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RESUMO

Estudou-se a classificagio tentativa de o6leos essenciais por meio de métodos de
reconhecimento de padrdes aplicados a dados de cromatografia gasosa de alta resolucio. Os dados
utilizados foram os Indices de Retengao Modificados segundo Kratz & Van Den Dool (IRM) ¢ as

areas de picos representativos dos cromatogramas de cinquenta e trés oleos.

Trinta e oito éleos foram selecionados para constitui¢io do conjunto de treinamento, que foi
tratado por analise de componentes principais (PCA) e calculos de valores de Distincia e
Similaridade, resultando no agrupamento de trinta olcos em seis categorias. Apos escalonamento dos
dados pelo programa SCAL, os oito 6leos restantes foram alocados pelo programa SIMCA nas
categorias definidas e as alocagdes foram confirmadas pelo programa KNN. Os demais quinze oleos,
considerados como conjunto de teste, foram alocados nas seis categorias definidas para o conjunto

de treinamento apds tratamento pelo mesmo procedimento.

A coeréncia das classificagdes foi verificada utilizando-se dados da literatura sobre os
constituintes dos oleos essenciais utilizados. Os espectros de massas, obtidos por cromatografia
gasosa-espectrometnia de massas (CG-EM), para componentes de cinco oleos representativos dos
agrupamentos definidos quimiometricamente, confirmou a presenca de constituintes citados na

literatura.

Os agrupamentos coerentes para os cinquenta e trés dleos essenciais demonstra que a
sistematica de tratamento quimiométrico de dados cromatogrificos ¢ potencialmente util como

método de pré-especiagio para classificagdes.
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ABSTRACT

A study was undertaken to develop a method for the classification of fifty-three essential oils
using data obtained with high resolution gas chromatography and data analysis through pattern
recognition. Fifty-three essential oils and a mixture of eleven n-alkanes were chromatographed for
the calculation of the Kratz and Van Den Dool Modified Retention Indices (MRI) of fifteen
chromatographic peaks of each essential oil. The MRI and the areas of the chromatographic peaks
were used as the classification parameters that were computationally treated by chemometric

methods.

In a first approach, a principal components analysis (PCA) was applied to thirty-eight of the
oils and thirty oils were grouped into six categorics by similarity (e.g. the citric oils belonging to a
same group). The remaining eight oils were also grouped among the pre-determined categories with
the use of the programs Soft Independent Modeling of Class Analogies (SIMCA) and K-Nearest
Neighbor (KNN). Consequently these thirty-eight oils were considered as the training set for the
chemometric studies. The same chemometric programs were then applied to the test set make up of

the remaining fifteen oils which were grouped amongst the same six categories as the training set.

The coherence of the chemometric classification of the studied essential vils was accessed by
means of a literature search that revealed that for most cases the oils in each category are expected
to have common chemical components. For five essential oils some of the expected chemical
components were confirmed after their analysis by gas chromatography-mass spectrometry. Thus,
due to the coherence observed within the groupings generated for the 53 essential oils studied it may
be concluded that the classification methodology employed may successfully be exploited as an

auxiliary speciation tool in the analysis of essential oils.



I- INTRODUCAO E OBJETIVOS,

L1~ Introdugio.

Os propositos da analise de dleos essenciais sio numerosos; por exemplo, pode-se
querer estabelecer a composicio quimica parcial ou completa dos 6leos ou testar suas qualidades e
purezas, ou determinar as quantidades de certos de seus componentes e etc!. A cromatografia
gasosa de alta resolucdo tem sido usada com exito em muitos destes casos, pela capacidade de
resolugio das amostras cromatograficamente complexas que sdo os dleos essenciais.

Entre as amostras "cromatograficamente complexas” encontram-se as que apresentam
muitos picos e que, por isto, demandam realizar muitos ensaios para otimizar a resolugio,
objetivando tempos de analise curtos e obtencgio de dados que permitam identificar e quantificar os
componentes da amostral”. Esta tarefa, que esta longe de ser trivial, inclui o uso de programacio da
temperatura da coluna cromatografica, para discriminar compostos cujos comporiamentos
cromatograficos ndo séo muito diferentes. A programagiio da temperatura é necesséria para analise
dos oleos essenciais, que sdo misturas de muitos componentes ' Também ¢ importante para
analise de Oleos essenciais o uso de colunas cromatograficas de altas resolugdes - tipicamente as
colunas capilares ! Qutro auxilio importante € a adequagdo da seletividade (escolha da fase
estaciondria), pois os oleos essenciais podem ter componentes de polaridades e, consequentemente,
comportamentos cromatograficos bastante variados™ .

O detector mais utilizado para a analise dos oOleos essenciais ¢ o detector por
ioniza¢do em chama, que € universal para compostos organicos, Utilizando-se um detector universal,
o parametro cromatografico fundamental de “identificagiio tentativa” ¢ o tempo, ou volume, de
retencdo. O tempo de reten¢do € um pardmetro sujeito a incertezas devidas a varios fatores
experimentais, entre eles a temperatura da coluna ¢ a vaziio do gas de arraste. Uma das formas de
minimizar os problemas de repetibilidade do tempo de retengdo é expressa-lo de forma relativa 2 um
ou mais solutos de referéncia, como pelo Sistema de Indice de Retengdo de Kovats'™ No sistema
de Kovits os Indices de Retengiio sio baseados nos nimeros de atomos de carbono dos compostos,
porque sio interpolados entre os indices conhecidos de hidrocarbonetos de cadeia aberta e
saturados, de séries homologas, que sio cromatografados nas mesmas condigdes da amostra. Os
Indices de Kovats sio definidos para separacio cromatografica isotérmica 'V,

O desenvolvimento da quimica analitica tem sido caracterizado por uma consideravel
interagio com outros ramos da ciéncia '\ como é o caso do uso combinado de tdcnicas
cromatograficas com métodos estatisticos de quimiometria. Alguns exemplos de tais aplicagdes sio:
classifica¢des de dleos essenciais de acordo com o grau de maturidade dos frutos ! identificagiio de
oleos essenciais em perfumes!”, classificagio de petréleo de acordo com sua origem ') analise de
petrdleo de acordo com seus componentes ' | Esta associagio de cromatografia com métodos
quimiomeétricos foi utilizada neste trabalho com o propésito de classificagio de oleos essenciais, por
agrupamento dos mesmos em categorias que revelassem similaridades coerentes, como a presenga de
componentes quimicos comuns aos oleos agrupados.
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Os estudos foram desenvolvidos com 53 Oleos essenciais. O parimeiro
cromatogrifico que foi utilizade nos ensaios de classificagio é baseado no Sistema de Indice de
Retengdo Modificado (IRM), desenvolvidos para calculos de retengdo obtidos com temperatura
programada do forno da coluna (Kratz & Van Den Dool '), o que foi utilizado para as analises
cromatograficas deste trabatho.

Apos realizar os ensaios para definicio das condigdes analiticas e os trabalhos de
caracterizagdo do cromatografo, que foi adaptado para uso com colunas capilares, os 53 dleos e os
hidrocarbonetos homélogos do sistema de referéncia foram cromatografados, os IRM foram
calculados e classificagdes tentativas foram realizadas utilizando-se o método quimiométrico de
reconhecimento de padrdes ' '* 1 que, em sua aplicagio quimica, utiliza um conjunto de amostras
de diferentes categorias (amostras tendo uma mesma propriedade) e medidas feitas nas amostras. E
possivel encontrar e/ou predizer propriedades das amostras que ndo sejam diretamente medidas. O
termo propriedade pode se referir a cheiro, reatividade ou efeito carcinogénico de amostras ', As
amosiras com categorias conhecidas pertencem ao conjunto chamado de treinamento ou de
referéncia, do qual informagdes sdo extraidas para tornar possivel a classificagio de novos objetos,
chamadas de conjunto de teste, com base nas mesmas medidas feitas para estes objetos. Em algumas
aplicagGes, estas informagdes &0 usadas para classificar um conjunto de objetos adicionais, onde se
conhecem as medidas, mas as categorias ndo sio conhecidas 'l

Os resultados sugeriram a necessidade de estudos de rejeicdo de resultados, por causa
de variagdes dos IRM, para o que foram realizados varios ensaios com métodos estatisticos. Os
resultados da reaplicagdo do meétodo de reconhecimento de padrdes aos TRM ndo rejeitados,
confirmou a utilidade deste procedimento. Foi feita também uma classificagio prévia dos oéleos
utitizando planilhas eletronicas para calculo de valores de Distincia e Similaridade entre os oleos,
para posterior analise utihzando os métodos quimiométricos propriamente ditos.

L.2 - Objetivos.
Os objetivos deste trabalho foram:
a) Estudar a viabilidade de aplicagdo dos métodos de reconhecimento de padrdes para
classificacio de Oleos essenciais, com base na anélise por cromatografia gasosa, utilizando como

parametros cromatograficos os Indices de Retengdo Modificados {(IRM) ¢ as areas cromatograficas.

b) Estabelecer um conjunto de categorias para os oleos estudados que possa ser
usado para estabelecer se dleos essenciais de origem desconhecida pertencem a estas.

¢} Realizar identificacdes tentativas, através de recursos de CG-EM, de substincias
quimicas dos Oleos que sejam indicadoras do tipo de 6leo estudado.



1I- FUNDAMENTACAO DO TRABALHO
IL.1 - Oleos Essenciais

Sabe-se ha muitos séculos que as fragrancias de plantas estdo associadas com hquidos
volateis, que podem ser extraidos das folhas, frutos, flores e outras partes das plantas, Estes liquidos
sdo chamados de Oleos volateis, ou oleos essenciais Estes oleos foram primeiramente isolados
atraves de aquecimento brando e pressdo; por volta do século XVI, através de destilagio por arraste
de vapor. Atualmente, estes materiais sdo obtidos por extracio com solventes ',

Os oleos essenciais sdo utilizados na fabricagio de diversos produtos alimenticios
(bolos, doces, gelatinas, sorvetes ¢ etc), assim como em bebidas alcoolicas e nio-alcoolicas. Sio
também empregados em produtos farmacéuticos, logdes, perfumes, aguas de cheiro e produtos de
higiene pessoal em geral (pastas de dentes, sabonetes, etc) Os 6leos mais utilizados para estes fins

s30 0s Oleos essencias de limdo, laranja, bergamota, lima, lavanda, menta e alcaravia '

O interesse pela constitui¢do quimica dos oleos essenciais levou, no século XIX, &
constatagdao de que eles sdo formados por misturas complexas de compostos aciclicos, aliciclicos,
aromaticos e heterociclicos, abrangendo uma larga faixa de grupos funcionais e volatilidades ">
Existem similaridades entre os Oleos essenciais que possibilitam classificar seus componentes em
quatro grupos: a) o dos compostos contendo enxofte e nitrogénio, b) o dos compostos aromaticos;
c) o dos compostos ndo ramificados e de cadeia longa e d) o dos terpenos. De fato, o termo
terpendide € mais apropriado do que terpenos, por abranger substincias com grande variedade de
grupos funcionais, que est3o estruturalmente relacionados com os terpenos simples "'

Os terpendides formam um grupo extenso e de grande interesse quimico dentre os
produtos naturais. Eles sdo classificaveis, na base de unidades do composto isopreso, como
monoterpenoides (Ci), sesquiterpencides (C)s), diterpendides (Ca), sesterpendides (Cas),
triterpendides (Cap), tetraterpendides (ou carotendides) (Cyo) € politerpenodides (borracha) (>Cy) '™
Em 1887 Wallach propds a Regra do Isopreno para distinguir entre monoterpenos e sesquiterpenos,
sendo que em poucos anos a estrutura de muitos compostos ja era conhecida. Por exemplo: em 1893
foi definida a estrutura da cénfora por Bredt; a estrutura do a-pineno foi proposta por Wagner em
1894 ¢ a do citral em 1895 por Tiemann e Semmier. Barbier ¢ Bouveault sintetizaram pela primeira
vez o citral em 1896 e Thorpe, em 1904, sintetizou a canfora '’ A Regra do Isopreno diz que para
ser um terpendide, o composto deve ter um esqueleto de carbono composto de unidades de isopreno
(ou isopentano) ligadas na forma cabeca-cauda. No entanto, existem substincias que, por origem e
estrutura devem ser classificadas como terpendides, apesar de nio terem os nimeros de carbonos
multiplos de 5, isto €, que ndo sdo formadas por unidades de isopentano. A existéncia desses
terpendides ndo-isoprendides ¢ explicada pela Regra do Isopreno Biogenético (1953)7), segundo a
qual tais substincias sdo formadas nas plantas a partir de precursores isoprendides, pela remogdo ou
adigdo de um ou mais segmentos, ou por um rearranjo molecular, ou pela combinagio desses
processos ¥ Atualmente é sabido que os terpendides ndo se formam na Natureza a partir do
isopreno (nunca encontrado como produto natural), o precursor dos terpendides ¢ o acido
mevalbnico, um composto isolado em 1956 %,



IL2 - Analise Cromatografica de misturas complexas.

Para a analise cromatografica de amostras cujos componentes possuem uma larga
faixa de pontos de ebulicio deve-se utilizar programagio de temperatura, isto ¢, a mudanga
controlada de temperatura da coluna durante a analise. A programagdo de temperatura ¢ utilizada
para simplificar e/ou acelerar & separagdo, que € condigdo basica para quantificagio e identificagdo
dos componentes da amostra. Na analise de dleos essenciais € necessario iniciar com temperaturas
baixas, para separar os componentes volateis, que sio aumentadas controladamente para a separagio
dos componentes de pontos de ebuligio mais elevados .

Na analise de 6leos essenciais o detector por ionizagdo em chama (DIC) é o mais
usado, porque responde a todos os compostos orginicos com alta sensibilidade e ¢ muito estavel,
sendo insensivel a mudangas de vazio, press3o ou temperatura. Por isto o DIC requer poucos ajustes
antes de sua utilizagio ", o que o torna altamente conveniente para analises em quc nao existe
interesse de discriminar picos por seletividade ou sensibilidade de detecgio.

A cromatografia gasosa de alta resolugdo €, atualmente, o método mais indicado para
a separagdo dos componentes das misturas complexas, como os Oleos essenciais, devido as altas
eficiéncias tipicas desta técnica "> A eficiéncia de separagdo das substincias presentes em uma
amostra ¢ medida em termos de numero de pratos tedricos, que corresponde a uma etapa de
equilibrio do soluto entre a fase estacionaria e a fase mével. Quanto maior o nimero de pratos
te6ricos, maior serd a eficiéncia (picos mais estreitos) 'Y Van Deemter™™! desenvolveu uma equagio
(Equagio 11.1) que relaciona a altura equivalente a um prato tedrico, H, (que é a razio entre o
comprimento da coluna e o nimero de pratos tedricos) , a velocidade linear do gas de arraste, u, e
fatores que provocam o alargamento de picos, A, Be C:

H = A + Bu + Cu (equacgdoIL1)

onde u ¢é definido como sendo a razio entre o comprimento da coluna e o tempo gasto pela
passagem de um gas inerte através dela '

Também ¢ importante considerar o use de tipos diferentes de fases estacionarias,
porque os Oleos essenciais podem ser nio-polares e polares. Oleos nfio-polares sio aqueles em que a
quantidade de mono e sesquiterpenos € maior que 80% em relagio aos outros componentes e os
oleos polares aqueles em que predominam compostos oxigenados ')

I1.3 - Métedos Quimiométricos

Os recursos dos métodos computacionats que incorporam as técnicas instrumentais
modernas, facilitam o tratamento de dados matematicos e estatisticos, para relacionar os sinais
obtidos com os resultados desejados. Muita énfase tem sido dada aos Sistemas de Analise
Multivariada que, por permitirem processar e correlacionar muitas vartaveis simultaneamente, sio
muito poderosos para a interpretagio dos dados e aquisigio do maximo de informagdes sobre o
sistema analitico!!!]
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A guimiometria € a parte da quimica que utiliza métodos matematicos e estatisticos
para definir ou selecionar as condigBes Otimas de medidas e experiéncias e, também, permitir a
obtengio do maximo de informagdes a partir da analise de dados quimicos. Aplicagdes de métodos
quimiométricos, como simplex e reconhecimento de padrdes, para avaliagio qualitativa ¢
quantitativa de cromatogramas de misturas complexas, tem sido estudadas "'/,

De maneira geral, o conjunto de dados quimicos (em nosso caso, cromatograficos)
consiste de n objetos, descritos por p varidveis. Os objetos quimicos tipicos sdo amostras analisadas
(no nosso caso, os Oleos essenciais) e as varidveis sfio as medidas efetuadas sobre os constituintes
quimicos dos objetos {por exemplo as alturas de picos cromatograficos, as concentragbes de
componentes, etc). Um aspecto importante € que as medidas (varidveis) efetuadas sobre as amostras
{objetos) devem ser do mesmo tipo para todos os objetos .

