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Resumo

A atividade 4.2 “Desenvolvimento de modelos de aromas para a industria de panifica¢ao”
visa 0 estudo / avaliacdo organolética de produtos de panificacdo contendo os aromas
naturais obtidos e andlise e reconstituicdo de aromas libertados no processo de cozedura
de produtos de panificacdo. O presente entregavel destina-se a apresentacdo de resultados
de analises de olfatometria das principais moléculas volateis que conferem o odor do péao
bem como o processo analitico envolvido para a posterior modelacdo destes mesmos
aromas. Desta forma, o valor de Odor Detection Threshold (ODT) das moléculas
analisadas na Atividade 4.2.1 “Avaliagdo organolética de produtos de panificagdo
incorporando os aromas naturais” foi determinado pela técnica de olfatometria com
recurso a 4 avaliadores em diferentes sessdes. De acordo com o ODT determinado para
cada molécula, aliando os demais ensaios laboratoriais de quantificacdo e posterior
modelacdo, foi realizada a reconstituicdo do odor do pdo com base nas principais
moléculas identificadas no seu aroma.

Concretamente, no ambito da modelacdo de aromas, apds a sua caracterizacdo quimica,
fez-se um levantamento da literatura sobre as propriedades fisico-quimicas e
termodindmicas dos volateis gerados durante a cozedura do pao (3-metil-1-butanol,
furfural, 2-furanometanol e y-butirolactona) com vista a testes de modelagéo do equilibrio
de fases liquido-vapor (VLE) de misturas recorrendo ao método UNIFAC (Universal
quasichemical Functional group Activity Coefficients). Com este passo pretendeu-se
determinar a composi¢do da fase liquida que proporcionara o odor caracteristico a pdo
acabado de cozer.
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Nivel de disseminagao Confidencial
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2 Informacao

o Determinacdo do ODT das moléculas alvo

De acordo com a Atividade 4.2.1 “Avaliagdo organolética de produtos de panificacdo
incorporando os aromas naturais”, onde foi caracterizado o perfil de volateis presente em
amostras de miolo e crosta de pdo, o aroma gerado durante a sua cozedura foi também
monitorizado. As moléculas alcool isopentilico (3metil-1-butanol), furfural, alcool
furfurilico e y-butirolactona foram os aromas maioritarios e, portanto, de interesse para a
determinacdo de propriedades relevantes com vista a sua reconstituicdo como o ODT
individual de cada uma delas, atendendo a deficiente abundancia em dados na literatura.
Desta forma, o ODT destas moléculas foi determinado pela técnica de olfatometria.

O ODT no ar foi determinado utilizando um Olfatometro Ecoma - modelo TO7 (Figura
1 A e B) e seguindo as normas VDI3881 e EN13725. A amostra de gas da molécula de
interesse foi preparada em sacos especificos de amostras para gas (Nanoplan) de 5L
(Figura 1 C). Para tal, uma quantidade conhecida de odor foi misturada dentro do saco de
amostragem com ar neutro (ar comprimido respiravel composto por 79 % azoto e 21 %
oxigénio, da Linde Portugal, ref.. UN1002). Considerou-se que o equilibrio foi atingido
deixando o saco repousar durante 1 h a temperatura ambiente (Anexo A) [1]. No final, o
saco de amostragem foi conectado ao olfatometro através do tubo de PTFE e procedeu-

se a avaliacdo do ODT de cada molécula

=]

Figura 1: registo fotografico do olfatdmetro modelo Ecoma TO7 (A e B) e saco de amostragem — Nanoplan
5L (C).

De uma forma breve, o odor é sugado do saco de amostragem e intensivamente misturado
com ar neutro. O odor diluido é direcionado de forma alternada até aos sniffing ports do
avaliador 1 até ao avaliador 4. A medicéo é realizada automaticamente e controlada pelo
software do equipamento. A sequéncia da medigdo termina quando houver 2 respostas
positivas consecutivas em pelo menos 50% dos avaliadores. Cada medic¢do é composta

por um conjunto de 3 sequéncias. No final o software reporta os resultados das dilui¢des
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onde foi detetado pela primeira vez o odor (Anexo B). Estes resultados foram registados
numa folha de ensaio (Anexo C) onde constam todas as informacGes relevantes para o
efeito.

O principio da medicéao do valor de ODT de um determinado composto quimico é baseado
em diluicBes precisas realizadas pelo olfatometro a partir da amostra com concentragdo

conhecida e ar neutro.

De acordo com a literatura [2] as condigOes experimentais para 0s ensaios foram fixadas

em:

e Fator de diluicdo: 2

e Variacgdo de diluicdo: 2,5 - 640

e Sequéncias: 3

e Intervalo entre sequéncias: 60 s

e Numero de avaliadores: 4

e Tempo de inalagdo: 2,2 s

e Fluxo de ar de entrada: 1,5 m%h

e Tipo de ar: ar comprimido neutro

e Pressdo de gas na entrada: 4 x 10° Pa
e Pressdo no olfatdmetro: 1,9 x 10° Pa

e Temperatura ambiente: 298 K

O ODT de cada molécula no ar é calculado através da seguinte equacéo:

0

Ci
ODTl = W 1

i

onde, C? corresponde a concentracdo inicial do gas da molécula i dentro do saco de

amostragem (g/m?), que € calculado de acordo com:
o = PV M;

