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CHIRAL GAS CHROMATOGRAPHY IN THE RESOLUTION OF ENANTIOMERS INVOLVED IN FRUIT FLAVOURS. This
work addresses the use of chiral gas chromatography in resolving optically active stereoisomers and racemates found in fruit flavours.
It presents the types of chiral selectors applied to terpene-derived metal coordination compounds, polysiloxane-linked o-amino acid
and mixed chiral stationary phases, and focuses on derivatized cyclodextrins, the most popular chiral stationary phases presently
used in chromatographic analysis. Knowledge about the techniques involved in chiral recognition and enantiomer identification in
the fruit flavour field is given along with examples from the latest studies.
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INTRODUCAO

Flavour € a sensacdo gerada a partir do cheiro, do gosto e de
estimulos téteis no interior da boca provocados pelos alimentos, mas
frequentemente o termo € usado como sindénimo de odor,' como aqui
neste trabalho.

O conhecimento do flavour de um alimento € de grande interesse
e importancia para a industria de alimentos, ja que este exerce efeito
decisivo na escolha do individuo em consumir um certo produto.

Ja s@o conhecidos mais de 7.000 compostos e estima-se que até
10.000 substancias voldteis estejam envolvidas na composicdo dos
flavours dos alimentos. No morango, por exemplo, sdo mais de 300
substancias voldteis e no café, mais de 1.000,! mas identifici-las
e quantificd-las em matrizes complexas como os alimentos ndo ¢
tarefa facil, embora de importancia vital para compreender o perfil
de compostos aromadticos relevantes presentes e, assim, desenvolver
alimentos mais atrativos para o consumidor.

As andlises de identificagdo de substincias voldteis tornam-se
ainda mais dificeis de serem realizadas na presenca de substancias
denominadas enantidmeros, que estdo amplamente distribuidas nos
alimentos.

Os enantidmeros ou compostos quirais sao substincias que apre-
sentam a mesma férmula molecular e imagem no espelho, mas nao
se sobrepdem devido a maneira como os d&tomos estdo arranjados no
espago. Devido a esta grande semelhanca estrutural, duas substan-
cias diferentes apresentam vdrias caracteristicas fisicas e quimicas
idénticas, como ponto de fusdo, ponto de ebuli¢do e solubilidade.?
Estas caracteristicas inviabilizam a separagdo fécil e identificagdo
destes compostos quirais através de métodos convencionais. Desta
forma, cromatografia com fluido supercritico, eletroforese capilar e
técnicas miniaturizadas, como cromatografia liquida capilar e nano
cromatografia liquida t€m sido experimentadas, mas a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (para substincias termoldbeis ou ndo vo-
lateis) e a cromatografia gasosa quiral acoplada a espectrometria de
massas (para substancias voldteis ou néo voldteis derivatizadas) sdo
as técnicas mais empregadas.’*

*e-mail: alexandre.porte @unirio.br

A separac@o de enantidmeros por cromatografia gasosa usando
fases estaciondrias quirais foi desenvolvida por Gil-Av et al., na dé-
cada de 60 em Israel.® Na literatura, esta técnica pode ser encontrada
com os nomes de cromatografia gasosa quiral, cromatografia gasosa
enantiosseletiva ou enantiocromatografia gasosa.

Atualmente, empregando-se cromatografia gasosa quiral e es-
pectrometria de massas € possivel detectar facilmente quantidades
tracos de enantidmeros presentes em matrizes complexas.” E o caso
da determinagdo de o-damascona e 0-ionona, em meio a mais de 200
substincias volateis do chd preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze).?

Em particular, a cromatografia gasosa bidimensional com fase
estaciondria quiral, que combina uma pré-coluna com fase estaciond-
ria aquiral a uma coluna principal com fase estaciondria quiral ou a
coluna com fase estaciondria quiral primeiro seguida da coluna com
fase estaciondria aquiral, tem demonstrado ser um método poderoso
de estereoanalise direta de substancias voldteis sem qualquer processo
prévio de derivatizagio, pois permite separar e “distribuir” melhor os
picos no cromatograma.”’

Na drea de alimentos, a cromatografia gasosa quiral tem sido
aplicada na andlise de leite, queijo, margarina, cha preto, carne, mel,
bebidas alcodlicas, como vinho e cerveja, e compostos flavorizantes
de frutas.'-1®

A separacdo e identificagdo dos enantidmeros ¢ de grande im-
portancia na drea de flavours e dleos essenciais, ndo apenas para
caracterizar uma matriz vegetal, mas também para avaliar uma via
biossintética de um ou mais compostos e estabelecer sua origem.!?
Virios estudos da composi¢do quimica de dleos essenciais tém
empregado a cromatografia gasosa quiral ou a cromatografia gasosa
multidimensional para separar enantidmeros outrora relatados sem
distingdo 1718

Os flavours sao resultantes de misturas complexas de substancias
voldteis e geralmente consistem de centenas de substancias de fun¢des
organicas diferentes, e entre elas os estereoisdmeros opticamente
ativos.'

Como os enantidmeros de um composto podem apresentar ca-
racteristicas de odor e threshold distintos, € fundamental a utilizagio
de técnicas que permitam a elucidagdo da configuracdo absoluta
(R ou S) presente, bem como o conhecimento da proporcio e da
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pureza enantiomérica destes compostos no alimento. A propor¢ao
enantiomérica € dada normalmente pelo excesso enantiomérico (ee)
das substancias quirais. A concentragio do excesso enantiomérico é
a diferenca entre os percentuais dos dois enantidmeros, jd a pureza
enantiomérica € definida como a propor¢do (expressa em percenta-
gem) dos enantidomeros detectados.”!*?

O termo threshold € utilizado para se referir a concentragdo
minima de um composto que pode ser detectada pelo olfato hu-
mano, geralmente presente em um volume de ar ou dgua definido.
O (8)-(-)-limoneno e (R)-(+)-limoneno, por exemplo, encontrados
nas cascas de frutas citricas, possuem odores de laranja e limao, e
thresholds de 8,4 ug m* de ar e 5,9 ug m*de ar, respectivamente.”>">>
Isto significa que concentracdes menores do cheiro de limdo, se
comparado ao cheiro de laranja, sdo necessdrias para que um indi-
viduo perceba este odor.

A determinagdo do valor do excesso enantiomérico pode ser
usada para determinar uma aromatiza¢do com um composto quiral
sintético, pois em muitos casos, a biossintese forma preferencialmente
um enantidmero, enquanto a sintese quimica forma racematos, que
ndo sdo separados por razdes econdmicas.'*" E se naquele alimento
o valor de excesso enantiomérico for disponivel para aquele este-
reoisdmero, este tipo de adigdo pode ser encontrada facilmente.'>"”
O suco de framboesa pode ser citado como exemplo. Naturalmente,
ele contém 92,4% de excesso enantiomérico de (R)-frans-o-ionona,
sendo que uma amostra contendo valores discrepantes de excesso
enantiomérico deste composto pode indicar uma adico de (z)-trans-
-o-ionona. Além disso, o valor do excesso enantiomérico de um
determinado par de enantidmeros pode ser modificado durante um
processamento, como ocorre na torrefagdo da aveld.'” Dependendo
do pH, temperatura, estado fisico (liquido ou sé6lido), processamento
industrial (como fermentag@o) e outros fatores, muitas moléculas
quirais podem racemizar ou sofrer inversao de configuracdo parcial,
sendo possivel entdo usar a pureza enantiomérica para avaliar a idade,
o processamento recebido e até efeitos da estocagem em bebidas
alcodlicas e ndo alcodlicas.”®

A cromatografia gasosa quiral associada a espectrometria de
massas também tem sido aplicada na identificacdo de enantidmeros
de precursores e metabdlitos quimicos, drogas, pesticidas, organo-
clorados, feromdnios, fragrancias, terpendides e até em fragmentos
da lua Titan de Saturno.”>

Diante do que foi exposto e da escassez de publica¢des nacionais
sobre o tema, este trabalho apresenta uma revisao sobre cromatografia
gasosa quiral com resultados relevantes sobre sua utilizagdo na analise
de enantiomeros envolvidos em flavours de frutas.