O conjunto de dados pode ser representado na forma de uma matriz com n linhas e p
colunas, figura I1.1, onde cada elemento da matriz, X,;, representa o valor da i-ésima variavel para o
k-ésimo objeto.

1 2 1 p
1 Xn Xl 2 X X 1p
2 X X» Xo Xop
k X1 Xy Xo Xio
n an Xng an ........ an

Figura I1.1: Matriz de dados. O elemento Xy corresponde ao valor da variavel | para a amostra k.

A medida de Similaridade constitui uma grandeza fundamental nos métodos de
reconhecimento de padrdes. Para se obter uma estimativa da semelhanga entre dois pontos k € j no
espago p basta caleular a Distdncta euclidiana simples entre eles definida pela equagio I1.2.

P
dg =12 (x - x)° 1" (equagio 11.2)
i=1
onde o somatorio ¢ feito sobre as p medidas Considera-se que quanto menor a Distdncia entre os
pontos, maior a Similaridade entre as amostras representadas por eles. A similaridade ¢
convenientemente definida pela equagio 1.3

S = 1 - dig/ {dig)mee (equacio I11.3)
onde (dihix € a maior distincia entre dois pontos quaisquer no espago p-dimensional. Para

objetos 1dénticos Si; =1, enquanto que S, =0 corresponde a dois pontos separados pela maior
distancia constatada no conjunto estudado ™',
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Na andlise de reconhecimento de padrdes em termos de modelos de classe
(categorias), admite-se que os objetos situados em uma mesma classe sejam similares. Chama-se
comjunto de treinamento os objetos que formam a classe de mesma similaridade e de conjunto de
teste aqueles que serdo classificados, sendo ajustados para todos os modelos de classe ja
parametrizados e classificados de acordo com o modelo que melhor os ajusta. A possibilidade de que
o objeto néio classificado nio se ajuste a nenhum dos modelos de classe previamente estabelecidos
ndo deve ser descartada ['”

IL.3.1 - Método de Anilise de Componentes Principais

Entre os métodos de reconhecimento de padrdes convém distinguir 0 método de
Anilise de Componentes Principais (PCA) dos métodos de classificagio. A finalidade do PCA ¢
gerar novas variaveis (chamadas de componentes principais) a partir das variaveis originais, entio as
novas varaveis 20 usadas para analisar os dados por meio de algum tipo de projegio geométrica ou
representagdo. Os dados originais sdo algumas vezes redundantes, porque contém varias correlagdes
entre as variaveis e entre objetos. Em PCA as novas varidveis sio calculadas levando em conta as
correlagdes presentes nos dados, mas elas mesmas nio sio correlacionadas entre si. Com isso, a
estrutura dos dados torna-se aparente no espago destas novas variaveis, podendo ser mais facilmente
interpretada ') Por outro lado, a finalidade dos métodos de classificagdo € desenvolver regras de
decisdo ou fungdes de classificagdo ''"). Desta forma, pode-se concluir que o PCA tem o poder de
estimar a estrutura da correlagio existente entre variaveis. O PCA foi introduzido na quimica por
Malinowski em 1960"" e a partir de 1970 um grande nimero de trabalhos sobre aplicagdes quimicas
foram publicados, principatmente por Kowalski™. Em geral quase todas as matrizes de dados
podem ser simplificadas por PCA, desde que estejam devidamente escalonadas.

H.3.2 - Métodos de Classificacio

Um método de reconhecimento de padrdes baseia-se em componentes (estatisticos)
principais tipicos de classes de objetos. Novos objetos sio probabilisticamente classificados de
acordo com seus ajustes (e separados pela falta de ajuste) aos modelos de classe!'?. Esta é a base do
método SIMCA ("Soft Independent Modeling of Class Analogies"), que apresenta notaveis
vantagens em relagdo a metodos de classificagio como a Andlise de Discriminante Linear (LDA), a
Maquina de Aprendizagem Linear (LILM) e a Regra do Vizinho mais Proximo (KNN). Um titulo
mais descritivo para o SIMCA seria "Modelos Independentes de Similaridade Utilizando
Componentes Principais".

No método SIMCA os dados do conjunto de treinamento sfo utilizados para
determinar o0 modelo de cada categoria. Para a determinagio do numero apropriado de componentes
principais para cada categoria pode-se utilizar técnicas de "Cross Validation”, sendo que o numero
de componentes necessarios para descrever os dados pode variar de uma categoria para a outra,
dependendo do grau de complexidade da estrutura dos dados em cada caso. O modelo aplicado a
cada categoria € totalmente independente dos modelos das outras. O SIMCA ¢ capaz de localizar
quando um ponto referente a uma amostra ndo pertence a nenhuma das categorias classificadas,
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indicando-o como um ponto deslocado, ou anémalo ("outlier"), ou membro potencial de uma
categoria ainda nao definida. O SIMCA pode ser empregado em casos onde o numero de amostras,

n, ¢ bem menor que o de variaveis, p (23}

Convem salientar outro metodo de classificagdo, o KNN (K-Nearest Neighbor), que
geralmente ¢ utilizado como um método complementar, para confirmar as classificagdes realizadas
pelo SIMCA. No KNN utiliza-se um conjunto de treinamente para distribuir os pontos entre as
classes, sendo cada ponto classificado na mesma categoria do seu vizinho mais proximo. E
interessante utilizar mais do que¢ um vizinho mais proximo, pelo gue as rotinas de classificagio dos
programas de computador determinam normalmente o "K vizinho mais proximo" com onde K
variando de 1 a 10. O KNN nio é capaz de sugerir que uma amostra possa pertencer a uma
categoria ainda nfio definida. Este método é um exemplo de modelo de simiiaridade, onde as
amostras do conjunto de treinamento mais similares a amostra em estudo servem como referéncia
para sua classificagdo '\

11.4 - Sistema de indices de Retencao

Em cromatografia expressar os dados de retengiio ndo € trivial, porque estes sdo
muito dependentes de condigdes operacionais. Varios sistemas foram desenvolvidos, sendo um dos
mais logicos para generalizar os dados de retengdo o de expressa-los em uma escala de indices de
retengdo, proposto pela primeira vez por E. Kovats ** em 1958.

O indice de Retengdo de Kovats expressa a retengdo da substincia de interesse em
uma escala uniforme, determinada por uma série de substincias padrio, que sio hidrocarbonetos
normais e saturados (aqui denominados como "mistura de referéncia") A quantidade de carbonos de
cada um dos hidrocarbonetos da mistura é multiplicada por 100 e uma escala logaritmica ¢ utilizada
no calculo do indice de retengio, porque, quando se opera em temperaturas isotérmicas do forno da
coluna®™’, o logaritmo do tempo de retengdo ajustado de hidrocarbonetos normais aumenta
linearmente com o comprimento da cadeia (equagio I1.4). O Indice de Retengio de Kovats funciona
bastante bem para temperaturas isotérmicas do forno. Ele ¢ utilizado para adequar de uma maneira
uniforme os dados cromatograficos (tempos de retengio) para todos os cromatogramas,
possibilitando uma comparagio entre os dados extraidos de cada anilise diiria, desconsiderando
assim, variagdes nas vazdes do aparetho, temperaturas, ajuste de sinal e etc.

O indice de retengdo de Kovats pode ser determinado pelo grafico do numero de
atomos de carbono de alcanos saturados normais versus o logaritmo dos tempos de retengio
ajustados destes alcanos, ou com a equagio 11.4 "

log t,, ~logt,,
log [!'a(:n) - IOg t}.!z

I =100z+100 (equagdo 11.4)

onde, z = numero de atomos de carbono de cada alcano normal da mistura; t'x, € t'rp-)y = tempos
de retengdo ajustados dos alcanos normais; t', = tempo de retengdo ajustado do composto X (t'yy €
sempre intermediario a t'y, € t'rp-1)).
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Quando se trabalha com programagdo de temperatura a escala logaritmica nfo ¢
obedecida, mas um tratamento similar ao de Kovats pode ser usado, pelo uso na equagdo II.4 dos
valores de t' (tempo de reten¢do ajustado), ao invés de seus logaritmos. Segundo a definicdo, t'g €
calculado subtraindo-se o tempo de retengio de uma substincia de interesse do tempo de retengdo

[ Esta modificagio para temperatura
10}

de uma substincia ndo retida pela fase estacionaria
programada, que for proposta por H. Van Den Dool e P. Dec. Kratz V™ em 1962, sera citada neste
trabalho como Sistema de Indices de Retengio Modificado, 1IRM, (segundo Kratz ¢ Van Den
Dool).

I1.5 - Cromatografia Gasosa Combinada com Espectrometria de Massas.

A combinagio de cromatografia gasosa com detecgdo por espectrOmetro de
massas (CG-EM) facilita sobremaneira a analise qualitativa de¢ misturas complexas, cxigindo
quantidades razoavelmente pequenas da mistura (amostra) para a analise %,

Na indisponibilidade de detectores que como o EM, fornec:m informagdes estruturais
da amostra, a analise qualitativa por CG limita-se essencialmente ao uso do tempo de retengdo de
uma substancia desconhecida e, por isto, é extremamente limitada. Uma outra limitagio é que
qualquer indice de reteng¢@o ndo € univoco para um dado composto; ou ainda pode-se afirmar que o
indice de retengdo ¢ um dado extremamente pobre para sugerir a0 quimico qual o padrie para
comparacio com sua amostra.

De muitos instrumentos analiticos, CG-EM oferece o6tima combinagio de
compatibilidade, sensibilidade e especificidade dos dados; infelizmente € caro e necessita de técnico
especializado para opera-lo **!

Uma grande dificuldade da combinagdo CG-EM ¢ a diferenga de pressio na operagio
dos aparelhos, pois 0 CG ¢ operado a pressao atmosférica ambiente {760 torr), enquanto que o EM
opera a baixas pressdes (10 - 10® torr). Com isto, o sistema de interface deve reduzir a pressio do
gés de arraste e introduzir uma fragiio consideravel da amostra organica ao EM®.

O funcionamento de um EM pode ser descrito, resumidamente, da seguinte forma: a
substancia de interesse é bombardeada com um feixe de elétrons, ocorrendo sua fragmentacio na
forma de ions positivos. Estes ions possuem relagdo massa/carga (m/z) especifica. Sdo entdo
direcionados ao analisador de massas onde, devido & diferenga na relagio m/z, sio diferentemente
acelerados e com isto separados. Existem muitos aceleradores de massas: quadrupolo, focalizagdo
simples, focaliza¢do dupla, etc. A fungio do detector é coletar os ions e amplificar o sinal gerado por
¢les, geralmente utilizando um muitiplicador de elétrons. O registro de sinais € chamado de espectro
de massas. A intensidade do sinal é proporcicnal a quantidade de ions formados. Outra informagio
importante obtida através do espectro de massas ¢ a massa da molécula e as massas de seus
fragmentos (m/z, onde geralmente a carga ¢ igual a 1)#7 %,

A informagdo sobre o valor m/z pode ser transformada em informagdo estrutural a
partir de estudos sobre mecanismos de fragmentagdo de classes de compostost*™***!



IT - TRABALHOS PREVIOS A ANALISE DE OLEOS ESSENCIAIS.

IfL.1 - Adaptacio e Operacionalizagio do Cromatégrafo PU-104 para uso do DIC com
Colunas Capilares " Megabore".

Foi utilizado um cromatografo Pye Unicam, modelo PU-104 (1971) para uso com
colunas empacotadas, equipado com detector por ionizagdo em chama (DIC). Foram feitas
adaptagdes para a instalagio de coluna capilar "megabore" de 0,53 mm de didmetro interno. Foram
projetados e construidos conectores de latdo na oficina mecénica do IQ; um deles conecta a coluna
no injetor do cromatoégrafo, permitindo injegdo "on column"; o outro liga a coluna ao DIC. As
linhas de gases do cromatografo (hidrogénio, ar comprimido e hélio) tiveram que ser refeitas. Q
aparelho tinha problemas no sistema de aquecimento do forno do detector, que foi solucionado
ligando-se a manta de aquecimento do cromatografo a um varivolt. Para fazer a aquisicio de dados
do DIC com o sistema de aquisigdo de dados cromatograficos LECROM (software desenvnhidg no
grupo de pesquisa™), foi utilizado para ampliagio dos sinais um eletrometro Tye-Unicam 12306,
que tem uma saida de sinal na faixa de 0 a 10 V, adequada para alimentagio de um conversor
analogico digital (ADC). Pequenos trabalhos, como refazer o cabo coaxial de conexdo cntre o
eletrdmetro e o cartdio ADC, também foram necessarios. Foi instalado um "sistema de cargas” na
alimentac¢do das valvulas controladoras, para aumentar a resisténcia i passagem dos gases € permitir
contrfle das vazbes na faixa de 5 a 10 mi/min, necessarias para opera¢ao com as colunas capilares de
0,53 mm de didmetro interno.

IL2 - Calibragées do Cromatégrafo.

Curvas de temperatura versus tempo de aquecimento foram levantadas para a
verificacdo do funcionamento dos médulos de controle de temperatura do cromatograto. Houve a
constatagdo de flutuagdes despreziveis da temperatura com o tempo, o que indicou bom
funcionamento desses modulos de controle. Foram obtidos dados de calibragio de pressio versus
vazdo (figuras ITI.1, 112 e IIL3) para os gases do detector e 0 gas de arraste, respectivamente
hidrogénio, ar comprimido e hélio. Os termopares sensores de temperatura do cromatografo foram
calibrados. Foi constatada variagdo da vazio do gas de arraste durante o aquecimento do forno por
programacio de temperatura, que foi minimizada com a instalacio das cargas ja referidas no item
1.1, Com as cargas foi possivel controlar as vazdes em torno de 5 ml.min”, mas nfio se conseguiu
um controle satisfatorio para as vazdes de 1-2 mi.min™.
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Figura III.3 - Calibragdo da Alimenta¢do de Heélio do Cromatégrafo: Curva de Vazdo versus
Pressio.

1113 - Teste de Desempenho do Cromatégrafo.

O desempenho do cromatografo foi testado com o levantamento de curvas de
van Deemter, utilizando-se como sistemas de teste compostos orginicos de diversas fungdes
orgénicas e com pontos de ebulicdo em faixas proximas das esperadas para os Oleos essenciais. Para
calcular as eficiéncias otimizadas e plotar as curvas de van Deemter foi desenvolvido um programa,
na planilha eletrénica Quattro-pro (apéndice A), a partir de um programa escrito em Turbo Pascal™'!
A plamiha calcula, a partir da altura equivalente de um prato, H, e correspondente velocidade linear
do gas de arraste, u, os coeficientes A, B e C da equagdo II 1, assim como a velocidade do gas de
arraste para 0 maximo de eficiéncia, u., , equagéo II1.1.

U =(B/CH'Y (equagdo I11.1)

Os compostos utilizados, seus pontos de ebuligdo e as vazdes dtimas estabelecidas
estdio na Tabela 1.1



compostos FE/°C abreviacio Uy (CII5) vardes { ml/ mm }
1s00ctano 58-9% 80 13,5 1.83
éter dusopropiico H8-6% ETH 16,3 215
undecano 194 IND 178 2,95
toluens {in TOL 179 237
herzaldeido 179 BZL 12,5 1,65
alcon] benzilico 205 BCL 142 1,83

Tabela 1111 - Vazdes atmas para o mammo de eficiBneia cromatograbea estabelecidas para os
compnstos de teste

a - Condigdes cromatogréficas: 13 Temperaturas: Detector = 130°C para 130, ETH & TOL; 280°C para UND, 300°C
para BOL e BZL, Injetor = 120°C para IS0, ETH e TOL, 280°C para UND; 300°C para BOL e BZL; Coluna = 85°C
para IS0, ETH e TOL, 170° C para UND, 300°C para BOL ¢ BZL. ¥) Vazdes: ludrogénio=210 mlx min; ar= 350 ml x
min”’ . 3) Coluna cromatogréfica: LM-1 (metdl silicone), 25 metros de comprmento, 0,53 mm de didmetso interno,
espessura de fitme igual 0 20 pm.

