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RESUMO

Tendo em vista o interesse cada vez maior pelo consumo de alimentos mais sadios e
com caracteristicas de sabor e aroma semelhantes ao alimento “in natura”, avaliou-se, na
presente dissertacdo, as substancias volateis presentes em sucos de lima acida (Citrus
latifolia, Tanaka), cv. Tahiti, de cultivo convencional e biodinamico, a fim de observar
possiveis diferencas. A microextragdo em fase solida (MEFS) com headspace foi
utilizada por ser um método répido na analise destas substancias em alimentos. Foram
utilizadas cinco microfibras: polidimetilsiloxano (PDMS); poliacrilato (PA);
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB); carboxen/polidimetilsiloxano
(CAR/PDMS) e carbowax/divinilbenzeno (CW/DVB), para que fosse selecionada a de
melhor eficiéncia quanto a extracdo das substancias volateis em sucos, pela técnica de
MEFS com headspace. As microfibras selecionadas foram PDMS/DVB e PDMS por
apresentarem nos cromatogramas, 0 maior nimero de substancias adsorvidas. A fim de
que se verificasse a influéncia da presenca de sal na eficiéncia da extracdo, adicionou-se
0,2 g de NaCl as amostras e avaliou os tempos de 30 e 60 minutos de estabilizag&o,
verificando-se que a microfiora de PDMS/DVB, no tempo de 30 minutos de
estabilizacdo adsorveu o maior nimero de substancias volateis. As substancias volateis
foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa
(CGAR/EM) e a identificacdo das substancias voléteis foi realizada pela comparagéo de
seus espectros de massa com a espectroteca Wiley e os indices de retencdo calculados,
comparados aos da literatura. A quantificagéo foi realizada por CGAR com injecéo das
amostras e co-injecdo de octanoato de etila nas mesmas condi¢des cromatograficas. O
limoneno foi a substancia volatil mais abundante (42,0u9/g), resultado este esperado e,
tanto no suco de lima acida biodindmica quanto no convencional, as substancias
responsaveis pelo flavor como o neral e o geranial foram encontradas nas concentracdes
0.23ug/g e 0,35ug/g, respectivamente. Sendo a lima &cida de cultivo biodindmico,
produto de tecnologia agricola limpa, isenta de agroquimicos e tendo apresentado o
mesmo perfil de aroma daquela obtida por cultivo convencional, pode ser uma

alternativa viavel em beneficio da saude, visto ja ser cultivada comercialmente.

Palavras-chave: lima acida; MEFS/CG/EM; substancias volateis; cultivo biodindmico;

cromatografia gasosa/espetrometria de massa; microfibras.



ABSTRACT

In view of more and more interest in the consumption of healthier food and with flavour
and aroma characteristics to those “in natura” raw materials, it has been evaluated in the
present dissertation the volatile substances present in acid lime juice (Citrus latifolia,
Tanaka), cv. Tahiti, in conventional and biodynamical cultivation in order that possible
differences in compounds could be observed. The solid-phase micro extraction in
(SPME) with headspace was used by being a fast method in the analysis of these
compounds in food. Five microfibres were used: polydimethylsiloxane (PDMS),
polyacrylate (PA), polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB),
carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PMDS) and carbowax/divinylbenzene
(CW/DVB), so that to select the one of better efficiency in relation to the extraction of
the volatile substances present in juices, by the MEFS technique with headspace. The
selected microfibres were PDMS/DVB and PDMS for presenting in the chromatograms
the largest number of absorbed volatile compounds. In order to be verified the influence
of salt in the efficiency of the extraction, it was added 0,2g of sodium chloride (NaCl) to
the samples and were evaluated the times of 30 to 60 minutes for the stabilization, being
verified that the PDMS/DVB microfibres, in the 30 minute time of stabilization,
absorbed the largest number of volatile compounds. The volatile compounds were
analyzed by gaseous chromatography coupled to the mass spectrometry (HRGC/MS)
and the identification of the volatile compounds was accomplished by the comparison of
its mass spectrum data with the Wiley spectrotec and the calculated retention indexes,
compared to that of literature values. The quantification was accomplished by HRGC
with injection of samples and co-injection of ethyl octanoate (internal pattern) in the
same chromographical conditions. The limonene was the major abundant volatile
compound (42,0 ug/g), as expected and, so much in the biodynamical acid lime juice as
in the conventional, the flavour compounds as the neral (0.23 pg/g) and the geranial
(0,35 pg/g) were identified. Being the acid lime of biodynamical cultivation, product of
clean agriculture technology, free from pesticides and having presented the same profile
of aroma of that obtained by conventional cultivation, it can be a viable alternative in
the benefit of the human health as it is already cultivated commercially.

Keywords: Acid lime; SPME/GC/MS; volatile compounds; biodynamical cultivation;

gas chromatography/mass spectrometry; microfibres.
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INTRODUCAO

De acordo com Trivellato e Freitas (2003), a agricultura é uma atividade
relativamente recente na historia da humanidade e surgiu ha cerca de 10 mil anos
direcionada a obtencdo de alimentos. Apesar das diferengas entre 0s ecossistemas onde
houve o estabelecimento da agricultura, a nutricdo vegetal era baseada em processos
bioldgicos como a incorporacédo de residuos vegetais e animais ao solo. A introdugéo da
quimica na producdo agricola ocorreu ha menos de 2 (dois) séculos e o
desenvolvimento da quimica juntamente com o desenvolvimento industrial propiciou o
surgimento de um modelo de agricultura centrado no uso de insumos quimicos (que
surgiu em 1840, por Liebig), equipamentos mecanicos e sementes melhoradas, que foi
denominada de agricultura convencional.

Atualmente, o cultivo convencional de matérias-primas de origem vegetal, vem
sendo questionado, uma vez que se baseia na utilizacdo exaustiva do solo com adigéo de
adubos minerais de alta solubilidade, na utilizagdo de agroquimicos para o controle de
pragas, doencas e ervas daninhas, em cultivares de alta resposta a fertilizantes e
quimicos sintéticos. Engloba um pacote tecnolégico dependente de insumos
industrializados demandando alto consumo energético, gerando impacto negativo no
meio ambiente e no ser humano (Altiere, 2002; Elhers, 1996; Gliessman, 2000). Tem-
se, também, que considerar a perda da variabilidade genética, com o plantio de
transgénicos resistentes a doencas e pragas, que atingem, diretamente, pequenos
produtores, principalmente aqueles de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento.

Por outro lado, a agricultura organica vem desempenhando um papel importante
e gradativo quanto a substituicdo do cultivo convencional. O crescimento do mercado
brasileiro, em relagéo aos produtos orgéanicos, tem sido significativo, estimado em 30%
no ano 2000, onde frutas e hortaligas representam 2% do total comercializado pelas
redes de supermercados no Pais (Agrianual, 2001). A biodiversidade é a maior aliada
deste cultivo, por ser um ecossistema de grande interagdo, com a menor intervencgao
possivel e, sempre considerando 0s processos naturais, ou seja, todo alimento cultivado
sem agroquimicos ou fertilizantes quimicos, é denominado orgénico. Atualmente, os
produtos orgénicos atraem cada vez mais adeptos, e sua procura tem aumentado

progressivamente, ganhando destaque com a divulgacdo de sua qualidade, gerando
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grande demanda no mercado consumidor, representando 8% de todos os alimentos
comercializados no mercado brasileiro (Altiere, 2002; Elhers, 1996; Gliessman, 2000;
Zakabi, 2005). De acordo com Oliveira (2006/1), a demanda internacional para este
setor cresce cerca de 25% ao ano e os principais compradores sdo europeus, americanos
e japoneses.

O alimento organico possui alta qualidade bioldgica, isento de residuos de
substancias nocivas a salde humana, proveniente de sistemas agricolas de cultivo onde
recursos produtivos locais sdo manejados de forma integrada e harmonica visando a
sustentabilidade econdmica, ambiental, social e cultural (Borges et al., 2003).

O crescimento da fertilidade e da eficiéncia do solo na cultura orgéanica tem sido
significativo, uma vez que é observada maior abundancia de microorganismos e outros
seres que o beneficiam (www.fibl.net). Tratar o solo como um organismo vivo €
oferecer a oportunidade de que agricultores, no futuro, possam produzir e desenvolver
suas areas cultiviveis e colheitas de forma saudével, associadas ao baixo custo, devido a
utilizacdo de insumos fornecidos pelo proprio ambiente (compostagem), o que faz deste
cultivo uma alternativa atraente, visto que, dependendo da cultivar ou matéria-prima,
80% dos custos sdo devido & aquisi¢do de agroquimicos, como exemplo no cultivo
convencional do tomate (Baeta, 2004).

A atividade dos microrganismos no solo contribui, consideravelmente, para o
sistema de producdo orgénica, mantendo 0s recursos ndo-renovaveis e ainda a alta
fertilidade, além de uma melhor estrutura do solo. A agricultura organica ajuda a manter
a biodiversidade do solo, apesar do uso deste, pois ndo ha utilizagdo de fertilizantes e
pesticidas quimicos. A atividade e a diversidade de microorganismos e sua eficiente
utilizagdo das fontes de carbono orgénico no solo sdo responsaveis pela relevancia deste
cultivo (www.fibl.net).

O cultivo (sem agroquimicos) acrescido do certificado de qualidade do Instituto
Biodindmico (IBD) garante a forma organica biodindmica de agricultura. A
caracteristica mais marcante desse método é a utilizacdo dos preparados biodindmicos,
além de ter um sistema préprio de certificacdo, fiscalizacdo e credenciamento de
produtores com reconhecimento mundial, diferenciando-se dos demais métodos de

producéo ndo convencional. A legislagdo brasileira emprega o termo organico num
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sentido genérico, para designar produtos provenientes de varios métodos ou sistemas de
manejo agricola (Trivellato e Freitas, 2003).

A evolugdo da producdo de alimentos organicos no mundo ocorreu a partir dos
anos 70, com a divulgacdo dos impactos ambientais, perda da biodiversidade,
contaminac@es por residuos toxicos relacionados a agricultura convencional. Portanto,
desde 1960, verifica-se um grande crescimento da consciéncia ambientalista e com isso,
um maior interesse pelos métodos alternativos de producdo ou agroecoldgicos
(Trivellato e Freitas, 2003). Segundo Oliveira (2006/1), atualmente s&o produzidos mais
de 30 tipos de alimentos orgénicos. Cresce a cada dia a procura por esses alimentos,
devido & busca pela melhoria da qualidade de vida e de produtos seguros.

Os alimentos, frutas, sucos e néctares de frutas apresentam em sua composi¢do
vérias substancias que conferem caracteristicas especiais de sabor e aroma (Carvalho,
2004). As substancias volateis influenciam na qualidade sensorial de frutas frescas ou
processadas. As substancias volateis podem, ainda, ser utilizadas para melhorar ou
padronizar sabores, reconstituir caracteristicas aromaticas perdidas ou modificadas e até
mesmo mascarar sabores e odores indesejaveis do produto final quando utilizadas na
indastria. A concentracdo de substancias volateis geralmente baixa (ug/L), pode ser
afetada por alguns fatores como variedade, condigdes climéticas, estadio de maturacéo,
colheita, tratamento pos-colheita, armazenamento e as condi¢cbes de processamento
(Riu-Aumatell et al., 2004). O aroma é formado por vérios grupos de substancias
quimicas como aldeidos, lcoois, cetonas, ésteres, lactonas e terpenos.

Atualmente, as frutas tropicais tém sido pesquisadas com maior intensidade
quanto as substancias volateis responsaveis por essas caracteristicas Unicas bem como
quanto ao seu valor nutricional (Carvalho, 2004).