A CROMATOGRAFIA GASOSA QUIRAL

A cromatografia gasosa quiral ¢ uma cromatografia gasosa co-
mum, com 0s mesmos sistemas de inje¢do e detec¢do, cuja diferenga
encontra-se na fase estaciondria. Trata-se de uma substancia quiral
enantiomericamente pura (denominada seletor quiral) presente na
fase estaciondria que interage com a mistura de enantidmeros da
amostra, produzindo formas diasteroisoméricas transientes, que
serdo separadas na fase estaciondria, uma vez que diferentemente
dos enantiomeros apresentam propriedades quimicas e fisicas dife-
rentes. As intera¢des entre estereoisdmeros da amostra e os seletores
quirais da fase estaciondria ndo sdo permanentes € 0s cCOmpostos
separados retornam a sua configura¢@o enantiomérica original e sao
entdo detectados.?

As fases estaciondrias quirais sdo quimicamente ligadas a uma
matriz de polisiloxano, que por sua vez € ligada a parede da coluna
cromatografica, a fim de aumentar a eficiéncia da separacio, a esta-
bilidade em temperaturas elevadas e a robustez.”’-
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Os mecanismos exatos de separagdo, contudo, ainda ndo foram
elucidados, mas sabe-se que estdo envolvidos inclusdo, ligacdes de
hidrogénio, for¢as de dispersdo e interagdes dipolo-dipolo.*!>212
Existem 3 tipos principais de fases estaciondrias: compostos metalicos
coordenados, derivados de aminodcidos e ciclodextrinas modificadas,
que interagem com a amostra através de complexacao, ligagdes de
hidrogénio, e inclusio, respectivamente.?'-?>3

Fases estacionarias quirais baseadas em complexacio metalica
e em aminoacidos modificados

Um dos compostos metdlicos quelados utilizados como seletor
quiral era o dicarbonil rédio(I)-(IR)-canforato, mas outros derivados
terpénicos de tujona, isomentona, carvona, pulegona associados a
manganés, cobalto e niquel também eram encontrados. A temperatura
de trabalho baixa (25-120 °C) do rédio limitava seu uso, e fases es-
taciondrias quirais a base de niquel (Chirasil-Niquel®) apresentavam
termoestabilidade maior. Era uma ferramenta titil, antes do surgimento
das fases estaciondrias quirais a base de dextrina modificada, para
andlise de compostos que ndo se ligam por ligagdes de hidrogénio,
como feromonios, fragrancias, produtos de reagdes enzimaticas e
alguns flavours.>' Nao foram encontrados trabalhos recentes empre-
gando este tipo de seletor quiral.

A primeira fase estaciondria quiral, produzida em 1966, era
um derivado de isoleucina, e em 1977 surgiu a fase estaciondria
Chirasil-Val® (produzida a partir do aminodcido valina) que € bas-
tante conhecida.?*

Muitas vezes os estereoisomeros estudados nestas colunas com
fase estaciondria Chirasil-Val® precisam ser derivatizados a fim de
aumentar a volatilidade ou introduzir fungdes adequadas para for-
mar ligagdes de hidrogénio entre analito e fase estaciondria, e assim
permitir uma andlise mais refinada. Outra desvantagem do uso de
colunas com fases estaciondrias contendo seletores quirais a base de
aminodcidos modificados ocorre na separagao de aminodcidos de con-
figuracdo relativa D e L, pois pode ocorrer a inversao de configuracio
do analito em temperaturas elevadas. Este fenomeno de inversao ¢
denominado de inversao de esterosseletividade e pode ocorrer também
em outras fases estaciondrias, embora seja incomum.?!

Nao obstante, estas fases estaciondrias quirais foram e ainda séo
utilizadas, por exemplo, na detec¢@o da presenca de D-aminodcidos
em cervejas e vinhos.'**> Como o consumo de cerveja ocorre em vo-
lumes maiores que o de vinho, tem sido sugerido um perigo potencial
na ingestdo de teores elevados de aminodacidos D, daf a preocupacio
em conhecer as concentragdes destes compostos em diferentes tipos
de cerveja.®

Embora o mecanismo exato de separag@o dos seletores quirais
das fases estaciondrias quirais das colunas a base de aminodcidos
modificados ainda necessite ser completamente elucidado, € sabido
que a extremidade carboxila ndo exerce papel seletor importante, ao
contrdrio da extremidade amida (em um dipeptideo), por isso, a carbo-
xila foi substituida por um segundo grupo amino e quando se emprega
seletor L na fase estaciondria quiral, geralmente os D-enantidmeros
derivatizados da amostra s@o eluidos primeiro.’!

Varias tentativas tém sido realizadas para associar em uma tnica
fase estacionaria aminodcidos modificados e ciclodextrinas, e assim
combinar os efeitos de ligagdes de hidrogénio e inclusdo na separa-
¢do de enantidmeros, com o intuito de obter resultados melhores na
separagdo e quantificagdo de enantiomeros do que o obtido em cada
seletor quiral isoladamente.**!

Fases estaciondrias quirais a partir de oligdmeros de prolina
(diprolina) também vém sendo desenvolvidas, mas infelizmente
continuam dependendo da derivatizagdo prévia dos estereoisomeros
da amostra se estes forem aminas, aminodcidos ou hidroxidcidos.®
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Fases estacionarias quirais baseadas em inclusio
(ciclodextrinas)

Estas fases estaciondrias s3o produzidas a partir de ciclodextrinas.
As ciclodextrinas s@o oligossacarideos ciclicos que consistem de no
minimo 6 unidades de glicose unidas por ligagdo o (1—4).44

Embora ciclodextrinas com 12 ou mais residuos de glicose
sejam conhecidas, apenas os 4 primeiros homélogos, com 6, 7, 8
e 9 unidades de glicose, o, B, y e J, respectivamente, sdo bastante
estudados e utilizados (Figura 1). % Dentre elas, a B-ciclodextrina
(7 mondmeros de glicose) € a ciclodextrina mais usada devido ao
custo baixo e patente expirada.**4
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Figura 1. Estruturas quimicas da o, B e y ciclodextrinas

No estado sélido e em solugdo a conformagdo macrociclica das
ciclodextrinas corresponde a uma estrutura conica invertida, mais
precisamente toroidal, onde os grupos hidroxila secunddrios situados
nos carbonos C-2 e C-3 estdo localizados na base superior, enquanto
os grupos hidroxila primdrios em C-6 estdo na base inferior e a di-
mensao da cavidade € dada em fun¢@o do nimero de mondmeros de
glicose da ciclodextrina.?*

A auséncia de grupos hidroxila livres orientados para o interior
da cavidade faz com que esta apresente um cardter hidrofébico,

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas

Quim. Nova

enquanto o exterior tem cardter hidrofilico e isto as credenciam como
veiculadores eficientes de compostos hidrofébicos, como compostos
inorgénicos, farmacos, e moléculas aromdticas em meios aquosos.**>*