Ohbservou-se comportaments adequado do aparetho para todas 0z compostos testados,
pOIs suas curvas apresentaram 0 formate esperado, mostrado na figura 1113 Assirn, concluni-se que o
aparelhn apresentava um hom desempenho para analize de compostos similares aes esperados em
dlens essenciais. Mo apéndice B deste trabatho encontram-se o5 graficos das curvas de Van Deemter
para henzaldeidn, éter dusapropiico, 1sooctann, tolueno & wndecans
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Figura I11.4 - Curva de Van Deemter para o Alcool Benzhco.

s resultados da tabela 1111 sugerem que é muto dificd estabelecer uma vazfo dhma
de gas de arraste que otimize a eficiéncia cromatografica para os diversos componentes de cada dleo
essenclal, pots as vazdes Atimas variam corg 05 compostos.
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Na literatura € sugerido que em colunas com didmetro interno de 0,53 mm sejam
utilizadas vazées do gas de arraste em tormo de 5 mi.min™*) Apés estudos realizados com solugdes
de alguns dos dleos essenciais disponiveis, optou-s¢ pela vazio de 5 mimin®, como forma de
adequar o compromisso entre resolugio dos picos cromatograficos € tempo de duragdo dos
cromatogramas.

IV - ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA E TRATAMENTO DOS DADOS
PARA O CALCULO DOS INDICES DE RETENCAQ MODIFICADOS.
IV.1 - Analise Cromatografica.

Os 53 oleos essencials analisados e agrupados neste trabalho sfo os seguintes, em
ordem alfabeética;

- 6leo de alcaravia - oleo de lavandin ordinario
- 0leo de alecrim - 6leo de lemongrass

- 6leo de alfazema - Oleo de levitico

- dleo de aniz - Oleo de lima

- leo de artemisia - Oleo de lim3o

- 0leo de aspic - oleo de louro

- Oleo de bay - 0leo de menta arvensis

- 0leo de bergamota - 6leo de menta piperita

- 0leo de cananga - 0leo de menta spearmint
- 0leo de canela - dleo de neroli

- oleo de caneleiro (folhas) - 6leo de noz moscada

- oleo de cedro - Oleo de orégano

- 0leo de cedro (folhas) - 0leo de patchouli

- oleo de cistus - dleo de pau rosa

- 0leo de conandro - 6leo de pinho siberiano
- 0leo de cravo bruto - 0leo de rosa

- 0leo de eucalipto - oleo de salvia

- Oleo de galbano - oleo de salvia oficinale

- 6leo de gerdnio algerian - 6leo de sandalo

- 6leo de geranio da Africa - Oleo de sandalo mysore
- 6leo de gomenol - 0leo de sassafras

- 6leo de hortela - oleo de tagete

- leo de laranja - 6lco de tomitho branco
- Oleo de lavanda - 0leo de tomilho vermetho
- 6leo de lavandin abrialis - Oleo de vetiver bourbon
- 6leo de lavandin absoluto - oleo de ylang ylang

- 6leo de lavandin grosso

Os testes para estabelecer as condigdes de andlise cromatografica dos oleos foram
baseados nos oGleos de laranja, neroli, patchouli € menta arvensis. Como estes quatro dleos possuem
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grandes quantidades de compostos de tempos de retengdo bastante variados, as condicdes
cromatograficas (tabela TV.1) estabelecidas para eles foram tomadas como adequadas para os
demais.

inicial 80°C
coluna final 300°C
temperaturas taxa de aquecimento 6°C / min
injetor 280°C
detector ° 300°C
fase estacionaria 1.M-1(metil silicone)
coluna * comprimento 25 metros
didmetro interno 0,53 mm
didmetro do fiime 2.0 um
hidrogénio 30 mi / min.
vazdes ar comprimido 350 ml / min.
helio {arraste) 5 ml / min.
volume de injegdo 0,1 1d

Tabela IV 1 - CondigBes cromatograficas utilizadas para a analise dos 53 dleos essenciais.

a - Coluna LM-1 - S, Carlos - S.P.

b - Outros detalhes cromatograficos: condicionamento do sinal foi realizado por um eletrometro Pve Wide Range
Amplifier (Pye Unicam Ltd.) conectado ao conversor A/D de 12 bit DACA (IBM Corp.. Boca Raton. FL). com taxa dc
aquisi¢do de 18 clcmentos de sinal.s” : cromatogramas coletados com o programa LECROM ! ¢ analisados pelo
programa ANAS.PAS. com os seguintes pardmetros. limite minimo de inclinagio para detcegiio de picos: O mV/s;
largura minima para a confirmagao de pico: 0 s: filtro de ruido: média mével,

Foram preparadas solugbes etandlicas dos 53 dleos essenciais e da mistura de
referéncia, formada por onze hidrocarbonetos saturados normais; nonano, decano, undecano,
dodecano, tridecano, tetradecano, pentadecano, hexadecano, octadccano, eicosano e docosano. A
mistura de referéncia foi utilizada para o calculo dos Indices de Retengao Modificados {(IRM) dos
picos selecionados de cada cromatograma.

Todas as amostras foram injetadas em triplicata e devido a duragio dos
cromatogramas - em torno de 40 minutos para os hidrocarbonetos e de 25 a 30 minutos para os
6leos - por dia foram cromatografados dois éleos e uma mistura de referéncia.

IV.2 - Tratamento Estatistico dos Dados da Curva do Sistema de Indices de Retencio
Modificados (IRM).

Neste trabalho o ajuste do tempo de retengdo foi feito de duas maneiras
a)subtraindo-se de cada tempo de retengdio um "tempo morto”, obtido a partir da injegio de butano;
b)subtraindo-se de cada tempo de retengio o tempo de retengfo do etanol (solvente). Estes
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"pardmetros ajustados” foram simbolizados como t'r para o ajuste com 0 gas € ir,; para o ajuste
com o solvente,

TV.2.1 - Caleulo dos indices de Retencio Modificados (IRM).

Com a planilha eletrénica Excel 4.0 foram calculados os Indices de Retengdo
Moedificados (IRM) de 15 picos cromatograficos de cada oleo essencial. Os picos foram selecionados
apos inspegdo visual daqueles que seriam os mais distintos em cada cromatograma dos Oleos, para
que houvesse alocagdo dos oleos em agrupamentos' quando da aplicagio dos programas
quimiomeétricos?.

Para obter os Indices de Retenciio Modificados dos picos selecionados, foram
calculadas, para a "mistura de referéncia”, as equagdes das retas tr x 100nC € g,y x 100nC (nC € ©
nomero de atomos de carbono do hidrocarboneto, que multiplicado por 100 torna-se o IRM),
mostradas respectivamente nas figuras IV.1 e V.2, Os IRM dos 15 picos de cada dleo foram
interpolados com a equagdo da reta de t'z {ou tg,) em fungdo de IRM, arranjada na forma da
equacdo IV.1, na qual tz = t'r ou 1, a = coeficiente angular e b = coeficiente linear.

i, —

IRAM = (equagao IV.1)

25 1

v —-1152,76 + 1,526*100nC
r = 0,99983

tIR {100

Figura IV.1 - Curva da mistura de referéncia para calculo de Indices de Retengio Modificados dos
dleos utilizando o tempo de retengio ajustado com butano (t'r).

'Os critérios de selegdo dos picos s3o dicutidos no item V. 1.
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y = -1165.96 + 1.526*100nC
r = 0.99983

Figura 1V .2 - Curva da mistura de referéncia para calculo de Indices de Retencdo Modificados dos
oleos utilizando o tempo de retengdo ajustado (L, ) pelo solvente (etanot).

IV.2.2 - Método utilizado para rejeicio dos dados de retenciio da mistura de
referéncia, t'y € fxa.

Dados experimentais sa0 sujeitos a erros de vanas ongens, que podem resultar em
"outliers", ou valores andmaios, que devem ser removidos. Os andémalos podem ser estatisticamente
identificados por procedimentos adequados de tratamento dos dados %, destes procedimentos, os
métodos de estatistica robusta sio bastante adequados'’!. Para rejeigio dos IRM anémalos, que
poderiam interferir nos resultados deste trabatho, foi utilizado o teste de eliminagio de Huber, que ¢
um método de estatistica robustal>’~**"

A regra da eliminagio de Huber ¢ realizada da seguinte maneiral!: calcula-se a
mediana, Xmedian, d0s valores {(no caso os indices) da amostra, Xi,....X» ¢ 0s residuos, r=x; -
Xmedian; - --,fn = Xn = Xmedian . A S€gUIr 580 calculados os valores absolutos dos residuos, uy = rf,..., U, =
| 1a] € 2 mediana Umesian dOS residuos absolutos. Entdo sdo considerados andmalos todos os valores x;
que satisfizerem a condigio:

| Xi - Xmedian | = K Umedian

O pardmetro k € arbitrario, de forma que ¢é sugenido que ele seja escolhido apos
simulagdes com dados similares aos experimentais '**! e interpretagio da significincia das sucessivas
rejeigdes obtidas com os Gltimos. Estas simulagdes foram realizadas em planilha eletrénica Excel 4.0,
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sendo determinado o valor 3 para o parimetro k, pois forneceu uma diminuigic expressiva do
desvio padrio entre as triplicatas dos IRM calculados para a mistura de referéncia. Portanto, a regra
de elimnacio de Huber € uma estatistica que depende da participagio do expenmentalista, com a
sua expenéncia do sistema em cstudo.

Foram construidos graficos que mostram os imites de confianga (superior ¢ infenor)
do refendo teste, figura IV.3, indicando que para a mistura de referéncia, alguns valores de tempos
de retengao apustados pelo butano, encontram-se fora destes limites; porianto. eles sdo andémalos e
devem ser eliminados.

]
LA S
1.54 !
s ', 2
A '3
1.52 4
nmate supenor
|
150 E
a * 4
A L4 [ ]
. | & L ] - Y n
! = g bt »
1.48 a A
A - - 4 2
L ]
146 - lirs e inkqor
144 T T 7 T T T [ I
B [ [§] 12 11 16 18 X 22
nC

Figura 1V.3 - Grafico do Teste de Huber para rejeicao de dados das curvas da mistura de referéncia
para o calculo dos Indices de Retengic Modificados.

Os limites superiores ¢ nferiores da figura V.3 foram calculados utilizando a
EXPreSSA0 Xmedim T K Umedian. COmo sugenido pela figura IV.3, para aplicar o teste de Huber os
dados tem que ter grandezas similares. Como este ndo é o caso com os tempos de retencdo ajustados
(t'R ou tr,), estes foram reduzidos obtende-se os valores X; pela equacdo 1V .2, que ¢ outra forma
da equagiio das retas de tg,; = (100nC).

It'R.a:.'_,.' - b

10071 - (equagao I1V.2)
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IV.2.3 - Avaliacio dos dados de retencio e deteccio de problemas
instrumentais.

Os desvios padrdo das triplicatas dos dados de retengdo (IRM) obtidos por curvas
como as das figuras IV.1 e IV .2, revelaram-se muito elevados, mesmo apos a aplicagdo dos testes
estatisticos, a ponto de ndo se poder definir se grupos de valores referiam-se a uma tnica substancia.
Este problema, que pode ter diversas origens, era agravado pela grande concentra¢do de picos na
faixa de 7 a 17 minutos para a maioria dos 6leos. A sobreposi¢io de dois cromatogramas de dois
Oleos mostrada na figura IV 4 permite uma avaliagdo visual do problema.

!
{
Ii J
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Figura IV.4 - Comparagdo dos cromatogramas dos 6leos de Laranja e Geranio Algerian.

Uma primeira tentativa de contornar o problema foi a de aplicar filtragem de ruidos
sobre os dados cromatograficos originais - disponivel no software de analise de dados - na tentativa
de diminuir os desvios entre os tempos de retengéo, pois o uso adequado de filtros pode diminuir os
efeitos dos ruidos e tornar a alocagio dos tempos de retengdo mais consistente™. Os testes com
varias combinagdes de pardmetros de filtragem néo resultou em diminuig@o consideravel dos desvios
entre os tempos de retengdo e, consequentemente, entre os IRM. Uma segunda tentativa foi a de
calcular os Indices de Reten¢do Modificados (IRM) pela sua equagio de definigio (equagdo IV.3).

b ot
=100z +100 - Rx R‘? (equagdo 1IV.3)
Rz+1) Rz

onde: z=nimero de atomos de carbono de cada alcano normal da mistura; t'rx = tempo de retengdo
ajustado do composto x; t'r, € tre) = tempos de reten¢do ajustados de alcanos de cadeia normal,
sendo que t'rc € intermediario a t'r, € tre),



Para valores de IRM calculados desta forma toi adotada a representagdo L., e
comparados com os valores obtidos pelas interpolagdes nas retas, li,. No apéndice C sdo mostrados,
para oito dleos essenciais, 05 desvios padrio relativos (dpr) das triplicatas dos I e dos I, tanto
para tempos de retengdo ajustados pelo butano quanto para os ajustados pele etanol As
comparagdes entre estes valores basearam-se no critério de que, aos valores de dpr poderia ser
aplicado o teste t ¥ para se verificar s¢ 0s le © Ly, ndo diferem significativamente, ou seja, se sio
estatisticamente iguais.

A tarefa para estas comparagdes nao € simples, porque trata-se de estabelecer se, para
todos os picos de todos os oleos (15 X 53 = 795 picos), deve-se usar Loy ou Iy, além disto, convém
confirmar se o IRM deve ser baseado no tempo de retencdo ajustado pelo butano (t':) ou ajustado
pelo solvente (tz,)). Por isto foram selecionados oito oleos representativos do conjunto. Cada tabela
do apéndice C esta dividida em dois blocos, cada um com trés colunas, no bloco da esquerda estio
os valores de desvios padrio relativos das triplicatas dos L € dos L, com 0s tempos ajustados pelo
butano e no bloco da direita os correspondentes valores ajustados pelo solvente. Em cada bloco das
tabelas, nas primeira e segunda colunas estao, respectivamente, os dpr (Lac) € dpr (Iy,) € na terceira
coluna a diferenga porcentual entre os desvios padrio relativos das triplicatas de L. e Ly, ; estas
diferengas sdo representadas, respectivamente, como E% I{tk) para o bloco da esquerda e E%
I{t(r4j;} para o bloco da direita.

Como pode ser constatado por simples inspecdo visual das tabelas, os E%I(t'R) e
E%lI(traj)) oscilam substanciaimente entre 5 ¢ 10% nos picos com baixos valores de tempos de
retengdo € 45% ou mails nos picos com altos valores. A ndo linearidade nos pontos iniciais das
curvas do tipo das figuras IV.1 e IV.2 ¢é prevista™, explicando os valores obtidos entre 5 ¢ 10%,
Isto se deve ao fato da temperatura do injetor ser bastante alta para os compostos volateis, que
eluem primeiro, neste tipo de andlise. Submetendo os valores obtidos para os 8 Oleos ao teste de
Huber (detalhado no item 1V.2.2), todos os valores superiores a 6,6 (k=3) foram rejeitados. Existe
uma consisténcia nas rejeigdes, porque os E% I(tr) ¢ E% I(iry) sd30 rejeitados aos pares
correspondentes - por exemplo, para ¢ Oleo de Gerdnio Algerian os dois primeiros valores rejeitados,
10,7 % e 11,3 % correspondem ao mesmo pico cromatografico, o mesmo ocorrendo com os demais
oleos. Isto sugere que seria indiferente utilizar os IRM com base no tempo de retencdo ajustado pelo
butano ou os baseados no tempo de retengfio ajustado pelo solvente. O teste F bilateral™* descrito
abaixo confirma estatisticamente este fato. Portanto como os E% I(t'x) ¢ E% I(ts) sdo rejeitados
a0s pares e ndo 56 nas extremidades, mas também para valores intermediarios (como exemplo o dleo
de rosa), admite-se que suas oscilagdes sdo devidas a desempenho inadequado do cromatografo, tais
come a néo repetibilidade das temperaturas do fomno da coluna, ou das vazies do gas de arraste, que
refletiriam nos tempos de retengdo e, consequentemente nos IRM. Esta suposiciio foi posteriormente
confirmada pelas comparagdes de dados de retengdo obtidos com o cromatografo usado neste
trabalho € outros dois mais modernos (discutida com mais detalhes no item VII).