Cada vez mais, equipamentos sofisticados e sensiveis na deteccdo, na
identificacdo e quantificacdo das substincias volateis estdo sendo desenvolvidos e
aperfeicoados. Técnicas de extracdo, associadas a utilizacdo desses equipamentos, vém
sendo aprimoradas para que minimizem ou mesmo suprimam etapas nas quais essas
substancias possam ser perdidas ou sofrer transformagdes, tais como a formacgéo de
artefatos quimicos (Carvalho, 2004). A rapida analise dos constituintes do aroma pode
aperfeicoar o padrdo de qualidade e proporcionar a relagdo entre a &rea sensorial e 0

contetdo volatil (Riu-Aumatell et al., 2004).
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Um dos métodos de extracdo (adsorcdo) de volateis ainda pouco pesquisados na
area de alimentos é a microextracdo em fase solida (MEFS), sendo considerado
extremamente rdpido e pratico no preparo de amostras a serem analisadas por
cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massa
(CGAR/EM). A MEFS dispensa a utilizagdo de solventes tendo como principio a
adsor¢do das substancias volateis por headspace ou imersdo, em microfibras
poliméricas a baixas temperaturas (Pawliszyn, 1997; Carvalho, 2004).

Uma avaliagdo comparativa do perfil aromético entre mesmas variedades
cultivadas de formas diversas € e, deve ser considerada importante tanto para produtores
quanto para consumidores e, ainda, para a inddstria de sucos. E preocupacio na
indUstria de alimentos, a preservacdo das substancias volateis, responséaveis pelo aroma,
uma vez que estas devem apresentar aroma e sabor inerentes ao produto, evitando a
adicdo de aditivos artificiais. Cada vez mais, busca-se a preservacdo de alimentos, a fim
de que ndo ocorram perdas, mesmo que minimas, de nutrientes e outros constituintes,
tais como aqueles responsaveis pelo aroma e sabor (Carvalho, 2004).

Portanto, objetivou-se identificar as substancias volateis extraidas por MEFS, em
sucos de lima &cida, cv. Tahiti, integral, obtidos de frutos cultivados em sistemas
convencional e biodindmico, a fim de que se possa avaliar quanto a este parametro, a

qualidade dos produtos organicos biodinamicos certificados.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os cultivos tradicionais utilizam uma série de compostos quimicos na adubacao,
durante o desenvolvimento do vegetal ocasionando, conseqiientemente, a exaustdo do
solo. Por outro lado, segundo a Secretaria de Defesa Agropecudria — DAS (1999), o
sistema organico de producdo é todo aquele que adota tecnologias que otimizem o0s
recursos naturais e abrange os denominados cultivos: ecolégico, biodindmico, natural,
sustentavel, regenerativo, bioldgico, agroecoldgico e permacultura.

Os objetivos dos cultivos do sistema organico visam o oferecimento de produtos
saudaveis com elevado valor nutricional, principalmente, isentos de contaminantes que
possam provocar risco a saude do consumidor, agricultor e/ou meio ambiente,
preservando a biodiversidade dos ecossistemas, conservando as condicfes fisicas,
quimicas e biolégicas do solo, da &gua e do ar e integrando agricultor e consumidor
final de produtos orgénicos, incentivando, desta forma sua producdo (Borges et al.,
2003).

No inicio do século XX, o cultivo organico foi proposto pelo engenheiro
agronomo, inglés Albert Howard que observou a menor incidéncia de doengas em
animais e plantas quando ndo se utilizava a aplicacdo de agroquimicos ou fertilizantes
quimicos quando comparados aos produtos obtidos por cultivo tradicional. Em seus
estudos, na India, concluiu que o importante para a obtencdo de bons resultados era
manter a fertilidade do solo, desenvolvendo o método Indore de compostagem, que
consiste na transformagdo de residuos vegetais e animais em humus que, aplicado na
época adequada, restaurava a fertilidade do solo (Bonilla, 1992).

Os requisitos basicos para o cultivo organico sdo: a matéria organica responsavel
pela melhoria da fertilidade e vida do solo, as substancias himicas indispenséveis na
nutricdo vegetal, uma vez que o solo € considerado organismo vivo (hecessitando assim,
de uma nutricdo equilibrada), a associagdo da produgéo vegetal e animal, a
compostagem em pilhas e a integragdo entre produtor e produto final. Muito importante
é a escolha do método de processamento do solo, que deve ser isento de aditivos
quimicos. Todo e qualquer produto nele introduzido ndo devera ser nocivo ou ter efeito
negativo que se perpetue no ambiente, ou seja, sem prejuizo a salude humana,

considerando também as caracteristicas sensoriais do produto (Borges et al., 2003).
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Todos os sistemas ndo convencionais de producdo agricola podem ser
considerados formas de agricultura orgénica, pois as matérias-primas produzidas sdo
passiveis de serem certificadas como orgéanicas, desde que preencham os requisitos
preconizados pelas normas para a produgdo organica de alimentos. O sistema
internacional de credenciamento visa garantir a integridade orgénica do produto, o que
requer um sistema regular de inspegéo e certificagéo, visando assegurar a credibilidade
dos produtos certificados, garantindo assim, a confian¢a do consumidor. Por isso, todo
produto orgénico deve ser processado de forma que sua caracteristica organica seja
preservada, oferecendo realmente produtos de qualidade, nutritivos e organicos (IBD,
2004).

A produgdo organica beneficia a qualidade dos ecossistemas facilitando assim a
conservagédo da natureza, evitando a degradagdo dos recursos naturais, pois um de seus
principios gerais € o desenvolvimento dos ciclos da natureza, sendo entdo utilizado
como adubo, o esterco in natura. Na década de 1940, o cultivo ou agricultura bioldgica,
idealizada por Hans Muller, bidlogo suigo e Hans Peter Rush, médico aleméo, enfatiza o
processo de compostagem na superficie do solo e testes especiais para avaliar sua
fertilidade - método Muller-Rush (Stringheta e Muniz, 2003).

Na década de 1960, Raul Lemaire, geneticista francés e Jean Boucher, bi6logo,
desenvolveram o método caracterizado pela utilizacdo de pé da alga marinha
(Lithothamme calcareum), preconizando como requisitos basicos, a determinacdo da
fertilidade do solo através da atividade microbiana, sendo esta a maior responsavel pelo
fluxo de nutrientes entre os materiais s6lidos e a sua solubilidade ou dissolu¢édo no solo,
utilizando esterco em estado inicial de decomposicdo, realizada por compostagem
laminar, desenvolvendo fontes de energia renovaveis, promovendo a salde das plantas
associada a saude do solo (Stringheta e Muniz, 2003).

A nutrigdo equilibrada, segundo Raul Lemaire e Jean Boucher, propicia plantas
resistentes ao ataque de pragas e doencas enfatizando, também, que a salde do ser
humano depende da qualidade biolégica dos alimentos, possuindo forte conotagdo na
comercializacdo direta e busca a autonomia do produtor (Stringheta e Muniz, 2003).

A agricultura natural busca seguir a natureza e minimizar a interferéncia humana
nos agroecossistemas, evitando assim, o cultivo mecénico do solo e a aplicagdo de

agroquimicos, pelo controle de pragas e doencas, baseado na manutencdo das
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caracteristicas naturais do ambiente, melhoria das condi¢cbes do solo e emprego de
produtos naturais ndo poluentes. As atividades agricolas devem respeitar as leis da
natureza promovendo o minimo de intervencdo no ambiente e nos processos naturais de
forma a evitar o desperdicio de energia (Borges et al., 2003).

Na natureza, existe a coexisténcia e beneficio mdtuo e ndo ha competicdo,
justifica a purificacdo do espirito pela arte e a do corpo pelo alimento, defendendo a
utilizagdo da compostagem laminar com residuos vegetais, ndo utilizando esterco. O
cultivo natural é fundamentado na atuacdo de microrganismos: fungos, bactérias,
actinomicetos (microrganismos eficazes) que atuam como inoculantes para o solo,
plantas e para o composto (Stringheta e Muniz, 2003).

A producéo orgéanica nacional é destinada principalmente para o abastecimento
do mercado interno, porém representa um caminho promissor rumo ao mercado

internacional (Agrianual, 2001).

Agricultura Organica Biodinamica

Dentre os cultivos organicos inclui-se a agricultura biodindmica que se
diferencia por estar também relacionada & antroposofia (“conhecimento do ser
humano”). Foi criada pelo filsofo e matematico austriaco, Rudolph Steiner (1924), que
a definiu como “um caminho de conhecimento para guiar o espiritual do ser humano ao
espiritual do universo”. De acordo com Steiner, a realidade surge da uni&o do espiritual
com o fisico, com o objetivo de tornar “mais humano” ao aumentar sua consciéncia
sobre seus pensamentos e a¢des. Os antropdsofos véem os seres humanos constituidos
de corpo, alma e espirito, mas inter-relacionados e ndo como membros independentes.
Uma vertente pratica da antroposofia é a agricultura biodindmica, e ainda segundo
Steiner, que procura globalizar todo o sistema associando-0 a natureza, as forcgas
cosmicas e definindo a propriedade agricola como um organismo Unico em harmonia

com seu habitat, onde o todo e as partes formam um s6 conjunto, descartando qualquer

possibilidade de monocultura biodindmica ou organica (www.wikipedia.org).

Apobs a conferéncia de Rudolf Steiner que apresentou a forma holistica da
natureza, pesquisas investigaram a estrutura das fazendas, o cultivo, a influéncia dos
planetas e constelagbes e ainda a qualidade nutricional dos produtos

(www.wikipedia.org). O holismo ndo significa a energia da soma das partes, mas a
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sinergia gerada com a captagdo da totalidade organica, uma e diversa em suas partes,
mas sempre articuladas entre si dentro da totalidade e constituindo toda essa totalidade
(Falconi Filho, 2003). A diversidade é o ponto chave para este tipo de agricultura
(Reijntjes et al., 1994), pois os produtos organicos séo produzidos sem agressdes ao
meio ambiente, ocorrendo uma grande interagdo entre 0 meio.

A agricultura orgénica biodindmica tem como principio a utilizacdo de

preparados biodindmicos devidamente certificados e fiscalizados, englobando o
credenciamento de produtores com reconhecimento mundial, diferenciando-se dos
meétodos convencionais de cultivos em varios pontos, considerando:
1 - a interligacdo e interdependéncia da propriedade agricola com a fauna, flora, solo,
cursos d’agua e o ser humano; 2 - a harmonia do meio ambiente promovida pelo
equilibrio paisagistico e ecoldgico (plantacéo de arvores, entre outros), recuperagdo de
areas com flora nativa, 3 - a interacdo entre producdo vegetal e animal e o
aproveitamento dos residuos na elaboragdo do composto dentro da propriedade agricola;
4 - a obediéncia ao calendério astroldgico (cosmico) na semeadura e demais atividades
agricolas; 5 - a utilizacdo de preparados a base de extratos vegetais e de solucdes
organicas e minerais, que incorporados as pilhas de compostagem ou aplicados
diretamente sobre o0 solo e plantas, possuem efeito dinamizador sobre as forgas naturais
(Stringheta e Muniz, 2003).

As preparagOes do adubo biodinamico e sua pulverizagdo, criadas a partir de
substancias naturais e organicas séo aplicadas em doses diminutas a fim de melhorar e
regular o crescimento vegetal, a vida do solo e todo o metabolismo (ciclo biolégico).
Este método de produgdo envolve aplicar matéria vegetal (flores de camomila, casca de
madeira triturada e flores de dente-de-ledo), esterco de gado ou quartzo moido
colocando em partes selecionadas de matéria organica animal, fermentadas no solo, por
aproximadamente seis meses. Quando o processo fermentativo estd completo, o material
da preparacdo é separado do material orgéanico o qual serd distribuido para ser utilizado
em pequenas porgdes. Portanto, os materiais mais utilizados na producéo biodindmica
sd0 o esterco em compostagem (70%) adicionado de homeopéticos (Wistinghausen et
al., 1998). A compostagem € uma tecnologia antiga e muito eficiente na reciclagem de
residuos e aproveitamento para a geracdo de substratos para o cultivo de mudas (Borges
et al., 2003).
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Em 1960, o interesse pela agricultura biodindmica aumentou, gradativamente e,
em 1978 criou-se o Instituto de Pesquisas de Organicos (FIBL), o qual compara e
diferencia os sistemas biodindmico, organico e convencional. A certificacdo de
alimentos organicos e biodinamicos se da caso a unidade de producéo esteja realmente
sob o sistema organico. Caso ndo estiver convertida inteiramente, esta unidade €
passivel de inspec¢do até sua total conversdo (IFOAM, 2002).

