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RESUMO

As frutas da jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam) e do murici (Byrsonima
crassifolia Lam. Rich) possuem gosto e aroma intensos e bastante peculiares, com
atributos sensoriais de frutal, azedo, floral e doce, sendo bastante apreciadas no
nordeste brasileiro. As técnicas de amostragem de volateis como extracédo e
destilacao simultédneas, “headspace”, extracéo liquido-liquido e microextragcdo em
fase soélida em diferentes fases foram aplicadas a estas frutas e os extratos
avaliados olfativamente quanto a semelhanga com as frutas naturais, pelo emprego
de técnicas olfatométricas descritivas, comparativas e por cromatografia gasosa
olfatométrica.

Todos os extratos tiveram sua composi¢do quimica determinada por
espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa, associada aos calculos
de indice de retengcdo e a co-injecdo de padrbes. Para a jaca, o extrato mais
representativo do aroma foi proveniente do “headspace” e no caso do muruci, o da
destilagao e extragcdo simultdneas por 15 minutos. Através da técnica de analise por
diluicdo aromatica (AEDA) foi possivel determinar as substéncias de impacto do
aroma das frutas. Para a jaca, foi encontrado butanoato de etila, 3-metil butanoato
de etila, butanoato de butila e 3-metil butanoato de butila e para o muruci, butanoato
de etila, hexanoato de etila, 1-octeno-3-ol, acido butandico, acido hexanasico e alcool
fenetilico como substancias mais representativas do aroma. Foi realizada uma coleta
das substancias de impacto no aroma da jaca por cromatografia gasosa com divisor
de fluxo que, apds avaliagao olfativa comparativa, mostrou reproduzir o aroma da
fruta natural, evidenciando uma alternativa interessante para a elaboragdo de uma
esséncia com um numero bastante restrito de substancias quimicas, o que vem de
encontro com a legislagao atual de aditivos em alimentos. Precursores glicosilados
de aroma foram investigados através da metodologia padrdo preconizada por
Gunata, com algumas modificagdes. O método modificado consistiu em fracionar o
extrato das frutas em XAD-2 com varios eluentes, dentre eles: agua, diclorometano,
acetato de etila e metanol/ agua (20/80, 40/60, 60/40, 80/20 até 100% de metanol).

As fragdes em acetato de etila, metanol/ agua (20:80) e metanol foram derivatizadas
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com BSTFA/Piridina e analisadas por CG-EM. Os glicosideos do alcool benzilico e
alcool fenetilico foram identificados nos extratos de jaca. O perfil cromatografico
pobre observado nas fragbes de muruci sugeriu um numero diminuto de precursores
glicosilados de aroma, inviabilizando a analise. A sintese de alguns glicosideos foi
efetuada a fim de guiar o andamento cromatografico na analise destes precursores,
visto a auséncia de padrbes comerciais, bem como de seus fragmentogramas nas
bases de dados usuais dos espectrdmetros de massas. Foi empregada a
metodologia de Kdenigs-Knorr para a obtengdo do O-B-D-n-hexil glicosideo e a de
Ficher, para a obtengao de n-butil, n-octil, n-decil e 2-etilhexil O-p-D-glicosideos. As
fragbes obtidas das frutas foram hidrolisadas em meio acido gerando diversas
substancias volateis, onde foi possivel correlacionar as agliconas dos alcoois
benzilico e fenetilico detetados na fragdo glicosidica da jaca. Foi proposta uma
metodologia alternativa para a hidrélise de glicosideos a partir de reagdes de SN, do
O-B-D-n-hexil glicosideo, variando tanto o nucledfilo quanto o solvente, porém os

resultados obtidos ndo foram satisfatérios.
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ABSTRACT

Jack fruit (Artocarpus heterophyllus Lam ) and murici fruit (Byrsonima
crassifolia Lam. Rich) are very appreciated in northeast Brazil and have an intense
and peculiar aroma with fruity, floral, cheese and sweet odor notes.