" ORT Vg
onde, P} é a pressdo de saturagdo da molécula i (Pa), V; corresponde ao volume de odor
adicionado ao caso de amostragem (m?), M; é o peso molecular do composto i (g/mol), R
a constante de gas ideal (8,31 Pa/(K'mol)), T a temperatura do saco de amostragem (K) e

Vbag 0 Volume do saco de amostragem (m).
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O fator de diluicdo threshold do composto i, Z'", é calculado apés duas respostas

positivas consecutivas da seguinte forma:

Z = 10M 2
onde M é a média aritmética dos logaritmicos das dilui¢des threshold detetadas. O
expoente M é calculado da seguinte forma:

Tho1 iy 10810(Zi) ;
L

onde Z,?}f representa a dilui¢do threshold para o avaliador k na sequéncia | e L o total de

M =

avaliadores. Z,?}f é calculado de acordo com a seguinte equacao:

thg,llr =ZnyXZy- 4
Zy € a diluicdo onde foi detetado pela primeira vez o odor, i.e., a primeira resposta

positiva e Zy_, é a diluicdo anterior a resposta positiva onde nédo foi detetado odor.

Tendo as condicBes de operacdo otimizadas (equipamento e concentracdo da molécula no
saco de amostragem), segue-se para a analise dos ODT. Para tal, as informacg6es quimicas

para cada molécula de interesse encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Informacdo quimica das moléculas: alcool furfurilico, furfural, y-butirolactona e alcool
isopentilico.

Nome comum Nome IUPAC Formula CAS Pureza Fornecedor
Alcool furfurilico  (furan-2-il)metanol CsH6O2 98-00-0 98% Aldrich
Furfural furan-2-carbaldeido CsH4O2 98-01-1 >98% Aldrich
y-Butirolactona oxolan-2-ona C4HeO2 96-48-0 >99% Aldrich
Alcool _ 123-51-

) . 3-metilbutan-1-ol CsH1,0 99,7% VWR
isopentilico 3

A Tabela 2 sumariza os valores de peso molecular e de pressdo de saturagéo de cada
molécula em estudo retirados da literatura. Nesta tabela sdo também reportados os valores
experimentais de ODT determinados para as moléculas de interesse a 25 °C. Neste
contexto, os ensaios foram realizados por 4 avaliadores do sexo feminino ndo treinados,

com idades compreendidas entre os 29 e 38 anos.

PORTUGAL
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Os valores apresentados correspondem a média geomeétrica de todas as respostas validas
dos avaliadores. Os ensaios foram realizados em triplicado por avaliadores ndo treinados
(narizes néo treinados) de forma a garantir valores de ODT aproximados ao de qualquer
individuo comum. Comparando os valores de ODT obtidos para cada molécula é possivel
observar dois grupos distintos de moléculas; um em que é necessario menor (<1 mg/m?®)
e outro maior (>1 mg/m3) quantidade de amostra para que o seu odor seja percetivel num
mesmo volume de 1 m3. Por comparacéo entre as quatro moléculas estudadas, o alcool
isopentilico apresentou o valor de ODT mais baixo (0,08 mg/m?), seguido do furfural
(0,13 mg/md), alcool furfurilico (1,32 mg/m?) e por Gltimo da molécula y-butirolactona

(9,11 mg/mq), que apresentou o valor de ODT mais alto.

Tabela 2: Informagao de cada molécula em estudo considerando temperatura e constante R igual 2 298 K e
8,31446 Pam3/K mol, respetivamente.

Molécula M; (g/mol) P;%(Pa)* ODT (mg/m?®)
Alcool isopentilico 88,15 295 0,08
Furfural 96,08 169 0,13
Alcool furfurilico 98,1 86 1,32
y-Butirolactona 86,09 149 9,11

* Yaws, Carl L Narasimhan, Prasad, K. Gabbula, Chaitanya. (2009). Yaws' Handbook of Antoine
Coefficients for Vapor Pressure (2nd Electronic Edition) - Vapor Pressure of Organic Compounds.
Knovel. Retrieved from: https://app.knovel.com/hotlink/pdf/id:kt006 AF2P1/yaws-handbook-
antoine/vapor-pressure-organic

A concentracao no saco de amostragem permitiu que o ensaio da com alcool isopentilico,
furfural e alcool furfurilico fossem de facil identificacdo para os avaliadores, sendo o
threshold facilmente detetado durante o ensaio e de forma coerente. Relativamente a
molécula de y-butirolactona o valor de ODT foi consideravelmente o mais alto. Esta
molécula possui um odor fraco, tal como descrito na literatura [3] e, por consequéncia,
mais dificil na determinacdo do seu ODT pelo grupo de avaliadores, independentemente

da concentragédo preparada no saco de amostragem.