De acordo com Charity (2001), no cultivo organico o manejo do solo deve ser
direcionado, mantendo-o coberto, com matéria viva e/ou morta, utilizando adubos
verdes e compostos, em pilhas ou de forma laminar. A aplicagdo de adubos orgénicos a
solos tropicais, proporciona melhoria das suas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas, obtendo-se boas respostas das plantas, devido ao solo fértil que se mantém
(Altiere, 2002). O manejo do solo é uma das préticas mais importantes no sistema
orgénico. As fases de producdo de mudas e manejo da planta necessitam de seu

potencial intrinseco e dos microrganismos (Borges et al., 2003).

Qualidade Orgéanica Através da Certificacio

Devido a importancia de manter a qualidade da producdo, a confianca do
consumidor e a biodiversidade, surgiu a necessidade de padronizar produtos e
processos, garantindo a ética da producéo, surgindo assim, a certificacdo. O produto
orgénico deve ser certificado, para que seja considerado como tal, justamente porque
ndo apresenta grandes diferengas aparentes quando comparado ao convencional
(Zakabi, 2005). O consumidor acaba por preferi-lo devido a auséncia de toxicidade que
realmente se acredita ter (Ormond et al., 2002).

O produto ganha um selo de qualidade emitido por uma das entidades que
monitoram a producéo desses alimentos no Brasil, como a Associagdo de Agricultura
Orgéanica e o Instituto Biodinamico, localizados em S&o Paulo (Sheung et al, 2004).
Existem drgdos internacionais de certificagdo como a Federagdo Internacional de
Movimentos da Agricultura Organica - IFOAM e, no Brasil, o Instituto Biodinamico -
IBD que € o unico reconhecido pela IFOAM.

Darolt (2003) afirma que o selo de qualidade orgéanica é um indicativo de que os
alimentos foram produzidos e processados de acordo com as normas organicas,

significando um adicional em termos de qualidade agrondmica quando comparado ao
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alimento convencional, além de oferecer um diferencial de seguranca aos consumidores,
no sentido de que os alimentos ndo foram submetidos a radiagdes ionizantes e que ndo
possuem organismos geneticamente modificados (OGMs) ou transgénicos na sua
composicao.

De acordo com Nassar (1999), a certificacdo € a definicdo de atributos de um
produto, processo ou servigo e a garantia de que eles se enquadram em normas pré-
definidas, além do controle da procedéncia do produto, garantindo sua rastreabilidade e,
conseqiientemente, sua qualidade. A garantia de conhecer a origem do produto e de
estar consumindo um alimento seguro para a saude tornou-se prioridade quando se
pensa em qualidade. Os alimentos provenientes do sistema organico, identificados com
selo de qualidade, sdo produzidos por um método que respeita 0 meio ambiente, o
produtor e o consumidor (Darolt, 2003). O aumento da garantia da procedéncia do
produto é fundamental, sendo também importante a regulamentacdo do setor. A
populacdo, atualmente, é muito exigente e quer consumir produtos seguros, porém

acessiveis.

Composicdo Média do Limao/Lima Acida (Citrus latifolia, Tanaka), cv. Tahiti

A lima &cida € um hibrido do liméo siciliano com a lima-da-pérsia, motivo pelo
qual também recebe o nome de lima &cida. Fruto robusto de formato arrendondado,
casca lisa ou ligeiramente rugosa de coloragdo verde, polpa esbranquigada, muito
suculenta e qualidade menos &cida. Nesta variedade as sementes sdo ausentes, propaga-
se por enxertia. No Brasil, tem como base o liméo cravo (www.docelimao.com.br). A
planta € cultivada principalmente no estado de S&o Paulo (Barros, 1986).

O limoeiro € um arbusto pertencente a familia das Rustaceas, com ramos
espinhosos, chegando a atingir de 4 a 5 metros de altura. Os frutos costumam conter
farto suco com grande quantidade de &cido citrico, vitamina C e sais minerais, além de

pectina na entrecasca, € 6leos monoterpénicos na casca, que é um dos grandes segredos

de suas propriedades terapéuticas (www.docelimao.com.br).

De acordo com o site www.docelimao.com.br, (acessado em 23/06/2005), os
monoterpenos sdo as menores moléculas que compdem os 6leos de citrus, motivo pelo
qual penetram com extrema facilidade em todos os tecidos e células do corpo humano,

com uma poderosa acdo solvente de lipidios. O monoterpeno presente em maior teor
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nestes 6leos é o d-limoneno, que possui propriedades anticancerigenas, entre outras.
Segundo Carter (1979), a procura pela melhoria da qualidade do liméo e a popularidade
do suco, inclusive para uso medicinal, fez dele a 1% fruta processada a ser
comercializada.

De acordo com o Foreign Agriculture Service entre 1984 e 1989, a producédo de
limdo em alguns paises como: Estados Unidos, Italia, Espanha, Argentina, Turquia,
Grécia, Chile, Africa do Sul, Israel, Uruguai, Austrélia, Brasil, Marrocos, México, Egito
e Japéo, entre outros, totalizou 3.288 milhdes de toneladas. Essa grande producgéo sofreu
algumas quedas em alguns destes paises e em épocas variadas devido a doencas
provocadas por fungos e virus nas arvores que as destruiam rapidamente. No Brasil, 0
problema parece ter sido parcialmente resolvido, pois de acordo com o United States
Departament of Agriculture (USDA), a producéo de liméo entre 1987 e 1988, foi de
35.000 milhdes de toneladas.

Marin et al. (2002) avaliaram sucos de limdo das variedades Fino ou Mesero e
Verna (Murcia — Espanha) obtidos por diferentes métodos de extragdo, observando que
a acidez variou de 7,70 a 5,53g/mL; o teor de s6lidos solGveis de 9,0 a 6,5g/100mL e de
532 a 261 g/100mL em é&cido ascdrbico, nos sucos obtidos em processo ndo industrial
(manual), por prensagem e filtragdo em tela de nylon. A atividade antioxidante total
elevada (66%) encontrada no suco de limdo da variedade Fino (808mg de &cido
ascorbico/L) foi considerada um fator importante. A composicdo de sucos de liméo
quanto a acidez, solidos soluveis e &cido ascorbico, presentes em diferentes variedades
(cultivares), bem como aquela, em diferentes sistemas de extragéo, tem sido reportada
por alguns autores, porém a composicdo do suco de lima acida (Citrus latifolia,
Tanaka), cv. Tahiti, obtido através de cultivo biodindAmico ainda ndo foi reportada.

Dados reportados pelo USDA (2001) revelaram valores diferenciados quanto aos
nutrientes do suco de lim&o integral sem tratamento térmico, e do lim&o “in natura” com

e sem casca, 0s quais podem ser observados no Quadro 1.
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Quadro 1. Composic¢éo do suco de limao integral, do limédo com e sem casca

Suco de limao integral Limé&o sem casca Limé&o com casca

Valor cal6rico 25Kcal 29Kcal 20Kcal
Carboidratos (g/100g) 9 9 11
Calcio (mg/100g) 7 26 61
Magnésio(mg/100g) 6 8 12
Fo6sforo(mg/100g) 6 16 15
Potassio(mg/100g) 124 138 145
Sédio(mg/100g) 1 2 3
Ac. ascorbico(mg/100g) 46 53 77
Folato (ug/100g) 13 11 -
Proteina (g/100g) - 1 1
Fibra dietética(g/100g) - 3 5
Ferro(mg/100g) - 1 1

Fonte: USDA, 2001

Hulme (1971) forneceu valores para agucares em glicose (1,409/100mL), frutose
(1,359/100mL) e sacarose (0,419/100mL), presentes no fruto in natura e no suco de
lim&o os valores para agUcares sdo: glicose: 0,52g/mL; frutose: 0,92g/mL e sacarose:
0,18g/100mL.

Pedrdo et al. (1999) avaliaram os teores de acido ascérbico, acido citrico, Brix e
pH em sucos obtidos a partir de lim&o, cv. Tahiti, a serem adocados para a obtencéo de
limonada encontrando 34mg/100mL; 5,569/100mL; 8,9 e 2,75, respectivamente.

Outro fator que pode afetar a composicdo em nutrientes do lim&o ¢ a utilizacdo
de atmosfera modificada no armazenamento da matéria-prima. Jacomino et al. (2003)
estudaram possiveis variagdes na acidez titulavel e solidos solliveis em limdo
“Siciliano”, em atmosferas de armazenamento a 10°C por 21; 28 e 35 dias, com
diferentes concentragdes de etileno, concluindo que houve alteragdes nestes parametros.

Matérias-primas e alimentos processados de origem animal (carnes, presuntos)
ou vegetal como frutas, sucos e néctares, bem como o0s 6leos essenciais obtidos das
cascas e folhas de frutas (Tirado et al., 1995) apresentaram em sua composi¢do varias
substancias que conferem caracteristicas especiais de sabor e aroma (Carvalho et al.,
2002 e Carvalho, 2004).

Formacéo de Substancias Volateis, Principalmente em Limao/Lima Acida
O sabor e o aroma (flavor) das matérias-primas de origem vegetal (frutas e
hortalicas) sdo conferidos pelas substancias volateis sintetizadas durante sua maturagéo.

Dentre elas, ésteres, alcoois, aldeidos, lactonas, terpenos e compostos sulfurados

22




desenvolvidos a partir de precursores como proteinas, carboidratos, lipidios e vitaminas
(Hulme, 1971 e Vendramini, 1997). As proteinas apresentam-se em baixas
concentracdes nas frutas e outros vegetais, ndo sendo seu valor nutritivo considerado,
porém seus aminoacidos participam da formacdo dos pigmentos e substancias
responsaveis pelo sabor e aroma. A valina, por exemplo, pode ser convertida em éster
(Eskin, 1990). Os ésteres sdo da classe de substancias volateis mais importantes, tanto
quantitativa quanto qualitativamente, no que diz respeito & composicdo de um aroma
(Olias et al., 1995).

Os &cidos graxos insaturados (linoléico e linolénico) estdo presentes nas paredes
celulares, na forma de trigliceridios, fosfolipidios ou lipoproteinas, além de atuarem na
formacdo de substancias volateis responsaveis pelo sabor e aroma. A composi¢éo do
aroma nas frutas também é derivada do metabolismo lipidico (Vick e Zimmerman,
1976).

As substancias volateis responsaveis pelo aroma de frutas e sucos podem sofrer
alteracfes quanto a sua quantidade, intensidade e, até mesmo quanto a sua estrutura, de
acordo com a cultivar (variedade), método de cultivo, grau de maturacdo, embalagem de
acondicionamento ou processamento, entre outros aspectos. Portanto, uma avaliagdo
comparativa do perfil das substancias volateis responsaveis pelo aroma entre as mesmas
variedades cultivadas de formas diversas €, e deve ser considerada importante tanto para
produtores quanto para consumidores e ainda para a indUstria de sucos, visto que, 0
sabor e 0 aroma sdo os requisitos de extrema relevancia nos alimentos. Ainda em
relacdo as substancias volateis e a preservacdo daquelas responsaveis pelo aroma, é
preocupacdo na industria de alimentos, uma vez que estes devem apresentar aroma e
sabor inerentes ao produto, evitando a adi¢éo de aditivos artificiais (Carvalho, 2004).