Com a utilizagdo do teste t, que compara os valores médios das duas amostras,
nenhuma comparagio diferiu de maneira significativa, sendo razoavel admitir que € indiferente
utilizar 08 L ou 0s Lip, ou seja, indiferentemente deles terem sido calculados com a equagio IV.3
ou interpolados das retas de t'r x 100 nC (ou tgs) x 100nC). Esta afirmagio é valida tanto para o
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tempo de rejeicdo calculado pelo butano quanto pelo etanol. Com isto, por opgdo, resolveu-se
trabalhar com os IRM calculados através da interpolagio das retas.

O teste F bilateral ** foi aplicado aos dados como segue, objetivando decidir quais
valores de IRM sio mais precisos: os interpolados na reta t'r x 100 nC ou na reta twasy x 100nC.
Primeiramente, para T, (t'k) € Ly (tkae;) (IRM calculado pelo butano e pelo etanol, respectivamente),
calculou-se separadamente a diferenga entre os valores de IRM dois a dois, Para estes valores, foi
calculado o desvio padrio ¢ aplicado o teste F para cada conjunto de I[ndices de cada um dos 8
oleos essenciais. Este teste comprovou gue tanto I, (t'x )} quanto I, (tgy ) s80 estatisticamente
iguais. Como sdo obtidos valores de desvios padrao relativos menores entre triplicatas de Ly, (tra),
optou-se por trabalhar com IRM calculados desta maneira. Ainda, utilizando estes valores, foi
aplicado o teste F dleo a dleo, ndo havendo diferengas significativas inter-oleos.

Com tudo 1sto, por escolha, os dados daqui para a frente discutidos foram os IRM
calculados por interpolagéo e baseados em tempos de retengdo ajustados pelo tempo de retencio do
solvente.

V - METODOS DE RECONHECIMENTO DE PADROES.

Os métodos de reconhecimento de padrdes utilizados foram PCA e SIMCA. A
Analise de Componentes Prncipais (PCA) usa combinagdes lineares das variaveis, ocorrendo a
redugdo do numero de variaveis sem perder as informagSes mais importantes contidas antenormente.
A vantagem desta analise € que se pode usar somente as primeiras 'a' componentes principais para
representar a matriz de dados. Estas 'a’ componentes sfo cscolhidas de tal forma que consigam
explicar a parte mais importante da informagdo estatistica, ou seja, a maior parte da varidncia
total''">*** Posteriormente o programa SIMCA foi utilizado.

V.1 - Definicao dos Dados a serem usados na Metodologia Quimiométrica.

O objetivo inicial era considerar que IRM pertencentes a uma faixa de valores
bastante proximos, pudessem representar alguns dos picos cromatograficos de cada 6leo; no entanto
nio se obteve uma correlagio clara entre conjuntos de IRM e os correspondentes picos
cromatograficos nos oleos analisados. Este tipo de resultado, em principio, pode ser esperado em
cromatografia, pois um tempo de retengdo - e consequentemente o IRM calculado - ndo
corresponde inequivocamente a um componente da amostra. No presente estudo, a situagdo foi
agravada pelo fato de que os desvios padrio das triplicatas de indices para cada oleo era muito alto.

Como ndo foi1 possivel determinar um grupo de indices que claramente pudessem
representar picos de uma mesma substincia, foi feita uma analise visual dos cromatogramas dos
dleos essenciais, ou seja, um estudo dos perfis cromatograficos na tentativa de contomnar esta
situagdo. Os cromatogramas de alguns dleos sdo mostrados no Apéndice D.
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Desta forma, foi arbitrado que faixas de alguns cromatogramas eram coincidentes.
Foram selecionados os picos cromatograficos que aparentavam serem os melhores representantes
dos oleos estudados. Um exemplo ilustrativo desta analise ¢ mostrado pelos dois cromatogramas da
figura V.1, onde os picos A, B, C ¢ D sdo arbitrados como representativos dos dois oleos. Com isso,
nesta fase, foram selecionados 38 dos 53 oleos essenciais.

Esta analise visual foi embasada em dados da literatura ''* referentes aos constituintes
dos oOleos presentes em mator quantidade. Foram comparados os perfis de éleos cujo nome ja
indicasse certa semelhanca. Por exemplo: os 6leos de menta, lavanda e lavandin, sandalo, tomiiho ¢
etc. A literatura indicou ainda que, éleo de cananga e ylang-ylang sdo formados pelos mesmos
compostos, mas em quantidades diferentes” .
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Figura V.1 - Estudo dos perfis cromatograficos dos oleos essenciais de Lavandim Abrialis e Lavandin
Absoluto.
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Os compostos considerados visuaimente como coincidentes para os cromatogramas
da figura V.1 possuem uma defazagem de pelo menos 10% em seus valores de tempos de retengio,
devido aos problemas de excessiva oscilagio dos IRM.

Apos a analise visual, foram montadas planilhas para ordenagdo dos TRM; entéo,
faixas de wvalores, como 1131,2 - 11351 mostrados na tabela V.1, foram consideradas como
possivelmente representativas do mesmo pico cromatografico. Ainda considerando o "pico b",
afirma-se que ele corresponde a um "aglomerado" de picos que foram considerados de determinados
oleos e que este aglomerado foi denominado de P (na tabela V.1 aparece na coluna variavel). Foi
considerado que este grupo de indices é representativo de uma mesma substancia, chamada de
substancia P. Isto foi repetido para os demais Indices. A porcentagem de area correspondente a cada
pico tambem foi relacionada nesta planilha.

Indice Pico Area (%) Oleo Varigvel
10849 a 33,83 lav. abs. M
10849 5,84 salv. esp. M
1086,8 50,11 alfazema M
1086.8 a 31,19 lav. abr. M
1131,2 b 10,26 lav. abs. p
1131,5 16,89 alfazema P
1132,5 17,31 ment. pip. p
1132,6 0,48 ment. arv. P
11351 b 10,29 lav. abr. P

Tabela V.1 - Correlagio entre os Indices de Retengdo, os picos cromatograficos e as porcentagens
de area dos picos cromatogrificos.

Os dados foram rearranjados em ordem alfabética de Oleos essenciais, tabela V.2. Para o éleo de
Lavandin Absoluto (lav. abs.), o primeiro pico de importincia do cromatograma (area igual a
4,93%), representa a substancia G; o segundo pico representa a substincia L, e assim por diante até
o 1iltimo pico, que representa a substincia Q0. Estas correlagdes foram realizadas para cada um dos
38 oleos essenciais.

Picos Area (%) Oleo Variavel
1 493 lav. abs. G
2 0,69 lav. abs. I
3 0,93 lav. abs. ]
4 33,83 iav. abs. M
14 1,83 lav. abs. MM
15 4,02 lav. abs. 00

Tabela V.2 - Areas das substancias de 15 picos cromatograficos do 6leo de lavandin absoluto, obtido
a partir da planilha apresentada na figura V.2
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Nesta fase preliminar, apos o tratamento dos dados através da planilha, foi montada a
matriz de dados, figura V.2, que foi utilizada para medidas de similaridade entre 38 dleos essenciais
(item V.2), sendo os objetos da matriz os oleos essenciais € 0 conjunto de IRM dos picos pré-
selecionados representados por 49 variaveis. Como elementos da matriz foram utilizadas as areas
(em porcentagem) de cada pico cromatografico. Apos este procedimento, conseguiu-se melhor
coeréncia entre os picos cromatograficos e seus [RM.

M N O P
lav , . 31,55 0,00 0,00 3,46
labr . ) 31,19 0,00 0,00 10,29
labs . . 33,83 0,00 0,00 10,26

Figura V 2 - Fragmento da matriz de dados que utiliza como objeto os oleos, como variaveis as
substdncias ¢ como dados da matriz os valores de area dos picos cromatograficos.

V.2 - Medidas de similaridade entre 38 dleos essenciais.

Os dados originais sio algumas vezes redundantes, porque contém varias correlagdes
entre as varidveis e entre objetos!"!, A matriz de dados gerada na fase preliminar (figura V.2) foi
aplicado o programa de componentes principats fornecido pelo Prof. Dr. William Dunn, obtendo-se
0s "scores" desses dados. "Scores” sio novas variaveis calculadas levando em consideracio as
correlagdes presentes nos dados, mas elas mesmas nio sdo correlacionadas entre si. Desta forma a
estrutura dos dados torna-se aparente no ¢spago destas novas variaveis, podendo ser mais facilmente
interpretada "''! Foram utilizados estes novos valores para montar, com a ajuda de planilha
eletrdnica, uma nova matriz de dados com dimensdo reduzida. A matriz original possuia 49 variaveis
sendo reduzida para uma matriz contendo 10 variaveis {componentes principais).

Foram utilizadas as equagdes 11.2 e I1.3, para calcular os valores de Distancia ¢
Similaridade entre pontos (apéndice E). Na propria planilha eletronica que contém a nova matriz de
dados, foram calculadas as Distdncias euclidianas simples entre dois 6leos essenciais (amostra), onde
o ¢lemento Xy; corresponde ao valor da variavel i para a amostra k e X; corresponde ao valor da
variavel i para a amostra j. Considera-se que quanto menor a distdncia entre os pontos, maior a
similaridade entre as amostras representadas por eles. A partir destes valores de Distancia, calculou-
se a Similaridade pela equagdo 1.3/

Para o agrupamento dos 6leos e posterior formagdo de categorias, foi adotado como
limite de corte o valor de Similaridade igual a 0,550. Aos agrupamemtos foram atribuidas categorias,
formando o conjunto de treinamento mostrado na tabela V.3. Nesta tabela constam 30 oleos
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essenciais: 8 foram excluidos porque na comparagio com os demais os valores de Similaridade foram
mferiores ao limite de corte.

categoria oleos essenciais

1 bergamota
louro
alecrnim
Iimao
geranio da Africa
geranio algenan
1053
laramja
lima

canela
pinho siberiano
orégano

| S N N N e e e e e e

tomitho vermelho

pau rosa
coriandro
neroli

salvia oficinale

caneleiro
cravo
bay

[T I O O O 7S T VS R U S Y

alfazema

h

aspic
tavanda
lavandin abrialis

th Wh th

lavandin absoluto
sandalo

sandalo mysore

cananga
ylang-ylang
6 patchouli

o o~ O O

Tabela V.3 - Agrupamentos por categoria de 30 dleos essenciais pelo parametro Similaridade.

Os oleos da tabela V.3 foram admitidos como conjunto de treinamento, ou seja, um
subconjunmto do conjunto de dados tendo propricdades e categorias conhecidas, usadas para
desenvolver regras de classificacdo. Categoria ¢ um conjunto de objetos que possuem a mesma
propriedade. Conjunto de teste € um subconjunio dos dados, que tem propriedades e categorias
conhecidas, que sdo usadas para testar a habilidade das regras de classificagio desenvolvidas sobre o
conjunto de treinamento®®® ou, ainda, classificar amostras com caracteristicas desconhecidas em
alguma das categorias ja definidas "'"'. Os oito éleos excluidos pelo procedimento anterior, foram
considerados o conjunto de teste, o qual foi submetido a fase seguinte, de classificacio.



como na ligura V.3 Com base neste conjunto de treinamento foram desenvolvidas as regras de
classificagdo, que permitiram classificar os oito objetos {éleos) do conjunto de teste nas respectivas
classes. Os resultados obtidos apos esta analise estdo na tabela V.4 que, comparada com a tabela

V.3 - Aplicacao dos Métodos de Classificacio 2 um conjunto de 38 dleos
essenciais.

Os dados dos 30 oleos do conjunto de treinamento foram arranjados em uma matriz.

V.3, permite verificar as alocacdes do total de 38 Oleos.

1
2

1 2 L B
Xn Xy Xy Xy classe 1
Xa Xy Xa o xzp

: : ; : classe 2 conjunto de
Xt Xeo X Xip treinamento

: : : ; classe Q
Xas Xz e Xeo Xap

; amostras conjunto

, ; : _ adicionais de teste

Xt X Xoni Kinp

Figura V.3 - Organizagio da matriz de dados para fins de classificacio.

categoria dleos essenciais categoria oleos essenciais
1 alecrim 4 caneleiro
] bergamota 4 cravo
| lima 4 bay
1 louro 5 alfazema
1 limao 5 aspic
I gerano algenan 5 hortela
1 gernio da Africa 5 menta piperita
I laramya 5 menta arvensis
l salvia espinha 5 lavanda
1 Tosa 5 lavandin abrialis
1 lavandin ordinario 5 lavandin absoluto
2 pinho sibenano 6 sindalo
2 tomilho vermelho 6 sandalo mysorc
2 oregano §) cananga
2 canela 6 ylang-ylang
2 tomilho branco 6 patchoul:
2 lavandin grosso
3 pau rosa
3 coriandro
3 neroli
3 salvia oficinale
3 folha de cedro

Tabela V 4 - Agrupamentos de 38 dleos essenciais pela analise quimiomeétrica.
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O programa SIMCA, que faz classificagdes usando modelos de componentes principais
determinados pelo programa Karlov**”, foi capaz de classificar 100% das amostras. A andlise de
componentes principais mostrou que as quatro primeiras componentes explicam somente 40% da
variancia total, sendo a varidncia da primeira, segunda e terceira componente principal igual a
14,4%, 23,7% e 32,2%, respectivamente. O método KNNP? foi utilizado para confirmagdo das
alocagdes realizadas pelo programa SIMCA. O método KNN foi capaz de classificar corretamente
para INN 76,7 % dos oleos, para 2NN 80 % e para 3NN 70%. Antes de utilizar o KNN foi
empregado o programa DISTAN "%, que calcula a matriz de distancias entre pontos (amostras).
Sem ele, o KNN ndo funciona. A figura V.4 mostra o grafico que fornece uma visualizagdo
bidimensional das categorias mostradas na tabela V.4, utilizando os componentes principais 1 e 3.

60— o ® categoria 1
® categoria 2
50 4 Ll ® categoria 3
@ categoria 4
40+ ® categoria 5
© # categoria 6
s - g
g 204 B
o
10+ L
2 g~ b ae
g 04 Re e 5
b [
é— -10- - e o0
8 o .
-30 4 S °
40
e
50 v T ' T y T T T ’ T T 1
-40 -20 0 2 40 80 80

Componente Principal 1

Figura V.4 - Gréfico bidimensional dos "scores" obtidos para as categorias da tabela V.2.
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V.4 - Aplicacio dos métodos de classificaciio aos 53 dleos essenciais.

Foram refeitas as planilhas de calculo, agora correlacionando-se e intercalando-se os
IRM dos picos cromatograficos dos 15 6leos restantes com os 38 oleos ja agrupados. Uma nova
matriz de dados foi montada com os 53 objetos (Oleos) ¢ com 35 variaveis, que foram definidas
agora como "faixas de tempos de retenciio”.

Os 38 oOleos essenciais agrupados conforme os métodos de classificagio (item V.3),
foram considerados como conjunto de treinamento, sendo o conjunto de teste os 15 oleos essenciais
restantes, ndo incluidos em nenhuma categoria pela analise visual rcalizada no item onde foram
definidos os dados a serem usados na metodologia quimiométrica (item V.1). Estes 15 éleos sio:
oleo de alcaravia, aniz, artemisia, cedro, cistus, eucalipto, galbano, gomenol, lemongrass, levitico,
menta spearmint, noz moscada, sassafras, togete e vetiver bourbon. Eles se agruparam com 100% de
alocagdes corretas para o programa SIMCA e estes agrupamentos foram confirmados pelo programa
KNN, com indices de corregiio de 78,9 % para INN, 81.6 % para 2NN e 71.1% para 3NN. A
analise de componentes principais mostrou que as quatro primeiras componentes explicam somente
38 % da varianca total. Este valor é um pouco menor se comparado com o obtido com a aplicagio
dos métodos de classificagio 20 conjunto de 38 oleos essenciais (item V.3), pois foram
acrescentados outros objetos a matriz de dados, diminindo a eficiéncia do método.

