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A SET OF ELECTRONIC SHEETS FOR THE IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF CONSTITUENTS OF
ESSENTIAL OILS. The identification of essential oils constituents has been made easier and faster by the use of automatic software
search engines that compare the experimental mass spectra and calculate the retention indices with those in commercial databases.
However, these search engines and databases are very expensive. Electronic sheets have been assembled in a set of linked sheets,
so that after some data is inserted, linear retention indices, relative response factors, normalization, area correction and absolute
quantitation are calculated automatically. The set has been applied to the analysis of essential oils and volatiles in laboratory routine
and substantial reduction in time-consuming and error-prone repetitive work were observed. One specific example for the analysis
of an essential oil is provided. The designed electronic sheets can be a costless alternative to commercial software for data handling

and identification.
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INTRODUCAO

Oleos essenciais (OE) sdo definidos como os produtos obtidos a
partir de matérias-primas naturais de origem vegetal por destilagdo
(arraste) a vapor, por destilacdo a seco ou pelo uso de processos
mecanicos (prensagem) para o epicarpo de frutos citricos, apds a
separagdo da fase aquosa (se houver), por processos fisicos.! Diversos
outros extratos naturais, obtidos com o uso de solventes, fluidos
supercriticos ou empregando técnicas de headspace, ainda que nao
sejam classificados como 6leos essenciais, apresentam substancias
voldteis em sua composi¢do e sua andlise segue, via de regra, proto-
colos semelhantes aos utilizados para os 6leos essenciais.

Embora haja alguns dleos essenciais de constituigdo quimica
bastante simples, com poucos componentes,” em sua maioria sdo
constituidos por vérias dezenas ou algumas centenas de constituintes,
como no caso do OE de vetiver.?

Para identificagdo e quantificag¢@o, os componentes dos OE preci-
sam ser separados antes ou durante o processo analitico. Com a intro-
ducdo da cromatografia em fase gasosa de alta resolug@o verificou-se
um grande avanco na andlise dos constituintes dos 6leos essenciais.*

Na era pré-cromatografia gasosa e mesmo nos seus primoérdios,
para a identifica¢@o (andlise qualitativa) era necessdrio isolar cada
constituinte, em cromatografia preparativa, para a realizagdo de es-
tudos de degradacdo, preparacdo de derivados ou espectroscopicos
(IV, RMN e EM).

Uma vez separados, os componentes podiam ser quantificados
utilizando-se, preferencialmente, um detector de ionizagdo de chama
ou de condutividade térmica. Em fun¢@o da composi¢do complexa
dos OE, bem como dos efeitos sobre o perfil olfativo, os maiores
esforcos e aten¢des foram concentrados na andlise qualitativa, isto
¢, na identificac@o dos constituintes, ¢ a sua quantificacdo foi consi-
derada menos importante.’

O uso dos indices de retencdo, originalmente proposto por
Kovits,® para sistemas isotérmicos (IK), e adaptado por Van den Dool
e Kratz,” para andlises com programacao linear de temperatura (IRL),
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facilitaram o processo de identificagdo. Numa época, entretanto,
onde um grande nimero de fases estaciondrias comerciais estava
disponivel e, além disso, outras tantas eram preparadas nos proprios
laboratérios nos quais a pesquisa era conduzida, o uso de indices de
retencdo ainda era dependente da existéncia de padrdes auténticos
ou do isolamento, para a determinag¢ao do indice de retencdo original
de cada componente.

A partir da década de 1960 passou-se a usar um detector de massas
acoplado a saida do cromatdgrafo, o que poderia dispensar a necessi-
dade de isolamento para a identificagdo de novas substancias. Apenas
o espectro de massas, entretanto, ndo € suficiente para a identificacio
inequivoca dos constituintes dos OE, ja que muitos deles sdo is6baros
e/ou isdmeros entre si e, consequentemente, se fragmentam de forma
semelhante, produzindo espectros de massas similares.?

A combinagdo das técnicas de espectrometria de massas e dos
indices de retengdo permitiu a identificagdo de uma quantidade razoa-
vel de componentes. Diversas cole¢cdes combinadas de dados, com
espectros de massas e indices de reten¢do tornaram-se disponiveis.
Provavelmente, a colecdo mais utilizada € aquela do livro do profes-
sor Robert Adams.” Hoje, bases acessiveis via internet, gratuitas, ja
estdo disponiveis, tais como Webbook,"° Flavornet,'' e Pherobase."

Em andlise de rotina para componentes-alvo (farget analysis),
como pesticidas, farmacos, derivados de petréleo e outros, os proprios
softwares de controle dos cromatdgrafos permitem a realizacdo da
analise quantitativa, a partir de dados de curvas analiticas, fatores de
resposta e selecio de quais componentes devem ser quantificados, a
partir de janelas de tempo de retengdo definidas. Até os nomes dos
componentes podem ser listados no cromatograma ou no relatério
de dados, desde que uma identificacdo prévia tenha sido feita e os
tempos de reten¢@o nao variem.'