No entanto, tendo como comparacédo valores de ODT referéncia da literatura, os valores
aqui reportados corroboram os existentes. Por exemplo, na literatura 0 ODT no ar para o
furfural é de 0,008, 0,25, 0,98, 1 ou 2,8 mg/m? [4] e para o alcool isopentilico varia entre
0,0061 e 6,3 mg/m?[4]. No que respeita ao ODT do &lcool furfurilico e y-butirolactona o
valor determinado foi uma ordem de grandeza abaixo do reportado na literatura,
32 mg/m3[4] e 70 — 176 mg/m?® [5], respetivamente.

|||||
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Por fim, é expectavel que valores de ODT apresentem alguma disparidade com a
literatura, uma vez que esta diretamente relacionado a diversos fatores biologicos de cada
avaliador (ex: idade, género e sensibilidades a odores). Apesar de haver disponiveis na
literatura compilacdes de valores ODT para alguns compostos, estas compilacbes
permanecem incompletas devido ao grande numero de moléculas existentes, como

também ao baixo nimero de valores de ODT determinados para a mesma molécula.

e Avaliacdo do método UNIFAC para modelagdo de aromas

Para determinar a composicao de equilibrio liquido-vapor (VLE) de diversas misturas,
foram desenvolvidas funcdes em MATLAB com o objetivo de obter modelos de aromas
para a industria de panificacdo. De acordo com o know-how do grupo de investigacao
LSRE-LCM, o método UNIFAC revelou ser um modelo adequado na previsdo do odor
de misturas de fragrancias [6]. O método UNIFAC avalia a interacdo molecular dos

grupos funcionais das moléculas que comp&em uma mistura liquida.

Numa primeira fase, foram reproduzidos os resultados obtidos do VLE de diversos
sistemas (binérios, ternarios e quaternarios) de acordo com os resultados experimentais
obtidos por Teixeira et al. (2011) [6], nomeadamente misturas com limoneno, linalol, a-

pineno, geraniol, acetato de linalol, vanilina e etanol.

A Figura 2 representa hum diagrama ternario o equilibrio a 23 °C, para os sistemas
ternarios compostos por: (a) limoneno-linalol-pineno, (b) limoneno-pineno-geraniol e
(c) limoneno-linalol-geraniol; onde as composicdes de equilibrio, determinadas pelo
método UNIFAC, na fase liquida e vapor estdo unidas por uma linha continua. Os
resultados da fragdo molar no vapor foram concordantes com os dados experimentais

reportados por Teixeira et al. (2011) [6].

10
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Figura 2. Representacdo da composicéo liquida e a sua respetiva composi¢cdo de vapor a 23 °C para o
sistema terndrio, a) limoneno-linanol-pineno b) limoneno-pineno-geraniol e ¢) limoneno-linalol-geraniol.

De seguida, foi avaliado o efeito de duas consideragdes diferentes dos grupos UNIFAC
para o alcool furfurilico, no VLE do sistema composto por 2,5-dimetilfurano e alcool
furfurilico para a temperatura de 40 °C. Como previamente referido, o método UNIFAC

calcula o coeficiente de atividade com base na interagdo molecular dos grupos funcionais

11
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das moléculas. Contudo, em alguns casos, a atribuicdo dos grupos UNIFAC néo €
evidente, como o presente caso (alcool furfurilico). As consideragdes dos grupos
moleculares UNIFAC que foram assumidas para o lcool furfurilico constam na Error!

Reference source not found..

Tabela 3. ConsideragGes moleculares do método UNIFAC para as moléculas 2,5-dimetilfurano e alcool
furfurilico.

25 Alcool Alcool
Main Group  Subgroup Di N furfurilico furfurilico
imetilfurano

Caso-A Caso-B
1 1 2 - -
1 2 - 1 1
2 6 - 1 -
2 8 2 1 2
5 14 2 1 1
13 26 1 1 1

Os resultados do VLE do sistema por 2,5-dimetilfurano e alcool furfurilico obtido usando
0 método UNIFAC foram comparados com os obtidos experimentalmente por
Negadi et al. (2014) [7]. Os resultados obtidos apresentam-se na Error! Reference
source not found., onde a linha azul descreve o VLE do 2,5-dimetilfurano no sistema
binario: 2,5-dimetilfurano e alcool furfurilico, obtido com o método de UNIFAC para as
duas consideracdes de grupos moleculares do alcool furfurilico. Os pontos amarelos
representam os resultados obtidos experimentalmente por Negadi et al. (2014) [7]; o
desvio padrdo é <3 % quando comparados com dados experimentais para ambas

considerac@es de grupos UNIFAC do alcool furfurilico.

. 25D +2 Vapor-liquid . 25D
T T . —— = T T [ —

Vapor-liquid
= =

vapor, y 2,5-DimethylFurar
s o o o o o
y

°

°
mole fraction 2,5-DimethylFuran in vapor

mole fraction 2,5-DimethylFuran in

°

02 03 04 05 06 07 08 09 1
mole fraction 2,5-DimethylFuran in liquid, X , ¢ o

°
°%

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01
mole fraction 2,5-DimethylFuran in liquid, X ¢ o i ieoan

UNIFAC - Case A UNIFAC - Case B
a) b)
Figura 3. Equilibrio liquido-vapor para o sistema binario 2,5-dimetilfurano e alcool furfurilico a 40 °C.
alcool furfurilico: a) Case-A; b) Case-B.

vethylFuran
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Este resultado foi fundamental para as seguintes tarefas, ja que o alcool furfurilico € uma
das moléculas encontradas no aroma do pdo. Como previamente referido, 0 método
UNIFAC calcula o coeficiente de atividade com base na interacdo molecular dos grupos
funcionais das moléculas. Contudo, em alguns casos, a atribuicdo dos grupos UNIFAC

ndo é evidente, como o presente caso (alcool furfurilico).

e Modelagdo das moléculas alvo

A composigéo do aroma do péo durante a cozedura foi utilizada como ponto de partida
deste processo. Numa primeira abordagem, a modelagdo dos aromas em estudo passou
pela avaliacdo do efeito da adicdo de solvente para efeitos de diluicdo, mantendo
constante a composicao das moléculas alvo na fase de vapor (Tabela 4). A analise da fase
de vapor fez-se sempre com recurso a fibras SPME nas condi¢bes otimizadas

(temperatura = 23 °C; equilibrio > 12h; exposic¢éo da fibra = 11 min).