Cada vez mais, busca-se a preservacdo de alimentos de uma forma geral, a fim
de que ndo ocorram perdas, mesmo que minimas, de nutrientes e outros constituintes,
tais como aqueles responsaveis pelo aroma e sabor (Carvalho, 2004).

De acordo com Lewinsohn et al. (2005), h4 evidéncias importantes de que as
substancias volateis sdo derivadas da degradagdo de carotendides, sendo um deles o
licopeno, pigmento vermelho presente em variedades de tomates e melancias.
Observaram aumento no nimero destas substancias incluindo o geranial, monoterpeno

presente no limdo. No desenvolvimento das frutas ocorrem sinteses de estruturas
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moleculares como proteinas, polissacaridios, lipidios (0,1%) e flavondides pelo
metabolismo dos carboidratos iniciado pela fotossintese. Durante 0 amadurecimento, as
reagBes metabolicas sdo predominantes e a produgdo de substancias volateis ocorre
durante um curto periodo e é influenciada por fatores internos e externos (Tressl e
Albrecht, 1986).

Vanoli et al. (1995) avaliaram a influéncia da época de colheita (158; 172 e 181
dias) sobre as substancias volateis em magas, cv. Starkpur Golden, por CGAR/EM.
Embora ja tenham sido anteriormente identificadas no fruto, mais de 300 substancias,
apenas 20-40 delas sdo responsaveis pelo aroma. Os frutos colhidos com 172 dias
apresentaram melhor composi¢do quanto as substancias responsaveis pelo aroma da
maca sendo elas: hexanal, acetatos de butila e hexila; hexanol; etil-2-metil butanoato; 3-
damascenona; 3-metil-butil e hexil hexanoatos; etil, propil e hexil butanoatos.

A grande variedade de substdncias volateis encontradas nos frutos em
amadurecimento ou maduros, tém sido analisada por cromatografia gasosa de alta
resolucdo associada a espectrometria de massa e sua identificagdo pela comparacdo dos
indices de retencéo obtidos dos cromatogramas (Collins et al., 1995).

Chyau et al. (1992) avaliaram o teor de susbtincias volateis em goiabas no
amadurecimento e ap6s a maturagdo encontrando teores de 134 mg/Kg e 93mg/Kg,
respectivamente. As principais substancias volateis na fruta em amadurecimento foram
1,8-cineol, (E)-2 hexenal e (E)-3-hexenal, enquanto que o hexanoato de etila e o0 acetato
de (2)-3-hexenila foram as principais na fruta completamente madura. O (E)-2-hexenal
e 0 hexanoato de etila também podem ser encontrados na acerola.

Sheung et al. (2004) reportaram a adsorcdo (migracdo) de substancias volateis
de suco de laranja (d-limoneno, a-pineno, butirato de etila e octanal) envasados em
diferentes tipos de laminados co-poliméricos (polietileno de baixa densidade, polietileno
tereftalato, cloreto de polivinilideno e élcool vinil etileno) utilizados como embalagem
durante a estocagem a 25°C por 28 dias, através da técnica de headspace dinamico e
identificagdo por CGAR. A adsorcdo do butirato de etila e do octanal foi similar nos
quatro tipos de embalagem. Por outro lado, quando utilizaram o polietileno tereftalato
(PET) e o &lcool vinil etileno em filmes para embalagem, observaram que a adsor¢éo de

d-limoneno e de a-pineno foi de 20 e 50%, respectivamente.
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Visai e Vanoli (1997) avaliaram as substancias volateis em péssegos (Prunus
persica, L. Batsch), cv. Gloheaven e nectarinas (P. persica, L., Batsch, var.
nucipersica), cv. Maria Laura, colhidos, semanalmente, até 57 dias apds coloracdo
completa da casca. Sampaio e Nogueira (2006) avaliaram o efeito do grau de maturagédo
sobre as substdncias volateis da mangaba e identificaram, por CGAR/EM, 33
substancias nos frutos imaturos, 34 no estadio intermediario e 32 nos frutos maduros,
dentre elas: o a-terpineol, o linalool e o geraniol presentes, também, no limédo. Soufleros
et al. (2001) avaliaram as substancias volateis de vinhos de Kiwi cultivado na Grécia e
dentre as substancias identificadas, por CGAR/EM, as mais abundantes foram o
metanol, metil-2-propano-1-ol, metil-3-butano-1-ol, acetato de etila e o butano-2,3-diol.

Moufida e Marzouk (2003) caracterizaram cultivares de blood orange, sweet
orange, limédo, bergamota e bitter orange, concluindo que o limdo (140.75ug/ml),
quando comparado a sweet orange (344.46 pg/ml) e & bergamota (355.94ug/ml),
apresenta menor quantidade de substancias volateis responsaveis pelo aroma. Em todas
as cultivares, foram encontradas as seguintes substancias volateis: a-pineno, limoneno,
B-pineno e p-cimeno. O limoneno (111,07pug/L) destacou-se a mais abundante sendo de
fundamental importancia no aroma de sucos citricos. Seu percentual variou de 50% no
limdo a 93% na bitter orange, e 97% no grapefruit (Dugo et al., 1993 e Tonder et al.,
1998). Tanto os monoterpenos (85,308mg/L) como as outras substancias encontradas
podem ser observadas no Quadro 2.

A Tunisia é conhecida como a maior produtora de frutas citricas, cerca de
240.000 toneladas em 2000/2001 e a qualidade sensorial é determinada pelos seguintes
pardmetros: substancias volateis, quantidade de suco e aglcares, além da acidez que
pode ser elevada nos limdes e nas limas, mas moderada em outras frutas (Moufida e
Marzouk, 2003). Similarmente, Swingle (1943) relatou que o limdo (Citrus limon, L.)
tem a polpa acida, uma fina textura, além da coloracdo amarelo-pélido.

O Brasil é conhecido pela producdo substancial de citricos, principalmente a
laranja e o limdo obtidos por cultivo convencional. A exportacdo brasileira de liméo em

2005 (ate agosto) foi de 34.427,755 toneladas, de acordo com a Associacdo Brasileira

de Produtores e Exportadores de Limédo - ABPEL (www.abpel.org.br/news1.htm). Ja a
producdo organica nacional é destinada ao abastecimento do mercado interno, mas com

perspectivas promissoras visando o mercado internacional.
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Quadro 2. Substancias volateis em liméo cultivado na Tunisia

Substancia mg/L %

Metanol 0,28 0,20
Isopropanol 0,17 0,12
o-pineno 0,39 0,27
Acetato de butila 3000 1,47
3-heptanona 0,46 0,34
Limoneno 111,07 78,83
Ocimeno 5,31 3,85
Nonanol 0,39 0,25
Linalool 0,01 0,01
a-terpineol 1,80 1,30
Valenceno 4,80 3,34
a-terpineno 0,34 0,46
B-ionona 1,32 0,34
B-pineno 0,21 0,02
Terpineno-4-ol - -

p-cimeno 2,00 1,74
Hidrocarbonetos monoterpénicos 85,31 -

Moufida, S. & Marzouk, B., 2003.

Varias substancias tém sido identificadas no limdo, como: metanol, isopropanol,
linalool, a-terpineol, acetato de butila, 3-heptanona, ocimeno, nonanol, valenceno, o-
terpineno, B-ionona, terpinen-4-ol, p-cimeno, também identificadas em sucos citricos.
Moufida e Marzouk (2003) identificaram as mesmas substancias, entre outras, no suco
de lim&o. Algumas foram encontradas como substancias trago, outras em percentuais
semelhantes aos outros sucos analisados e algumas em quantidade suficiente para que
fossem identificadas e quantificadas.

Narain e Bora (1992) avaliaram a perda de substancias volateis em maracuja
(Passiflora edulis, L.) ap6s estocagem por 15 dias, a temperatura ambiente (29°C)
identificando, por CGAR/EM, aquelas mais abundantes apds este periodo, dentre elas
encontraram butanoatos de etila e hexila, hexanoato de etila, 2-heptanona, benzaldeido e
1-hexanol.

Nos métodos validados de extracdo de substancias volateis empregados pelos
Vvérios autores mencionados na presente dissertacdo, as substancias volateis podem ser
perdidas devido & manipulagdo excessiva da amostra possibilitando a formacgéo de
artefatos ou sendo contaminadas pelos solventes.

Sucos de frutas sdo bem definidos pelo Conselho Diretivo 2001/112/EC, que
caracteriza como 100% puro, aquele sem conservantes. Ja os produtos organicos podem

ser definidos como produtos de um sistema de cultivo que utiliza fertilizantes,
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reguladores de crescimento e aditivos ndo-quimicos produzidos pelo agricultor (Council
Regulation EEC n° 2092/91).

O crescente interesse na identificacdo de substéncias volateis em frutas tropicais
tem sido pesquisado. Pino (1997) identificou estas substancias nos frutos do kiwi, na
carambola e na manga. Apesar do aumento em pesquisas envolvendo a identificacéo de
substancias volateis em frutas e sucos de frutas, poucos trabalhos tém sido publicados
em relacdo a sua enorme biodiversidade.

Durante o processo de concentracdo de sucos, muitas substancias volateis sdo
removidas e perdidas. Nos sucos citricos ocorre a presenga Varias substancias volateis,
sendo divididas em 2 grupos: sollveis em &gua e sollveis em 0leo, onde aquelas
sollveis em agua referem-se ao aroma, enquanto que a fragdo solivel em oOleo €
representada pelos 6leos essenciais.

Um 6leo essencial pode também ser definido como a substancia volatil obtida a
partir do vapor destilado de plantas ou de material derivado. Frutas citricas, como a
laranja, o limo, a lima e a tangerina, tém alta concentracdo de 6leos essenciais em sua
casca. O limoneno €, também, a principal substancia volatil dos dleos essenciais de
Citrus (Hendrix e Redd,1990).

Métodos de Extracéo e Adsorc¢éo
O crescente interesse na identificacdo de substancias volateis em frutas e

produtos delas derivados, com técnicas de extracdo como: liquido-liquido (ELL),
destilacdo (DE), destilacdo a vapor seguida de extragdo com solventes,
extracdo/destilacdo simultaneas (EDS), extracdo/destilagdo liquido-liquido (EDLL),
destilacdo com headspace (DHE) estatico e dindmico, entre outras técnicas associadas
CGAR/EM, tém sido utilizadas por vérios autores, ao longo dos anos (Macku &
Shibamoto,1991; Raupp & Konig,1996; Carvalho, 2004).

Os vérios métodos validados de extragdo de substancias volateis de uma matéria-
prima ou um alimento, normalmente envolvem uma série de etapas que levam a um
tempo de analise excessivamente longo.

A técnica de microextracdo em fase solida (MEFS) é um método de extracdo
alternativo, eficiente, pratico, atual e de baixo custo. Sua aplicacdo o torna uma analise
rapida, simples e de rotina em laboratorio. Baseia-se na adsor¢do de substancias volateis

em microfibras poliméricas que, em contato direto com o alimento ou por headspace,
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sdo dessorvidas aplicando-se a cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a
espectrometria de massa (CGAR-EM), que tem se mostrado eficiente na identificagéo
dessas substancias (Arthur & Pawliszyn,1990; Carvalho, 2004).

Pino (1997) utilizou a EDS seguida de CGAR/EM, para identificar as
substancias volateis da carambola, manga e kiwi. A analise dos componentes volteis é
a principal tarefa para entender a natureza dos aromas naturais ou de alimentos
processados. Entre muitas técnicas desenvolvidas para analisar os aromas, a analise com
headspace é uma técnica apropriada e tem sido bem utilizada para o estudo de aromas
naturais.

Concluindo que o método de isolamento e concentragdo de substancias volateis
da fase gasosa (headspace) elimina muitas desvantagens quando comparada a outros
métodos, como por exemplo, onde h4 manipulagdo excessiva da amostra possibilitando
a formacdo de artefatos, contaminagéo pelo solvente utilizado, purificagdo ineficiente,

entre outros fatores.