Entretanto, no caso de 6leos essenciais e outros produtos naturais,
principalmente nas atividades de pesquisa, os componentes presentes
ndo sdo previamente conhecidos.® Mais ainda, dada a complexidade
de algumas amostras, nas quais observa-se coeluicio parcial ou
mesmo total, essa ferramenta disponivel nos softwares de controle
dos equipamentos no € eficaz. Nao € raro encontrar, em duas amos-
tras distintas, componentes diferentes no mesmo tempo de eluigdo,
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como ocorre com limoneno e beta-felandreno, por exemplo, quando
analisados em uma coluna com fase de metilsilicone.

O problema passou a ser o processamento da grande quantidade de
dados gerada nas andlises. Embora processos de automagao de busca e
selegdo de informagdes jd tivessem sido desenvolvidos,'* foi somente
com a introdugiio dos microcomputadores nos anos 1990 junto aos
sistemas de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas que se tornou possivel o processamento dos dados de forma
veloz, tanto para a comparagdo dos espectros de massas experimentais
com os da espectroteca quanto o cdlculo e comparacio dos indices de
retencdo ou, ainda, as duas operacdes combinadas. Todo este proces-
samento € realizado a partir dos dados brutos do cromatograma de {fons
totais, de forma automatizada, e listas de possiveis identificagdes sao,
entdo, apresentadas aos usudrios. H4 diversas espectrotecas especiali-
zadas em diferentes classes de substancias e matrizes, '° inclusive bases
de dados de dleos essenciais.'® Entretanto, seu custo € muito elevado,
variando de US$ 2,775 a US$ 10,000, valores que podem estar fora
do orcamento de muitos laboratdrios tanto no momento da compra do
sistema cromatografico quanto para aquisi¢do posterior.

Planilhas de célculo usando fungdes pré-existentes no software
Microsoft Excel® foram desenvolvidas para as diferentes etapas do
processo de identificagdo e quantificagdo. Posteriormente, foram
reunidas e interconectadas, de modo a se reduzir o tempo consumido
no processo, bem como minimizar erros de transcri¢do de dados.
Nesta nota técnica sdo apresentadas as etapas de desenvolvimento e
uso do conjunto de planilhas.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo da amostra

Padrdo interno

Um padrio interno (PI) deve ser adicionado a amostra para a
quantificacdo. Uma solucdo prévia do padrdo interno deve ser pre-
parada com o mesmo solvente a ser utilizado na dilui¢do da amostra.
Foram testadas separadamente duas substancias: octanoato de metila
99% e octadecano 99% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo).

Padrées para o cdlculo dos fatores de resposta (FR)

As substancias representativas usadas para o cdlculo dos fatores
de resposta foram: a-pineno, y-terpineno e p-cimeno para os mo-
noterpenos; linalol, nerol, mentol, carvona e 6xido de linalol para
os monoterpenoides oxigenados; (E)-cariofileno (sesquiterpenos);
a-bisabolol (sesquiterpenoides oxigenados); acetato de mentila e
acetato de geranila (ésteres). Todos os padrdes sdo comerciais e fo-
ram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Milwaukee, USA), com pureza
minima de 98%. Deve-se utilizar a0 menos um padrdo para cada
classe quimica identificada no 6leo essencial ou extrato volatil. Foram
preparadas solu¢des em 5 concentragdes diferentes para cada padrio
utilizado (0,1 mg mL", 0,2 mg mL", 0,4 mg mL", 0,8 mg mL"' e
1,6 mg mL"), que foram injetadas em triplicata. Os fatores de resposta
relativos ao octadecano (0,1 mg mL") foram calculados segundo a
equacgdo (2), inserida na Planilha 6.

Pesagem e dilui¢do da amostra

Exatamente cerca de 100 mg de um dleo essencial (ou outro tipo
extrato) a ser analisado foram pesados diretamente em baldo volu-
métrico de 10 mL. Foram adicionados cerca de 5 mL de solvente. Na
rotina do laboratério usa-se hexano para diluir os 6leos essenciais.
Diclorometano (ou outro solvente adequado) também podem ser
utilizado. Exatamente 10,0 uL de uma solu¢@o a 1% do PI foram
adicionados com o auxilio de uma microseringa Hamilton (Hamilton
Company, Reno-EUA) e o volume final do baldo ajustado a 10 mL.
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Cerca de 2 mL foram transferidos para um frasco préprio para uso
em injetor automadtico e o frasco foi selado. Outras quantidades
podem ser usadas, pois a planilha calcula as quantidades e dilui¢des
efetivamente utilizadas a cada andlise.

Cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas

A andlise por cromatografia em fase gasosa foi realizada em um
cromatégrafo Agilent (Wilmington, DE) modelo 7890A, equipado
com um injetor automdatico 7693 e um detector de ionizacao por cha-
ma (DIC). Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS
(5%-tenil-95% metilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e hidrogénio
como gés carreador (1,5 mL min™). O injetor foi operado a 250 °C
com diviséo de fluxo de 1:50. A temperatura da coluna capilar foi
variada de 60 °C a 240 °C, a uma taxa de 3,0 °C min™.? O volume de
amostra injetado foi de 1,0 L da solugdo preparada no item anterior.
Para a quantificagdo, os dados de darea absoluta gerados pelo DIC
foram transferidos diretamente para a Planilha 1.

Os espectros de massas foram obtidos com um cromatégrafo
Agilent (Wilmington, DE) modelo 6890, equipado com um injetor
automadtico 7693 e acoplado a um detector seletivo de massas Agilent
5973N. O mesmo volume de amostra (1,0 puL) foi injetado e a mesma
coluna cromatografica descrita acima foi utilizada, porém hélio como
gds carreador (1,0 mL min™). A programac@o de temperatura do forno,
atemperatura do injetor e a taxa de divisdo de fluxo foram as mesmas
usadas para a cromatografia em fase gasosa. O detetor de massas foi
operado em modo de varredura (scan) e ionizacdo eletronica, a 70 e V.
Os espectros de massa experimentais foram comparados com dados
das bibliotecas Adams,’ Wiley *e NIST.!

Planilhas

O conjunto de planilhas foi desenvolvido em Excel® 2013 utili-
zando férmulas pré-existentes no programa. No Material Suplementar
sdo listadas as férmulas usadas em cada planilha e o link para um
arquivo Excel com um modelo para o conjunto de planilhas. Aqui
serdo descritos os procedimentos para a introdug¢do de dados e a
fun¢do de cada planilha.

Planilha 1: Dados das amostras

Nesta planilha foram inseridos os dados cromatograficos brutos,
ou seja, o tempo de retencdo e a drea absoluta de cada pico. Os da-
dos podem ser colados diretamente a partir da tabela do software de
controle do cromatégrafo. A massa de cada amostra pesada também
deve ser informada em célula previamente definida. Replicatas podem
ser adicionadas na mesma planilha. O exemplo contido no Material
Suplementar foi elaborado para andlises em triplicata.

Planilha 2: Tempos de retengdo (dos constituintes da série
homdologa)

Os tempos de reten¢do dos constituintes da série homologa
utilizada no célculo dos indices de retencdo lineares sao digitados
em ordem crescente e, na tabela ao lado, o correspondente nimero
de 4dtomos de carbono de cada padrdo. Nesse trabalho usou-se uma
série de n-alcanos variando do heptano ao hexacosano (C,-C,). Os
dados dessa planilha s@o a base para o calculo dos IRL.

Planilha 3: Dados do Pl

Inserir o conjunto de informacdes relativo ao padrdo interno,
incluindo fabricante, teor de pureza, massa de PI pesada, volume de
diluicdo, quantidade adicionada a amostra e volume de dilui¢do da
amostra. A planilha calcula a massa de padrdo efetivamente adicio-
nada a amostra.



100 Bizzo et al.

Planilha 4: Cdlculo dos indices de retengdo lineares

Planilha na qual foram calculados os indices de retengdo. Néo hd
dados a adicionar aqui. Para automatizar a interpolagdo dos tempos
de retencdo (tz) de cada componente de uma amostra como os t, dos
padrdes da série homologa, isto €, aqueles que eluem antes e depois de
cada componente, foi utilizada a fun¢do “PROCV” do Excel®. Para o t,
do padrdo que elui imediatamente apds o pico de interesse, utilizou-se
uma combinagfio das funcdes “INDICE” e “CORRESP”." Finalmente,
o indice de retencdo linear do pico € calculado utilizando a aproximagao
de Van den Dool e Kratz,” conforme a equag@o (1) a seguir.

(tRx— tRCn)

IRL =100.n ————~"—
(tRCn +1 —tRCn)

ey

Gy

onde: tyx € o tempo de retencéio de um componente “X” qualquer; t;Cn
¢ o tempo de retengdo do padrio “n” que elui antes de “x”; t,Cn+1

TSI N

€ o tempo de reten¢do do padrao “n+1”, ou seja, que elui apds “x”’;

@9 £

n” € nimero de dtomos de carbono do padrao que elui antes de “x”.

Planilha 5: Qualitativa

Ap6s comparacdo visual dos espectros de massas experimentais
e os da biblioteca (digital ou ndo), bem como comparagao dos indices
de retencdo calculados com aqueles da literatura, sdo digitadas as
identidades (nomes) dos constituintes e os respectivos IRL da literatura
consultada. Identifica-se, entdo, a classe quimica a que pertence cada
componente. Essa informagao serd usada, na planilha 6, para se atribuir
um fator de resposta (FR) para o constituinte e para o cdlculo do fator de
resposta relativo (FRR), que serd usado nos célculos para quantificacdo.