Em alimentos, as ciclodextrinas foram consideradas GRAS
(Generally Recognized As Safe = Geralmente Reconhecida Como
Segura) e tém sido usadas para: a) proteger compostos lipofilicos
sensiveis ao oxigé€nio ou ao aquecimento; b) mascarar o gosto amargo
de sucos de laranja e toranja (grapefruit) ao complexar naringenina e
limonina; c) evitar o escurecimento de sucos de pera, maca e banana
ao complexar a enzima polifenoloxidase; d) remover colesterol de
leite, manteiga, queijo, creme de leite, gema de ovo, banha de porco
e maionese; ¢) permitir a liberacdo lenta de agentes antioxidantes e
antimicrobianos; f) encapsular substincias volateis, como baunilha
e dleos essenciais de limao, laranja e framboesa.>>’

O uso de o-ciclodextrina em alimentos € limitado devido a pe-
quena cavidade interna que apresenta, mas seu uso como fibra tem
se mostrado uma aplicag@o potencial. Além disso, elas s@o capazes
de ligar 9 vezes seu proprio peso em lipideos e poderiam ser usadas
como suplementos para perda de peso.*®

As ciclodextrinas sdo produzidas a partir da a¢do da enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase EC 2.4.1.19) sobre amido
de virias fontes, como milho e mandioca.>*® Como as ciclodex-
trinas sdo oriundas do amido, todas sdo dextrorrotatérias.?? Vérios
microrganismos, como Thermoanaerobacterium, Klebsiella oxytoca
e algumas espécies de Bacillus, como B. macerans, B. circulans, B.
megaterium, B. firmus, B. stearothermophilus e B. lentus produzem
a enzima ciclodextrina glicosiltransferase.>

No caso das fases estaciondrias quirais, o, B e 7y ciclodextrinas
sdo comercialmente disponiveis. Estas ciclodextrinas apresentam
propriedades diferentes, como o nimero de centros quirais, didmetro
e volume da cavidade, conforme apresentado na Tabela 1.274?

As primeiras colunas empacotadas com fases estaciondrias quirais
de o-ciclodextrina e formamida surgiram em 1983, mas tinham vida
e eficiéncia limitadas.?®? Isto provavelmente era devido a elevada
polaridade e rigidez da ciclodextrina. A dilui¢do em polisiloxano e a
derivatizagdo das hidroxilas resolveram este problema. Ainda hoje sdo
desenvolvidos novos polimeros hibridos de ciclodextrina e siloxano.®!

A polaridade dos polisiloxanos influencia na enantiosseletividade
e ¢ dependente da temperatura, contudo, na faixa de temperatura
usada em cromatografia gasosa quiral, a enantiosseletividade parece
ser favorecida por polisiloxanos apolares e/ou altas concentracdes de
ciclodextrinas modificadas.®

Assim, a o-ciclodextrinas foram substituidas por per-O-metil-
[-ciclodextrinas concentradas e depois por per-O-metil-B-ciclodextrinas

Propriedade o B Y
Nuimero de unidades de glicopiranose 6 7 8

Massa molecular 972 1135 1297
Numero de centros quirais 30 35 40
Diametro da cavidade (nm) 0,47-0,53 ~ 0,45 0,60-0,65 ~ 0,60 0,75-0,83 ~ 0,80
Volume da cavidade (nm?) 0,176 0,346 0,51
Solubilidade em agua (g/100mL, 25 °C) 14,5 1,85 23,2
Valores de pKa 12,33 12,20 12,08
Ponto de Fusido (°C) 275 280 275

Forma dos cristais Laminas hexagonais
Tensao superficial (nM/m) 73

Velocidade de hidrélise 4cida (n!) 0,11

Paralelogramas monociclicos Prismas quadrdticos
73 73

0,13 0,23

Fontes: Ref. 22, 27 ¢ 105.
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diluidas, que podem ser encontradas comercialmente e representam
umas das ferramentas mais tdteis na separagdo quiral.??* A fase
estaciondria quiral 2,3,6-tri-O-metil-B-ciclodextrina é uma das mais
empregadas atualmente.®

Outra forma de produzir colunas com fases estaciondrias quirais
de ciclodextrina € partir de uma coluna capilar com fase estaciondria
convencional, como OV-1701, entdo a ciclodextrina derivatizada €
quimicamente ligada e, assim, produzida a coluna com fase estacio-
néria quiral.>»28:64

Atualmente, a maioria das fases estaciondrias quirais derivadas
de ciclodextrinas sdo preparadas por dilui¢do da ciclodextrina deri-
vatizada em polisiloxano.®” E uma mudanca na dilui¢o da ciclodex-
trina modificada em polisiloxano pode mudar o tempo de retencio
de cada componente na mistura, devido a variacdo da polaridade na
fase estaciondria.®®

As ciclodextrinas modificadas apresentam enantiosseletividade
excepcional junto a moléculas quirais de muitas classes de compostos
e sdo atualmente os seletores quirais mais populares na separacao de
misturas enantioméricas de substincias voldteis por cromatografia
gasosa por sua estabilidade e reprodutibilidade.®!*% Além disso,
mais de 90% das misturas nio racémicas de enantidmeros sio sepa-
radas sem derivatiza¢do.>'*% Mais de 40 fases estaciondrias quirais
estdo disponiveis comercialmente e mais de 230 ja foram descritas
na literatura.'®

Uma variacdo dessas fases estaciondrias sdo as o, B ou 7y per-n-
-pentil-ciclodextrinas. Todas sdo denominadas comercialmente de
Lipodex® e podem ser aplicadas para a separagdo de uma série de
enantidomeros.” As a., 3 e Y per-O-pentil-ciclodextrinas sdo liquidas
atemperatura ambiente, estdveis termicamente e soldiveis na maioria
dos solventes orgnicos apolares. Isto representa uma vantagem em
relacdo as per-O-metil-ciclodextrinas, que sdo sélidas e s6 podem ser
usadas diluidas em polisiloxano, enquanto as per-O-pentil-ciclodex-
trinas podem revestir colunas capilares diretamente.® Outra vantagem
desta fase estaciondria quiral € ser altamente enantiosseletiva para
compostos halogenados.®

A faixa de operagdo das fases estaciondrias quirais de ciclodextri-
nas peralquiladas normalmente € de -25 a 250 °C e isto pode ser muito
util pois, em alguns casos, temperaturas baixas sdo necessarias, como
ocorrem em moléculas enantioméricas com poucos dtomos como
bromoclorofluormetano. J4 existem fases estaciondrias peralquiladas
com estabilidade térmica até 300 °C, o que amplia consideravelmente
a quantidade de compostos que pode ser analisada.®’

As fases estaciondrias quirais de ciclodextrina apresentam como
vantagens: a) alto grau de inércia, permitindo a andlise de substancias
polares sem derivatizacdo; b) compatibilidade com todas as técnicas
de injecdo; c) grande estabilidade térmica, permitindo o uso de tem-
peraturas mais baixas para a elui¢do de amostras polares.?’%

A principal desvantagem encontrada para as ciclodextrinas € a
perda do poder de resolug@o apds 1 ano e meio aproximadamente.
Isto afeta principalmente as substincias mais volateis, pois a tem-
peratura de operagdo minima comega a se elevar, possivelmente por
rearranjos na estrutura, mas isto ndo foi observado quando a coluna
foi 2,6-di-O-metil-3-O-pentil-B-ciclodextrina/OV1701.%

Colunas com fases estaciondrias assimétricas, isto €, cujos
substuintes nas posi¢des 2 e 3 na molécula de glicose sdo diferentes,
tém sido desenvolvidas, e embora a sintese seja mais complexa que
as fases estaciondrias quirais simétricas (cujos 2 substituintes sdo
iguais nas posigdes 2 e 3 da glicose), elas podem apresentar melhor
resolu¢@o enantiomérica e de um niimero maior de enantidmeros, se
comparadas as fases estaciondrias quirais simétricas equivalentes. Foi
o que ocorreu quando foram testadas as fases estaciondrias quirais
2-0-metil-3-0-etil-6-O-terc-butil-dimetil-silil-B-ciclodextrina e
2-0-etil-3-0-metil-6-O-terc-butil-dimetil-silil-B-ciclodextrina contra
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as fases estaciondrias quirais 2,3-di-O-metil-6-O-terc-butil-dimetil-
-silil-B-ciclodextrina e 2,3-di-O-etil-6-O-terc-butil-dimetil-silil-B-ci-
clodextrina, respectivamente.®