5.00E+07

4.00E+07

3.00E+07

2.00E+07 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1.00E+07

Abundancia relativa (mAU)

l ‘l N Al ll |L11Lq
0.00E+00

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 4. Cromatograma dos aromas libertados durante a cozedura de pdo. 1: &lcool isopentilico; 2: furfural;
3: alcool furfurilico; 4: y-butirolactona.
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Tabela 4. Quantificacdo dos aromas predominantes durante a cozedura de p&o.

Identificacdo Quantificacdo

N° Molécula Area (média) Abundancia relativa (%)
1 Alcool isopentilico 1.63 x 107 4.26

2 Furfural 1.23 x 108 32.31

3 Alcool furfurilico 1.32 x 108 34.56

4 y-Butirolactona 1.10 x 108 28.87

Deste modo, determinou-se o VLE para o sistema ternario composto por: furfural, alcool
furfurilico, y-butirolactona. Estes trés compostos foram selecionados por serem o0s
componentes maioritariamente detetados nos perfis aroméaticos dos produtos de
panificacdo (Entregavel 4.2.1, ponto iii, Figura 1). O equilibrio foi calculado para duas
temperaturas: 23 °C e 40 °C, que correspondem a temperatura ambiente e a temperatura
em que a fibra SPME é exposta no processo de adsor¢do dos aromas no processo de
cozedura do pé&o, respetivamente. Na Tabela 5 encontram-se sumarizadas as propriedades

destes compostos necessarias para a modelagdo do VLE.

Tabela 5. Propriedades obtidas para cada uma das moléculas, férmula molecular, massa molar (MW),
pressdo de vapor a 23 °C e 40 °C (Psat) e temperatura de ebuli¢do (Tb).

. Pvap@23°C  Pvap@40°C Tb
Molécula Férmula MW

Pa Pa °C

Furfural C5H402 96.07 144.8 495.1 162

Alcool C5H602 98.1 73.9 255.7 170
furfurilico

y-Butirolactona C4H602 86.09 133.3 334.2 204

Etanol C2H60 46.06 7885.8 19318.6 78

1,2-Propanodiol C3H802 76.09 20.8 74.8 460

A Error! Reference source not found.a,b representa o VLE num diagrama ternario o
resultante da modelacdo do sistema composto por furfural, &lcool furfurilico e y-
butirolactona, a 23 e 40 °C, respetivamente. Na Error! Reference source not found.c é

possivel verificar a composicdo das fases de vapor em equilibrio a 23 e 40 °C de uma

14
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mesma fase liquida a uma determinada fragcdo molar. Tal como espectavel, o aumento da

temperatura aumenta a fragdo molar dos compostos mais volateis na fase vapor.

Solvent-free 23°C Solvent-free 40°C

AVAVAVAVAS VAVAS
. /fa/‘ e LNAVAVAVAVAV
SO VAVAVAN

09 08 07 06 05 04 03 02 01 0 09 08 07 06 05 04 03 02 01 0

0

Furfural Furfural

a) b)

Solvent-free

09 08 07 06 05 04 03 02 01 0

Furfural

c)
Figura 5. Representagéo do equilibrio liquido-vapor para o sistema ternario furfural — alcool furfurilico —
y-butirolactona a 23 °C (a), 40 °C (b), e 23 e 40 °C (c).

Para além da temperatura, foi também avaliado o efeito da adi¢cdo de um solvente a
mistura: etanol e 1,2-propanodiol. A Tabela 6 apresenta as fracdes molares para cada fase
em equilibrio. Os resultados obtidos evidenciam que ao introduzir o etanol a fragdo no
vapor é principalmente o solvente, isto como consequéncia da sua volatilidade. Por
exemplo, quando a fracdo molar do etanol na fase liquida € 20%, a fase de vapor em

equilibrio é composta por mais de 95% da mesma molécula.
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Tabela 6. Composigdes no liquido e no vapor em equilibrio a 23 °C determinadas pelo método UNIFAC
na presenca de etanol.