Planilha 6: Fator de resposta relativo (FRR)

O FRR ¢ calculado nesta planilha a partir do FR de cada com-
ponente identificado na planilha “Qualitativa” e o FR do PI. Nao hd
insercdo direta de dados nesta planilha. Para o cdlculo dos fatores de
resposta, foram injetados ao menos um padrdo (mais de um, sempre
que disponivel) de uma classe quimica (5 repeticdes de cada), ten-
do-se obtido o FR por média simples dos resultados.!** Este valor
foi corrigido pelo FR do padrio interno, obtendo-se o FRR conforme
descrito em (2)

Cpn , Cpi

FRR = )

Apn  Api

onde: Cpn € a concentragdo (ou massa) do padréo auténtico “n” (um
monoterpeno, por exemplo); Cpi € a concentragdo (ou massa) do
padrdo interno; Apn € a drea absoluta do padrdo auténtico “n”’; Api
¢ a drea absoluta do padrdo interno.

Planilha 7: Quantitativa

Nesta planilha sdo efetuados os célculos de quantificacio.
Inicialmente as dreas absolutas, informadas na Planilha 1, sdo nor-
malizadas com o padrdo interno, corrigidas com o fator de resposta
relativo e os resultados s@o tabulados na forma de quantificacio
relativa (percentual) e também quantificagio absoluta.

Planilhas 8-11: Resultados

Sao planilhas de saida (outputs) com os resultados da andlise nas
diferentes apresentacdes possiveis. Para concluir a atividade, elaborar
um laudo ou outra forma de registro, basta copiar e colar a tabela de
resultado mais conveniente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um exemplo do uso do conjunto de planilhas € apresentado a
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seguir, com dados de uma andlise de rotina do 6leo essencial de
Lippia alba (Verbenaceae) amostra RFV 2556. O conjunto de plani-
lhas também foi usado na anélise dos constituintes volateis de flores
de Temnadenia odorifera (Apocynaceae) amostrados por headspace
dindmico®e do 6leo essencial destilado de folhas de Bidens graveo-
lens (Asteraceae).”!

Analise qualitativa

Inicialmente, os dados brutos (tempos de retencdo e dreas) da
andlise cromatografica sdo inseridos diretamente na Planilha 1 (Dados
da Amostra), exemplificado na figura 1. Neste exemplo, a mesma
amostra foi analisada em triplicata.

Cdlculo dos indices de retengdo

A fungdo “PROCV” do Excel® procura um valor, neste caso,
o tempo de retencdo de um componente, por exemplo o pico 5 na
figura 2 abaixo (coordenadas C9) em uma tabela com os dados série
homologa de n-alcanos (Material Suplementar, Planilha 4, matriz
F9:F28) até encontrar um valor imediatamente menor ao procurado
(Célula F12 da Planilha 2). Nesse ponto, a funcdo retorna a planilha
os dados das colunas correspondentes a linha na qual a busca parou
(0 tg do alcano em F12). A mesma fungdo retorna também a cons-
tante “n” da férmula para o cdlculo do IRL (Planilha 2, célula G12).
Para o t; do padrdo que elui imediatamente apds o pico de interesse
(Célula F13), utilizou-se uma combinacio das fun¢des “INDICE”
e “CORRESP”." Finalmente, o indice de retengéo linear do pico é
calculado utilizando a aproximac@o de Van den Dool e Kratz.” Os
algoritmos detalhados estdo no Material Suplementar, bem como um
arquivo com as planilhas.

Somente para fazer a interpolagdo manual dos tempos de retencdo
dos 40 ou 50 constituintes de uma amostra com os tempos de retengao
da série homologa sdo necessdrios cerca de 10 minutos ou pouco
mais. Com a automatizacdo desse procedimento, o tempo necessario
€ apenas aquele para colar os dados das amostras na Planilha 1 e os
tempos de eluicdo dos componentes da série homéloga, na Planilha
2, sendo inferior a 30 segundos. Para a andlise de diversas amostras
utilizando-se a mesma injecéo da série homologa, a Planilha 2 precisa
ser preenchida apenas uma vez e, ao se salvar o arquivo, os valores se-
rdo usados para todas as demais amostras que forem sendo analisadas.
Em um laboratério como o da Embrapa Agroindustria de Alimentos,
que processa até 1200 amostras por ano, sem contar as replicatas, isto
equivale a uma economia de mao-de-obra de 200 h/ano. Mais ainda,
com o processo automatizado, erros de digitacdo de valores ou de
posicionamento nas tabelas sdo eliminados, minimizando erros de
identificagdo, bem como o retrabalho.

Andlise Qualitativa

Esta é, sem divida, a etapa critica (e a etapa lenta, também) de
todo o processo. Os resultados da busca em bases de espectros devem
ser cuidadosamente comparados com o espectro de massas experi-
mental. O mesmo vale para os indices de reten¢do. Foram usadas a
base de dados da NIST' e tanto o livro quanto a base de dados do
prof. Adams’ para as identificacdes.