Microextracdo em Fase Solida na Adsorcdo de Volateis em Matérias-Primas e
Produtos de Origem Vegetal

A técnica de microextracdo em fase solida (MEFS) é um método de extracdo
alternativo aos convencionais que torna a analise dessas substancias rapida e simples.
Baseia-se na adsorcdo dessas substancias em microfibras poliméricas que, em contato
direto com o alimento ou por headspace sdo, a seguir, analisadas e identificadas por
CGAR/EM, mostrando-se eficiente (Carvalho, 2004).

Belardi e Pawliszyn (1989) a reportaram, pela 1% vez analisando compostos
ambientais em 4aguas (efluentes). Apresenta como vantagens, a ndo utilizacdo de
solventes, a pré-concentracdo da amostra, independe do tipo e da forma fisica do
alimento, podendo ser realizada & temperatura ambiente e, desta forma, minimizar ou
mesmo impedir a formacdo de artefatos quimicos. E uma técnica de equilibrio e
quantificagdo acurada e requer que as extragdes sejam cuidadosamente controladas
quanto ao tempo de contato, entre a amostra e a microfibra.

Carvalho et al. (2000) e Carvalho et al. (2002) utilizaram a MEFS com imers&o
da microfibra e, posterior identificagdo por CGAR/EM, em sucos de abacaxi integrais,

hidrolisados e clarificados por ultrafiltragdo (UF) e microfiltracdo (MF), observando
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maior teor de volateis no suco integral ndo pasteurizado enquanto que nos sucos
clarificados nos sistemas utilizados a perda de volateis foi expressiva para todos os tipos
de membrana.. Foram identificadas 31 substancias volateis, dentre elas: ésteres,
aldeidos, alcoois e cetonas, comprovando a eficiéncia da técnica na extracdo destas
substancias.

A MEFS baseia-se na particdo dos compostos organicos entre a solugéo aquosa
(matrizes liquidas) ou a fase de vapor (matrizes sélidas) através da adsor¢éo em filmes
poliméricos, normalmente, de polidimetilsiloxano (PDMS) ou poliacrilato (PA)
revestindo fibras de silica fundida. Atualmente, varias microfibras sdo encontradas e as
mais utilizadas s&o PMDS, PA, carboxen/PDMS (CAR/PDMS), PDMS/divinilbenzeno
(PDMS/DVB).

Os parametros que podem afetar a eficiéncia da extragéo sdo: o tempo de contato
ou o tempo de equilibrio, no caso de extracdo direta (por imersdo) a homogeneidade da
mistura realizada por agitacdo da amostra, que promove equilibrio mais rapido, a
manutencdo do pH com a adi¢do na amostra de solugéo tampé&o e a concentracgéo de sal
(Pawliszyn, 1997), que podem melhorar a extracdo. O tempo de contato inadequado far
com que as substancias volateis ndo sejam adsorvidas pela microfibra. A temperatura
pode promover a dissociagdo das substancias a serem extraidas e conduzir & formagéo
de artefatos.

Estudos revelam que a forma de acondicionamento de sucos de frutas pode
também interferir na quantidade de substancias volateis. Por outro lado, pode haver
migracdo de substancias da embalagem para os sucos como, por exemplo, os ftalatos
(isobutilftalato) (Carvalho et al., 2002).

A combinacgdo da cromatografia gasosa de alta resolugdo com a espectrometria
de massa (CGAR-EM) permite identificar as substancias volateis, individualmente, na
matriz que estiver sendo utilizada.

As substéncias volateis responsaveis pelo aroma de frutas e sucos de frutas
podem sofrer diferenciacdo quanto a sua quantidade e intensidade, de acordo com a
cultivar (variedade), método de cultivo, grau de maturagdo, embalagem, entre outros

aspectos (Carvalho, 2004).
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Portanto, torna-se necessaria uma avaliacdo comparativa do perfil de aromas entre
variedades idénticas cultivadas de formas diversas devendo ser realizada a fim de que,

sejam determinadas possiveis diferencas entre os frutos obtidos.
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JUSTIFICATIVA

O aroma dos alimentos € de grande importancia visto caracterizar um
determinado alimento ou matéria-prima, bem como a sua qualidade.

O liméo ou lima &cida, cv. Tahiti, € um fruto muito popular, destacando-se pela
sua grande utilizacdo tanto na forma de suco quanto para outros fins, como o medicinal.

Com a introducdo de novas técnicas de cultivo que visam menor agressdo ao
meio-ambiente, matérias-primas alternativas como aquelas de origem orgénica
biodindmica, de mesma variedade, tém sido colocadas no mercado para o consumidor,
sendo comparaveis as de cultivo convencional. Portanto, a comparacéo dos perfis de
substancias volateis presentes na lima acida convencional e na orgénica biodindmica

torna-se relevante.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Identificar e comparar as substancias volateis presentes em sucos de lima &cida
(Citrus latifolia, Tanaka), cv. Tahiti, obtidos por cultivos convencional e biodinamico

(certificado).

Objetivos Especificos

- Utilizar a técnica da microextracdo em fase sdlida (MEFS) na adsor¢do das
substancias volateis nos sucos de lima acida (convencional e biodindmico);

- Selecionar entre cinco microfibras utilizadas, a de melhor eficiéncia para a adsorgéo de
substancias volateis;

- Analisar as substancias volateis nos sucos de lima acida, cv. Tahiti, obtidos de frutos
provenientes de cultivos biodindmico e convencional.

- ldentificar e quantificar as substancias volateis nos sucos de lima &cida, (Citrus
latifolia, Tanaka), cv. Tahiti, obtidos de matéria-prima proveniente de cultivos
biodinamico e convencional.

- Analisar, avaliar e comparar qualitativamente as substancias volateis nos sucos de lima
acida (Citrus latifolia,Tanaka), cv. Tahiti, obtidos por cultivos biodindmico e

convencional, a fim de observar possiveis diferengas no perfil aromético.
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MATERIAL E METODOS

Preparo do Solo para Cultivo da Lima Acida Biodinamica

No preparo do solo para o cultivo da lima acida biodindmica foi utilizado o
formicida MACEX - isca, formicida granulado obtido de extratos de plantas da flora
nativa brasileira, polpa de maca e &cidos graxos orgénicos (atestado pelo I.P.T/SP
através do relatério de ensaio n° 881 789 de 06 de Julho de 2001), sendo um produto
isento de toxicidade, estavel a temperatura ambiente e ao ar e biodegradavel, aprovado
pela certificadora alema de produtos organicos, BCS OKO-GARANTIE GMBH, por
tratar-se de um insumo compativel com o regulamento ecoldgico da Unido Européia
CEE 2092/91. A forma granulada foi utilizada por ser altamente atrativa e eficiente,
pois as formigas transportam a isca para o interior do ninho, contaminando todo o
formigueiro sendo também de facil manejo para os trabalhadores. Produto especifico,
sendo o alvo somente formigas cortadeiras, ndo atingindo mamiferos, abelhas, peixes e

outros insetos nao-alvo.

Matérias-Primas

Foram utilizados para a obtencdo do suco, 18 Kg de lima acida cultivada na
Fazenda Bom Jesus — SP, safra junho/2005, por plantio biodinamico (certificado) e
20Kg de lima 4cida obtida por plantio convencional, adquirido no Mercado de Benfica/
RJ, safra maio/junho, 2005. Os limbes foram separados em 2 grupos: LC (limdo
convencional) e LB (lim&o biodindmico), em 5 lotes com 10 unidades experimentais por

lote.
Obtenc&o do Suco de Lima Acida

A extragdo do suco foi realizada no laboratorio do Instituto de Nutri¢do Josué de

Castro/UFRJ. O suco foi obtido através do Fluxograma 1.
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Fluxograma 1. Obtencao do suco de lima acida
Selecdo da matéria-prima
U

Limpeza e Pré-lavagem
(em agua corrente)
U
Higienizacdo
(hipoclorito 10ppm/10minutos)
U
Obtengdo do suco em multiprocessador (Wallita)
U
Despolpamento (despolpadeira — marca Tomazzi)
U
Acondicionamento em recipientes de PVC

U

Congelamento a -10 °C

Foram retiradas e armazenadas amostras de 50 mL de cada um dos 10 lotes (5
de biodindmico + 5 de convencional como controle) em frascos de vidro mantidos sob
congelamento a -10°C para posterior otimizacdo das microfibras e analises das
substéancias volateis por MEFS/CGAR/EM.

Delineamento Experimental

A partir de 18 Kg de lima &cida biodinamica foram separados 5 lotes com 10
frutos, sem injurias e com maturidade comercial, para cada lote. O suco de cada um dos
cinco lotes foi extraido, mecanicamente, e armazenado em frascos com 50 mL e
mantidos sob congelamento a —10°C. O mesmo procedimento foi realizado para a lima
acida proveniente de cultivo convencional, mas partindo-se de 20 Kg da matéria-prima.
Os sucos obtidos foram devidamente codificados como: LC (lima éacida convencional) e
LB (lima acida biodindmica), e as amostras retiradas randomicamente, obtendo-se a
seguir os sucos provenientes de cada tipo de cultivo para as analises das substancias

volateis.
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Rendimento

Os calculos de rendimento do suco e da quantidade de cascas, da lima acida
tanto convencional como biodindmica, foram realizados por regra de trés, a partir do
peso bruto do lote equivalente a 100% de rendimento, realizado para cada um dos cinco
lotes e, ao final, foi calculada a média aritmética, ou seja, 0 somatorio dos lotes dividido
por cinco. A densidade do suco foi calculada através do peso do suco (por lote) dividido
pelo volume. A anélise estatistica foi realizada no programa Statistic 6.0, analisando a
variancia (ANOVA) e a comparacdo entre as médias dos tratamentos através do teste

Least Significance Difference (LSD) ao nivel de 5% de probabilidade.

Metodologia Analitica

Selegé@o da Microfibra de Melhor Eficiéncia (Otimizagéo)
12 ETAPA:

Com a finalidade de otimizar e selecionar a microfibra de melhor eficiéncia
quanto & adsorcdo das substancias volateis, foi retirada uma amostra aleatdria do suco
de um dos cinco lotes de cada tipo de cultivo, os quais foram descongelados a
temperatura ambiente.

As analises foram realizadas no Laborat6rio de Oleos Essenciais da Embrapa —
Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro. Na microextracdo em fase solida (MEFS),
foi utilizado 1g da amostra (temperatura ambiente) para andlise em cada uma das

microfibras (Supelco, Bellefonte, PA, USA) descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Microfibras utilizadas na 12 etapa das analises

Microfibra Sigla Tamanho
Polidimetilsiloxano PDMS 100pm
Poliacrilato PA 85um
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno PDMS/DVB 65um
Carboxen/Polidimetilsiloxano CAR/PDMS 75um
Carbowax/Divinilbenzeno CW/DVB 70um

Para a selecdo da microfibra de melhor eficiéncia, foi pesado, 1 g de suco em

frasco de 4 mL, lacrado com septo de borracha, mantido por 30 minutos sob agitagdo
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mecénica, em placa magnética (Corning TC351), utilizando agitador magnético (Sigma
Aldrich - Z283784-3EA- 8x 1,5mm), a temperatura ambiente, para estabilizagdo da
amostra. Em seguida, a agulha da micro-seringa foi inserida no septo e a microfibra
exposta a atmosfera do interior do frasco por 15 minutos, no headspace, sob agitacao,
para a adsorcdo das substdncias volateis presentes na amostra. Apos este tempo, a
microfibra foi recolhida e a micro-seringa retirada do frasco e introduzida no
cromatografo a gas (CGAR/EM), marca Agilent 6890N (Hewlett-Packard, Wilmington,
DE, USA), equipado com coluna capilar HP5MS (metilsiloxano - 25m x 0,32mm x
0,25um), nas seguintes condigdes: fluxo do gas de arraste (Hz) - 1,0mL/min (40°C);
temperatura inicial de 40°C; tempo inicial de 3 min; temperatura final de 220°C; tempo
total de analise de 60 min; taxa de aquecimento de 3°C/min. O injetor foi operado no
modo sem diviséo de fluxo (splitless) a 250°C; o detector de ionizagdo por chama (FID)
foi mantido a 300°C e a espectrometria de massas foi realizada em detector seletivo de
massas 5973N, utilizando coluna capilar HP5MS (metilsiloxano - 25m x 0,25mm X
0,25um) e Hélio como gas de arraste (1,0mL/min). As condi¢fes cromatogréaficas foram
as mesmas acima descritas. Para a espectrometria de massas, foi utilizada a técnica de
impacto de elétrons, com a fonte de ions operando a 230°C e energia de ionizagdo de
70eV. A microfibra contendo as substancias volateis extraidas foi inserida no injetor e a
fibra exposta por 3 minutos para dessorgéo. O procedimento foi realizado em triplicata,

nas mesmas condicdes, para cada uma das microfibras.