The fruits were extracted by steam distillation and extraction (SDE), liquid-
liquid extraction, headspace and solid phase microextraction using different
microfibers. The extracts were analysed by gas chromatography-mass spectrometry
associated to retention indices and co-injection of standards, and were also
olfatometric evaluated using descriptive and comparative sensory analyses and gas
chromatography-olfatometry.

The extract obtained by headspace proved to be the most similar to the
natural aroma of jack fruit. For muruci, 15 min SDE showed to be the best related to
the fruit.

By the use of aroma extract dilution analysis (AEDA) on the headspace extract
of jack fruit, ethyl butanoate, ethyl 3- methylbutanoate, butyl butanoate and butyl 3-
methyl butanoate were characterized as impact aroma compounds. For muruci, the
impact aroma compounds were: ethyl butanoate, ethyl hexanoate, 1-octen-3-ol,
butanoic acid, hexanoic acid and 2-phenylethanol.

Impact aroma compounds in jack fruit were collected by a GC-sniffing
apparatus to give a genuine essence of jack fruit by comparative sensory analysis
with the natural fruit. This result showed an interesting alternative to create essences
with a reduced number of chemical substances, in agreement with actual food
legislation.

Glycosides of both fruits were studied by a modified Gunata methodology,
using XAD-2 column chromatography and water, dichloromethane, ethyl acetate and
methanol/water (20:80, 40:60, 60:40, 80:20 and 100 MeOH) as eluent. Ethyl acetate,
methanol/water (20:80) and methanol fractions were derivatized with BSTFA/
pyridine and analysed by GC-MS. Benzyl and phenetyl glycosides were observed on
the pulp of jack fruit. Muruci showed a very poor and not determined composition of

glycosides.



Two methodologies were used to synthetize glycosides: n-butyl, ethylhexyl, n-
octyl and n-decyl by Fischer acidic etherification and O-B-D-n-hexil glycoside by
Koenigs-Knorr. These standards were synthesized to help the chromatographic study
associated to fragmentation of silanized glycosides, and also to investigate the
liberation of the aglicon of O-B-D-n-hexil glicosyde by a SN, reaction with diferent
solvents and nucleophiles. The results obtained on this methodology were not

satisfactory.
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INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS SOBRE AROMAS

Em busca de uma alimentagdo mais saudavel, os consumidores tem exigido
alimentos com alto valor vitaminico e baixo teores de gordura e agucar. As
metodologias empregadas pelas industrias para redugao destes teores acabam por
alterar o aroma e o sabor originalmente presentes nestes alimentos'. Logo, a
recomposi¢cao das caracteristicas organolépticas originais se torna fundamental, e
tem sido feita basicamente por trés processos: supressao, reducao ou adicdo de
flavors®, que sdo, na sua grande maioria, substancias volateis responsaveis pelas
caracteristicas de gosto e aroma de um produto especifico.

Em todo o mundo e principalmente nos paises desenvolvidos da Europa e do
Continente Americano, a busca por sabores e aromas novos e exoéticos vem se
tornando um verdadeiro “frenesi”. Cultivos ecologicos, voltados para o
desenvolvimento social e provenientes das florestas tropicais sdo o que ha de mais
atual no mercado. Neste quadro as regides Norte e Nordeste do Brasil sdo
verdadeiros mananciais de abastecimento®. Diversas fruteiras com apelo exético
para os mercados externos como o caja, cupuagu, bacuri, umbu e umbu-caja, dentre
outras, ja se encontram em fase de expansao de plantio e consumo, para os quais ja
se encontram associadas uma série de pesquisas cientificas. Estudos sobre o
desenvolvimento e divulgagao de tecnologias adequadas a todo processo, desde a
escolha genética dos cultivares até a colheita, oferecem alternativas para um
aproveitamento mais rentavel, através da agregacdo de valor ao produto, e
estimulando a sua producao.