Na tabela V.5 estdo relacionados todos os agrupamentos encontrados para os 53
Oleos apés o tratamento estatistico, com indicagio dos oleos que mantiveram os mesmos
agrupamentos {Grupo 1 a 6) da Tabela V.4, a realocagio do 6leo de folha de cedro, do Grupo 3
para o Grupo 2 e de como os 15 oleos adicionais foram incluidos nos seis grupos, Nove dleos foram
alocados com base nos resultados do SIMCA, quatro 6leos pelos resultados do KNN, pois os
resultados do SIMCA foram dibios, e dois dleos foram alocados por inspegio visual do grafico da
Figura V.5, Um grafico tridimensional dos "scores" gerados pelo programa é mostrado na figura
V.5. Percebe-se alguns agrupamentos distintos, como os de cor amarela, azul claro e rosa
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Figura V.4 - Figura Tridimensional dos agrupamentos apresentados na tabela V.5.

Como sugerido no exame de qualificagdo, na tentativa de melhorar a separagdo das
categorias apresentadas no grafico da figura V.5, foi realizado um estudo dos Pesos de Fisher. Da
forma como os dados foram tratados neste trabalho, ndo surtiu resultados este estudo, pois diversos

elementos da matriz de dados eram iguais a zero.
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 5
alecrim (V4)® canela (V4) alfazema (V4)
bergamota (V4) lavandin grosso (V4) aspic (V4)
gerdnmo algerian (V4) orégano (V4) horteld (V4)
geranio da Affica (V4) ptnho siberiano (V4) lavanda (V4)
laranja (V4) tomilho branco (V4) lavandin abnalis (V4)
lavandin ordinario (V4) tomilho vermetho (V4) lavandin absoluto (V4)
lima (V4) aniz (SC) menta arvensis (V4)
limdo (V4) folha de cedro (SC*) menta piperita (V4)
louro (V4) noz moscada (KNN) artemisia {SC)
rosa (V4) Grupo 3 cistus {SC)
salvia espinha (V4) pau rosa (V4) cucalipto (SC)

alcaravia (8C) coriandro (V4) galbano (SC)
lemongrass (vis) neroli (V4) gomenol (SC)
sassafras (KNN) salvia oficinale (V4) menta spearmint (SC)
togete (SC) Grupo 4 Grupo 6
bay (V4) cananga (V4)
caneleiro (V4) patchouli (V4)
cravo (V4) sandalo {(V4)
levitico (vis) sindalo mysore {(V4)
ylang-ylang (V4)
cedro (KNN)
vetiver bourbon (SC)

Tabela V.5 - Agrupamentos dos 53 dleos essenciais pela analise quimiométrica.
a: (Vd4) = confirmada alocagio da Tabela V. 4: {(SC) = alocado por SIMCA: (KNN) = alocado por KNN:
(vis) = alocagdo visual com Figura V.4: (*) = realocado (SIMCA) do Grupo 3 para o Grupo 2.

Para os Oleos essenciais de alcaravia, aniz, cistus, eucalipto, artemisia, galbano,
gomenol, tagete e vetiver bourbon, o programa SIMCA realizou as alocagdes, confirmadas através
do programa KNN. Para cedro, noz moscada, menta spearmint e sassafras o programa KNN realizou
as alocagdes, pois a resposta fornecida pelo SIMCA foi dubia. Por tltimo, para os éleos de levitico e
lemongrass, pontos 1 e 2 respectivamente no grafico da figura V.5, foi feita uma analise grafica,
possibilitando visualizar a proximidade destes 6leos a alguns dos agrupamentos.

V.4.1 - Reanilise Quimiométrica do Grupo 1 da Tabela V.5,

O prmeiro grupo de oOleos da Tabela V.5 é formado por 15 oleos essenciais
(lemongrass, bergamota, lima, laranja, limdo, gerdnio algerian, gerdnio da Affica, rosa, lavandin
ordinario, sassafras, tagete, alecrim, louro, alcaravia e salvia espinha) ¢, potencialmente, ¢
excessivamente grande para uso em metodologia de classificagdo. Por isto, foi feita uma nova analise
quimiométrica para verificagio de possiveis subagrupamentos dentro deste grupo. Esta possibilidade
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apoiou-se nos problemas de desvio padrio entre as triplicatas dos Indices de Retengio Modificados
(IRM). Nao for possivel reanalisar o oleo de limio, devido a quantidade deste dleo ser insuficiente
para a preparacao de uma nova solugio.

Para esta analise foram preparadas solugdes dos referidos oleos, com concentragdes
de 80 g/L. Foi utilizado nonano como padrie interno. As solugdes foram injetadas juniamente com a
"mistura de referéncia” em um cromatografo modelo HP-5890 gentilmente cedido pela Profa. Dra.
Anita Marsaioli, do 1Q-UNICAMP. As condigdes cromatograficas utilizadas para esta analise sfio as
listadas na tabela V.6.

inicial 80"C
coluna final 300°C
temperaturas taxa de aguecimento 6°C / min
injetor 280°C
detector 300°C
fase estactonaria HP-101{met silicone)
coluna COMPrimento 25 metros
didmetro interno 0.20 mm
diametro do filme 0.2 um
hidrogénio {detector) 3¢ ml / min,
vazdes ar comprimdo 350 mi / min.
hidrogénio (arraste) 0.9 ml/ min
razécr (?e divisdo %O 0
{(injetor)
volume de injecédo 0.1yl

Tabela V.6 - Condigdes cromatograficas para analise dos 14 dleos essenciais do grupo 1.

Foram novamente aplicados todos os procedimentos descritos no item I'V.2.1,
Plaruthas foram montadas para o tratamento cstatistico dos dados cromatograficos da "mistura de
referéncia” utilizando o teste de Huber. Percebeu-se que, com o aparelho HP-5890 poucos dados
foram rejeitados (figura V.5), o que indica boas repetibilidades entre as triplicatas de tempos de
retencdo, e logo, dos IRM. Foram calculadas as correspondentes curvas t' (ajustado pele butano) x
100nC € Ugray (ajustado pelo etanol) x 100nC. Novamente utilizaram-se os TRM interpolados com a
equagio da reta igs) X 100nC, pois estes, baseados no tempo de retengfio do etanol, cram mais
repetitivels do que os dos baseados no butano.
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Figura V.6 - Grafico do teste dc Huber para rejei¢io de dados das curvas da mistura de referéncia
para o calculo dos Indices de Rejei¢gao modificados para os oleos do Grupo 1.

Comparando-se o grafico da figura V.6 com o da figura 1V 3, nola-se que os desvios
padréo entre as triplicatas € bem menor para os dados obtidos com o aparelho HP-5890 do que para
os dados obtidos com o aparelho Pye-Unicam.

Foi montada nova matniz de dados para aplicagio dos programas STMCA ¢ KNN -
também precedida pela autoescalonagio através do programa SCAL Esta matriz ¢ formada por 14
linhas onde estio os Oleos (objetos) e 59 colunas que correspondent as variaveis (ou substincias)
presentes em cada um dos cromatogramas. Os dados da matriz sdo as areas relativas ao padrio

interno, calculadas dividindo-se o valor de area do pico de interesse ¢ a area do pico do padrio
interno.

O programa mostrou que subgrupos sdo enconirados dentro do referido Grupo |, os
guais s3o observaveis no grafico da figura V.7. Os 6leos essenciais de sassafris ¢ de lavandin
ordinario (pontos 2 ¢ 10, respectivamente na figura V.7) encontram-se isolados dos demais Oleos,
Também nota-sc a formagio de outro grupo, dos pontos 11, 12 ¢ 13, respectivamente os oleos de
gernio algerian ¢ da Africa e rosa. Os resultados também definiram um grupo grande, com oito
Sleos (alecrim, togete, salvia espinha, louro, bergamota, lemongrass, hma e laranja), que foi
reanalisado quimiometricamente, mas nfio houve separagdo em novos grupos.

Portanto, a reandlise, a partir dos dados obtidos com um cromatografo mais
moderno, que possibilita maior repetibilidade dos TRM, demonstra que o Grupo | da Tabela V.5
pode ser considerado como composto dos seguintes subgrupos:
Subgrupo 1.1: 6leos de geranio algerian, geranio da Aftrica e rosa;
Subgrupe 1.2: oleos de alecrim, togete, salvia espinha, louro, bergamota, lemongrass, lima e laranja,
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Figura V.7 - Gréfico tndimensional doz "scores” dos dlens presentes no erupo 1.

Com base na literatura™®® fo; realizado um levantamento de constitumntes dos dlens
do Grupo | da Tabela V.5 A relagio entre os 6leos e constituntes, mostrada na Tabela V.7, mdica
que o reestudo dos 14 dleas resulton em sub-grupos coerentzs Como pode ser visto, na Tabela V.7,
para oz pontos 11, 12 e 13, aparentemente ssolados dos demats na figura ¥V 7, o composto principal é o
gerantol. Quanto ao sub-grupo de oo dleos, ndo reagripados guimiometricamente, a andlise baseada
em componentes esperados sugere que ele podena ter dois conjuntos. Um sena o dos dleos citricos,
que possvelmente englobe o dleo de alcardvia - o qual pode ter sido destacads pela andlse
quimaometrica dewidn & presenca da carvona. Outro comjunte sena o dos odleos de alecnm, salwia
espinhe, louro. Para o dleo de tagete ndc encontrou-se referéncia sobre possivels constituintes. A
Tabela V.7 também sugere que a distnbuicio dos dleos de sassafras e lavandm ordinania, mostrada na
Figura V.7 pelo afastamento dos pentos 2 e 10 dos demats, tem coeréncia, ja que seus constihuntes
predomumantes nio séo comuns com outros dleos.
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Oleos n’ na Constituintes Predominantes
Fig. V.6
sub-grupo alecrim 1 1,8-cineol; canfora; a-pineno
| salvia espinha 4 1,8-cineol; canfora; a-pineno
louro 5 1.8-cineol; linalool; eugenol
| __Possiveis | 1 tagete | 3  [Imdolocalizados ___ ______________ |
sub-conjuntos bergamota 6 limoneno
(a) lemongrass 7 neral (citral b), geranial (citral a)
lima 8 limoneno; citral
|} farama | 9 Jlimonero ______________________
(b) alcaravia 14 limoneno; carvona
sub-grupo gerinio algerian 11 geraniol; citronelol; linalool
2 geranio da Africa 12 geraniol; citronelot; linalool
rosa 13 geraniol; citronelol
isolados lavandin ordinario 10 linalool; acetato de linalila; canfora; 1,8-
cineol
sassafras 2 safrol

%1 hos dleos do grupo 1 da Tabela V.5 e reagrupamentos

Tabela V.7 - Constituintes dominantes
apos reanalise quimiométrica
(a) Com base na inspec¢io de constituintes comuns.

(b) O dleo de alcaravia pode ter sido deslocado do sub-grupo 1 pela carvona.

V.4.2 - Avaliacio dos Resultados das Classificacdes para os Grupos 2 a 6 da
Tabela V.5,

A reandlise do Grupo | da Tabela V.5 foi feita com novos dados experimentais,

obtidos em outro cromatografo, esta experimentagdo ndo pode ser repetida com os demais 6leos,
restando avaliar a coeréncia das atribuigdes nos demais grupos da Tabela V.5 a partir dos dados da
literatura sobre possivels constituintes destes dleos.
A partir de dados de livros e artigos™*! verificou-se que nos 6leos do grupo 3 ha
predominancia dos compostos linalool ¢ acetato de linalila. Ja para os 6leos do grupo 4 o composto
em maior quantidade € o eugenol e em quantidades menores o acetato de eugenila, sendo unica
excessdo o dleo levitico, para o qual ndo se conseguiu nenhuma referéncia.

A respeito dos 6leos do Grupo 6, segundo Stashenko e colaboradores ¥ ¢ dleo de
ylang-ylang possui grandes quantidades de linalool, mas também ¢ formado por sesquiterpendis e
sesquiterpenos, que possuem grande peso molecular e consequentemente elui mais devagar pela
coluna, apresentando alto tempo de reten¢dio. Este Oleo apresenta ainda em sua constitui¢do
benzoato de benzila, que possui alto ponto de ebuligdo. No grupo 6, do qual cananga e vlang-ylang
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fazem parte, ha ainda a presenga de séndalo, patchouli e vetiver bourbon, todos formados por
sesquiterpenos e/ou sesquiterpendis. O oleo de cedro possui como composto principal o cedrol
(90%), um sesquiterpeno (alcool triciclico). Com isto, percebe-se que este grupo tem coeréncia, pois
¢ caracterizado por compostos com altos Indices de Retengio Modificados,

Em grupos onde ha quantidades maiores de oOleos, € possivel que se encontre
subgrupos, como no grupo 1. Para os grupos 2 e 5 ndo localizou-se referéncia a um componente que
pudesse ser caracteristico, como mostrado na tabela V.8, onde estio listados os compostos mais
provavers dos Oleos do grupo 2. Nota-se que os dleos de tomilho branco e vermelho e orégano
possuem os compostos carvacrol e timol em comum,; que os 6leos de pinho e folhas de cedro
tambem estdo juntos de acordo com seus compostos predominantes e que os de canela e de aniz sdo
formados primordialmente por cinamaldeido e anetol. Contudo a classificagdio dos nove éleos da
Tabela V.8 num mesmo grupo ndo tem uma evidéncia clara, a ndio ser a muito genérica (e vaga) de
todos terem componentes aromaticos.

Oleos Constituintes Predominantes
pinho siberiano u-pineno; acetato de bornila; a-tujeno
| __ folhadecedro | o-pineno; acetato de bornila, «-tujeno |
tomilho vermelho carvacrol, timol, p-cimeno
tomitho branco carvacrol, timol; p-cimeno
______ oregano ___ Jcarvacrobtimol |
noz moscada canfeno, a-pineno
canela cinamaldeido
aniz anetol
lavandin grosso linalool; acetato de linalila; cAnfora

Tabela V.8 - Constituintes dominantes nos 6leos do grupo 2 da Tabela V.5.

Na Tabela V.9 encontram-se os constituintes provavelmemte predominantes dos
oleos do Grupo 5. Os oleos de alfazema e aspic possuem em comum com o de lavanda e os de
lavandin, o alcool terpénico linalool. O 1 8-cineot esta presente em quatro dos oleos, os de artemisia,
eucalipto, alfazema e aspic. O dleo de horteld faz parte da familia das labiadas e do genéro Mentha
(segundo a classificagdo botanica'*”), e deve ter constituintes em comum com as mentas. Sobre o5
oleos de gomenol e cistus nio sc obteve referéncia.

No grupo 5, formado por um total de 14 dleos essenciais, percebe-se que ocorre a
predomindncia de terpenos oxigenados. Foi muito dificil a formagfio deste agrupamento, pois o
programa indicava similaridade entre esses dleos e os do grupo 1. Acredita-se que esta confusio
entre os dois grupos seja devido aos problemas ja referidos no item avaliagio dos dados de retencio
¢ detecgdo de problemas instrumentais (IV.2.3).
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Oleos Constituintes Predominantes
alfazema 1,8-ctneol; linalool; cdnfora
_______ aspic______ | 1.8-cineol linalool; canfora _____ |
______ artemisia____ _ | canfora; o-pineno, 1,8-cineol _ _ __

lavanda linalool, acetato de linalia

lavandin abnalis linalool; acetato de linalia

| __lavandin absoluto _ _ | finalool; acetato de linalia |
menta piperita mentol, mentona

menta arvensis

horteld

mentol, mentona
nio localizados
_________________ carvoma; mentol |

eucahipto 1,8-cineol
galbano o.-pineno; B-pineno

Tabela V.9 - Constituintes dominantes nos oleos do grupo 5 da Tabela V.5,

V1~ ANALISE DE ALGUNS OLEOS ESSENCIAIS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADO A UM ESPECTROMETRO DE MASSAS.