Embolo

Retentor da microfibra

AberturaemZ

O

Janela de leitura

Furador de septo
Tubulagiic penetrante da agulha

Esquema 1. Microextragdo em Fase Sélida (MEFS)

36



Esquema 2. MEFS para a adsorcao das substancias volateis

O parametro de selecdo empregado foi o perfil cromatogréfico quanto a
intensidade dos picos e sua quantidade. A identificacdo das substancias volateis nas
amostras foi realizada através da comparagdo dos espectros de massa obtidos com
aqueles da espectroteca Wiley 6th edition, e por comparacéo dos indices de retencéo
calculados com os valores da literatura (Adams, 1995). Os indices de retengdo foram
calculados a partir dos tempos de retengéo das substancias nas amostras e dos tempos de
retencdo de uma série de n-alcanos (Cg-Ca4), injetados na mesma coluna e condi¢des

experimentais descritas acima.

22 ETAPA:

A partir das microfibras de melhor eficiéncia (PDMS/DVB e PDMS) na
adsor¢do das substancias volateis na primeira etapa, a metodologia foi repetida para que
fosse selecionada aquela mais eficiente na adsor¢do dos volateis, porém com a adigdo de
NaCl (0,2g) as amostras, além da observacéo da influéncia do tempo de estabilizagdo na
adsorcdo dessas substancias, utilizando os tempos de estabilizagdo de 30 e 60 minutos.
A selecdo e a identificacdo foram realizadas nas mesmas condigdes descritas acima.

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata, seguindo-se a
metodologia descrita, anteriormente (Esquema 3). Apds a sele¢do da melhor microfibra,
as analises dos sucos de lima &cida foram realizadas de acordo com a metodologia

descrita, anteriormente.
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30’ de estabilizacdo +

15’ de adsorcédo no headspace

PDMS/DVB
€
PDMS

\ 60’ de eStabiIizagéO +

15’ de adsorgdo no headspace

Esquema 3. Parametros para a selegdo entre as microfibras de PDMS/DVB e PDMS

Quantificacdo das Substancias Volateis Identificadas

A quantificacdo das substdncias volateis constituiu-se na pesagem de 7g de
amostra, em triplicata, em béqueres de 50mL, transferindo-se para funil de separacdo de
125mL, procedendo-se entdo, a extracdo, com mistura de n-pentano e éter etilico (1:1).
A fase orgénica, foi separada e filtrada em funil contendo sulfato de sodio anidro
(NazSOs).

O solvente da amostra foi evaporado, em evaporador rotativo (Buchi, modelo
461), a temperatura ambiente, até volume final de, aproximadamente, 1 mL, o qual foi
transferido para frasco de 2 mL e armazenado a -10°C para posterior analise.

O padréo interno utilizado na quantificagdo foi de octanoato de etila. Pesou-se
54mg de octanoato de etila em baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume
com éter etilico. A seguir, adicionou-se 1,0 mL desta solu¢do a 1,0 mL da amostra e

injetou-se no cromatografo. A massa de padrdo interno injetada foi de 1,08ng.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento dos Sucos

Os rendimentos de suco de lima &cida cultivada pelo método convencional (LC)
e da lima acida biodindmica (LB) foram de 56,02% (+ 1,219) e 44,2% (+ 3,434),
respectivamente. O suco convencional obteve maior rendimento do que aquele orgénico
biodindmico, sendo por este aspecto, a matéria-prima convencional mais interessante
para a industria de alimentos.

No Quadro 3, observa-se que o rendimento de suco da amostra LC apresentou-se
significativamente maior do que o da amostra LB (p < 0,001), o que pode ser devido ao
percentual de casca mais elevado nos frutos biodindmicos, fornecendo um volume

menor de suco em relacéo ao peso total do fruto.

Quadro 3. Rendimento dos sucos de lima acida convencional e biodinamica

Amostras Rendimento (%) Cascas (%0)
LC 56,02 ° 40,63
(x1,22) (£2,31)
44,2° 49,16
LB (3,43) ( 2,70)

O percentual de suco pode ser reduzido em cultivos com concentragdes altas de
nitrogénio e potassio acarretando aumento na espessura da casca. A umidade relativa e a
temperatura do ambiente também podem influenciar na espessura da casca de frutos
citricos (Chitarra & Chitarra, 1990).

Selecdo da Microfibra de Melhor Eficiéncia

Na primeira etapa deste trabalho, foram comparados cinco tipos de microfibras
de diferentes revestimentos. As substancias volateis de sucos e polpas de frutas tém sido
analisadas através do método de MEFS, acoplada a cromatografia gasosa, como a
laranja (Steffen e Pawliszyn, 1996), cupuassu, caja, siriguela e graviola (Augusto et al.,
2000).

A MEFS realizada com as microfibras de PDMS/DVB e PDMS para a extracéo
das substancias volateis dos sucos de lima &cida, com tempo de estabilizacdo da amostra

30 minutos, 15 minutos de adsor¢do e 3 minutos de dessorcédo, sem adi¢cdo de NaCl,
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apresentou maior quantidade de picos das substancias volateis adsorvidas, sendo eles 59

e 44, respectivamente (Figuras 1 e 2).

As condigdes de analise por MEFS foram determinadas de forma experimental,
pelo tempo de adsorgéo e dessorgdo. O melhor tempo de adsor¢do foi de 15 minutos
com 30 minutos de estabilizagdo da amostra, tempo suficiente para garantir que todas as
substancias volateis fossem removidas da fibra. Quanto as condi¢des de andlise, a
temperatura ndo permitiu que as amostras sofressem degradacgdo térmica, pois todo o
experimento foi realizado a temperatura ambiente. A agitagdo magnética fez com que
aumentasse a velocidade da parti¢do das substancias volateis do headspace da amostra
para a microfibra. A comparacéo foi realizada entre as amostras de suco de lima acida
de cultivos convencional e biodindmico, sendo realizada a identificacdo das substancias
volateis nas amostras. De acordo com Augusto et al. (2000) a sele¢do da microfibra de
melhor performance pode ser realizada através da eficiéncia da extracdo e através do

namero de substancias identificadas na extracéo.
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Figura 1. Substancias volateis de suco de lima acida (biodinamico) extraidas por MEFS, em
30 minutos, sem adigéo de sal, em microfibra de PDMS/DVB
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Figura 2. Substancias volateis de suco de lima acida (biodinamico) extraidas por MEFS, em
30 minutos, sem adi¢do de sal, em microfibra de PDMS
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Augusto et al. (2000) pesquisaram as substancias volateis de cupuassu, caj,
siriguela e graviola, frutas caracteristicas do Brasil, utilizando a MEFS/CGAR/EM, com
as microfibras de polidimetilsiloxano (PDMS) 100um, poliacrilato (PA) 85um,
carbowax/ divinilbenzeno (CW/DVB) 65um e carboxen/polidimetilsiloxano
(CAR/PDMS) 75um, identificando 37, 34, 27 e 21 substdncias volateis,

respectivamente.

Prudente et al. (2003) avaliaram as substancias volateis do calamondin, fruto
citrico consumido nas Filipinas, substituto da lima e do limdo, durante a maturacéo,
utilizando a MEFS/headspace com microfibra de polidimetilsiloxano (PDMS) seguida

por CGAR/EM, identificando 30 substancias no suco e no éleo essencial.

Riu-Aumatell et al. (2004) analisaram as substancias volateis de sucos de péra,
damasco e péssego, por MEFS com headspace, utilizando microfibra de
polidimetilsiloxano (PDMS), a 40°C por 30 minutos sob agitacdo, seguida por
CGAR/EM, e concluiram que a aplicacdo da MEFS foi satisfatoria na analise do perfil
de aromas dos sucos analisados.

Carvalho (2004), analisando as substancias volateis nos sucos de abacaxi
integral pasteurizado e hidrolisado, utilizou a MEFS com imersdo da microfibra de
PDMS (100um) e identificou por CG/MS, 32 no suco pasteurizado e 35 no hidrolizado.

Guillot et al. (2006) analisaram 6 -cultivares de damasco, utilizando a
MEFS/headspace, com microfibras de PDMS (100um), PDMS/DVB (65um) e
CAR/PDMS (75um). O tempo de estabilizacdo foi de 40 minutos a 40°C, tempo de
adsor¢do de 20 minutos, @ mesma temperatura e a dessorcdo em CGAR a 250°C/4 min.
Concluiram que as microfibras adsorveram 23 substancias volateis comuns entre as

variedades analisadas.

Verificagdo da Melhoria da Extragdo com Adicéo de Sal

Apos verificar-se que as microfibras de PDMS/DVB e PDMS apresentavam
maior nimero de substancias adsorvidas, 59 e 44 substancias respectivamente, além de
cromatogramas mais definidos, optou-se pela escolha das microfibras de PDMS/DVB e

de PDMS para a otimizagdo da extracdo com adi¢do de sal &s amostras.
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Observou-se aumento no numero de substancias volateis em ambas as
microfibras no tempo de 30 minutos de estabilizacdo com a adi¢do de sal, onde a de
PDMS/DVB adsorveu 75 substancias volateis e a de PDMS 52 substancias. Porém,
quando foram utilizadas as mesmas microfibras no tempo de 60 minutos de
estabilizacdo com adicdo de sal, a microfibra de PDMS adsorveu um menor nimero de
substancias volateis quando comparada as amostras com e sem sal, no tempo de 30
minutos de estabilizacéo.

Portanto, ap6s 60 minutos de estabilizacdo a microfibora de PDMS/DVB
adsorveu 72 substancias volateis enquanto que a de PDMS adsorveu 41. Neste estudo
esperava-se que o aumento do tempo de estabilizacdo associado a adicdo de sal
implicasse em uma maior adsor¢éo de substancias volateis porém ndo foi observada,
provavelmente devido ao grau de saturagdo da microfibra utilizada. Optou-se, ent&o,
pela microfibra de PDMS/DVB por ter sido a que preservou maior nimero das
substancias adsorvidas.

A adicdo de sal foi importante na liberagdo das substancias voléateis para o
headspace das amostras, devido a sua capacidade em absorver dgua, saturar 0 meio e
liberar as substancias volateis nele presentes. Pawliszyn (1997), ja& havia mencionado
que o efeito da adi¢do de sal é ampliado com o acréscimo da polaridade da substancia.
De acordo com Oliveira (2006/2), o efeito da adi¢cdo de sal na MEFS depende do
componente, da concentragdo de sal e do tipo da fibra, podendo-se observar que esta
adicdo aumenta ou diminui a quantidade de substancias volateis extraidas e que a
sensibilidade da MEFS muda significantemente com o aumento da forga ionica, que
amplia sua eficiéncia.