Associado ao consumo das frutas “in-natura”, encontra-se o mercado de
aditivos alimenticios e/ou fragrantes. Segundo tendéncia anunciada pelo setor, a
industria vem se voltando para a producdo de coépias idénticas ao que existe na
natureza®. Para dar conta deste desafio, as empresas tém apresentado constantes
desenvolvimentos tecnolégicos para identificar o maior numero de componentes
volateis emitidos por matérias primas encontrados na natureza. Presente no Brasil
desde 1951, a empresa IFF (International Flavors and Fragrance) investiu mais de
US$ 30 milhdes em sua fabrica de aromas, inaugurada em 1995, em Taubaté. Apds
forte atuacdo do seu centro de pesquisas, a companhia reformulou a tecnologia

“living flavors” ou “aroma ao vivo”. Sucesso na década de 90, o processo apresenta
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como proposta a imitagdo mais fiel possivel do sabor das frutas e vegetais, por meio
de um sistema capaz de absorver melhor a formulagdo natural dos objetos de
pesquisa’. Essa fidelidade se da por conta da operagdo ser realizada quando o
produto ainda esta na arvore ou nos canteiros; dai a denominagao “ao vivo”. Com
esta proposta, as empresas esperam vencer o preconceito do consumidor atual que
quer ficar longe do conceito artificial, conseguindo aproximar o aditivo do aroma
natural.

Considera-se que a adicdo de flavorizante e/ou aromatizante instiga as
percepcdes sensoriais, sendo capaz de satisfazer os sentidos, proporcionar prazer e
estimular sentimentos. Para a industria, de forma geral, os conceitos sdo menos
subjetivos, porém de igual efeito para o consumidor. O aditivo caracteriza o produto
e também atua como ferramenta para melhorar a composic¢ao final e padroniza-la,
frente a temporada das frutas e legumes, por exemplo. A estes se somam as
funcdes de reconstituir o perfil aromatico, perdido durante o processo de fabricagao
do produto, e de mascarar notas nao-desejaveis das formulagdes.

Pautado em alto grau de sofisticagao tecnoldgica, o setor relativo aos flavors
e aromatizantes tenta se alinhar as necessidades da industria alimenticia, sua
principal provedora, e também da industria de fragrancias. Grande investidor em
pesquisa e desenvolvimento, 0 mercado de aromas gera anualmente varios novos

produtos.



O Mercado de Aromas encontra-se representado nos graficos a seguir:

MERCADO MUNDIAL DE AROMAS E
FRAGRANCIAS (2002)

Oaromas
W fragrancias

51% 49%

Figura 1: Representacao percentual do Mercado de Aromas

(Fonte: Leffingwell & Associates)

MERCADO MUNDIAL DE AROMAS E
FRAGRANCIAS DIVIDIDO POR REGIOES
(2002)

59, OLeste Europeu

0
6% IQriente Médio &
Africa

OAsia & Pacifico
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Bl América do

Norte
O Oeste Europeu

Figura 2: Representacéo percentual do Mercado de Aromas

por regides (Fonte: Leffingwell & Associates)

Os dados contidos nas Figuras 1 e 2 mostram como o mercado mundial de
aromas e fragrancias, em 2002, divide-se nas varias regides mundiais. De acordo
com a Tabela 1 este mercado movimentou, somente em 2002, algo em torno de US$
15 bilhdes, e esta representado por grandes empresas multinacionais que investem
macicamente na inovacgao tecnolégica e comercial de seus produtos (aromas e

fragrancias, cosmética, farmacéutica, etc.). Segundo dados da Associagao Brasileira
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das Industrias de Oleos Essenciais, Produtos Quimicos Aromaticos, Fragrancias,
Aromas e Afins (Abifra), o mercado brasileiro neste mesmo periodo foi avaliado em

US$ 295 milhdes, com maior insergdo em aromas e fragrancias®.

De acordo com a Tabela 1, é interessante observar que a industria mundial de
perfumaria e aromatizantes, comandadas por empresas localizadas nos EUA,
Europa e Japao’, sustenta-se de matérias-prima adquiridas nos chamados paises
‘em desenvolvimento”, agregando-lhes valor através de processos muitas vezes
simples, como a destilagéo e a filtracdo e gerando composi¢cdes quimicas a serem
utilizadas nos diversos produtos atraentes ao consumidor. Esta constatacdo pode
ser observada ao se consultar dados disponiveis do sistema eletrénico nas diversas

fontes oferecidas “on-line”.