Variagdes de até 5 unidades no IRL sdo aceitaveis, porém diferen-
¢as maiores que 10 unidades sdo um forte indicio de que a proposta
de identificacdio ndo € a mais adequada. Frequentemente se observam
espectros de massas virtualmente idénticos para substancias diferen-
tes, como isomeros de posi¢ao, e o uso criterioso dos IRL € essencial
para uma identificacdo correta. A coinje¢do de padrdes auténticos,
quando disponiveis, muito contribui para a identifica¢do inequivoca.

Nos casos para os quais a diferencga nos espectros de massas € nos
indices de reten¢do ndo sdo suficientes para a correta identificagdo,
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Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
Massal: 0,0082 g Massa2: 0,0082 g Massa3: 0,0082 g
Pico Trl Areal Pico Tr2 Area2 Pico Tr3 Area3
1 4,44 32,2 1 4,453 54,3 1 4,455 39,7
2 5,319 45,9 2 9,335 76,8 2 5,336 52,7
3 5,404 569,1 3 5,425 953 3 5,421 667
4 5,734 24,8 - 5,749 41,5 - 5,752 27,4
5 6,438 3 5 6,454 4,9 5 6,456 3,3
6 6,79 459,3 6 6,813 773,8 6 6,808 015,1
7 7,699 5,2 7 7,716 8,6 7 7,718 0,7
8 11,939 11,1 8 11,949 19 8 11,959 11,3
9 18,122 17,9 9 18,142 9,6 9 18,139 10,2
10 18,277 7 10 18,289 12,2 10 18,292 7,4
11 18,62 7 11 18,633 11,9 11 18,635 71
12 19,628 26,6 12 19,64 46,5 12 19,64 27,7
13 19,73 18,4 13 19,742 32,3 13 19,742 19,4
14 20,006 29,4 14 20,017 50,7 14 20,018 30,5
15 20,224 24,1 15 20,235 42,7 15 20,235 25,5
16 20,313 23,7 16 20,325 23 16 20,326 18,5
17 20,729 13,8 17 20,741 21,6 17 20,741 13
18 21,304 80,9 18 21,317 139,7 18 21,316 85,7
19 21,697 7,4 19 21,708 11,5 19 21,709 1,3
20 22,055 11,4 20 22,066 19,7 20 22,066 12,1
21 22,622 14 21 22,634 23,9 21 22,634 14,9
22 23,583 6,9 22 23,599 15,3 22 23,594 1,2
23 23,717 245,9 23 23,737 442.,4 23 23,728 273,2
24 24,325 367,9 24 24,349 664 24 24,337 416,2
25 24,502 9,4 25 24,513 16,5 25 24,514 9,7
26 24,616 6,1 26 24,628 30,9 26 24,627 12,4
27 25,384 20,3 27 25,393 34,4 27 25,393 22,1
28 25,464 19,6 28 25,474 33,5 28 25,475 21,7
29 25,568 24,2 29 25,977 41,8 29 25,577 27,2
30 27,366 27,5 30 27,376 47,6 30 27,377 31,8

Figura 1. Entrada de dados (Planilha 1)

ou ndo estdo disponiveis na literatura, deve-se isolar e caracterizar
o constituinte que se quer identificar, ou se registrd-lo como “ndo
identificado” (n.i.).

No exemplo (figura 3), as colunas B, C e D sdo automaticamente
importadas das planilhas anteriores. O responsdvel pela andlise
ird digitar os nomes dos constituintes identificados, incluindo o
indice retencdo da literatura. Na coluna G ¢ informada a funcdo
quimica a qual pertence cada constituinte identificado. Note-se que,
mesmo que o constituinte ndo seja identificado (linha 18, pico 10
na figura 3), € possivel se determinar a qual classe quimica o com-
ponente pertente e, desse modo, efetuar a correcdo de sua drea e os
demais cdlculos pertinentes. No exemplo mencionado, foi possivel
constatar que se trata efetivamente de um sesquiterpeno. Uma lista
sugestiva encontra-se também na planilha 5, sob o titulo “Fungdes”
(figura 4). A lista pode ser aumentada ou reduzida segundo a di-
versidade e natureza quimica dos constituintes a serem analisados.
Nesse exemplo, dlcoois, cetonas, éteres e 6xidos monoterpénicos,
embora discriminados na tabela “Fung¢des”, usam o mesmo fator
de resposta, que foi calculado a partir da média dos fatores de
resposta individuais do linalol, mentol, carvona, nerol e 6xido de
linalol, padrdes disponiveis no laboratério no momento do estudo.
Outra alternativa seria calcular os fatores separadamente, lancando
os valores individuais na tabela.

A coluna H contém informagao sobre a classe quimica na forma

mais comum encontrada em artigos de 6leos essenciais, ou seja, mo-
noterpenos (MT), monoterpenos oxigenados (MO), sesquiterpenos
(ST), sesquiterpenos oxigenados (SO) e outros (OT). Esses dados
sdo usados depois para o cdlculo do total percentual de cada classe
presente. O preenchimento desta coluna € opcional, e ndo interfere
com a quantificagdo dos constituintes.