Para a 2% etapa, foi adicionado 0,2g de NaCl as amostras, porém alterou-se o
tempo de estabilizagdo da amostra (30 e 60 minutos), com 15 minutos de adsorcéo e 3
minutos de dessorcdo. A adi¢do de sal realmente aumentou a eficiéncia da extragéo, ja
que a sensibilidade da MEFS muda com o aumento da forga i0nica, permitindo que
grande quantidade de substéncias volateis atingisse com maior velocidade ou facilidade
0 headspace da amostra para melhor adsorcdo. A diferenga entre os tempos de
estabilizacdo demonstrou que 30 minutos foram suficientes para o objetivo da presente

dissertacdo e que o tempo de estabilizagcdo ndo influenciou na adsorgéo e sim a adi¢éo
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de NaCl. A condigdo escolhida, foi portanto de 30 minutos de estabiliza¢éo, 15 minutos
de adsorcéo, 3 minutos de dessorgéo para 1g de suco com adicéo de 0,2g de NaCl.

A quantidade de 0,2g NaCl utilizada, ou seja, 20%, foi escolhida por ser uma
padronizacdo do laboratdrio onde as andlises foram realizadas, sendo este credenciado
pelo In Metro para a ISO 17025.

Extracdo das Substancias Volateis com as Microfibras de PDMS/DVB e PDMS

Ainda na segunda etapa, foram avaliadas as microfibras de PDMS (100um) e de
PDMS/DVB (65um). Tendo cada revestimento suas vantagens, como por exemplo, a
PDMS que é um revestimento apolar, eficiente para substancias polares e apolares
(Oliveira, 2006/2). Neste estudo, portanto, foi escolhida a fibra de melhor eficiéncia
para a adsorcdo das substancias volateis em ambos os sucos. Ainda de acordo com
Oliveira (2006/2), a fibra apolar extrai uma quantidade superior de analitos, o que
demonstra que a particdo dos analitos geralmente € favorecida pelo revestimento PDMS
para praticamente todos os analitos, escolhendo em seu trabalho a fibra de 100um
PDMS, ja para este trabalho houve duas microfibras de excelente adsorcéo e ambas com
PDMS (PDMS/DVB e PDMS) no seu revestimento, porém o fator que fez a diferenca
para a melhor adsorcdo das substincias volateis foi a adicdo de sal, sendo entdo
escolhida a fibra de 65um PDMS/DVB.

A microfibra de PDMS/DVB adsorveu um maior nimero de substancias volateis
em 30 minutos de estabilizacdo, tendo sido utilizada para realizacdo das analises em
todas as amostras de lima acida (5 de controle + 5 de biodindmico), em triplicata,
acrescidas de NaCl (0,2g), no tempo de estabilizacdo de 30 minutos acrescido de 15
minutos de adsorcdo e 3 minutos de dessorgcéo, nas mesmas condigdes anteriormente

citadas.

A microfibra de PDMS/DVB adsorveu 75 substancias volateis em 30 minutos e
72 em 60 minutos de estabilizagdo, enquanto que, a microfibra de PDMS adsorveu 52 e

41 substancias volateis, em 30 e 60 minutos, respectivamente (Quadro 4).

45



Quadro 4 - Substancias adsorvidas do suco de lima acida na MEFS com PDMS/DVB e PDMS

Microfibra 30 minutos 30 minutos 60 minutos
(sem adi¢do de NaCl) (com adicéo de NaCl) (com adicédo de NaCl)
PDMS/DVB 59 75 72
PDMS 44 52 41

Nas Figuras 3 e 4 sdo apresentados 0s cromatogramas das
substancias volateis extraidas das amostras de suco de lima &cida com a
microfibra de PDMS/DVB com adicdo de sal, nos tempos de 30 e 60

minutos de estabilizagéo.
De acordo com Pawliszyn (1997), muitas substancias volateis sdo acumuladas

no headspace, e permanecem menos na fase liquida e na fibra, resultando na perda de
sensibilidade, quando o tamanho deste espago é grande.

Kim et al. (2003) utilizaram as microfibras de PDMS (100um), CAR/PDMS (75
um), PDMS/DVB (65um) e DVB/CAR/PDMS (50/30um) na MEFS de cha de yuzu
(Citrus junos), sem a adi¢ao de NaCl, concluindo que a microfibra de PDMS foi a mais
efetiva na extracdo das substancias volateis e que o limoneno foi a substancia mais
abundante. Os resultados obtidos contrariam aqueles encontrados na presente
dissertacdo quando a microfibra de PDMS/DVB (65um) foi a que apresentou melhor
adsorcdo das substancias volateis nas amostras de suco de lima &cida com e sem a
adicéo de sal.

De forma geral, as substancias voléateis tém papel predominante por conferirem
um carater particular a cada fruta, porém sua quantidade maior ou menor ndo implica no
seu impacto sensorial, uma vez que, 0s constituintes mais abundantes né&o,
necessariamente, sdo as substancias volateis que promovem impacto sensorial (Pino,
1998).
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Figura 3. Cromatograma das substancias volateis da amostra de suco de lima &cida (biodindmico)
extraidos por MEFS, em 30 minutos, com adicdo de sal, em microfibra de PDMS/DVB
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Figura 4. Cromatograma das substancias volateis da amostra de suco de lima
acida (biodinamico) extraidos por MEFS, em 60 minutos, com adicao de sal, em microfibra de
PDMS/DVB
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Reto et al. (2007) determinaram vitamina K em folhas de chéa verde e infuses
de nove marcas de cha verde comercializado em Portugal. A analise foi realizada
através da MEFS/CG-FID, utilizando as microfibras de PDMS (75um), PA (85um),
PDMS/DVB e DVB/CAR, sendo a melhor condi¢do de analise quando utilizaram a
microfibra PDMS, com adsorc¢do por imersdo a 40°C/45 minutos. O sal (NaCl) foi
adicionado em 3 concentragfes (0%, 8% e 10%), mostrando que foi importante na
analise. A adicdo de 10% de sal promoveu maior adsor¢do das substancias volateis. Os
resultados obtidos por Reto et al. (2007) comprovam a melhoria da adsorgdo de
substancias volateis com a adigao de sal as amostras encontradas na presente dissertacdo
utilizando a lima &cida.

Nos métodos de extracdo de substancias volateis utilizados, rotineiramente, as
substancias volateis podem ser perdidas devido & manipulagdo excessiva da amostra,
possibilitando a formacéo de artefatos, sendo contaminadas pelos solventes. Deve-se,
também, considerar que envolvem uma série de etapas, que demandam tempo de anélise
excessivamente longo. Portanto, a MEFS minimizou todas estas limitantes na adsorgédo
de substancias volateis.

Carvalho et al. (2000 e 2002) utilizaram a MEFS com imerséo da microfibra e,
posterior identificacdo por CGAR/EM, em sucos de abacaxi: integrais, hidrolisados e
clarificados por ultrafiltracdo (UF) e microfiltragdo (MF), observando maior teor de
volateis no suco integral. Foram identificadas 31 substéncias volateis.

No caso dos frutos citricos, o limoneno é a substancia mais abundante dentre os
hidrocarbonetos monoterpénicos presentes, sendo uma substancia ndo polar,
aparecendo, também, abundantemente nos 6leos essenciais da casca de frutas citricas
(Hendrix e Redd, 1990).

A MEFS também é uma ferramenta util na identificacdo de substancias formadas
por processos oxidativos, como o 6xido de limoneno, de sabor e aroma indesejaveis,
produto da oxidagdo do limoneno (Marine e Clemons, 2003).

Vichi et al. (2006) utilizaram a MEFS e a CGAR/EM para avaliar monoterpenos
e sesquiterpenos em azeite virgem. As fibras testadas foram PDMS/DVB,
DVB/CAR/PDMS e CW/DVB, com temperatura de adsorcéo de 40, 60, 80 e 100°C e
com tempo de adsorcdo de 30 e 60 minutos. Comportamentos distintos foram

identificados para mono e sesquiterpenos presentes em azeite virgem. A microfibra de
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DVB/CAR/PDMS foi a que revelou melhor resposta cromatogréfica, quando exposta

em headspace por 60 minutos.

Identificacdo e Quantificacdo das Substancias Volateis dos Sucos de Lima &cida
Convencional e Biodinamica

Foram identificadas 40 substéncias volateis em ambos os sucos de lima é&cida
tanto na forma convencional quanto na biodindmica (Quadro 5), podendo ainda
observar-se que 38 daquelas identificadas apresentaram valores idénticos entre as
amostras organica biodinamica e convencional, encontrando-se hidrocarbonetos
terpénicos, aldeidos e ésteres.

O limoneno foi o composto volatil mais abundante em ambas as amostras de
lim&o biodindmico e convencional, representando 57,28% e 55,25% respectivamente,
do total de substancias volateis encontradas, seguido pelo cis-ocimeno em 17,48% no
suco biodindmico e 15,62% no suco convencional e o B-pineno com 10,34% de &rea do
pico em ambas as amostras. O espectro de massa do limoneno encontrado nas amostras
de suco de lima &cida convencional pode ser observado na Figura 5. O limoneno foi
identificado por Kim et al. (2003) como a substancia volatil mais abundante no cha de
yuzu (Citrus junus), bem como por Cserhalmi et al. (2006) em sucos de liméo,
grapefruit, laranja e tangerina. Moufida e Marzouk (2003) o identificaram em sucos de

laranja, bergamota e liméo.
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Quadro 5. Identificacdo das substancias volateis dos sucos de lima acida convencional e biodinamica

N° | Tempode | Indicede indice de | Substancia Volatil | AREA DO PICO Area do pico
do Retencdo Kovats Kovats %) (%)
pico | (minutos) Calculado Tabelado C . Biodinamico
onvencional
7 9,785 922 927 tricicleno 0,06 0,06
8 10,105 929 930 o - tujeno 0,15 0,15
9 10,397 936 939 o — pineno 0,05 0,05
10 10,985 949 954 Canfeno 2,54 2,54
12 12,420 979 979 B - pineno 10,34 10,34
14 13,317 992 991 B - mirceno 3,89 3,89
16 13,774 1005 1003 o - felandreno 0,25 0,23
17 15,380 1039 1029 Limoneno 55,25 57,28
18 15,889 1042 1037 Cis-ocimeno 15,62 17,48
19 16,278 1054 1050 Trans-B - ocimeno 0,03 0,03
20 16,666 1066 1060 y — terpineno 4,04 4,04
21 17,318 1073 1073 Ciclohexeno 0,10 0,10
22 17,964 1086 1088 Isoterpinoleno 0,12 0,11
23 18,107 1090 1089 Terpinoleno 1,17 1,15
24 18,770 1099 1098 Linalool 0,39 0,39
25 19,278 1112 1117 Fenchol 0,08 0,08
28 20,398 1136 1138 Cis-p-mentol 0,14 0,14
29 20,947 1145 1150 Hidrato de canfeno 1,10 1,86
32 21,867 1166 1169 Endo-borneol 0,53 0,53
33 22,496 1178 1177 Terpinen-4-ol 2,33 2,33
35 23,187 1190 1189 o — terpineol 0,41 0,41
37 23,970 1206 1202 Decanal 0,03 0,02
38 25,085 1230 1230 Nerol 0,10 0,09
39 25,668 1242 1238 Neral 0,02 0,02
40 26,417 1248 1253 Geraniol 0,03 0,03
41 27,125 1272 1267 Geranial 0,15 0,15
42 28,434 1295 1300 Tridecano 0,04 0,04
46 30,114 1336 1338 A —elemeno 0,08 0,08
48 30,972 1356 1353 Acetato de 0,09 0,09
citronelila
49 31,532 1367 1362 Acetato de nerila 0,18 0,18
52 32,372 1385 1381 Acetato de geranila 0,09 0,09
53 32,995 1394 1400 Tetradecano 0,18 0,16
55 33,635 1411 1413 Cis-o, - bergamoteno 0,09 0,09
56 33,807 1418 1419 B - cariofileno 0,17 0,14
58 34,567 1434 1435 Trans o - 0,07 0,07
bergamoteno
61 35,258 1449 1455 o — humuleno 0,48 0,48
62 35,493 1457 1457 Trans - B - farneseno 0,43 0,43
65 36,253 1475 1477 Y — gurjuneno 0,08 0,09
67 36,910 1491 1493 A —selineno 0,21 0,20
68 37,041 1494 1498 a - selineno 0,07 0,07
69 37,447 1503 1504 Trans- o — 0,04 0,04
bisaboleno
70 37,716 1509 1509 B - bisaboleno 0,05 0,05
71 37,973 1516 1515 Cis- v - bisaboleno 0,18 0,18
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A ocorréncia do limoneno em frutos no estadio 6timo de maturacdo é também
verificada em frutos ndo citricos, como as cerejas (Prunus avium), cv. Bing, citada por
Mattheis e Fellman (1992), porém em menores concentra¢fes. As substancias volateis
responsaveis pelo aroma podem variar de acordo com o estidio de maturacdo do fruto

sendo necessario que sejam analisados em estadio 6timo de maturacéo.
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Figura 5. Espectros de massa do limoneno no suco de lima acida convencional e da espectroteca