Tabela 1: Percentual das principais empresas na Industria de Aromas e

Fragrancias no ano de 2002 (Fonte: Leffingwell & Associates).

Mercado mundial de aromas e fragrancias em 2002

i . 2002 Fdia
Posigéo Companhia Uss do mercado
1 Givaudan 19328 12,8%
2 IFF 1809,2 12,0%
3 Firmenich ~13741* ~91%
4 Symrise 1300,2 B.6%
5 Quest International 11527 7,6%
6 Takasago 8498 5,6%
7 Sensient Aavors 4230 2,8%
8 T. Hasegawa 3809 2,5%
a Mane SA 2695 1,8%
10 Danisco ~263,2 1,7%
Total das 10 maiores empresas ~0755.4 64,6%
Demais com panhias ~5344,6 35,4%
Total mercado mundial ~15,100 100%

Fonde: www feffingwell. com/f
* Valor estimado, & empresa nao fornecey os dados do ane 2002

O levantamento do numero de patentes no ISI Web of Science, usando as
palavras chaves Aroma, Aroma de fruta, Aroma of fruit, Jaca, Aroma de alimento,
Brasil, Brazil, Flavor e Flavour, encontra-se aproximadamente 9506 registros, sendo
que em nenhum destes o Brasil estd citado como proprietario de patente®.

Consultando outras bases como INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual),
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esp@cenet (Banco de patentes da Uniao Européia) e a USPTO (Banco de patentes
dos E.U.A), novamente constata-se, através das buscas cruzadas, que o Brasil
praticamente ndo figura na nacionalidade dos titulares-proprietarios. De um modo
geral, as patentes encontradas no banco de dados do INPI aborda aroma enquanto
agente de mascaramento para odores desagradaveis, aditivo alimentar para tornar o
alimento mais atrativo ao consumidor, aroma estes que se encontram
predominantemente na linha de café, salgado e chocolate. Além de aromas
encapsulados visando resguardar o odor em funcdo do tempo de prateleira de
determinado produto®.

Outras fontes consultadas, como os periddicos principais da area de aromas e
fragrancias, a saber: Flavor and Fragrance Journal, Journal of Agricultural and Food
Chemistry e Food Chemistry, disponiveis no portal Capes, também apresentam
inumeros pesquisadores estrangeiros (principalmente Frangca, EUA e Japao)
detalhando as frutas tropicais (Amazonas e Para) e avaliando, dentre outras
caracteristicas, a potencialidade aromatica e/ou nutricional das mesmas.

Os dados extraidos das diversas bases “on line” consultadas ratificam a
afirmativa citada no texto acima, ou seja, o Brasil (Pais “em desenvolvimento”) e
mundialmente conhecido como o pais de maior biodiversidade do mundo, possuidor
de aromas os mais diversificados, desde os mais comuns aos mais exaticos, é um
grande fornecedor de matéria-prima para as grandes empresas assim como fonte
riquissima para pesquisadores estrangeiros.

A diversidade brasileira € um dos principais trunfos da industria para os
proximos anos. Dois destaques nacionais sdo a Natura, industria nacional,
particularmente com a Linha Ekos de produtos cosméticos que oferece produtos
exclusivamente naturais da biodiversidade brasileira e a VittaFlavor (SP), empresa
de capital 100% nacional, fundada ha dez anos que ressalta a criagdo de um
laboratorio especifico para pesquisas desse género. O local designa-se aos estudos
dos componentes volateis responsaveis pelos sabores das frutas tropicais
brasileiras. Com o foco neste nicho de mercado, a empresa busca ir além das

fronteiras e conquistar o paladar estrangeiro.


mailto:esp@cenet

1.2. QUIMICA DE AROMAS

O estudo de um aroma esta baseado em 3 pilares: extragdo dos constituintes
(volateis e/ou precursores de volateis), andlise e avaliagdo sensorial destes
constituintes. A quimica de aromas tornou-se expressiva a partir dos anos 60, em
funcdo do desenvolvimento das técnicas analiticas de cromatografia gasosa e da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas'®. A seguir serdo
discutidos alguns aspectos considerados relevantes em cada um destes topicos.