Fracdo molar - Liquido

Fracédo molar - Vapor

N° Xturfural ~ Xalc.furfurilico  Xbutirolactona  Xetanol Yfurfural  Yalcfurfurilico  Ybutirolactona  Yetanol
l-a 0.1000 0.4500 0.4500 0.0000 0.1797 0.3009 0.5194 0.0000
2-a 0.4000 0.3000 0.3000 0.0000 0.5258 0.1983 0.2759 0.0000
3-a 0.8000 0.1000 0.1000 0.0000 0.7955 0.1088 0.0956 0.0000
4-a 0.0800 0.3600 0.3600 0.2000 0.0072 0.0110 0.0222 0.9596
5-a 0.3200 0.2400 0.2400 0.2000 0.0250 0.0078 0.0136 0.9536
6-a 0.6400 0.0800 0.0800 0.2000 0.0359 0.0030 0.0040 0.9571
7-a 0.0600 0.2700 0.2700 0.4000 0.0034 0.0048 0.0114 0.9803
8-a 0.2400 0.1800 0.1800 0.4000 0.0127 0.0034 0.0073 0.9766
9-a 0.4800 0.0600 0.0600 0.4000 0.0213 0.0013 0.0023 0.9751
10-a 0.0400 0.1800 0.1800 0.6000 0.0020 0.0026 0.0071 0.9883
11-a 0.1600 0.1200 0.1200 0.6000 0.0076 0.0018 0.0047 0.9859
12-a 0.3200 0.0400 0.0400 0.6000 0.0140 0.0007 0.0016 0.9837

Atendendo a alta volatilidade do etanol, selecionou-se um outro alcool comumente

utilizado em perfumaria, mas menos volatil — o 1,2-propanodiol — e procedeu-se ao

mesmo estudo. A Tabela 7apresenta os resultados obtidos para o novo sistema furfural —

alcool furfurilico — y-butirolactona — 1,2-propanodiol. Deste modo, constatou-se que a

concentracdo do solvente no vapor € para todos os casos avaliados inferior a concentragédo

do solvente no liquido.

Pela comparacdo da mesma mistura com solventes diferentes (20% de solvente) —

experiéncia n® 4-a (Tabela 6) e 4-b (Tabela 7) — podemos visualizar que no primeiro caso,

a fase de vapor em equilibrio € predominantemente composta por solvente (etanol =

95,9%), e que 0 mesmo ndo se verifica com o 1,2-propanodiol (y1,2-propanediol = 7.6%). Estes

resultados constituiram o ponto de partida para o desenvolvimento de modelos de aromas.
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Tabela 7. Composigdes no liquido e no vapor em equilibrio a 23 °C determinadas pelo método UNIFAC
na presenca de 1,2-propanodiol.

Fracgdo molar - Liquido

Fracédo molar — Vapor

Ne Xturfural  Xalc furfurilico  Xbutirolactona i Yfurfural  Yalc furfurilico  Ybutirolactona yrz
propa. propa.

1-b 0.1000 0.4500 0.4500 0.0000 0.1797 0.3009 0.5194 0.0000
2-b 0.4000 0.3000 0.3000 0.0000 0.5258 0.1983 0.2759 0.0000
3-b 0.8000 0.1000 0.1000 0.0000 0.7955 0.1088 0.0956 0.0000
4-b 0.0800 0.3600 0.3600 0.2000 0.1595 0.2494 0.5152 0.0760
5-b 0.3200 0.2400 0.2400 0.2000 0.4998 0.1545 0.2829 0.0628
6-b 0.6400 0.0800 0.0800 0.2000 0.7924 0.0581 0.0871 0.0624
7-b 0.0600 0.2700 0.2700 0.4000 0.1424 0.2252 0.5170 0.1155
8-b 0.2400 0.1800 0.1800 0.4000 0.4719 0.1382 0.2950 0.0950
9-b 0.4800 0.0600 0.0600 0.4000 0.7832 0.0462 0.0886 0.0819
10-b 0.0400 0.1800 0.1800 0.6000 0.1242 0.2092 0.5066 0.1600
11-b 0.1600 0.1200 0.1200 0.6000 0.4331 0.1297 0.3006 0.1365
12-b 0.3200 0.0400 0.0400 0.6000 0.7510 0.0416 0.0907 0.1167

Contudo, ndo foi possivel reproduzir experimentalmente os resultados da Tabela 6 e

Tabela 7. De facto, como representado na Figura 6, formam-se subprodutos (TR =13 e

14 minutos), concluindo-se que estes solventes sdo desadequados para dissolucdo das

moléculas de 1 a 4, pois, de alguma forma, estas reagem entre si.

Cofinanciado por:
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Dissolugdo em etanol/ 1,2-propanodiol
5.00E+07

4.00E+07

2-(Dietoximetil)furano
1,2-propanediol

3.00E+07

2.00E+07

Abundancia relativa (mAU)

1.00E+07

[ N

0.00E+00 T

2 4 8 10 12 14 16

Tempo (min)
——Etanol 1,2-Propanodiol

Figura 6. Analise da fase de vapor em equilibrio das moléculas 1, 2, 3 e 4 em etanol ou 1,2-propanediol;
n.i.: ndo identificado.

Neste sentido, foram considerados solventes de baixa volatilidade, reconhecidos pela sua
baixa toxicidade e sem odor, de forma a nio interferir no odor final dos aromas “chave”
(Tabela 4) como sdo os solventes glicélicos e o 6leo mineral [8, 9]. De realcar que para
além da troca do solvente, também foi adicionado uma nova molécula, o alcool
isopentilico (3-metilbutan-1-ol), no estudo do equilibrio liquido-vapor, esta molécula
também foi identificada como sendo uma das principais libertadas no processo de

cozedura do péo.