Na coluna I sdo recuperados os fatores de resposta obtidos ex-
perimentalmente no equipamento usado para as andlises. Na anélise
do ¢leo essencial de Lippia alba amostra RFV 2556, os fatores de
resposta foram calculados pela média dos resultados das cinco con-
centragdes injetadas de cada padrdo. Em alguns casos, como para
os sesquiterpenos, s6 se dispunha de um tnico padrdo. Em outros
(monoterpenoides oxigenados), cinco padrdes foram usados e utili-
zou-se a média dos resultados.

Esses fatores foram entdo inseridos na Planilha 5, em tabela
propria (Fungdes), mostrada na Figura 4.

Fator de resposta relativo

O fator de resposta relativo foi calculado na planilha 6, a partir da
informacao dos fatores de resposta dos padrdes injetados em relacio
ao fator de resposta do padrio interno. E interessante inserir o fator de
resposta absoluto de cada componente primeiro e s6 depois calcular
o fator de resposta relativo (FRR), pois diferentes andlises no mesmo
equipamento podem ser feitas com diferentes padrdes internos. Vale
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/

—\
B C\ D E F G
8 | Pico Tr \|__n Tr Co+Tr Cn+l IRL
9 5 6,790 | 10 || 5963 il 9.115 | 1026
10 6 7,699 10 5,963 9.1]5 1055
11 7 11,939 11 9,115 12,479 1175

]

={NDICE('2 Dados da Série Homdloga'l$F$9:5F$28; CORRESP('2 Dados da Série
Homdloga'!C9;'2 Dados da Série Homdloga'!SFS$9:5F$28;1)+1;1)

Série de alcanos

F G
8 Tr Cn n
9 - 7
10 - 8
1 3,74 9
12 | 5963 10
13 | 9115 11
14 | 12,879 12
15 | 16,888 13
16 | 20,889 14
17 | 24784 15
18 | 28530 16

Figura 2. Partes das Planilhas 4 (acima) e 2 (abaixo)

lembrar que o fator de resposta € fungdo da natureza quimica, das
condicdes de operacdo e das caracteristicas fisicas do detector. Uma
vez calculados, se as condi¢des de andlise forem mantidas (tempera-
tura do detector, vazao dos gases da chama), o fator pode ser usado
durante um determinado periodo de tempo, em geral de seis a doze
meses, periodo esse que vai variar conforme o uso do detector. Esse
intervalo para um novo célculo deve ser determinado empiricamente
em cada equipamento, segundo o sistema de qualidade implantado
no laboratdrio.

A condicdo ideal para o cdlculo dos fatores de resposta € a in-
jecdo de padrdes auténticos de cada analito a ser quantificado. Para
o estudo de 6leos essenciais, entretanto, esta condicio ndo pode ser
cumprida: ndo hd padrdes comerciais para a maioria dos constituintes
identificados em OE. Uma das formas de se contornar esse problema
€ o uso de padrdes da mesma classe quimica. A diferenca nos fatores
de resposta entre o padrao usado e um analito da mesma classe €, em
geral, menor que 0,05,? valor que ndo ird impactar expressivamente
a quantificacio.

E interessante observar que o uso de fatores de resposta, embora
praticamente ndo provoque alterag@o nas dreas de algumas classes
de constituintes, como mono e sesquiterpenos (Tabela 1), e, desse
modo, ndo altere sua a quantificagdo, leva a uma grande variagdo
em outros casos (monoterpenoides oxigenados), onde a diferenga e,
logo, o erro na medida, chega a 50 % (FRR médio de 1,48). Portanto,
para a quantificacdio acurada faz-se necessaria utilizagdo dos fatores
de resposta.

Quando se utiliza um padrdo interno da mesma classe quimica
dos constituintes a serem analisados, a diferenga entre os fatores de
resposta € minimizada, o que faz com que o fator de resposta relativo
seja proximo a unidade. Esta pode ser uma alternativa para a andlise
de uma amostra com apenas uma classe de substancias. Para 6leos
essenciais e extratos volateis, entretanto, este € raramente o caso, dada
a diversidade de classes quimicas observadas neste tipo de amostra.
O mesmo procedimento de cdlculo foi utilizado para a andlise da
fragdo volatil de Temnadenia odorifera® e do 6leo essencial de
Bidens graveolens.*

Uma alternativa para ser aplicada quando padrdes auténticos
nio estdo disponiveis € o uso de fatores de resposta preditivos ou
tedricos.”?* Cachet e colaboradores publicaram uma planilha de
célculos em Excel que pode ser inserida no conjunto de planilhas
proposto aqui, substituindo a planilha de cdlculo de fatores de
resposta.?* Nesse caso, o padrdo interno tem que ser o especificado
no artigo (octanoato de metila), uma vez que a férmula proposta
foi ajustada para o uso dessa substancia como padrido. Os erros
comparativos entre o cdlculo de fatores de resposta tedricos e sua
determinagdo experimental, para uma série de padrdes testados,
foi inferior a 5%.%*