Frutas sdo unidades em constante desenvolvimento, com caracteristicas
metabdlicas préprias, o que leva a diferentes taxas de respiragao durante seu
processo de amadurecimento, e consequentemente a profundas diferengas no seu
aroma até a sua deterioragdo. A perfuragdo de sua casca acelera reacdes
enzimaticas, o uso de aquecimento catalisa, no pH natural, reagbes de degradacgéo
dos acgucares naturais e promovem reacdes de condensacdo entre compostos
aminados e carbonilados; tudo isso introduz aromas nao naturais que
descaracterizam o odor inicial peculiar de uma fruta''. A enorme variedade estrutural
dos frutos que conhecemos justificaria, por si s6, a aplicagao de diversas técnicas de
isolamento do aroma durante um processo investigativo.

Os possiveis caminhos biogenéticos na produg¢ao de substancias aromaticas

sd0 resumidos no quadro que se segue 2

, sendo alguns deles investigados por
experimentos com marcagdo isotépica (C'*) com frutas fatiadas nos diferentes

estagios de amadurecimento.
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Figura 3: Principais caminhos de biossintese de volateis em frutas

(adaptado de Parliment at al. em Biogeneration of Aromas)

A busca por um extrato representativo do aroma da fruta “in-natura” deve
levar em consideracao técnicas de isolamento e concentragao tais que evitem, ao

maximo, a degradacdo do alimento evitando assim a presenga de aromas nao

caracteristicos da fruta (“off-flavors”)™.

14-17

As técnicas mais utilizadas para analise de

volateis s&o: “Headspace” 1819

, SDE (Simultaneous Distillation-Extraction)
SPME (Solid Phase Micro Extraction)®®?*, Purge and Trap®?°, Extracdo por
Solvente?” e Extracdo por Fluido Supercritico®®

A avaliagdo sensorial através dos testes sensoriais descritivos e/ou
comparativos torna possivel a identificagdo do extrato representativo do aroma em
estudo®. Em combinagdo com as técnicas de cromatografia em fase gasosa,
cromatografia em fase gasosa-olfatométrica, cromatografia em fase gasosa-
espectrometria de massas e técnicas de diluicdo do extrato aromatico, elas

possibilitam a investigagdo do aroma do extrato e de seus constituintes quimicos,
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além do conhecimento de qual aroma dentre tantos percebidos é o que realmente
contribui para a sua percepgado 2%,
A cromatografia em fase gasosa olfatométrica, CG-O, permite a correlagdo de

1031 " E fundamental que

determinado pico cromatografico com seu respectivo aroma
haja resolugdo cromatografica, pois no caso de extratos complexos, como os de
plantas e alimentos em geral, a deteccdo inequivoca do aroma esta diretamente
relacionada ao alcance de uma boa separacdo cromatografica. E muito comum a
auséncia de pico cromatografico nas regides de aroma mais intenso, visto que estas
substancias normalmente se encontram em concentracbes minimas, além da
possibilidade de co-eluicdo encontrada nestas analises®>*,

O aroma que mais contribui para um determinado odor global pode ser
determinado com a ajuda de técnicas de diluigdes de aroma tais como: NIF “Nasal
Impact Frequency”®®, OSME®, da palavra grega oun que significa cheiro, CHARM
“Combined Hedonic Response Measurement™’ e AEDA “Aroma Extraction Dilution
Analysis™®3°. “AEDA” e “CHARM” se baseiam no valor de “threshold” (limiar de
percepgado dos componentes “flavors”) enquanto que OSME é baseado em medidas
de intensidade e NIF em frequéncia com que um determinado aroma é sentido.
Quanto menor o limiar de percepgao do aroma de determinado composto mais
potente & o seu cheiro, refletindo em maior contribuicdo para o aroma global*®*'.