Cinco dos cinquenta e trés oleos essenciais utilizados neste trabalho foram analisados por
CG-EM para estudos de alguns de scus constituintes. Os Oleos analisados foram os de lavanda, bay,
menta arvensis € rosa. Nas analises {oi utilizado um cromatografo gasoso HP5890 acoplado a um
detector seletivo de massas do tipo HP5970 e a um microcomputador, para a identificagio, por
espectrometria de massas, dos componentes de maior abundédncia dos cromatogramas de lavanda, de
bay, de menta arvensis e de rosa. As condigbes utilizadas nesta analise s3o indicadas na tabela V1.1,

Tabela V1.1 - Condigdes cromatograficas na analise por CG-EM.

inicial 80°C
coluna final 280°C
temperaturas taxa de aquecimento 6°C / min
imetor 320°C
detector 285°C
fase estacionaria HP-5(5% ferl metil silicone)
coluna comprimento 25 metros
diametro interno 0,20 mm
didmetro do filme 0,2 um
vazfio do gas de hidrogénio 1 ml/ min.
arraste
razﬁcf c?e divisdo %30
(imetor)
volume de inje¢do 0,1 pl



36

A amostra foi fonizada por impacto de elétrons, sendo a energia de ionizacio dos elétrons de
70eV. Os espectros de massas foram obtidos por varredura automatica na faixa de 50 - 550 m/z. As
analises dos espectros de massas foram feitas por comparagio com a biblioteca de padrdes
Wiley/NBS"™. Para o dleo de lavanda, 2 picos cromatograficos foram analisados por espectro de
massas, para o de bay, 4 picos; para o de menta arvensis, 3 picos € para o de rosa, 3 picos. A tabcla

V1.2 indica as razbes m/z dos fragmentos mais representativos e suas respectivas intensidades.

Oleo Composto Fragmentos e Intensidades Relativas
1 m/z55 m/z6Y m/z71 m/z80 m/z93 m/z121]
Lavanda 68 43 100 29 64 17
2 m/z55 m/z69 m/z71 m/z80 m/z93 m/z121
28 29 23 43 100 23
3 m/z77 m/z91 m/z107 m/z115 m/z]133 m/z134
54 22 60 18 89 100
4 m/z77 m/z91 m/z103 m/z131 n/z149 m/zl164
Bay 63 47 51 40 45 100
5 m/z55 m/z69 m/z71 m/z80 m/z93 m/z121
68 43 100 29 64 17
6 m/z77 m/z91 m/z107 m/z147 m/z163 m/z178
35 59 50 37 35 100
7 n/z55 m/z69 m/z83 m/z97 m/zl12 m/z139
96 100 32 38 98 42
Menta Arvensis 8 m/z55 m/z69 m/z7 ] m/z81 n/z95 m/z[(12
98 100 69 44 48 96
9 m/z71 m/z81 m/z95 m/z109 m/z123 m/z138
100 85 69 15 28 13
10® m/z59 m/z67 m/z8&1 m/z94 m/zE11 m/zi37
100 31 15 38 20 5
Rosa 119 m/z59 m/z68 m/z81 m/z94 m/zil] m/z137
100 32 18 40 21 4
12 n/z55 m/z69 m/z71 m/z80 m/z93 m/z121
68 43 100 29 64 17

Tabela V1.2 - CG-EM: Principais fragmentos ¢ suas intensidades relativas para os compostos dos

Oleos essenciais.

a: ndo encontrados na biblioteca de padrées.

Os compostos identificados pelos espectro de massas, para cada um dos 6leos essenciais
analisados, estdo indicados na tabela VI 3.
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Oleos Essenciais Composto Nome
Lavanda 1 linalool
2 acetato de hnahla
3 chavicol
Bay 4 eugenol
5 linalood
6 metil eugenol
7 isomentona
Menta Arvensis 8 mentona
9 mentol
Rosa 12 linalool

Tabela VI.3 - Identificagio dos compostos por comparagido de seus espectros de massas com dados
da literatura.

Os resultados obtidos com CG-EM indicam que os levantamentos de literatura sobre
componentes predominantes e caracteristicos dos 6leos essenciais é coerente ¢, portanto, apoiam
nossos resultados de classificagdes obtidos a partir das informagdes da literatura. Com tais
informagdes experimentais, a metodologia de classificagio por quimiometria, baseada em dados
cromatograficos poderia ser reciclada e, consequentemente, melhor consubstanciada.

VII - COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS DE RETENCAO DE CROMATOGRAFOS.

Os problemas de repetibilidade dos IRM obtidos com o antigo cromatdgrafo Pye-Unicam,
que revelaram-se menos graves com o HP-5890, levou a um ensaio de comparagdo de tempos de
retengio obtidos por trés cromatografos gasosos. Como amostra de teste, foi usada uma mistura de
hidrocarbonetos formada por n-alcanos com 9 a 22 atomos de carbono. Para todas as analises fo
utilizada a mesma programacio de temperatura; as vazdes do gas de arraste foram diferentes, porque
os cromatografos estavam equipados com colunas capilares de didmetro interno 0,53 mm ou
0,20mm. O primeiro cromatografo utilizado foi um modele Pye-Unicam, cujo injetor "splitiess” |
somente permite o uso de coluna de didmetro interno 0,53 mm. O segundo cromatografo utilizado
foi um HP-5890, acoplado a um espectrometro de massas e o terceiro foi um HP-5890 com DIC. Os

aparelhos HP-5890 possuem injetores "split" e neles sdo utilizadas as colunas de diametro interno
0,20 mm.

Os resultados para estas analises estio demonstrados nas tabelas VIL1-3, onde estdo
relacionados os tempos de retengdo e, para as suas triplicatas, as médias, os desvios padrio e desvios
padrdo relativos {em porcentagem).



numero de | tempos de  retengio  (min) média das

carbonos tr t gz trs triplicatas dp dpr %
C9 3.43 3,423 3,431 3 428 0,004 0.13
CI10 5,018 5 5,006 5,008 0,009 0,18
Cil 6,956 6.932 6,952 6,947 0.013 0,19
C1z 9,085 9,051 9,069 3,068 0,017 0,19
Cl13 11.24 11,202 11,229 11,224 0,020 0,17
Ci4 13,331 13,303 13,332 13,322 0,016 0,12
C1s 15,36 15,333 15,357 15,350 0,015 0,10
Cl6 19,188 19,145 19,175 19,169 0,022 0,12
Clg 22,648 22,613 22.64 22,634 0,018 0,08
C20 23,957 23,932 23,967 23,952 0,018 0,08
C22 25,818 25,784 25,818 25,807 0,020 0,08

Tabela VII.]1 - Dados obtidos com cromatografo HP-5890 acoplado a um E.M.

numero de | tempos de reteng@o ajustados (min) | média das

carbonos tr t g2 1r3 triplicatas dp dpr %
C9 1,204 1,195 1,195 1,198 0,005 0,43
C10 2,167 2,158 2.156 2.160 0,006 0,27
Clt 3.567 3,557 3,553 3,559 0,007 0,20
Cl12 5,339 5.326 5,322 5,329 0,009 0,17
Cl13 7.338 7,322 7,318 7,326 0,011 0,14
Cl4 9,414 9,397 9393 9401 0,011 0,12
Cl15 11,475 11,456 11,452 11,461 0,012 0,11
Cls 13,482 13.461 13,455 13,466 0.014 0,11
C18 17,269 17,243 17,240 17,251 0,016 0,09
C20 20,731 20,702 20.700 20,711 0,017 0.08
C22 23,902 23 873 23 871 23 882 0.017 0,07

Tabela V11.2 - Dados obtidos do cromatografo HP-5890 com detector por ionizagdo em chama.

numero de | tempos de retengdo ajustados (min) | média das

carbonos 1R) tr2 t g3 triplicatas dp dpr %
Co 3,12 3,97 4,43 230,5 40,0 17,34
C10 5,3 6,36 6,7 367.2 43,8 11,93
C11 8,08 9,03 9,22 526,7 36,7 6,97
c12 10,95 11,74 11,82 690,1 29,0 4,20
Ci3 13,73 14.40 14,43 851.1 23,8 2,80
Cl4 16,36 16,95 16,97 1003,7 20,9 2,08
C15 18,84 19.41 19,41 1153,2 19,7 1,71
Clé 21,27 21,83 21,81 1298,1 19,2 1,48
CI8 26,03 26,67 26,63 15867 214 1,35
C20 30,77 31,6 31,54 1878,3 27,7 1,47
C22 35,74 36,81 36,73 21855 35,6 1,63

Tabela VII.3 - Dados obtidos cromatografo Pye-Unicam com detector por ionizagdo em chama.
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Para os dados da tabela VII.1, ndo foram calculados os tempos de retengio ajustados,
devido ao acoplamento com o espectrometro de massas, que estava programado para coletar sinais a
partir de um certo tempo, ndo sendo possivel a detec¢o do sinal do gés butano, de tempo de
retengdo reduzido. Os dados das trés tabelas VII.1-3 ndo foram submetidos a testes de rejeicdo.
Aplicando-se teste para eliminagdo de andmalos, nota-se uma consideravel diminuigio dos desvios
padrdo entre as triplicatas, mas mesmo assim, para o aparelho Pye-Unicam, tabela VII.4, os valores
de desvios padrdo relativos permanecem elevados comparativamente aqueles obtidos com os
HP-5890 (tabelas VII.1 ¢ 2).

numero de | tempos de retengdo ajustados (min) | média das

carbonos tr: tgo tr3 triplicatas dp dpr %
Co 238.4 260 2522 19,5 7,74
C10 3816 402 391,8 14,4 3,68
Clt 542 5532 547.,6 7,9 1,45
Cl2 704 4 7092 706,8 3.4 0,48
C13 8236 864 865,6 851,1 23.8 2,80
Cl4 981,6 1017,2 1018,4 1005,7 20,9 2,08
Ct5 11304 1164.8 11644 1153,2 19,7 1,71
Clé 1276 1309.6 13088 1298,1 192 1,48
C18 1562 1600,4 1597.6 1586,7 21,4 1,35
C20 1846 4 1896 1892 4 1878,3 27,7 1,47
C22 2144 4 22084 2203,6 2185,5 35.6 1,63

Tabela VII 4 - Dados obtidos com cromatégrafo Pye-Unicam, apés rejeigiio de dados.

Portanto, como discutido no item detecgdo de problemas instrumentais (item 1V.2.3),
ja se cogitava a existéncia de problemas instrumentais durante o trabalho com o Pye-Unicam, que
comprometeram os calculos dos IRM. Feita a comparacio entre o cromatografo antigo e o de
geragdo mais modema, confirmou-se os problemas de reprodutibilidade do aparclho Pye-Unicam.
Como descrito na reanalise quimiométrica do Grupo 1 da Tabela V.5 (item V.3.3), com o uso do
HP-5890 conseguiu-se a separagdo do grupo 1 em dois grupos distintos. Esta separagdo ndo foi
perceptivel com a utilizagdo do aparelho Pye-Unicam, fornecendo evidéncias maiores da ocorréncia
de problemas do aparelho, que devem ter de certa forma prejudicado a formagio de agrupamentos, e
consequentemente a "classificacio tentativa”.
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VIII - CONCLUSOES.

Atraves de combinacdo de técnicas de cromatografia gasosa de alta resolucdo e métodos
guimiométricos € possivel realizar agrupamentos de 6leos essenciais, coerentes quanto a presenga de
compostos, ou ainda, a estrutura destes.

Nesic trabatho nio se obteve as classificagdes exclusivamenie a partir dos programas
quimiométricos, pois {o1 necessario recorrer a rejeicdo de resultados e inspeciio visual para selegio
de dados. Contudo, pode-se concluir que o enfoque Quimico-Analitico explorado tem potencialidade
para gerar banco de dados, nos quais odleos desconhecidos seriam classificados, para posterior
confirmagio com outras técnicas de especiacio. Portanto, a classificagido como aqui estudada
abreviaria o tempo de aplicagdo dos ensaios que levariam as identificagcdes e, por isto, foi
mencionada neste trabatho como método de pre-cspeciagio.

Foi vertficado estatisuicamente gque nao ¢ relevante o fato de se trabalhar com dados
calculados a partir de tempos de retengao ajustados pelo butano ou pelo etanol (solvente), tambem €
indiferente que os Indices de Retencio Modificados (IRM) sejam calculados com a equagdo que os
define (equacdo IV.1) ou por interpolacio das retas t's x 100 nC ou tg, x 100 nC.

Dentro da parte quimiométrica deste trabalho, o método KNN se mostrou como uma
ferramenta bastante Gtil ¢ complementar ao método SIMCA, assim como a analise visual do grafico
dos agrupamentos formados durante a aplicagdo do programas quimiomeétricos.

Os resultados obtidos por CG-EM demonstram que € possivel realizar estudos mais
aprofundados de identificacio de constituintes dos oleos essenciais, que poderiam ser aplicados aos
53 oleos para melhor fundamentacio da metodologia de classificagdo.
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X1 - Apéndices

Apéndice A

Na montagem da planilha para calculo da velocidade de gas de arraste de maior eficiéncia da
coluna, tinha-se como dados experimentais os tempos de retengdo do composto de interesse e a
largura da base do pico cromatografico, em duplicata. Com isto, {oi calculado o numero de pratos
tedricos, n, de cada pico {equagiio XL 1) e, conhecendo-se o comprimento da coluna, L, igual a 2500
¢m, a altura equivalente do prato teorico, h, (equagdo XI1.2).

n = 16{( —) (equacdo X1.1)
Wb
L
H = {equagdo X1.2)
N

Os calculos, assim como a montagem da planilha para o benzaldeido, estdo demonstrados nas
tabelas que se seguem:

nimerodas largura da tempo de HETP (c¢m) tempo de
duplicatas base (s) retengdo(s) H retengao
N Wi, tr do gas (s)
1 18,5 6262 0,1364 199.8
18 62572 0,1295 154,6
2 143 4908 0,1326 124.,6
143 490.8 0,1326 99,1
3 11,7 390,1 0,1406 85,6
11,7 390,5 0,1403 75
4 9,6 317.5 0,1428 60,4
Q7 318,2 0,1452 54,2
5 8.4 2648 0,1572
8,1 2645 0,1465
6 7,4 2334 0,1571
73 2328 0,1536
7 6,5 196 4 01711
6.5 196.4 01711
8 5.7 169 8 0,1761
5.8 1697 0,1825
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veloc, gas
na coluna | HETP(mm) 1 ! HELE  'HETP*veloc. | (veloc.)?
(m mf’s) (mé dia) velovidade velocidade velocidade
125,125 1,329 7.99E-03 6,39E-05 1251 1,57E+04 1.57E+04
161,708 1,326 6,18E-03 3,82E-05 1617 2,61E+04 2,61E+04
200,642 1,404 4 98E-03 2, 48E-05 2606 4 03E+04 4 03E+04
252,270 1,440 3,96E-03 1,57E-05 25273 6,36E+04 6,36E+04
292,056 1,519 3,42E-03 1,17E-05 292.1 8,53E+04 8,53E+04
333,333 1,554 3,00E-03 9,00E-06 3333 1,11E+05 1,11E+05
413,907 1,711 2.42E-03 | 5,84E-06 413,9 1,71E+05 1,71E+05
461,255 1,793 2,17E-03 4, T0E-06 461,3 2 13E+05 2,13E+05
2240297 12,077 4 46E-04 1,74E-04 22403 5,75E+03 7,26E+05
matrz A
N 1/veloc. veloc. 8 3,41E-02 2,24E+03
1/veloc, 1/veloc.2 N 341E-02 1,74E-04 3
veloe, N veloc.2 2,24E+03 ] 7,26E+05
matriz D
HETP 12,077
HETP/veloc. 2,24E+03
HETP*veloc. 7.26E+05
INV.A
2,11E+01  -233E+03 -3 95E-02
2,33E+03  2,68E+05  4.22E+00
-395E-02 4,22E+00 7.67E-05

0,854874 =coef A
29,48672 =coefB
0,001889 =coef.C

HETP = A + B/veloc.+ C*veloc.