De uma forma breve, a analise do VLE com 6leo mineral como solvente mostrou-se
infrutifero uma vez que é demasiado apolar para o efeito, dando origem a duas fases
imisciveis como apresentado na Figura 7. Assim, 0S ensaios avancaram com

dipropilenoglicol (DPG).
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Figura 7. Tentativa de dissolucdo das moléculas de aroma (Tabela 4) em 6leo mineral a diferentes
concentracdes (A-20%, B-40% e C-95%, percentagens de 6leo mineral).

Experimentalmente, foram preparadas diferentes concentracdes das principais moléculas
libertadas no processo de cozedura do pédo junto com o solvente (DPG). Através das
regressdes lineares obtidas de cada aroma (1 a 4), estimou-se a concentracdo de cada
molécula em mistura, dissolvidas em DPG (Tabela 8). Deste modo, testou-se a
reconstituicdo dos aromas atraves da quantificacdo do aroma inicial (aroma analisado na
toma de gases do forno) utilizando as concentracGes da fase liquida em equilibrio. Os
resultados mais promissores relativos a este tema apresentam-se sumarizados na Tabela
9.

Tabela 8. Quantificagdo dos compostos maioritarios presentes no aroma do pdo a saida da toma de gases,
estudos da fase liquida.

Identificagdo Regresséo Quantificacao
N°  Molécula Equacdo R? (9/ g solucéo)
1 Alcool isopentilico y=8,09x 108x— 4,17 x 10°  0,9874 0,0253
> Eurfural y=219x10°x-251x10°  0,9899 0,0575
3 Alcool furfurilico y=3,66x 108x-2,37 x 107 0,9892 0,4247
4  y-Butirolactona y=9,03x108x-1,06 x 10"  0,9774 0,1338

19
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Tabela 9. FragGes massicas da fase liquida (wi) e composi¢des de vapor em equilibrio a 23 °C expressas em
abundéncia relativa (%, area).

Identificacio Composicao tedrica Testes experimentais

N° Molécula wi % wi_1 % wi_2 %

1 Alcool isopentilico  0,0253 4,26 0,0113 558+0,47 00247 530%0,19
2 Furfural 0,0575 32,31 0,0182 44,21+2,25 0.0576 22,27 +0,45

3 Alcool furfurilico 0,4247 34,56 0,1408 27,79+296 0,4228 52,02+0,12

4  y-Butirolactona 0,1338 28,87 0,0317 2241+1,18 10,1345 20,21+0,51

A partir dos resultados mais promissores, foram determinadas as composicdes na fase de
vapor em equilibrio recorrendo ao método UNIFAC. A Tabela 10 apresenta o VLE para
uma concentracdo molar inicial (x) de solvente de ca. 73 %, sendo que no equilibrio o
componente principal é o alcool furfurilico (56 %) e considerando uma fracdo molar livre
de solvente o valor é de 61% (ensaio wi_1).

Tabela 10. Composi¢6es no liquido e no vapor em equilibrio a 23 °C determinadas pelo método UNIFAC
na presenca de DPG. Volume total 20 mL, massa inicial total 0.9982 g (Ensaio wi_1).

Alcool Alcool Y-
DPG ) . Furfural . )
isopentilico furfurilico Butirolactona
x0, Fragdo molar inicial 0,7371 0,0158 0,0235 0,1790 0,0457
(fase liquida)
X, Fragdo molar fase 0,8111 0,0046 0,0100 0,1528 0,0215
liquida
Y. Fra‘?a\f’a&?'ar fase 0,0838 0,0534 0,0989 0,5600 0,2039

A Tabela 11 apresenta o VLE para uma concentracao inicial (x) de aproximadamente
28% do solvente, e no equilibrio o componente principal é o alcool furfurilico com cerca
de 43%, e considerando uma fracdo molar livre de solvente o valor é de 43%. Neste caso
particular, o cromatograma obtido deste ensaio experimental (ensaio wi_2) reproduz de
forma muito similar os resultados obtidos durante o processo de cozedura do pao (Figura
8), na medida em que as trés primeiras moléculas seguem o mesmo padréao de abundancia

relativa comparativamente ao cromatograma do aroma do pao.

Por fim, os resultados alcangados representam um passo fundamental para os estudos de

difusdo de aromas, uma vez que representam o modelo de aroma caracteristico a pao.
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Tabela 11. Composicoes no liquido e no vapor em equilibrio a 23 °C determinadas pelo método UNIFAC
na presenca de DPG. Volume total 20 mL, massa inicial total 1.005 g (Ensaio TesteD4_1).

Alcool Alcool Y-
DPG ) . Furfural . .
isopentilico furfurilico  Butirolactona
x0, Fracdo rpol_ar inicial 0,2846 0,0297 0,0635 0,4566 0,1656
(fase liquida)
X, Fragdo molar fase 0,3094 0,0226 0,0541 0,4625 0,1514
liquida
Y Frageif)arr)r:)orlar fase 0,0110 0,0872 0,1542 0,4261 0,3215
y, Fracdo molar fase i 0,0882 0,1560 0,4308 0,3250

vapor solvent-free

Aroma de pdo - Forno
5.00E+07

3
4.00E+07 4

3.00E+07

2.00E+07

Abundancia relativa (mAU)
-

1.00E+07

0.00E+00

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (min)

1.00E+07 2.50E+07

2.00E+07
1.50E+07 4

5.00E+06

1.00E+07

Abundancia relativa (mAU)
Abundancia relativa (mAU)
-

5.00E+06

.