Uma fase estaciondria quiral a base de ciclodextrina derivatizada
com uso universal para enantioseparacao em cromatografia gasosa
quiral ainda ndo existe, mas um grupo de trés fases estaciondrias
pode separar mais de 85% dos racematos e misturas enantioméricas
ndo racémicas na drea de aromas. As fases estaciondrias quirais de
ciclodextrinas alquiladas (por exemplo 2,6-di-O-metil-3-pentil-[3-
ciclodextrina) e duas fases estaciondrias quirais de ciclodextrinas
substituidas na posi¢do 6 por grupos terc-butil-dimetil-silil e nas
posicdes 2 e 3 por grupos metil, etil ou acetil podem satisfazer as
necessidades analiticas de um laboratdrio nesta drea de aromas.!?

Na contramao desta idéia, o conceito “one column for one pro-
blem” também vem sendo difundido. Ele estabelece a elaboragdo de
fases estaciondrias quirais Unicas para separagdo de enantidmeros
especificos.®

Desde a década de 90, existem trabalhos com o objetivo de diminuir
o tamanho das colunas com fases estaciondrias quirais de ciclodextrinas
de 25 m (comprimento) x 250 um (didmetro interno) para 1 m x 50 pm.
Estas novas colunas ndo estiio disponiveis comercialmente ainda porque
o reduzido didmetro interno € uma dificuldade para o preenchimento
da coluna de forma industrial. As colunas miniaturizadas ndo perdem
eficiéncia nem enantiosseletividade, se comparadas as colunas tradicio-
nais, porque embora o tamanho seja reduzido, a temperatura de eluigdo
também ¢ diminuida e oferecem redugdo (cerca de 85% a menos) do
tempo de andlise, que ocorre por volta de 90 minutos nas colunas com
seletores quirais convencionais. Todavia, s3o menos adequadas para
uso em misturas complexas e sao indicadas para separagao de amostras
contendo apenas pares de enantidmeros.**’ Isto, portanto, restringe de
certo modo seu uso na andlise de aroma de frutas, que via de regra sdo
componentes de matrizes complexas.

Para Mallmann et al.,”" as principais fases estaciondrias quirais
conhecidas (3-O-butiril-2,6-di-O-pentil-y-ciclodextrina ou Lipodex
E®; 3-O-pentil-2,6-di-O-metil-B-ciclodextrina e 3-O-metil-2,6-
di-O-pentil-y-ciclodextrina) foram obtidas nas décadas de 80 e
90, e por isso eles desenvolveram uma fase estaciondria nova
(3-O-pentafluoropropionil-2,6-di-O-pentil-B-ciclodextrina), que apre-
sentou boa performance na separagio de enantidomeros normalmente
encontrados em dleos essenciais.

Ciclodextrinas derivatizadas sdo os seletores quirais mais usados
e populares em colunas com fase estaciondria quiral em uso na cro-
matografia gasosa.”” Trabalhos envolvendo deteccdo olfatométrica de
compostos, isto &, detec¢@o envolvendo um painel de experts em and-
lise sensorial, ndo empregaram os outros tipos de seletores quirais.”’*

SEPARACAO DE SUBSTANCIAS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA QUIRAL

O reconhecimento molecular e a separagdo isomérica sdo for-
temente governados pela substituicdo nos carbonos C-2, C-3 e C-6
(Figura 2). Estas posicdes no anel de glicose podem ser substituidas
por diversos grupos funcionais, os quais provocam mudanc¢as na
ciclodextrina e influenciam no resultado das separagdes. Contudo,
ainda ¢é dificil dizer que fase estaciondria quiral possui maior poder
de separagio dado um par de enantidmeros.”

As ciclodextrinas derivatizadas diferem em suas propriedades
fisicas, quimicas e cromatogréficas dependendo do tamanho do anel
da ciclodextrina e do tipo dos substituintes. Geralmente o C-6 aquiral
¢ substituido por grupos apolares, como grupos alquil ou silil, para
reduzir a polaridade ou liquefazer a ciclodextrina. Os substituintes
nos C-2 e C-3, como grupos alquil ou acil, sdo introduzidos para
alterar a seletividade quiral do material resultante.”
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R = alquil, acil, etc.
n=6,70u8

Figura 2. Glicopiranose representada na ciclodextrina derivatizada

A reatividade dos grupos hidroxila dos carbonos C-2, C-3 e C-6
sdo diferentes.”” Os carbonos C-2 e C-6 sdo prontamente alquilados,
mas o C-3 ndo, e exige procedimentos mais energéticos. Enquanto os
grupos hidroxila em C-2 e C-6 sdo facilmente alquilados com NaOH
como base catalitica, o grupo hidroxila em C-3 € estericamente menos
acessivel e necessita de mais tempo e NaOH em tetrahidrofurano
seco para ser alquilado.?>%

Quando o centro quiral estd proximo a entrada da cavidade ou tem
o substituinte orientado em posicdo especifica, tal que possa formar
uma interacdo com os grupos presentes na entrada da cavidade, a
possibilidade de reconhecimento quiral é favorecida.”’

Di-O-pentil-ciclodextrinas ou per-O-pentil-ciclodextrinas sdo
geralmente fases estaciondrias satisfatorias, devido a flexibilidade
conformacional dos grupos pentila, que diminuem o ponto de
fusdo das ciclodextrinas, ampliam a faixa operacional de trabalho
e aumentam o tamanho da cavidade da molécula de ciclodextrina,
resultando em um tamanho adequado para receber e acomodar
as moléculas incluidas ou permitir uma distancia adequada para
a interagdo. O grupo cinamil também pode ser ligado a um dos
carbonos para limitar a liberdade conformacional das moléculas
de ciclodextrina e aumentar a cavidade de B-ciclodextrina.®® As
per-O-pentil-f-ciclodextrinas sdo mais enantiosseletivas do que a
3-0-acetil-2,6-di-O-pentil-B-ciclodextrina.®

Semelhantes as per-O-pentil-ciclodextrinas, as 6-O-metil-2,3-
di-O-pentil-ciclodextrinas sdo versateis e possuem uma enantios-
seletividade unica, principalmente a 6-O-metil-2,3-di-O-pentil-y-
ciclodextrina. Surpreendentemente, a 6-acil-2,3-di-O-pentil-y-ciclo-
dextrina perdeu quase toda a enantiosseletividade. Isto pode ter sido
causado por intera¢des dipolo-dipolo de residuos de acila adjacentes,
que provocaram a perda de flexibilidade da ciclodextrina, necessaria
para um arranjo de reconhecimento quiral somado ao efeito de pro-
tecdo da entrada da cavidade, reduzindo sua dimensdo.”

E interessante notar que 3-O-acetil-2,6-di-O-pentil-ciclodextrinas
sdo encontradas comercialmente e apresentam boa resolucio,
enquanto a inser¢ao no C-6 do grupo acetil provocou a perda de
enantiosseletividade.

Alguns grupos volumosos, como ferc-butil-dimetil-silil (TDBMS)
que influenciam na conformacio da ciclodextrina aumentando a
enantiosseletividade, foram adicionados em certas fases estacionarias
quirais, mas existem diversos grupos que sio usados como derivados
nas posicdes 2, 3 e 6 das ciclodextrinas.>** Possivelmente, este au-
mento de enantiosseletividade estd relacionado com a ancoragem de
uma conformac@o nos residuos de glicose B-glicosidicamente ligados.