Analise quantitativa

Os dados de drea absoluta obtidos do DIC foram transferidos
diretamente para a Planilha 1, como mostrado anteriormente. Para um
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Figura 4. Planilha 5 — Tabela de fungoes e fatores de resposta (FR)

B C D E F G H |
8 Pico Tr IRL¢,)c IRL;; Identificagdo Fun¢do Classe FR
9 1 4,440 931 932 alfa-pineno 1 MT 1,05
10 2 5,319 971 969 sabineno 1 MT 1,05
11 3 5,404 975 974  beta-pineno 1 MT 1,05
12 4 5,734 990 988 mirceno 1 MT 1,05
13 5 6,438 1015 1014 alfa-terpineno 1 MT 1,05
14 6 6,790 1026 1025 limoneno + beta-felandreno 1 MT 1,05
15 7 7,699 1055 1054 gama-terpineno 1 MT 1,05
16 8 11,939 1175 1174 terpinen-4-ol 3 MO 1,48
17 9 18,122 1331 1338 bicicloelemeno 9 ST 1,01
18 10 18,277 1335 - n.i. 9 ST 1,01
19 11 18,620 1343 1345 alfa-cubebeno 9 ST 1,01
20 12 19,628 1368 1369 ciclosativeno 9 ST 1,01
21 13 19,730 1371 1374 alfa-copaeno 9 ST 1,01
22 14 20,006 1378 1387 alfa-isocomeno 9 ST 1,01
23 15 20,224 1383 1387 beta-cubebeno 9 ST 1,01
24 16 20,313 1386 1389 beta-elemeno 9 ST 1,01
25 17 20,729 1396 1407 beta-isocomeno 9 ST 1,01
26 18 21,304 1411 1417 (E)-beta-cariofileno 9 ST 1,01
27 19 21,697 1421 1430 beta-copaeno 9 ST 1,01
28 20 22,055 1430 1439 aromadendreno 9 ST 1,01
29 21 22,622 1444 1452 alfa-humuleno 9 ST 1,01
30 22 23,583 1469 1478 gama-muuroleno 9 ST 1,01
31 23 23,717 1473 1480 germacrenoD 9 ST 1,01
32 24 24,325 1488 1494 biciclogermacreno 9 ST 1,01
33 25 24,502 1493 1500 alfa-muroleno 9 ST 1,01
34 26 24,616 1496 1500 alfa-muroleno 9 ST 1,01
35 27 25,384 1516 1522 delta-cadineno 9 ST 1,01
36 28 25,464 1518 1529 kesane 12 SO 1,35
37 29 25,568 1521 1534 liguloxido 12 SO 1,35
38 30 27,366 1569 1577 espatulenol 11 SO 1,35
Figura 3. Planilha 5 — Andlise Qualitativa
Funges Caddigo FR estudo em triplicata, os dados de cada replicata devem ser transferi-
Monoterpenos 1 1,02 fios para as colunas D, H e L desta planilha (figura 1). E importante
" informar a massa de amostra pesada para o preparo da solugdo de
Monoterpenos aromaticos 2 - L . ~
, ) o andlise, nas c€lulas C7, G7 e K7. No exemplo, como a mesma solucdo
Alcoois monote rpeAnlcos 3 1,44 foi injetada em triplicata, a massa foi a mesma.
Cetonas monoterpénicas 4 1,44 Diversas formas de expressar o resultado podem ser calculadas
Eteres monoterpénicos 5 1,44 e a planilha de andlise quantitativa (Planilha 7), por comodidade,
Esteres monoterpénicos 6 1,21 inclui essas diferentes apresentacdes (Figura 5). Utilizando-se a
Epéxidos monoterpénicos 7 1.44 massa do padrdo interno (ou sua concentragdo) e os fatores de
P P resposta, calculados ou estimados, o resultado final da andlise
Fenodis monoterpénicos 8 - .

. pode ser expresso de forma relativa (percentual) ou absoluta. A
Sesqu!terpenos o 9 0,98 primeira € mais comum nos resultados de andlise do perfil de OE; a
S’equIterpenos aromaticos 10 0,98 segunda, nas andlises de contaminantes e componentes especificos
Alcoois sesquiterpénicos 11 1,31 (target analysis). As férmulas podem ser ajustadas para exibi¢ao
Cetonas sesquiterpénicas 12 1,31 do resultado com diferentes unidades, facilitando a comparagao
Eteres sesquiterpénicos 13 1,31 com dados da literatura. o ‘