Wiley

Foram identificados: o neral 0,02% de area de pico, o nerol com 0,09%
(biodindmico) e 0,10% (convencional), o terpineno com 4,04%, o geraniol com 0,03% e
geranial com 0,15%, substancias estas responsaveis pelo maior impacto no aroma de
limé&o (Cserhalmi et al., 2006). Nas Figuras 6 e 7 podem ser observados os espectros de
massa do neral e do geranial. Cserhalmi et al. (2006) identificaram no suco de limdo as

mesmas substancias de impacto no aroma encontradas neste trabalho.
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Figura 6. Espectro de massa do neral no suco de lima acida convencional e da espectroteca Wiley

Identificou-se o a-terpineol (0,41%) e o terpinen-4-ol (2,33%), em ambas as

amostras, substancias responsaveis pelo off-flavor de sucos de liméo, anteriormente

também reportadas por Cserhalmi et al. (2006).
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Figura 7. Espectro de massa do geranial no suco de lima acida convencional e espectroteca Wiley

Cserhalmi et al. (2006) avaliaram entre outros pardmetros fisicos e quimicos, as
substancias volateis por MEFS (microfibra de PDMS) com headspace, seguida por
CGAR/EM em sucos integrais de grapefruit, limdo, laranja e tangerina antes e ap6s a
aplicacdo de campo elétrico pulsante como alternativa ao processamento térmico.
Sendo observado que o butirato de etila, o linalool, o decanal e o valenceno ndo foram
perdidos, significativamente, no suco de laranja. No suco de limd&o ndo houve
diminuicdo significativa na quantidade de neral e geranial, substancias de impacto no
aroma do limdo, enquanto que o a-terpineol e o terpinen-4-ol, responséveis pelo off-

favor, permaneceram sem alteragéo ap6s o processo. Similarmente, o nootkatone, aroma
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chave na composicdo volatil do grapefruit, ndo sofreu perdas. N&do houve perda de
substancias volateis no suco de tangerina. Foram Identificadas, ainda, as substancias de
maior impacto no aroma do limdo: neral, nerol, terpineno e geraniol, também
encontradas nas amostras analisadas (convencional e biodindmico) neste trabalho. O
limoneno, substancia mais abundante nos sucos de limdo e de outros citricos, também
foi identificado nos sucos de lima &cida analisados (Figura 6), bem como: linalool, a-
pineno, B-pineno, a —terpineol (off-flavor), cis-ocimeno e geraniol. Moufida e Marzouk
(2003) e Cserhalmi et al. (2006) analisando as substancias volateis em sucos de laranja,
bergamota e limdo encontraram as substancias acima reportadas. De acordo com 0s
dados encontrados, também observou-se que a quantidade de substancias volateis
responsaveis pelo off-flavor no suco lima &cida orgénica biodindmica foi elevado.

O geraniol, a-gurjuneno, geranial, B-selineno, tujopseno encontradas em ambos
0s sucos de lima &cida, convencional e biodindmico, foram também encontradas por
Prudente et al. (2003) que identificaram 30 substancias volateis no suco e 6leo essencial

do calamondin.

O conteldo total de substancias volateis encontradas nos sucos de lima &cida,
convencional ¢ biodinamico, foi de 40,3ug/g e 75,2ug/g, respectivamente (Quadro 6).
Moufida e Marzouk (2003) caracterizaram cultivares de blood orange, sweet orange,
limdo, bergamota e bitter orange, concluindo que o limdo (140.75ug/mL) quando
comparado a sweet orange (344.46 pg/mL) e a bergamota (355.94pg/mL) apresenta
menor quantidade de substancias volateis responsaveis pelo aroma.

O limoneno foi encontrado em maior concentracdo no suco de lima acida
convencional (20,8ug/g), enquanto que o biodinamico apresentou 16,8ug/g.

Os teores das substancias de impacto no flavor do lim&o foram iguais quanto ao
neral que apresentou 0,1pg/g em ambos os sucos convencional e biodindmico, porém o
contetdo de geranial foi de 0,1pg/g suco da lima 4cida convencional e de 0,2pug/g no

biodinamico.
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Quadro 6. Quantificacédo das substancias volateis nos sucos de lima &cida por cultivo
convencional e biodindmico

N° Tempo de Nome da Area do pico Area do pico Quantidade Quantidade
do Retengéo | Substancia Volatil (%) (%) ug/g ug/g
pico | (minutos) convencional biodindmico convencional biodindmico
7 9,785 Tricicleno - - Tragos tragos
8 10,105 a — tujeno - - Tracos tracos
9 10,397 o — pineno 1,909 1,004 0,9 0,4
10 10,985 Canfeno 0,702 0,714 0,3 0,3
12 12,420 B - pineno 5,136 3,468 2,5 1,4
14 13,317 B - mirceno 1,799 1,945 0,9 0,8
16 13,774 a - felandreno 0,529 0,331 0,3 0,2
17 15,380 Limoneno 42,431 41,169 20,8 16,8
18 15,889 Cis-ocimeno - 0,172 Tragos 0,1
19 16,278 Trans-p - ocimeno 0,382 0,387 0,2 0,2
20 16,666 y — terpineno 10,972 8,438 5,4 3,4
21 17,318 Ciclohexeno - - tragos tragos
22 17,964 Isoterpinoleno - - tragos tragos
23 18,107 Terpinoleno 0,502 0,358 0,2 0,1
24 18,770 Linalool 0,215 0,425 0,1 0,2
25 19,278 Fenchol 0,363 0,503 0,2 0,2
28 20,398 Cis-p-mentol 0,203 0,128 0,1 0,1
29 20,947 Hidrato de canfeno 0,200 0,242 0,1 0,1
32 21,867 Endo-borneol 0,390 0,616 0,2 0,3
33 22,496 Terpinen-4-ol 2,375 3,559 1,2 15
35 23,187 o — terpineol 4,488 7,319 2,2 3,0
37 23,970 Decanal 0,431 0,376 0,2 0,2
38 25,085 Nerol 1,508 0,388 0,1 0,2
39 25,668 Neral 0,233 0,234 0,1 0,1
40 26,417 Geraniol 1,336 0,315 0,1 0,1
41 27,125 Geranial 0,256 0,513 0,1 0,2
42 28,434 Tridecano 0,208 0,423 0,1 0,2
46 30,114 A —elemeno 0,330 0,455 0,2 0,2
48 30,972 Acetato de 0,594 0,104 0,1 0,1
citronelila
49 31,532 Acetato de nerila 0,201 1,875 0,1 0,8
52 32,372 Acetato de geranila 0,283 0,601 0,1 0,2
53 32,995 Tetradecano 0,448 0,127 0,2 0,1
55 33,635 Cis-o.— 0,182 0,144 0,1 0,1
bergamoteno
56 33,807 B - cariofileno 0,666 0,623 0,3 0,3
58 34,567 Trans o - 0,284 0,474 0,1 0,2
bergamoteno
61 35,258 o — humuleno 1,789 1,403 0,9 0,6
62 35,493 Trans - f - 0,222 0,204 0,1 0,1
farneseno
65 36,253 Y — gurjuneno 0,898 0,344 0,1 0,2
67 36,910 A —selineno 0,244 0,259 0,1 0,1
68 37,041 a - selineno 0,144 0,124 0,1 0,1
69 37,447 Trans- o — 0,261 0,110 0,1 0,1
bisaboleno
70 37,716 B - bisaboleno 0,353 0,300 0,1 0,1
71 37,973 Cis- y — bisaboleno 2,714 3,877 1,3 1,6
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Substancias como tricicleno, o-tujeno, ciclohexeno e isoterpinoleno foram
encontradas em quantidades trago, podendo ser quantificados em ambos os sucos. O
mesmo n&do se observou quanto ao cis-ocimeno, que apesar de ter sido encontrado em
quantidades traco nas amostras de suco de lima &cida convencional, pode ser
quantificada (0,1pg/g) nas amostras de suco de lima 4cida biodindmica.

De forma geral, das 40 substancias volateis identificadas e quantificadas, 21
substancias apresentaram diferenga quanto aos seus teores quando comparadas entre as
amostras de suco de lima acida convencional e biodinamica. Sao elas: o a-pineno, o p-
pineno, o B-mirceno, o a-felandreno, o limoneno, o terpinoleno, o linalool, o endo-
borneol, o terpinen-4-ol, o a-terpineol, o nerol, o geranial, o tridecano, 0 acetato de
nerila, o acetato de geranila, o tetradecano, o trans-a-bergamoteno, o a-humuleno, o y-
gurjuneno e o cis-y-bisaboleno. Dentre elas encontram-se o nerol e o geranial que sdo
substancias de impacto e ainda, o terpinen-4-ol substancia responséavel pelo off-flavor.
As demais substancias ndo citadas (14), ndo apresentaram diferenca na sua
quantificagdo, quando comparadas entre os sucos de lima 4&cida de cultivos

convencional e biodinamico.
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CONCLUSAO

A técnica de MEFS se mostrou eficiente na adsorcéo das substancias volateis
dos sucos de lima &cida convencional e biodindmico.

A microfibra mais eficiente, quando adicionou-se NaCl, foi a de PDMS/DVB
nas condicdes de 30 min. de estabilizagdo e 15 min. de adsorgé&o.

Foi identificado um total de 40 substancias volateis em ambos os sucos de lima
acida, sendo 36 delas quantificadas no suco convencional e 37 no biodindmico. O
limoneno foi a substdncia volatil que apresentou maiores teores tanto no suco de
matéria-prima convencional e biodindmica.

As substancias de impacto no aroma do suco de lima 4cida apresentaram teores
mais elevados de terpineno no suco convencional e de nerol e geranial no suco
biodindmico, além do neral e do geraniol estarem presentes em ambos 0S sucos, na

mesma conce ntragéo.

CONSIDERACOES FINAIS

Acredita-se que a lima acida, cv. Tahiti, orgénica biodindmica seja promissora e
comparavel aquela convencional quanto as substancias volateis, apesar de,
aparentemente, ndo haver diferencas entre as matérias-primas de cultivo convencional e
biodindmico. Atualmente, pode-se afirmar que a matéria-prima organica biodindmica é
mais sadia, devido ao seu manejo e condigOes limpas de cultivo, entre outros fatores
relevantes.

A regulamentacdo do setor de produgdo orgéanica e organica biodindmica ira
garantir a qualidade do produto, oferecendo seguranga ao consumidor, pois serd
possivel saber, por exemplo, qual tipo de insumo foi utilizado na producdo de matérias-
primas de origem vegetal e animal.

Mesmo com o atual crescimento da agricultura orgénica, esforcos devem ser envidados
para que se torne uma alternativa de abastecimento, tendo em vista a pequena oferta o

que acarreta aumento no custo final ao consumidor.
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