Quando o grupo metil de C-6 (2,3,6-tri-O-metil-B-ciclodextrina/
OV-1701) foi substituido por um grupo terc-butil, a seletividade para
um grande nimero de analitos foi aumentada e através de modela-
gem molecular foi percebido que as formas das ciclodextrinas eram
diferentes. Na verdade, nao apenas as formas eram diferentes, mas
as faixas de temperatura de operac¢do das colunas foram modifica-
das. Enquanto na coluna com fase estaciondria per-O-metil a faixa
de temperatura de operacio era de 160-250 °C, na coluna com fase
estaciondria ferc-butil em C-6 a faixa de temperatura de operacéo
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foi de 20-250 °C, permitindo assim a resolugio de enantidmeros de
massa molecular baixa.”

Em contraste, outros autores acreditam na ancoragem da ciclodex-
trina ao polimero regiosseletivamente a partir da posicao 6, de forma
a ndo bloquear a entrada do térulo na posi¢@o 2 ou 3. O bloqueio da
entrada de ciclodextrina pelo tamanho dos substituintes ¢ prejudicial
a separacdo enantiomérica e pode ser evitado empregando-se ciclo-
dextrinas com 7 residuos de glicose e metilando-se todas as hidroxilas
residuais que ndo estejam sendo ocupadas por nenhum substituinte.*

Quando as ciclodextrinas sdo derivatizadas, os grupos hidroxilas
sdo protegidos e substituidos por grupos éteres e portanto ndo se
observa mais as interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio, havendo
com isso uma tor¢do das estruturas destes derivados.”’

No entanto, quando sdo as fases estaciondrias per-O-metil-ciclo-
dextrinas essas tor¢des sdo minimizadas podendo ainda ser capazes de
formar complexos de inclusdo. Com isso, a estereosseletividade das
per-O-metil-ciclodextrinas € maior do que a das ndo derivatizadas,
ndo levando a uma perda de eficiéncia do processo cromatografico. De
fato, as per-metil-B-ciclodextrinas representam uma fase estacionaria
util na resolucéio de misturas enantioméricas de substincias volateis
pertencentes a diferentes classes de compostos.?

A enantiosseletividade também difere entre o e  ciclodextrinas,
indicando claramente que a dimensdo da cavidade macrociclica exerce
um importante papel na inclusio de substratos quirais.?

Todas estas modifica¢des nas ciclodextrinas derivatizadas e os
efeitos observados levam a crer que o modo de formagdo de com-
plexos de inclusdo parece ser provdvel no reconhecimento quiral. A
substancia a ser analisada entra na cavidade da ciclodextrina e se liga
a pelo menos um centro quiral. A parte restante da molécula pode
interagir com a ciclodextrina em outro ponto ajustando a molécula.”

A interacdo via formacdo de um complexo na inclusdo entre
a ciclodextrina e o analito pode ser uma explica¢do da resolucio
quiral e alguns resultados experimentais séio favordveis a essa idéia.
Primeiramente, enantiosseletividade compardvel ndo pode ser obser-
vada quando oligdmeros lineares de per-O-pentil-glicose sdo usados
como fase estaciondria quiral em cromatografia gasosa e, segundo, hd
claras indicagdes que a resolugdo Optica na ciclodextrina depende do
tamanho da cavidade e da molécula a ser identificada.”

Entretanto, uma vez que a separacdo de enantidmeros também
pode ser realizada em per-n-pentil-amilose (bem menos eficientemen-
te), a inclusdo dentro da cavidade ndo pode ser pré-requisito para o
reconhecimento quiral em ciclodextrinas modificadas. Nenhuma as-
sociacdo molecular forte € necessaria, pois hidrocarbonetos saturados
também sdo reconhecidos.”’?” Além do mais, muitas substincias sao
tdo grandes que ndo cabem na cavidade e mesmo assim seus isdmeros
sdo resolvidos e, como as ciclodextrinas contém de 30 a 40 centros
quirais em cada molécula, a interacdo enantiosseletiva pode ocorrer
em outra parte da molécula.” Isso evidencia que o processo de reco-
nhecimento quiral pode envolver mecanismo de inclusdo, assim como
interagdo do tipo ligacio de hidrogénio e dipolo-dipolo.”’” De fato,
“aciclodextrinas”, como tem sido chamadas as versdes lineares das ci-
clodextrinas derivatizadas, mostraram enantiosseletividade maior que
as proprias ciclodextrinas derivatizadas, quando foram comparadas
(2,3-di-0-acetil-6-O-rerc-butil-dimetil-silil)-B-ciclodextrina (CD 7,
pois tem 7 unidades de glicose na ciclodextrina) com [(2,3-0,4”-0)-
acetil-(1’-0,6-0)-terc-butil-dimetil-silil Jmaltoeptose (G7, pois tem
7 unidade de glicose na dextrina linear) e os respectivos congéneres
com 8 carbonos.”™”

IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS SEPARADAS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA QUIRAL

A identifica¢@o de compostos quirais pode ser realizada com ou
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sem a necessidade de evidéncias quirépticas via co-injecdo de um
composto de estereoquimica conhecida.'>*' Contudo, o composto de
interesse € sintetizado ou adquirido comercialmente e co-injetado em
grande parte dos trabalhos.

O método de rotulagem enantiomérica consiste em adicionar
uma solugdo padrio de concentracdo conhecida do composto e pela
diferenca determina-se a amostra.>?!

Em alguns casos, os enantiomeros também podem ser previa-
mente convertidos em estereoisomeros por agentes derivatizantes
e entdo serem separados sem a necessidade de fases estaciondrias
quirais, mas € bastante sujeito a falhas devido a possibilidade de
ocorréncia de racemizagio ou uma derivatizagdo incompleta.'> Este
ultimo método foi utilizado na andlise quiral de substincias volateis
do cajé (Spondias lutea L.).*°

Com apoio do banco de dados especificos para cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (“espectrotecas”),
como o Chirbase®, é possivel distinguir e identificar dezenas de
milhares de enantidmeros.>? Eles fornecem as estruturas molecu-
lares dos analitos, dados da separacdo, como tempo de retencio,
dados bibliograficos, nomes de compostos, odores caracteristicos
de alguns enantidmeros, e seleciona condi¢des 6timas de operagio
cromatogrdfica, tais como fase estaciondria, temperatura, pressao, fase
movel, dimensdo da coluna e, se necessario, permite o planejamento
de reagdes de derivatizacdo adequada.” Uma outra biblioteca (sem
nome comercial por enquanto) foi desenvolvida e correlaciona os es-
pectros de massas com os indices de retencdo lineares dos compostos
presentes em flavours.’

Existe, ainda, um fendmeno que pode ocorrer e ser utilizado na
identificagc@o de substancias. Trata-se da mudanca de conformacao
ou configuragdo durante a andlise, a qual resulta em um platd no
registro, ao invés de um pico. Este processo € denominado enantiome-
rizagdo e ndo racemizagdo por ser um processo dindmico que ocorre
durante a cromatografia e ndo a transformagdo de uma mistura de
enantidmeros em um racemato. Este fendmeno serve para reconhecer
a labilidade de um estereocentro ou a integridade estereoquimica e €
recomendado pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos na andlise da integridade estereoquimica de drogas quirais.'*!
O programa ChromWin® permite determinar as taxas constantes de
enantiomerizac¢io. A enantiomerizagio pode ocorrer dentro de uma
primeira coluna com a interrupg¢do do fluxo de gés, seguido de uma
segunda coluna para separar os isdmeros e uma terceira para analisar
os compostos, ou simplesmente 2 colunas, uma para gerar a enan-
tiomerizacdo e outra para analisar os produtos, no caso de amostras
menos complexas.’!

