvel e estdo de acordo com os dados da
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literatura ndo ocorrendo adulteracdo. A identificacdo dos componentes com teores iguais ou
inferiores a 1% mostraram uma pequena variagdo entre as amostras Z e W. O rendimento e o
contetido podem ser afetados pelo gendtipo, pelas condi¢des ecoldgicas e principalmente pelas
praticas agricolas, como a época de semeadura, fertilizantes, aplicacdo de &dgua e densidade da
planta. Estes fatores justificam as variagbes aqui observadas (SAIBI, BELHADJ e
BENYOUSSEF, 2012).

4.4.2 Erva Doce (Pimpinella anisum)

As duas amostras comerciais de erva doce K e Q apresentaram como componente
majoritario o isdmero E-anetol com 97,82 e 97,56%, respectivamente (Figura 26). Os espectros
de massa obtidos para o componente majoritario e os espectros do banco de dados NIST

encontram-se no final do relatério em Anexos.

O E-anetol tem formula molecular igual a C10H120 (Massa molar 148 g/mol) e pode ser
chamado também de trans-4-(1-propenil)-anisol ou trans-p-metoxi-B-metilestireno. Foram

detectados outros componentes, mas em teores iguais ou menores a 1%.

Figura 26. Estrutura do E-anetol.

OCHs

Fonte: ADAMS (2012)

De acordo com a literatura o 6leo essencial da erva doce contém de 1 a 4% de 6leo
essencial, sendo o E-anetol é o componente principal (75-95%), lembrando que podem ser
detectados outros componentes (SAIBI, BELHADJ e BENYOUSSEF, 2012). Portanto, as
amostras comerciais de erva doce K e Q sdo de origem confiavel e estdo de acordo com os dados

da literatura ndo ocorrendo adulteracdo.
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4.4.3 Cravo-da-india (Eugenia caryophyllata)

Nas amostras comerciais de cravo-da-india X e Y foram identificados apenas dois
componentes: eugenol e o acetato de eugenol. Os espectros de massa obtidos para 0s componentes
majoritarios e os espectros do banco de dados NIST encontram-se no final do relatério em
Anexos. Nas amostras comerciais X e Y foram encontrados 93,30 e 91,34% de eugenol e 6,70 e
8,66% de acetato, respectivamente. O eugenol tem férmula molecular C10H120, (Massa molar
164 g/mol) e pode ser chamado também de 4-alilguaiacol. O acetato de eugenol tem férmula
molecular Ci2H1403 (Massa molar 206g/mol) e pode ser chamado também de acetileugenol
(Figura 27).

Figura 27. Estrutura do eugenol (1) e do acetato de eugenol (2).

OH 0—AC

0—Me 0—Me

1) )

Fonte: ADAMS (2012)

O ¢6leo essencial do botéo do cravo contém 17% de 6leo essencial e o talo que 0 acompanha
contém 4,5 — 6,0%. O principal componente do 6leo de cravo é geralmente considerado como
eugenol seguido pelo B-cariofileno, que nédo foi encontrado nas amostras comerciais estudadas
aqui (BARROS et al., 2018). A Unica alteracdo observada entre os dados da literatura e os obtidos
para as amostras comerciais € a presenca do acetato de eugenol, que é um derivado acetilado que
pode ser obtido através da reacdo de acetilacdo do eugenol com anidrido acético via catalise
quimica ou enzimatica (LAROQUE, 2014). Portanto, as amostras comerciais de cravo-da-india
X e Y sdo de origem confiavel e estdo de acordo com os dados da literatura ndo ocorrendo

adulteracdo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo e comparacéo dos perfis de 6leos essenciais em amostras comerciais de
canela, cravo-da-india e erva doce por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas demostrou que as seis amostras comerciais dessas especiarias sdo de origem

confiavel, j& que estdo de acordo com a literatura e ndo ocorrem adulteracoes.

Nos hidrolatos da canela (amostras Z e W) cujo componente principal é o isdmero
E-cinamaldeido, a diferenca entre sua quantidade da amostra Z para W foi de 0,90%. Porém,
indices menores de 1,0% podem ser desconsiderados e, tal variacdo pode ser afetada pelo
genotipo, pelas condi¢Bes ecoldgicas e praticas agricolas, como a época de semeadura,

fertilizantes, aplicacdo de agua e densidade da planta.

Nos 6leos essenciais de cravo-da-india (amostras X e Y) cujo componente principal é o
eugenol, a diferenca entre sua quantidade da amostra Y para X foi de 1,96%. A Unica diferenga
entre os dados da literatura e o resultado das analises é a presenca de acetato de eugenol, porém

sem influéncia em adulteragdes consideraveis.

Nos hidrolatos de erva doce (amostras K e Q) cujo componente principal é o isdmero E-
anetol, a diferenca entre sua quantidade da amostra K para Q foi de 0,26%. Também podem ser

detectados outros componentes, mas eles ndo tem influéncia em adulteragdes consideraveis.

Portanto, a comparagdo dos perfis de 6leos essenciais por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa detectou os principais componentes das amostras de canela, cravo-da-
india e erva-doce, além de suas respectivas quantidades, o que faz com que os produtos sejam
considerados confidveis por estarem de acordo com os dados da literatura e sem adulteragdes

consideraveis, mesmo detectando outros componentes em menor quantidade.
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ANEXO | - ESPECTRO CINAMALDEIDO (experimental).
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ANEXO Il - ESPECTRO CINAMALDEIDO (base de dados NIST 62).

Apex Component 2 Scan: #10591 RT: 19.44 min NL: 3.47E+008
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ANEXO 11l - ESPECTRO E-ANETOL (experimental).
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ANEXO IV — ESPECTRO E-ANETOL (base de dados NIST 62).
Apex Component 2 Scan: #9069 RT: 17.31 min NL: 4. 90E+006
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ANEXO V - ESPECTRO EUGENOL (experimental).
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ANEXO VI - ESPECTRO EUGENOL (base de dados NIST 62).
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ANEXO V11 - ESPECTRO ACETATO DE EUGENOL (experimental).
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ANEXO VIII - ESPECTRO ACETATO DE EUGENOL (base de dados NIST 62).
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