0.00E+00 0.00E+00
2 3 4 5 6 7 8 9 10 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 8. Comparacgdo do perfil em volateis das reconstituicbes mais promissoras (wi_1 e wi_2) com 0
ponto de partida (Aroma de péo - Forno).

Considerando ainda uma fragdo massica do solvente (DPG) de 60% na mistura inicial,
estimou-se a composicdo das moléculas libertadas durante a cozedura do p&o, que
reproduzem a concentragdo molar na fase vapor de ensaio experimental (ensaio wi_1). A
Tabela 12 mostra o resultado obtido com um desvio < 15 %.
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Tabela 12. VLE a 23 °C considerando o método UNIFAC. Volume total 20 mL, massa inicial total 1.000 g.

Alcool

alcool Y-
DPG ] o Furfural o .
isopentilico furfurilico  butirolactona
X0, Fragdo molar inicial ¢ 5138 0,0276 0,0430 0,2998 0,1158
(fase liquida)
x, Fragéo molar fase 0,5625 0,0181 0,0323 0,2936 0,0934
liquida
Y, Fra‘?"’\‘/‘;&?'” fase 0,0257 0,0931 0,1330 0,4186 0,3296
y, Fragao molar fase ; 0,0956 0,1365 0,4296 0,3383

vapor solvent-free

Cofinanciado por: NORTE2020 5020 -
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Anexo

. Procedimento de preparacao do saco de amostragem

Colocar 4 mL de fragancia num frasco de 20 mL;

Fechar o frasco com tampa de Headspace (HS) com o encapsulador;

Deixar em repouso a temperatura ambiente (25 °C) durante 20 h;

Encher parcialmente os sacos de amostra com ar comprimido e tapar com o stopper;
Picar o septo da tampa de HS com uma agulha antiga (para ndo partir a agulha da seringa
de gastight);

Usar uma seringa de gastight de 10 mL para tirar o volume de gés de aroma desejado;
Colocar o volume de amostra dentro do saco parcialmente cheio e tapar imediatamente.
Este passo é repetido de acordo com o volume desejado a injetar;

Perfazer o volume do saco de amostra com o ar comprimido de forma a ficar totalmente
cheio e colocar imediatamente o stopper;

Deixar estabilizar o saco durante 1 h a temperatura ambiente (25°C) para atingir o
equilibrio;

Lavar a seringa utilizada com solvente adequado (etanol ou hexano dependendo da
polaridade da fragancia);

Retirar a tampa de HS do frasco utilizando uma pinga para a conseguir remover;
Volume de amostra liquida de fragancia para o lixo de orgéanicos;

Lavar os frascos com detergente e passar no banho de ultrassons durante 15 min pelo

menos 2X.
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Protocolo de utilizacdo do Olfatometro TO7
Abrir a garrafa de ar comprimido (mandmetro vai indicar a pressdo da garrafa);

Confirmar se o tubo esta ligado ao olfatometro;
Abrir o segundo mandmetro (redutor de pressdo-1) em 4 bar (pressdo so pode variar entre

w NN =

Figura B9: Garrafa de ar comprimido. O regulador (1) regula a pressdo, que entra no olfatometro através
do tubo branco visivel nas imagens (setas).

4. Verificar se 0 cabo RS232C esta conectado entre o olfatdmetro e o computador;

Figura B10: Painel do olfatometro. Zoom nas valvulas vermelha e azul para controlo das diluicdes.
Vermelha: 640-40 e azul: 20-2.5.

5. Ligar o olfatometro no botdo ON/OFF (Figura B2 - 1);
6. Abrir o software: Atalho para TO7 (aparece janela: starting check);

7. Main Menu: Selecionar o botdo Check;
7.1 Abrir ligeiramente a valvula que regula a presséo no olfatometro (Figura B2 - 2)
7.2 Olfactometer test selecionar Open no separador Main valve (passo para ajustar a

pressdao e verificar o funcionamento das valvulas). Nao exceder os 2 bar

(normalmente é usado 1.5 bar ou 1.9 bar).
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7.3 Caso sejam usadas as pré-diluicdes do olfatdbmetro serd necessério verificar Pre-

dilution valve carregando no open do software. ATENCAO: este passo sera abordado

a posteriori.

7.4 Apds verificacdo selecionar OK, e a janela fecha-se.

Selecionar Odour trheshold determination para definir as condi¢Ges e parametros do

ensaio;

8.1 Separador Method of measurement

8.1.1

Selecionar method of limits (y/n). Por defeito é a Unica opc¢do permitida.

8.2 Separador Olfactometer

8.2.1
8.2.2

8.2.3
8.24

8.2.5

Panelists - Preencher o nimero de painelistas

Mesuring sequences — Para 0 maximo de painelistas (4) o numero de
sequéncias ideias sdo 3. Caso o0 numero de painelistas seja inferior a 4 (p.ex.:
3) 0 nimero de sequéncias deve ser aumentado para diminuir o erro.
Breathing time (milisec) — 2200 (valor standard)

Flushing time (sec) — 5 (valor usual). Para amostras mais intensa aumentar o
valor de flushing.