CROMATOGRAFIA GASOSA QUIRAL NA PESQUISA DE
FLAVOURS DE FRUTAS

Os enantiomeros predominantes encontrados em frutas e as
colunas empregadas nas andlises de diversas frutas sdo apresentados
na Tabela 2.

Agathosma betuina Berth e Agathosma crenulata (L.) Hook
sd0 pequenos arbustos nativos da Africa do Sul, também referidos
na literatura internacional como “buchu”, e suas folhas sdo usadas
como flavorizantes em vinhos e alimentos. Seus frutos sdo um tipo de
groselha preta da qual se obtém o flavour tipo cassis, usado em alguns
sorvetes. Trabalhando com a fase estaciondria quiral (2,3,6-tri-O-me-
til)-B-ciclodextrina, os autores estudaram a composi¢o do 6leo essen-
cial extraido das folhas e concluiram que todos os 4 estereoisdmeros
da 8-mercapto-p-mentan-3-ona eram de configuragdo absoluta (S).%2

Usando fases estaciondrias quirais 2,6-di-O-metil-3-O-pentil-
B-ciclodextrina/OV-1701 e 2,3-di-O-acetil-6-O-terc-butil-dimetil-
silil-B-ciclodextrina/OV-1701 em polpa de maméo papayuela
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(Carica pubescens) foram identificados o 1,3-octanodiol e
glicosideos de 3-hidroxi-butanoatos, especificamente o 3-O-f-D-
glicopiranosilbutanoato de etila e o 3-O-f-D-glicopiranosilbutanoato
de butila, sendo que foram encontrados um valor de excesso
enantiomérico de 90% de (R)-1,3-octanodiol, 96% de (S)-3-hidroxi-
butanoato de etila e 24% de (S)-3-hidroxi-butanoato de butila, apds
a acdo enzimatica de B-glicosidase.® Esta fruta, Carica pubescens,
ndo ¢ o mamao papaia que normalmente € consumido no Brasil, mas
sim uma espécie comum nas montanhas colombianas.** O mamao
papaia que conhecemos trata-se do Carica papaya L.

Em macas (Malus sylvestris), utilizando a fase estaciondria
2,3-di-O-acetil-6-O-terc-butil-dimetil-silil-B-ciclodextrina/OV-1701,
foi encontrado o (R)-1,3-octanodiol com excesso enantiomérico
superior a 99%. Este glicol, que possui atividade antiftiingica, ja
havia sido identificado desde 1973 como uma das substancias res-
ponsaveis pelo aroma de macds de diferentes cultivares, contudo a
elucidacio do enantidmero presente permaneceu obscura por mais
de 20 anos. Também foram analisados o 5-(Z)-1,3-octenodiol e os
ésteres destes dois alcoois, o 3-hidroxioctanoato de etila e o 5-(2)-
3-hidroxioctenoato de etila, e em todos foram encontrados excessos
enantioméricos superiores a 99% da configurag@o (R).*

A andlise quiroespecifica do tamarilho (Cyphomandra batea-
cea Sendtn.), uma fruta nativa do clima temperado dos Andes e
pertencente a familia Solanaceae, revelou misturas racémicas do
3-hidroxibutanoato de metila e do butanol-2, 50:50% e 48:52% de
(8):(R), respectivamente. O butanol-2 ¢ um componente comum em
morango, banana, manga e mamao.* E em relagdo ao seu odor, ne-
nhuma diferenga significativa foi encontrada entre as configuracdes
(R) e (S5).° J4 o 3-hidroxibutanoato de etila, o 3-hidroxiexanoato
de metila e o 3-hidroxiexanoato de etila apresentaram uma distri-
bui¢do enantiomérica de 68:32%, 73:27% e 63:37% de (S):(R),
respectivamente. Os monoterpenos o.-terpineol e 4-terpineol também
foram encontrados com excesso enantiomérico da configuragio (5),
76% e 48%, respectivamente, utilizando a fase estaciondria quiral
2,3-diacetil-6-O-terc-butil-dimetil-silil-B-ciclodextrina/OV-1701.5¢
Este trabalho também serve para ilustrar que nem sempre as vias
biossintéticas vegetais produzem grandes excessos enantioméricos
de um determinado enantiémero.

O 4cido 2-metilbutandico, produzido por uma bactéria do
género Pseudomonas sp., presente no solo, também foi analisado
por cromatografia gasosa quiral. Os achados mostraram que acido
(R)-2-metilbutandico com excesso enantiomérico de 100% foi pro-
duzido. Este enantidmero, que no € produzido comercialmente, tem
odor de queijo e adocicado, enquanto o enantidmero dcido (S)-2-
metilbutandico € produzido comercialmente e apresenta odor doce,
frutal e tropical. A partir do 4cido (R)-2-metilbutandico foi possivel
sintetizar iminas, cetonas e ésteres com aroma frutal.®’

Sudrez er al.,’® estudaram a casca de uma fruta colombiana, a
Solanum vestissimum D., e encontraram acentuadas diferencas entre
o odor da casca e da polpa, bem como as suas substancias voldteis.
Usando como fases estaciondrias quirais 2,6-dimetil-3-pentil-3-ciclo-
dextrina para a andlise de 3-hidroxiésteres e 2,6-dimetil-3-butiril-y-ci-
clodextrina para andlise de lactonas, eles encontraram misturas racé-
micas de linalol, 3-acetoxibutanoato de metila e de 3-hidroxibutanoato
de metila, 51:49%, 52:48% e 52:48% de (R):(S), respectivamente.
Ja o 3-hidroximetanoato de metila, 3-hidroxibutanoato de etila € a
Y-hexalactona apresentaram relag¢do 86:14%, 72:28% e 90:10% de
(R):(S) e excesso enantiomérico de 70%, 44% e 80%, respectivamente.

De forma independente e empregando fases estaciondrias qui-
rais diferentes, dois trabalhos relataram a presenga predominante
de (R)-6-lactonas em coco, mas cujos contetidos diminuiam com
o aumento de numero de carbonos, assim houve excesso enan-
tiomérico decrescente de (R)-0-hexalactona, (R)-d-octalactona,
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Tabela 2. Substancias quirais detectadas em frutos e tipos de colunas quirais aplicadas na separacdo dos enantidomeros

Fruta/Produto
Suco de laranja (Citrus sp.)"

Enantidmero majoritdrio Coluna quiral

TriMe-B-CD
2,6-DiMe-3-Pe-B-CD
2,6-DiMe-3-Pe-B-CD

2,3-DiAc-6-TBS--CD

(R)-a-pineno
(R)-limoneno
(S)-2-metilbutanoato de etila

(S)-heptanol

Andes berry* (Rubus glaucus - Benth),
fruta nativa dos Andes'?

Toranja, Pomelo ou grapefruit
(Citrus decumana)’

(R)-1-p-menteno-8-tiol ** 2,6-DiMe-3-TBS-B-CD

Pera (Pyrus comunis L.)" (25-4R) e (2R-4R)-2-metil-4-pentil-1,3-dioxano
28-4R) e (2R-4R)-2-metil-4-(2’(Z))-pentenil-1,3-dioxano
acido y-lactona (4R, 5R)-dihidroxiexandico (solerol)
(R)-1,3-octanodiol, (S)-3-hidroxi-butanoato de etila,
(S)-3-hidroxi-butanoato de butila
(R)-1,3-octanodiol, 5-(Z)-1,3-octenodiol, 3-hidroxioctanoato de etila,
5-(Z)-3-hidroxioctenoato de etila

Figo (Phoenix dactylifera L.)"