Esteres sesquiterpénicos 14 1,31 Todos os valores fiesta plam.lha sdo automatlcament?, reC}lperad().s
. . - e/ou calculados a partir das planilhas precedentes. A partir daf as plani-
Epoxidos sesquiterpénicos 15 1,31

lhas seguintes do conjunto (Planilhas 8,9, 10 e 11) também sdo preen-
chidas automaticamente, e o usudrio ird selecionar a planilha com a
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B C D E E G H I J K L
Pico Trl Areal FRR Alnorm Arealcor A1cornor Al % Alnorm% Alnorm cor% Absolutal
1 4,440 32,200 1,047 0,516 33,721 0,540 1,491 1,491 1,499 5857,092
2 5319 45900 1,047 0,736 48,068 0,770 2,125 2,125 2,136 8349,084
3 5,404 569,100 1,047 9,120 595,977 9,551 26,347 26,347 26,490 103517,729
4 5,734 24,800 1,047 0,397 25,971 0,416 1,148 1,148 1,154 4511,052
5 6,438 3,000 1,047 0,048 3,142 0,050 0,139 0,139 0,140 545,692
6 6,790 459,300 1,047 7,361 480,992 7,708 21,264 21,264 21,379 83545,410
7 7,699 5,200 1,047 0,083 5,446 0,087 0,241 0,241 0,242 945,866
8 11,939 11,100 1,478 0,178 16,411 0,263 0,514 0,514 0,729 2850,437
9 18,122 17,900 1,006 0,287 18,010 0,289 0,829 0,829 0,801 3128,276
10 18,277 7,000 1,006 0,112 7,043 0,113 0,324 0,324 0,313 1223,348
11 18,620 7,000 1,006 0,112 7,043 0,113 0,324 0,324 0,313 1223,348
12 19,628 26,600 1,006 0,426 26,764 0,429 1,231 1,231 1,190 4648,723
13 19,730 18,400 1,006 0,295 18,513 0,297 0,852 0,852 0,823 3215,658
14 20,006 29,400 1,006 0,471 29,581 0,474 1,361 1,361 1,315 5138,063
15 20,224 24,100 1,006 0,386 24,248 0,389 1,116 1,116 1,078 4211,813
16 20,313 23,700 1,006 0,380 23,846 0,382 1,097 1,097 1,060 4141,908
17 20,729 13,800 1,006 0,221 13,885 0,223 0,639 0,639 0,617 2411,744
18 21,304 80,900 1,006 1,296 81,398 1,304 3,745 3,745 3,618 14138,410
19 21,697 7,400 1,006 0,119 7,446 0,119 0,343 0,343 0,331 1293,254
20 22,055 11,400 1,006 0,183 11,470 0,184 0,528 0,528 0,510 1992,310
21 22,622 14,000 1,006 0,224 14,086 0,226 0,648 0,648 0,626 2446,696
22 23,583 6,900 1,006 0,111 6,943 0,111 0,319 0,319 0,309 1205,872
23 23,717 245,900 1,006 3,941 247,415 3,965 11,384 11,384 10,997 42974,475
24 24,325 367,900 1,006 5,896 370,166 5,932 17,032 17,032 16,453 64295,687
25 24,502 9,400 1,006 0,151 9,458 0,152 0,435 0,435 0,420 1642,782
26 24,616 6,100 1,006 0,098 6,138 0,098 0,282 0,282 0,273 1066,061
27 25,384 20,300 1,006 0,325 20,425 0,327 0,940 0,940 0,908 3547,710
28 25,464 19,600 1,350 0,314 26,460 0,424 0,907 0,907 1,176 4595,944
29 25,568 24,200 1,350 0,388 32,670 0,524 1,120 1,120 1,452 5674,585
30 27,366 27,500 1,350 0,441 37,125 0,595 1,273 1,273 1,650 6448,391
Figura 5. Planilha 7 — Quantitativa (parte)
forma de apresentacio de resultados que lhe for mais conveniente. AGRADECIMENTOS

Para a andlise de 6leos essenciais e de constituintes de fracdes
volateis, a recomendacdo da IOFI (International Organization of
the Flavor Industry) € que se use preferencialmente a quantificagdo
absoluta ou, no minimo, a quantificagio por area normalizada e cor-
rigida.** Esses valores correspondem aos dados das colunas L e K
da Planilha 7, respectivamente. Quando ndo se dispuser de padrdes
para o cdlculo dos fatores de resposta, fatores tedricos (preditivos)
devem ser usados.?

CONCLUSAO

Com a utilizacdo do conjunto de planilhas ha redu¢do no tempo
necessario para o tratamento dos dados cromatograficos. Os resulta-
dos sdo apresentados de forma mais organizada e, com a redugdo da
necessidade de se copiar dados, os erros de transcri¢ao sdo também
reduzidos. As planilhas sdo facilmente editdveis e a elas podem ser
incorporadas informacdes adicionais das amostras, logotipos e sim-
bolos, férmulas quimicas e outros detalhamentos.

MATERIAL SUPLEMENTAR
O conjunto de planilhas para cdlculo quantitavo e qualitativo

utiliza neste trabalho estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.
br, na forma de arquivo Excel®, com acesso livre.

E.G.B. e H.R.B. agradecem ao CNPq por concessdo de bolsas
PIBIC e PQ, respectivamente.
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