Percentage of accidental blanks — 20% € o valor recomendado pela norma
VDI3881. No entanto este valor pode ir até 50%.

8.3 Separador Panelists

8.3.1
8.3.2

Preencher 0 nome do test leader (pessoa que orienta o ensaio);
Preencher a abreviagdo do nome de cada painelista (pessoas que realizam o

teste no olfatometro);

8.4 Separador Pre-dilution device

8.4.1

O equipamento faz automaticamente as pré-dilui¢des de 25, 50 e 100 que tem
de ser preechidas na barra de Pre-dilution ratio de acordo com a dilui¢éo
pretendida. No entanto, € comum n&o usar as pré-diluicdes do olfatémetro.

Neste caso o0 botéo deve ficar a 0 (no pre-dilution).

8.5 Separador Sample

8.5.1
8.5.2
8.5.3
8.5.4

8.5.5

Name of measurment cycle — Colocar 0 nome do ensaio

Name of the sample - Colocar 0 nome da amostra

Concentration — Preencher com a concentracdo de aroma no saco.

Sample pre-dilution — Colocar o valor de 1 se ndo for para realizar a pré-
diluicdo do olfatdmetro. Caso seja para usar as pré-diluicdes o valor a colocar
tem de ser 0.

Start step — Selecionar o valor da diluicdo pelo qual o ensaio comeca. Este
passo é escolhido pelo test leader de acordo com algum conhecimento prévio.

Estas diluices vdo de 640 a 2.5.
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8.6 Colocar o0 saco da amostra no olfatbmetro. No minimo de tempo possivel, tirar o
stopper do tubo PTFE e fazer a ligacdo ao tubo do olfatometro (Figura 2 - 3).

8.7 Carregar em Continue

8.8 Aparece a mensagem: Flush in the sample — open the valves briefly. Abrir
ligeiramente a valvula vermelha (Figura2 - 4). Carregar em OK.

8.9 O software liga automaticamente as valvulas. Ajustar para a diluicdo 80, deixar cerca
de 2 segundos para garantir a saida de sample air ao mesmo tempo nos sniffers.

8.10  Aparece a mensagem: OK to continue. Carregar em OK.

8.11 As valvulas fecham-se. E aparece a mensagem: Start measuring sequence.
Carregar em OK.

8.12  Ouvem-se 3 sinais sonoros.

8.13  Ajustar a valvula para a dilui¢do inicial definida no start step.

8.14 O primeiro sniff & sempre ar de referéncia (corresponde a diluicdo O e a cor
cinzenta do software)

8.15  Seguidamente é necessario ajustar a dilui¢do nas agulhas (vermelha e azul) a cada
diluicdo que o software indicar. NOTA: Na passagem da diluicdo de 40 para 20 é
obrigatério fechar rapidamente a agulha vermelha (Figura2 - 4) e abrir a agulha azul
(Figura2 - 5) em 20. E de relembrar que o teste continua a correr normalmente.

8.16 Quando ha 2 respostas afirmativas para diluicdes consecutivas a sequéncia é
terminada pelo software. O nimero de sequéncias é definido no inicio (passo 8.2.2).
Caso ndo haja respostas afirmativas o software repete automaticamente a sequéncia.

8.17 Quando o nimero de sequéncia é completado com sucesso, a aparece a matriz
com os resultados. Neste momento deve-se guardar os dados fazendo print screen da
imagem. NOTA: o botdo Save exporta em formato Excel mas os valores ndo ficam
reportados.

8.18  Carregar no botdo OK.

8.19  Aparece a mensagem: Open valves. Abrir as agulhas vermelha e azul para fazer
o flushing. Carregar OK. O sistema para automaticamente.

8.20  Fechar todas as valvulas (agulha vermelha e azul) e manémetro do olfatdmetro.

8.21  Desligar o equipamento no botdo ON/OFF.

8.22  Fechar o segundo manémetro da garrafa de ar comprimido. Despressurizar 0
olfatémetro tirando o tubo na ligacdo, com cuidado.

8.23  Fechar a garrafa de ar comprimido.



C. Ficha técnica para registo dos resultados do olfatdbmetro

Assay:

Anexo

DATASHEET - THRESHOLD - OLFATOMETER

MoOLECULE INFORMATION

Name:

Date:

CAS Me:

Wapour pressure (Paj):

Heapspace (HS) INFORMATION

Liquid compound [mL):

Equilibrium {h):

S5AMPLE BAG PREPARATION

Bag number:

- Source: Calculated / Online library

Vial volume {mL):

Bag wolume {L):

Concentration of aroma in the bag (mg/m?):

PANELISTS INFORMATION

Number of vials:

Aroma gas volume (mL}):

P1: Name: Age: Sex;
P2: Name: Age: Sex;
P3: Name: Age: Sex:
P4: Mame: Aga: Sax:
RESULTS — THRESHGOLD
Pre-dilution: Blanks (%) Z50 (oufm?): Z16 (OU/m):
Z84 [OU/m): Zll jou/m?): Zul {OU/m?):
Start step P1 P2 P3 P4
Sequencel
Sequence?
Sequenced
Errar 1 —
Errar 2 —

Errar 3