Mamao das montanhas colombianas
“papayuela” (Carica pubescens)®

2,6-DiMe-3-Pe-y-CD
2,6-DiMe-3-Pe-B-CD/OV-1701 e
2,3-DiAc-6-TBDMS-B-CD/OV-1701
2,3-DiAc-6-TBDMS-B-CD/OV-1701

Macas (Malus sylvestris)®

Racemato de 3-hidroxibutanoato de metila e do butanol-2
(S)-3-hidroxibutanoato de etila, (S)-3-hidroxiexanoato de metila,
(S)-3-hidroxiexanoato de etila, (S)-a-terpineol, (S)-4-terpineol

Tamarilho (Cyphomandra bateacea
Sendtn.), fruta nativa dos Andes®

2,3-DiAc-6-TBDMS-B-CD/OV-1701

Racemato de linalol, 3-acetoxibutanoato de metila e do
3-hidroxibutanoato de metila
(R)-3-hidroximetanoato de metila
(R)-3-hidroxibutanoato de etila
(R)-y-hexalactona

Solanum vestissimum D., fruta de origem
colombiana, da qual os autores estudaram
a casca.®®

2,6-DiMe-3-Pe-B-CD para ésteres aciclicos

2,6-DiMe-3-butiril-y-CD para lactonas

Juniperus communis L. (zimbro) (-)-o-pineno, (-)-B-pineno, (+)-sabineno, (+)-canfeno,
(+)-limoneno, (-)-B-felandreno, (+)-neomentol
(+)-0-pineno, (-)-B-pineno, (+)-sabineno, (-)-canfeno,
(+)-limoneno, (+)-B-felandreno, (+)-neomentol
(3S,4R)-(-) 3-metil-(E)-5-decen-4-olideo
(R)-(+)-(E)-o-ionona, (R)-(+)-limoneno
(R)-0.-pineno, (S)-terpinen-4-ol, (S)-6-octalactona,
(S)-8-decalactona e racemato de o-pineno
(3R)-(-)-linalol, (3R)-(+)-citronelol, lactona vinho-(-)-((3S,3aS,7aR)-
3a,4,5,7a-tetraidro-3,6-dimetilbenzofuran-2(3H)-ona)

3-CD/DB1701

Juniperus oxycedrus ambos argelinos®?

Péssego branco (Prunus persica)’

Framboesas (Rubus idaeus L.)*>*>

2,3,6-TriMe-B-CD
2,3-DiMe-6-TBDMS-B-CD/DB1701

Sucos e cascas de yuzu
(Citrus junos Sieb ex Tanaka),

2,3-DiAc-6-TBDMS-B-CD/SPB 20

sudachi (Citrus sudachi Hort ex Shirai) e (35)-(+)-linalol, (3R)-(+)-citronelol, lactona vinho-(-)-(-)-

((3S,3aS,7aR)-3a,4,5,7a-tetraidro-3,6-dimetilbenzofuran-2(3H)-ona)

kabosu (Citrus sphaerocarpa Hort ex
Tanaka)'®

Coco (Cocos nucifera)**

Racemato de linalol, (3R)-(+)-citronelol, lactona vinho-(-)-(-)-
((3S,3aS,7aR)-3a,4,5,7a-tetraidro-3,6-dimetilbenzofuran-2(3H)-ona)
(R)-6-hexalactona, (R)-0-octalactona, (R)-0-decalactona,
(R)-6-dodecalactona, (S5)-0-tetradecalactona
(+)-linalol, (-)-furaneol (4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona),
(S)-2-metilbutanoato de metila, (S)-(+)-2-metilbutanoato de etila,
(R)-o-ionona, (R)-4-decanolideo e (R)-4-dodecanolideo
(1R,5R)-(+)-at-pineno, 2-(S)-metilbutanoato de etila e
2-(R)-metilbutanoato de etila
(S)-2-pentanotiol

2,3,6-TriMe-B-CD
2,3-DiAc-6-TBDMS-B-CD
2,3-DiMe-6-TBDMS-B-CD

2,3,6-TriMe-B-CD

Morango (Fragaria sp.)'""'%

Manga (Mangifera indica)'™ 2,3,6-TriMe-B-CD

Goiaba (Psidium guava)®

*Fruta dos Andes, em forma de baga (como morango, framboesa, amora, etc.) usada na fabricacdo de geléias. **Enquanto o (S)-1-p-menteno-8-tiol foi fraco e
ndo especifico para influenciar o aroma do pomelo.’

(R)-0-decalactona, (R)-8-dodecalactona até um excesso enantiomé-
rico de (S)-0-tetradecalactona.®*

Recentemente, §-octalactona, y-nonalactona, y-decalactona e
v-dodecalactona foram relatadas como importantes componentes do
flavour de abacaxi durante o amadurecimento, mas infelizmente os
pesquisadores ndo empregaram fase estaciondria quiral na andlise.”!

Os enantiomeros monoterpénicos das bagas de Juniperus oxyce-
drus e Juniperus communis L. argelinos foram identificados e quanti-
ficados com o auxilio de microextragdo em fase sélida, cromatografia
quiral usando B-ciclodextrina e padrdes dos compostos.”

Este trabalho serve para ilustrar como pode ser realizada, de forma
simples e convencional, o estudo de substancias voldteis em frutos
através de microextragdo em fase solida e cromatografia gasosa quiral.
Os autores esmagaram manualmente 200 mg do fruto, transferiram

para um frasco de 20 mL, fecharam com septo de silicone e aguar-
daram 30 minutos. Entdo, em triplicata, expuseram uma fibra para
microextragdo em fase sélida constituida de divinilbenzeno-carbo-
xen-polidimetilsiloxano ao headspace estitico do frasco, durante 5
minutos, a temperatura ambiente. As substincias foram desorvidas
com a introdu¢@o manual da fibra no injetor do cromatégrafo a gas
acoplado a um detector seletivo de massas a 250 °C, por 2 minutos,
sem divisdo de fluxo (splitless). As substancias enantidmeras foram
separadas em uma coluna capilar Cyclodex B® (fase estaciondria de
B-ciclodextrina - 10,5%) ligada a fase estaciondria DB-1701) e foram
identificadas através do uso de padrdes analiticos analisados sob as
mesmas condi¢des (usando hélio como gds carreador com fluxo de
1 mL/minuto, a coluna mantida a temperatura de 40 °C/5 min, que
foi entdo aumentada até 180 °C a uma velocidade de 1,5 °C/min).”
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Em outro trabalho, a associacdo da cromatografia quiral com
técnicas olfatométricas permitiu identificar o isdmero prevalente do
3-metil-(E)-5-decen-4-olideo, o enantiomero (35,4R)-(-) e os outros
compostos de impacto, como o (Z)-6-dodecen-4-olideo, do flavour
de péssego.!