) . B
velocidade maxima eficiéncia = .j— =

C

124,944 (mmvs)
12,4944 (em/s)
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veloc.gas | HETP(mm) HETP(mm)

na coluna (média) (interpol.) (Residuo)?
{cm/s)
12,513 1,329 1,327 6,72E-06
16,171 1,326 1,343 2,64E-04
20,064 1,404 1,381 5,42E-04
25227 1.440 1.448 6,44E-05
29,206 1.519 1,507 1,29E-04
33,333 1,554 1,573 3,77E-04
41,391 1,711 1,708 1,25E-05
46,125 1,793 1,790 8,62E-06

Para o calculo dos coeficientes A, B e C da equagdo de Van Deemter, foram montadas as
matrizes A (3x3) ¢ D (3x1) de acordo com o quadro acima, onde seus elementos foram calculados a
partir dos dados experimentais. A matriz B (3x1) nos fornece justamente os valores dos coeficientes
da equagdo. Para o calculo dsta matriz foi utilizada a seguinte relacdo: B = INVA * D,



Apéndice B

Curvaz de Van Dieemter para o benzaldeido, 2ter dusopropiico, 1seoctans, talueno = undecano,
realizadas durante ¢ levantamento da melhor vazio do gis de arraste para a andlise dos dleos
essencias (el 4). &companham as respectivas equagdes de Van Deemter ¢ o cosficiente de
correlagdo, 1.
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Apéndice C

Os valorces de Indices foram comparados em termos de seus desvios padrio relative (dpr).
Foram calculados os dpr dos Indices de Retencio Modificados utilizando a equagido de Kratz ¢ Van
Den Dool (dpr(le.i)) € os dpr dos IRM interpolando os tempos de retengiio ajustados de cada pico na
equagdo da reta formada pela mistura de referéncia (dpr (L)), A porcentagem entre as diferencas de
dpr para os dois casos foi caleulada, (E% (t'c)), para os tempos de retengao ajustados pelo butano e,
(E% I{t'k4)), para os tempos ajustados pcio etanel.

Oleo Issencial de Aspic
|t'R pelo etanol:

It'x pelo butano

dpr(lcac) dpr (L) E% 1{t'x) dpr(l...) dpr (Lip) E% L(t'ry)
0,83 0,84 1,4 0,67 0,67 0.0
0,76 0,77 1,3 0,61 0,61 0,0
0,74 0,75 1.3 0,60 0,60 0,0
0,72 0,73 1.3 0,58 0,58 0,0
0,70 0,71 1.3 0,56 0,56 0.0
0,65 0,68 43 0,52 0,53 32
0.6} 0,64 43 0.48 0,50 3.1
0,59 0.61 42 0,46 0,48 31
0,58 0,61 42 0,46 0,47 3.0
0,55 0,57 41 0.43 0,45 3.0
0,55 0,58 4,1 0,44 0,45 3.0
052 0,55 141 04] 0.43 3.0
0,49 0,51 3.4 0,39 0,40 23
0,44 0.46 3.3 0,36 0,37 2.3

Oleo Essencial de Geranio Algerian

|t'= pelo butano:

lt's pelo etanol’

dpr(lc.ic) dpr (Iy,) F% I(t'y) dprileac) dpr (Iip) E% I(t'rs)
2.68 242 10,7 249 2.24 11,3
2.49 2,26 10,2 2.34 2,00 11,9
1,52 1.54 1.3 1,38 1,38 0,0
1,42 1,44 1,3 1,28 1,28 0,0
1,27 1.30 2.0 1,15 1,15 0,2
1,11 1,16 43 0,98 101 3.1
1,06 111 43 0.93 0,96 31
0,95 0,99 4.1 0,82 0.84 3.0
0,79 0.82 4.0 0,66 0,68 3.2
0,72 0,75 3.4 0,60 0,61 2.3
0,71 0,73 3.4 0,58 0,60 2.3
0,66 0,68 3.3 0,53 0,55 23
0,59 0,61 3.3 047 048 2.2
0,51 0,52 0,8 0,40 0,40 0,2
0,33 0,32 3.7 0,23 0,22 4.7




Oleo Essencial de Noz Moscada

'y pelo butano;

|1'R pelo etanol:

dpr{i..c) dpr (liip) E% I{t's) dpr{l ..} dpr (I;i,) E% I{t'ka)
0,99 0,92 8.0 1,00 0,92 8.8
0.92 0,85 7,7 0,93 0,85 8.5
0,90 0,83 7.7 0,91 0,84 8.4
0,74 0,73 0,7 0,74 0,73 1.3
0,63 0,63 0.7 0,64 0,63 1.3
0,54 0,56 3.0 0.54 0.56 25
0.50 0,51 2.9 0.50 0.51 24
0,50 051 2.9 0,50 0,51 24
0,41 0,43 2.9 0,42 0,43 24
0,38 0,38 0,9 0.38 0.38 0.4
0,36 0.36 0.9 0,36 0,36 0.4
0,32 0,32 1.7 0,33 0,32 2.1
0.32 0.32 i,6 032 032 2.0
33 032 1.9 0,33 032 2.4
Oleo Essencial de Rosa
|t'zx pelo butano: t'x pelo etanol:
dpr{Lea.) dpr (Lip) E% I(t') dpr(lcaic) dpr (lip) E% 1{t'nai)
1,32 1.30 1.3 1,37 1,31 4.6
1,04 1.06 23 1,05 1,07 1.4
0,82 0.87 47 0.84 0,87 39
0.71 0,74 4.5 0,72 0,74 37
0,67 0,70 45 0,68 0.7 37
0.63 0,66 43 0,64 0,66 3.6
0,57 0,59 4.3 0,57 0,60 3,5
0,48 0,45 7.1 0,48 0,45 7.9
0,45 0,42 7,0 0,45 0.42 7.8
0,45 0.42 6.9 0.45 0.42 7.7
0,38 038 11 0,38 0,38 1.7
0,38 0,38 1.0 0,38 0,38 1,7
0,17 0,33 47.6 0,18 0,34 47 4
0,19 0,37 49,7 0,19 0,37 495
0,20 0.39 49 4 0,20 0.39 492




Qleo Essencial de Pau-Rosa
|t'x pelo butano: t'r pelo etanol:
dpr(l...) dpr (L) E% 1{t'r) dpr{ .. ) dpr (Lip) L% H{t'gaj)
1,43 1,43 0,1 1,32 1.30 L1
133 1,34 0.4 1,23 1.21 1.0
1,28 1,26 0.4 1,18 F 17 10
1,26 1,27 0.4 1,16 WE 1.0
1,24 1.24 0.4 1.13 1.12 1,0
1,11 115 3.4 1,01 1.04 2.2
1,06 Lo 34 0.97 0,99 2.1
1.05 1.08 3.3 0.95 0,97 2.1
1,0 1,04 3.3 0,91 0,93 2.
0.94 0,97 3.2 0,84 0,86 2.0
0,90 0,93 3.1 0,81 0.83 2.0
0,89 0,92 3.1 0,80 0.81 2.0
0,60 0,59 0.0 0.52 0,51 1.9
0,59 0,58 1.1 0,51 0.50 1.0
0,24 0.45 472 0,20 0.38 46.9
Oleo Essencial de Levitico
t'r_pelo butano: |1'R pelo etanol:
dpr{Jca.) dpr (L) E% I{t'k) dpr{l..) dpr (lig) E% Ht'ka)
1,02 0,92 10,8 0,87 0,86 1,1
1,02 0,92 10,3 0,87 0,86 1.1
0,97 0,89 10,0 0,83 0,82 1,1
0,86 0,85 0.6 0,8 0,76 ]
0.84 0.84 0.4 0.79 0.79 1.0
0,82 0,82 0.4 0,77 0,77 1.0
0,76 0,76 0.4 0,71 0,71 1.0
0,64 0,66 33 0,60 0,61 2,1
0,60 0.62 3.3 0,56 0,57 2.1
0,60 0,62 3.3 0,55 0,57 2.1
0,36 0,35 22 0,32 0,31 3.3
036 0,35 2.1 0,32 031 33
0.12 0,24 48,8 0.11 021 48,5
0,15 0,28 47.9 0.13 0,25 47 6




Oleo Essencial de Cravo
'z pelo butano: t'w pelo etanol:
dpr{icac) dpr (L) E% I(t'y) dpr{l..i.) dpr (i) E% I(t'r.;)
1,41 1,40 0,7 1.27 1,26 1.4
1,22 1.21 0,7 1,09 1,08 1.3
1,18 1,18 0,7 1.05 1.04 1.3
1,03 £,06 30 0,90 0,93 2.5
0,51 0.52 0.9 0,41 0,41 0,4
034 0.34 0.9 0.38 0,38 0.4
0,43 0.43 1.7 0.33 0.32 2.1
0,40 0,39 1.6 0,20 0,29 2.1
0,34 0,33 1.6 0,24 0,24 2.0
0,26 028 1.9 0,20 0,20 23
0.58 057 1.8 ()48 0,47 2.2
0.16 0,32 498 0,09 0,18 49 8
0.16 0,32 49 6 0.09 0,18 49.5
0,15 0.29 494 0,08 0,16 493
Olco Essencial de Alcaravia
t'x pelo butano: t'x pelo etanol.
dpr(lae) dpr (L) E% I(t'r) dpr{lc) dpr (L) E% (')
2,40 231 37 2.36 222 6,1
1,92 1.96 2.3 1,85 1,88 1.4
1,78 1.83 23 1,72 1,75 1,4
1,71 1,75 2,2 1,66 1,67 1,1
1,61 1,67 3.1 1,56 1,59 1.9
1,53 1.60 4.0 148 1,52 2.8
1,26 132 45 1,20 1,25 3,7
1.16 (.21 44 1.11 1,15 36
i12 1.17 43 1.07 1,10 3.6
1,03 1,08 4.3 0,98 1,01 3,5
0,95 0,99 4,2 0,90 0,93 3,5
0,80 0,82 2.2 0,73 0,76 47
0,81 0.75 7.1 0,76 0.70 79
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Apeéndice D
Atraves destes poucos cromatogramas apresertados, pode-se ter uma 1déia da analise wisual

realizada para alouns dos oleos essencias. Comparando os cromatogramas dots a dois, peds-ce
perceber certa semelhanga Esta analise wsual o reabizada com fundamentac o tednea,
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Planilhas montadas para o agrupamento preliminar, utilizando o calculo da Distancia entre os
Oleos essenciais.