O trabalho de Flores et al.”* ¢ interessante, pois usaram fases
estaciondrias quirais 2 vezes na mesma investigagdo. Primeiro
empregaram uma coluna com fase estaciondria quiral de per-metil-
-B-ciclodextrina, especialmente projetada para eles, para separar os
4 estereoisdmeros do jasmonato de metila de um produto comercial
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Este produto
comercial de jasmonato de metila, normalmente ¢ aplicado em
framboesas e morangos para melhorar o aroma das frutas. Depois
aplicaram cada um dos 4 isomeros separados sobre framboesas e
avaliaram através de cromatografia gasosa quiral os efeitos destes
sobre substancias voldteis importantes para o aroma da framboesa:
limoneno, o-ionona e B-pineno. Embora ndo tenham chegado a ne-
nhuma conclusio sobre a acdo dos isdmeros de jasmonato de metila
sobre B-pineno se comparado ao produto comercial (que contém uma
mistura de estereoisdmeros do jasmonato de metila), as framboesas
tratadas com (-)-epijasmonato de metila ou [(-)-3S,7R)-jasmonato
de metila] apresentaram maiores teores de (R)-(+)-(E)-o-ionona e
(R)-(+)-limoneno. O (-)-epijasmonato de metila estd presente na
concentracdo de apenas 2,5% no produto comercial vendido como
jasmonato de metila. A (R)-(+)-(E)-t-ionona apresenta aroma de
framboesa, enquanto a (S)-(-)-(E)-a-ionona apresenta aroma de
madeira (Figura 3).72"?2 Isto significa que ¢ possivel melhorar sen-
sorialmente as framboesas aplicando o esteroisomero especifico de
jasmonato de metila. A (R)-(+)-(E)-o-ionona ja havia sido relatada
anteriormente como compoente do aroma de framboesa.”* A Tabela
2 apresenta outras substancias volateis detectadas no perfil aromdtico
de framboesas.”>%

(R)-(+)-(E)-alfa-ionona e (S)-(-)-(E)-alfa-ionona

Figura 3. Estruturas quimicas dos enantiomeros de (E)-o-ionona

A cromatografia gasosa quiral (fase estaciondria quiral de dietil-
terc-butil-silil-B-ciclodextrina) tem sido uma ferramenta empregada
para detectar fraudes e adulteragdes por misturas com dleo essencial
de laranja ou 6leos destilados de diferentes origens no valioso dleo
essencial de tangerina italiano, usado como agente flavorizante em
sucos de tangerina e na inddstria de cosméticos. O artigo destes
autores, entretanto, mostra a vantagem de se empregar cromatogra-
fia gasosa bidimensional com fase estaciondria quiral para evitar a
coelui¢do de alguns monoterpenos presentes no 6leo essencial de
tangerina, ao invés de apresentar a detec¢do de fraudes em Oleos
essenciais de tangerina.”’

Em outro trabalho, os autores apresentam claramente que a
cromatografia gasosa quiral pode ser uma das ferramentas para
controle de qualidade da autenticidade dos 6leos essenciais de
tangerina ao permitir a separagdo, quantificagdo e identificacao,
com a ajuda de padrdes analiticos, de 12 monoterpenos quirais
caracteristicos deste 6leo, cuja adulterag@o por adi¢do de 6leo es-
sencial de laranja pode ser facilmente encontrada. Mas os autores
destacam que a adulteracio por adi¢do de compostos aquirais pode
acontecer e sugerem outros métodos analiticos complementares,
como cromatografia gasosa de alta resolug¢do (para compostos
aquirais), cromatografia liquida de alta eficiéncia (para fragdes nao
volateis) e cromatografia gasosa com combustdo e espectrometria
de massas para razdes isotopicas.”

Cromatografia gasosa quiral na resoluc@o de enantiomeros envolvidos em flavours de frutas 1677

Além da investigacdo das razdes isotdpicas de deutério e de
12C/BC, os dcidos orginicos presentes nas frutas também podem
servir para avaliar a autenticidade de produtos derivados de frutas,
uma vez que sdo menos susceptiveis a altera¢des durante o processa-
mento e armazenamento dos produtos e também porque o conjunto
de 4cidos organicos presentes forma uma perfil tnico para cada
fruta.” Entretanto, na maioria das vezes, estes compostos precisam
de derivatizacdo prévia antes da andlise por cromatografia gasosa.

Até a origem de sucos de laranja ja foi possivel ser investiga-
da através da andlise da distribui¢do enantiomérica de compostos
quirais.'®

Também voltado para a deteccio de fraudes, o estudo dos compos-
tos quirais envolvidos no flavour de morango (Fragaria sp.) revelou
a presenga de (+)-linalol, (-)-furaneol (4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-
-furanona), (S)-2-metilbutanoato de metila, (S)-(+)-2-metilbutanoato
de etila, (R)-0-ionona, (R)-4-decanolideo e (R)-4-dodecanolideo. 010
E no estudo dos compostos quirais relacionados ao flavour de polpa
e geléia de morango, além dos compostos (S5)-2-metilbutanoato
de metila, (S)-(+)-2-metilbutanoato de etila, (R)-a-ionona, (R)-4-
decanolideo e (R)-4-dodecanolideo também foi encontrado (R)-4-
octanolideo. Entretanto, quando iogurte, sobremesa gelada e geléias
adquiridas no comércio foram analisados, estes compostos estavam
ausentes ou presentes na forma de racematos, indicando a adultera¢do
dos produtos.'®

Os sucos e as cascas de trés frutas citricas de origem japonesa:
yuzu (Citrus junos Sieb ex Tanaka), sudachi (Citrus sudachi Hort
ex Shirai) e kabosu (Citrus sphaerocarpa Hort ex Tanaka) usadas
como temperos em frutos do mar grelhados, em sobremesas e licores
foram estudados por cromatografia gasosa bidimensional com fase
estaciondria aquiral de polietilenoglicol e fase estaciondria quiral de
2,6-diacetil-6-terc-butil-dimetil-silil-B-ciclodextrina e apresentaram
os mesmos enantidmeros de linalol e citronelol em ambas as partes
das frutas (suco e casca), mas enquanto o enantidmero (3R)-(-)-linalol
foi majoritdrio no yuzu, o enantiomero (3S)-(+)-linalol foi majoritdrio
no sudachi e no kabosu houve uma mistura racémica dos compostos.
Isto confere ao yuzu um odor madeirado, enquanto no sudachi o odor
¢ frutal. Ja o (3R)-(+)-citronelol foi o enantidmero encontrado na
casca e no suco das trés frutas.'®

Variedades de manga do Estado do Rio de Janeiro - Brasil tiveram
seus compostos de impacto, isto €, as substancias mais significativas
que caracterizam um dado aroma, investigados. Entre eles, o (1R,5R)-
(+)-0-pineno conferiu nota de odor verde a variedade Tommy Atkins,
e enquanto o enantidmero 2-(S)-metilbutanoato de etila conferiu nota
de odor frutal, lembrando maca, a variedade Carlota, o enantidmero
correspondente ao 2-(R)-metilbutanoato de etila foi detectado na
variedade Rubi e relacionado a nota de odor rancoso desta tltima
variedade (Figura 4).!%

(0]
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2-(S)-metilbutanoato de etila e 2-(R)-metilbutanoato de etila

Figura 4. Estruturas quimicas dos enantiomeros de 2-metilbutanoato de etila
CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, a selecio de uma fase estaciondria para a resolucéio
quiral de enantidmeros de substincias flavorizantes em frutas ainda
€ um pouco empirica, ja que existem indica¢des de determinadas
fases estaciondrias, mas ndo hd uma fase estaciondria quiral com uso
universal e diferentes ciclodextrinas podem resolver mais eficien-
temente um ou outro composto. Mas hd que se reconhecer que em
menos de 20 anos houve um avango considerdvel na elaboracdo de
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colunas, por isso, acredita-se que tdo logo se compreenda melhor os

feno

menos de interacio entre a amostra contendo a substancia quiral

e a fase estaciondria quiral, a cromatografia enantiosseletiva terd suas
aplicacdes ampliadas. Este processo jd se iniciou e a identificacio

dos

enantiomeros, bem como o valor do excesso enantiomérico,

portanto, podem ser Uteis como pardmetros de controle de qualidade
na industria de alimentos e de 6leos essenciais, pois a proporgiao
enantiomérica pode funcionar como uma impressao digital, capaz de
indicar adulteragdes e alteragdes durante processos € armazenagem
de diferentes produtos a base de frutas ou seus 6leos essenciais.
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