ALECRIM JALFAZEMA| ASPIC BAY BERGAMO | CANANGA | CANELA | CANELFIRG
ALECRIM 0.000 47.127 52.942 64,263 29.07] 32.933% 74.64% 72.842
ALFAZEMA 47.127 0.000 10.468 82.885 60,472 69.105 ©1.793 89,548
ASPIC 52742 10.468 {1,000 85,302 63,085 71.944 93.803 91,558
BAY 64.263 82.883 83,302 0.060 61.135 73358 81,397 11183
BERGAMO 29.071 60.472 63,085 61,135 0.000 43,132 61.950 70.282
CANANGA 32.933 69.105 71.944 73,358 43,132 0,000 §4.942 R]0.333
CANELA 74.648 91.793 93,803 81.397 61,950 %4942 {1000 84.385
ICANELEIRO 72,842 89,548 91.538 11,185 70.282 R0.333 84.385 0.000
ICORIAND 83.832 ¥6.304 98.951 102.277 86,981 91,863 109,581 107548
CRAVD 82.616 96.953 98.794 21.209 80811 89.853 91.264 10.784
GERALGER 44,508 68,441 71.576 72.301 33,768 62,134 74.067 82,017
GERAFRIC 44,281 68,727 71.8(W 71.576 33.515 61,394 75.680 §1.398
LARANJA 27.371 61.123 64.239 62,459 24.725 46,659 72.642 72,303
LAVANDA 36,757 46,082 47.660 79.775 45,022 64.850 49.323 85.639
LAVABRIAL 41.069 38,929 41.643 76.697 12,911 61.619 54.600 82.973
LAVABSOL 349.326 33453 35.611 76.696 42.840 6(.129 60.332 83.134
LAVGROS 50,983 70.656 72.523 77.745 30.859 65.912 54,058 85.123
LAVORDIN 40.203 2,310 65.236 71,000 31,121 60,789 $5.322 80.861
LIMA 22.816 45,625 49.984 65,746 22,343 47.595 63,655 74.176
LIMAQ 24.571 60.042 63.344 66,412 24.534 33.090 68.883 74.889
NEROLI 50.110 71.642 75.463 77,030 47.212 63.976 64,933 83.786
OREGANO 82.281 8.256 100,250 1(12 846 69.285 92426 23.717 107.040
PATCHO 29.402 64,408 67.342 70.075 41.894 31.305 80.248 76.502
PAUROSA 74.074 88.771 92207 95.023 77.466 §3.293 102.297 100.923
ROSA 48.090 71,590 74.429 71.505 41,395 61,413 87.202 81.317
YLANG 35,201 70.113 73,014 73.040 42.759 12,098 84,521 80.413
FOLCEDRO 61,335 79.852 B1.652 80.675 47,334 70.776 877407 88.433
HORTELA 47.733 67.661 77.086 82.140 63.527 73.740 95,141 90,286
LOURO 30,349 54,068 58,085 58.073 29.532 18,6064 78,303 66,780
PINHO 68,280 86.371 §9.527 93.076 58.645 80.988 24.373 97.995
SALVESP 30.561 49.569 53,190 70.327 37.334 54,850 80.640 78748
SALVOFIC 46,918 57,976 60880 78.387 51.364 66,049 87.837 85.93%
SANDALO 64.114 85,151 87.449 89.185 70.939 $£9.723 97,488 94,634
SANDMYS 61.669 83.201 85,531 87.426 68.804 67.556 96,139 92.960
TOMBRA 43.267 71,727 74,505 76,951 46.933 50.006 68576 %2128
TOMVER 59613 79.638 82.009 85.075 45,978 71.745 29205 90.547
MENPIPER 45,494 65,651 75.085 82.754 39.748 72.028 86,981 90.793
MENARVE 69.343 85.770 95.882 99.921 85.512 91.225 108,115 106.8%0
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CORIAND | CRAVOQ | GERALGER | GERAFRIC | LARANJA | LAVANDA |LAVABRIAL | LAVABSOL
IAI,F.CR]_M 83.832 82.616 44,508 44,281 27.371 46757 41.069 39.326
ALFAZEMA 96.304 96.953 68 41 08,727 60,123 46,082 38.929 33,453
ASPIC 98.951 98.794 71.576 71.809 64.239 +7.660 11.643 35.611
BAY 102,277 21.209 72301 71,570 62.439 79775 76.697 76.696
BERGAMO %698 ] 80.811 33,768 33.515 24.725 45,022 42,911 42.840]
CANANGA 91.863 89.853 62.134 61,394 36.659 64 850 61.619 60-12‘)'
CANELA 109,581 91.264 74067 73,680 72.642 49323 34,600 60.332
CANELEIRO 107,548 10.784 82.017 81,398 72.308 85.639 82,973 83.134
CORIAND 0,000 113.742 91.423 91.093 83.811 95.762 93.719 92,752
CRAVO 113,742 0.000 92.109 91,524 82.359 94.071 91.433 91.643
GERALGER 91.423 92,100 0.000 2.561 20,403 56,660 35803 35,092
GERAFRIC 91,095 91,524 2.561 {2,000 19,862 58.128 57.077 36,193
LARANJA 83.811 82.559 200,403 19.862 .000) 52.821 49779 48,826
LAVANDA 95,762 %4.071 56.660 SR.12% 52,821 0.000 8,974 13,394
LAVABRIAL 93,719 91,433 55.803 57.077 49.779 8.974 0,000 7.267
LAVABSOL 92,752 91.643 55.092 56,193 48.826 13.3%4 7.267 (. (00§
(ILAVGROS 94,557 94.687 51.428 52.041 30.625 44.399 45,398 47,083
JLAVORDIN 20,6063 90,530 43.986 43,100 36,298 63,458 59.009 57.302
LIMA 84,3603 84,016 42.340 42517 32,857 36.853 32.336 31.186
ILIMAO 73.737 84.830 44.336 44 058 27.988 49.767 46,408 46,081
NERQLI 48.680 92.323 533.205 55.670 48.811 54.232 53614 54,711
|OR.EGANO 116.045 114.712 79.310 &1.200 20,683 53.110 59.609 65.362
PATCHO 88.074 %5859 34.858 54.433 41.187 38.994 50,457 54,014
PAUROSA 13.517 107,725 82.607 82.267 74.876 87,639 85,299 l’C4.499I
ROSA 93.276 91.281 17.809 15843 20888 67.626 60,054 64.117
YLANG 91.386 BY 866 62.710 01,954 17,183 63,661 62175 61.050)
FOLCEDRO 92.051 97.643 62.940 62,117 62.299 72.560 71,189 70.067
TIORTELA 90.374 97.827 70.098 70,187 58.440 74.711 67.767 68.312
LOURO B5.633 76.489 49.423 48.635 39.502 34.933 50.281 48.417
PINHO 105,713 146,028 69.244 71.124 68,182 43.135 48.184 54 248
SALVESP $7.090 87 645 51,682 51.543 17.191 533,670 47.801 45.658
SALVOFIC 53.223 93.926 62,350 62,099 50,338 63,045 38.364 56.408
SANDALQ 104.083 101 897 77.371 77.138 69,936 R1.454 79.647 76.594
SANDMYS 102.549 100,333 75.359 75.113 67.65%4 79,636 77.763 74.657
TOMBRA 93.352 91,142 59,038 59.398 50,408 54.287 34,218 54.15(4
TOMVER 100.567 99.323 59.964 61.526 59.370 37,972 43.020 47.806
MENPIPER 98.325 98.676 66.619 67.026 36.306 67,260 60.911 62.167
MENARVE 113,455 113 418 BY.873 90.160 80.7606 91,100 84.962 86.265
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LAVGROS | LAVORDIN LIM.A LIMAO NEROLI | OREGANOQ | PATCHO | PAUROSA
ALECRIM 50.985 402013 22 816 24571 50.110 32,281 29.402 74.074
ALFAZEMA 70.636 62310 45.625 61,042 71.642 08.250 64,408 88.771
ARPIC 72523 03.236 149 984 63.344 75,463 100,250 67.342 02.207
BAY 77743 71.000 65746 6ir. 412 77.030 102 840 70,075 095,023
BERGAMOQO 30.859 31121 22343 24,534 47212 6Y.285 41.894 77.460
CANANGA 65.912 60,789 47.595 313,090 63,976 92 426 31.305 ®3.291
CANELA 53.058 85322 65.653 68 8RS 64.955 25717 80.248 102.297
CANELEIRO 85.123 80.861 4176 74 889 83.786 107 046 76,502 100923
CORIAND 94.557 90,663 84.563 73,737 48,680 116,045 BE.074 13,517
CRAVO 94.687 90.530 84016 84 830 92.323 114,712 B5.859 107725
GERALGER 31.428 43.986 42340 44336 35.205 79,310 54.858 82.607
GERAFRIC 52.041 43.100 42.517 44 058 35.670 81.200 54.433 82.267
LARANIJA 50.625 36.298 32.857 27 988 48.811 0683 41,187 74.876
LAVANDA 44.399 03,458 36.853 49.767 54.232 53.110 58.994 R7.639
LAVABRIAL 45.398 39.009 32356 40,408 53.614 59,609 36.457 85_299'
LAVABSOL 47.083 57.302 31.186 46,081 54.711 65.362 53.010 84.499'
LAVGROS 0.000 44.452 31.744 48.409 51.612 54,580 59.696 R4 856
LAVORDIN 44.452 0.000 33.776 41.500 61.230 90.880) 54.037 R1.947
LIMA 31.744 35.776 0.000 32.455 435.337 71,330 40.084 71196
LIMAQ 48,409 41.500 32455 (1.000 40.448 76.576 37.990 65477
NEROLI 51612 61,230 45,537 40,448 (.000 70681 58.460 39.333
OREGANO 54,580 90.880 71.330 76.576 70.681 (.000 87.604 108.537
PATCHO 39,6490 54.937 40.084 37.990 58.460 87.604 (1.000 79.9i2
PAUROSA 84,856 81.947 74.196 65.477 39.333 108,537 79.912 £.000
ROSA 61.76Y 49.091 48.977 50,695 62.797 93.791 55.093 84330,
YLANG 06483 60.740) 49,404 31.398 63.773 02,405 40249 82 835
FOLCEDRO 30,514 50.387 45.785 62,605 62.805 90.666 66,912 81.192
HORTELA 73.588 57.599 52.242 62.784 71.834 101,088 68.891 BR.714
LOURO 41,003 34.039 20.947 4).619 53.265 86.674 43,133 74692
PINHO 48,033 79.839 39.088 63.878 59.340 16.623 75.995 97.636
SALVESP 53.563 28.750 33,473 35.031 58.716 87.826 46.039 79.873
SALVOFIC 62,399 46,126 46489 40.694 40.952 94.760 59.170 48.001
SANDALO 81,433 78.441 69.476 70,699 80.465 103.846 56.657 07.224
SANDMYS 79,646 76,272 67.184 68,515 78.637 102.630 53,737 05.628
TOMBRA 53.367 61,900 43.092 48,393 38.120 73.466 30.283 85.232
TOMVER 31.630 67.743 46,978 55.654 53.333 25.838 64.928 01.88(4
MENPIPER 67051 37.858 47.491 60,238 66,703 91.592 66.934 §7.221
MENARVE 91,572 ¥3.566 72.908 85.113 87.540 112.227 87.711 102091
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ROSA YLLANG | FOLCEDRO | HORTELA | LOURQ PINHO | SALVESP
ALECRIM 48.090 35.201 £1.335 17,735 30.349 68,280 30.561
ALFAZEMA 71.590 70113 79.832 67.661 54.068 86.371 49.569]
ASPIC 74.429 73.014 X1.632 77.086 58,083 89.527 53.190|
BAY 71.505 73044 R0.675 X2 140 58.073 93.076 70.327
BERGAMO 41.395 42.759 47.334 63.527 29.532 58,645 37.334
CANANGA 61.413 12 09% 70,776 3.740 48 664 80.988 54.850]
CANELA §7.202 $4.521 R7.707 95141 7%8.307 24.373 80,640
|CANELEIRO 81.317 80.413 88435 90,286 66.780 97.995 78.748
lC.ORIAND 93.276 91.386 92.051 99 374 83.633 105,713 87.090]
ICRAVO 91.281 89.866 97,643 97.827 76.489 106,028 87,645
|QERALGER 17.809 62,710 62 94) 70098 4G.423 649244 31.682
GERAFRIC 15.843 61.954 62,117 70,187 48 633 71,124 51,543
LARANJA 26.$88 47.185 62.299 58.440 39,502 68182 37.191
LAVANDA 67.626 65.661 72.560 74711 54.933 43.135 53.670]
LAVABRIAL 66.054 62.175 71.189 67.767 50.281 48184 37,801
LAVABSOL 64.117 61.050 70.067 68.312 aR.417 54.248 45,658
LAVGROS 61.769 66.485 40,514 73.588 41.005 48.033 33.565
LAVORDIN 49.091 60.740 50.387 57.599 34.03Y 79,839 28.750
LIMA 48,977 49 404 45.785 52.242 20947 59088 33.475
LIMAQ 50.695 31.398 62,603 62.784 40.619 63.87R 33.051
NEROLI 62.797 63.773 62.805 71,834 53.265 59,340 58,716
[OREGAND 93,791 92 405 90.666 101.088 86,674 16.623 87 826
PATCIIO 55,093 40.249 66.912 68.891 43.133 75.995 16.039§
PAUROSA 84.336 82.835 81.192 88.714 74.692 97 636 79.873
ROSA 0,000 62.744 62.677 74.790 49811 ®3,905 39.01%]
YI.ANG 62.744 0.000 72.043 73.993 50,542 &0.917 53,562
FOLCEDRO 62.677 72.045 0.000 80.440 35,977 84141 £9.300
HORTEILA 74.790 73.993 80.440 0.000 54,250 85.616 52.593
LOURO 49811 50,542 35.977 54.250 0.000 75313 42.06%
PINHO 83.905 80.917 84141 $5.616 75.313 0.000 74 675
SALVESP 59.018% 53,562 69.300 52.593 42.068 74.675 0.000
SALVOFIC 68,154 65,744 70.110 65.322 51.827 £2.148 36.72]
SANDALQO 77.611 70.455 £6.930 £8.466 70.717 94 288 71.054
SANDMYS 75.580 68.631 85.202 £6.636 68.473 92 896 68,684
TOMBRA 63.755 58.981 68.147 74.126 50,055 63.581 33303
ITOMVER 73.277 72.846 67,660 82.292 61.803 19,081 66,402
MENPIPER 72.843 72.366 76.910 11.415 52.303 76,244 53.049
MENARVE 93373 4$1.734 95332 28.828 73.883 97.384 80,093
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SALVOFIC | SANDALO | SANDMYS | TOMBRA | TOMVER | MENPIPER | MENARVE
ALECRIM 46.918 64.114 61.669 43.267 59613 43494 69.343
ALFAZEMA 57.976 $5.151 §3.201 71.727 79.63% 63.651 83.770}
ASPIC 60).880 87.449 85531 74.503 87009 75.083 95 882
BAY 78.387 89.185 87.426] 76951 85.073 82.754 99 921
BERGAMO 31.364 70,939 68.804 36.933 15978 39748 %5.512
|[CARANGA 66.049 69.723 67.356 30.006 71.745 72.008 41225
LCANELA 87.837 97.488 96,159 68.576 29203 86 Y81 108,113
ICANELEIRO 85.938 94644 92.96() £2.128 9,547 90.793 146 8904
ICORIAND 33.223 104.083 102.549 93,352 100.567 9%.325 1 |3,455|
ICRAVO 93,926 101.897 100.335 91.142 90 323 98.676 113,415
GERALGER 62,350 77.371 75.359 39 038 59 964 66619 89,873
GURAFRIC 62.09Y 77.138 75.113 39.398 61.526 67.026 90,1604
LARANIJA 50,358 $9.936 67.654 30,408 $9.370 56,306 %0.766
LAVANDA 63.045 81,454 79.636 54.287 37.972 67.260 9L
LAVABRIAL 58,364 79.647 77.763 54.218 43.020 60911 84.962
LAVABSOL 56,408 76.594 74.657 34.150 47.806 62.167 %6.263)
LAVGROS 62,399 81,453 79.646 53.367 31.630 67.051 91 572
LLAVORDIN 46,126 78,441 76.272 61.900 67.743 S7.858 83.566
LIMA 36.48Y 69 476 67.184 43,092 46.978 47.491 72 908
LIMAO 40,694 70,699 68.513 48.393 55.634 60,238 85.113
NEROLI 301,952 80,463 78.637 58.120 $3.333 66.703 87.540|
|[OREGAND G760 103 846 102,630 73.466 25838 91.592 112.227
PATCHO 39170 56.657 53,737 30.285 64.928 66.934 87.711
PAUJROSA 48.001 97.224 93,628 85.232 91.880 87.221 102.091
ROSA 68.154 77.611 75,580 63,755 73.277 72.843 93.373
YLANG 65.744 70.453 68,631 38,981 72.846 72.366 91.734
FOLCEDRO 70110 86,930 85,202 68,147 67.660 76.910 95.332
HORTELA 65.322 #8. 466 86,630 74126 82.292 11.413 28.829]
LOURG 31.827 70,717 68,473 30,955 61.803 52.303 73.883
PINHO 82.148 93 288 97 896 63,581 16,081 76,244 97.384
SALVESP 36.721 71.054 68,684 35,303 66,402 53.049 £0.093
SALVOFIC 0.000 R1.308 79,184 66,292 74,712 63.362 88.970|
SANDALO 81.308 0.000 3138 79,097 %6987 86,858 103.577
SANDMYS 79184 3,138 4.000 76.232 83,323 83.060 102,115
TOMBRA 66.292 79.097 76,252 0,000 51,842 69.661 90,557
[TOMVER 74.712 86.987 83323 S1.842 (10X 73.552 96,431
MENPIPER 65.362 %6 85K 83 60 69,661 73.552 0.000 28.549)
MENARVE $8.970 103.577 142,115 901557 96,431 28.349 0.000

Litiizando os valores de distancia mostrados nas tabelas acima, calculou-se os valores do
par@metro Similaridade entre os oleos. Os oleos foram agrupados de acordo com sua similaridade emn
relagdio a outros Oleos. Note que para dleos essenciais iguais, o valor de Similaridade ¢ igual a 1.0
Fo1 usado como limite de corte o valor igual a 0,55.
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SALVOFIC PATCHO CANANGA ALFAZEMA] ASPIC
SALVOLIC 1.000] PATCHO 1.000] caNANGA 1.000) ALFAZEMA 10000 ASPIC LOoU
SALVESP .684] ALECRIM 0.747) YLANG 0.89%6]  ASPIC u.o10] ALtAZEMA 0.914
LIMAO (1.619] TOMBRA 6.739] PATCHO 0.730] LAVABSOL 0.712] LAYABSOL 0.093)
NIROL ] 11.617) CANANGA 0.730) ALECRIM (-.716] LAVABRIAL (1.663) LAVABRIAL (641
LAVORDIN 0.603] LIMAO o673l LIMAO 07150 LIMA 06078 LAVANDA 0.389)
LIMA 0.599] LA 0.655) BERGAMO 0.628] 1.AVANDA 0603 TMA 0.564)
ALRCRIM 0,596]  YILANG (.653] LARANJA 0.598] ALI:CRIM 0,594
PAUROSA 0,586] LARANIA 0615 LIMA 0.5900 SALVESP (.373
LARANJA 0.566] BERGAMO 0,639]  LOURO 0581 LOURO 0,534
BERGAMO 0557 LOURO 0.628F TOMBRA 0.569
L.OURQ 0.553] SALVESP 0603
CANELEIRO CORIAND CRAVO BAY MENARVE
"JCANELEIRO 1.000JCORIAND 1,GOOJCRAVO 1.ODOJRAY LOOUIMENARVE 1,000
CRAVO 07907111/\[,'}{(»;;\ 0 884CANLLEIRO n.QO?ICANELEHZO 0.904|MENPIPLR 0.754
BAY os0afniroL 0.581JBAY n_317|c1mvo 0817 HOR TELA 1.752
MENPIPER HOWR T A CANELA PALROSA OREGANO
MENPIPER 1.000JHOR TELA 1 000JCANELA LOOJPAUROS A 1 000JOREGAND 1,000
HORTELA o.o02fvmnppER 0.902}PINHO 0.790JCORIAND 0 8&4PIN1IO 0,857
MENARVE o,75a]MNARVE: 0.752fOREGANO 0. 778INIROI 0.66 1 JCANELA 0.778
ALECRIM HLGUSJALICRIM 0584 TOMVER 0. 748|8A1 VOFIC . 5%6fTOMVI R 0.777
LIMA 0,591fL.IMA o.ssnll,AVAm)A 0.575
GHRALGER GERAFRIC TOMVYER TOMBRA ROSA
GERALGER 1 Q00JGERAFRIC 1,000J TOMVER 1.000J TOMBRA 1.UOROSA 1000
GERAFRIC 0,978}GERALGER 0,978JPINHO 0,836]PATCHO 0739k ERAFRIC {0,863
ROSA (LM'?IROSA 0.863J OREGANO 0.777JLIMA 0.629]GERALGER 0.847]
LARANJA 0,824JLARANIA 0.829) CANELA 0.748JAL ECRIM 0.627{LARANJA 0,768
BERGAMO o 709fsrRGAMG 0,73 1JLAVGROS 0,727|BERGAMO 0.596§BERGAMO 0.643
LIMA 0.635|LiMA 0.634[LAVANDA 0,673|LIMAC 0,5833ALECRIM 0,586
LAVORDIN 0621§L AVORDIN 0.629|LAVABRIAL 0.629JCANANGA 0.569fLMA 0,57%
LIMAC o618lLIMAO o.620[BERGAMO 0 604]LARANIA 0.566JLAVORDIN 0.577]
ALECRIM 0.616JA1ECRIM o.c18fLnva 0,595]LOGRO 0561 JLOURE 0.571
1.OURG u.574}LouRO 0.581|LAVABSQL 0.588J TOMVER 0.553fmAo 0,563
LAVGROS 0,557)sALVISP 0.556] TOMBRA 0553
SALVESP 05550 AVGROS 0.552)



LIMA ALECRIM BERGAMO LIMAO

LIMA 1. 000JALECRIM 1.0c0lL.vA 1.o0ojLIMAO 1,000
LOURO o.819|LIMA 0.803| GERAFRIC U807 BERGAMO 0,789
BERGAMO 0 RO7ILIMAL (L 7TREFUANANGA (. 73MALLLCRIM 0.5 |
ALECIRIM RO ARANIA (i 7B EROAMO (3,787 ARANIA (.759
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