Analises quantitativas e qualitativas de compostos volateis séo tarefas dificeis
em funcdo de aspectos como: matrizes extremamente complexas, associagdo com
compostos n&do volateis, concentragdes minimas presentes (em frutas < 107%),
mistura onde coexistem substancias com diferentes pressdes de vapor, substancias
com propriedades organolépticas diferenciadas, reatividade quimica e a presenca,
as vezes, de quantidades razoaveis de substancias sem nenhum potencial
odorifero***3. Para tornar possivel um estudo preciso e objetivo na identificagdo
destes compostos faz-se necessario o uso de técnicas analiticas avancgadas,
desenvolvidas exatamente com esta finalidade*.

Seguem abaixo descricdbes mais detalhadas das técnicas de isolamento de
volateis, técnicas analiticas de identificacdo de volateis e técnicas de analise

sensorial visto as mesmas serem parte importante deste trabalho.



1.2.1. ISOLAMENTO E CONCENTRACAO DE VOLATEIS

Os métodos de isolamento de aromas dividem-se em: “Headspace’,

Destilacdo e Extragédo por Solvente.

1.2.1.1 - HEADSPACE

O “headspace“®®

consiste na atmosfera gasosa que circunda uma amostra.
As técnicas que empregam o “headspace” coletam os compostos presentes nesta
atmosfera, o que pode ser feito de modo estatico ou dindmico, este ultimo utilizando
um gas inerte que tem como fungdo o arraste dos flavors, em geral para um
adsorvente. No uso de adsorvente o material coletado devera ser liberado pelo
emprego de solvente ou de temperatura. Esta técnica € vantajosa por ndo haver
obrigatoriedade de aquecimento da matriz. Para a obten¢do de dados quantitativos,
€ necessario a analise do decaimento da concentragdo de volateis ao longo da
amostragem, o que alonga por demais o tempo de analise*®.

A fragdo aromatica obtida por esta técnica exige uma concentragado posterior
de volume, que deve ser executada com muito cuidado a fim de ndo ocorrer perda
de nenhum volatil.

Em frutas, observa-se que extratos obtidos por “headspace” apresentam
aroma bastante similar ao da matriz, o0 que a torna uma das técnicas mais
empregadas, se ndo a mais, no estudo de aromas de frutas. Ha inumeros relatos de
aplicacdo de “headspace” em frutas, empregando diferentes aparelhagens e
adsorventes como pode ser visto no estudo de maracuja*’, caja*®, cupuacu*®, umbu-

caja*®, araca-boi*’, camu-camu*®, murici®®, entre outras.

1.2.1.1.1. Micro Extracdo em Fase Solida (MEFS/ SPME)

Uma das mais recentes e interessantes variacbes em “headspace” é a
microextragdo em fase sélida® (em inglés, SPME — Solid Phase Micro Extraction).
Surgida na década de 90, consiste na adsor¢cdo de substancias volateis em uma
superficie polimérica de espessura de fase entre 07 e 100 um fixadas em uma
seringa. A extracao dos volateis por adsor¢ao pode ser feita por seu “headspace”
(HS-SPME) ou ainda na por contato direto da fibra com a matriz (DI-SPME).



ApoOs a adsorgcdo dos volateis, os compostos sao liberados por dessorgao
térmica no préprio injetor cromatografico por efeito da temperatura, o que torna a
técnica muito simples para utilizacdo. Uma boa analise por SPME é obtida quando

otimizados os parametros que interferem diretamente na técnica®?, tais como:

e Selecdo do modo de extragcdo: DI-SPME é mais sensivel para analitos semi-
volateis predominantemente em liquidos, enquanto que HS-SPME é mais
utilizado para analitos de maior volatilidade presentes em amostras sélidas,
liquidas ou gasosas. Vale ressaltar que a amostragem por HS exibe menor
grau de ruidos na linha base (background) na analise cromatografica, além de
aumentar o tempo de uso da fibra visto que a mesma néao fica em contato
direto com a amostra.

e Natureza e espessura da fase adsorvente: S&do disponiveis comercialmente
com adsorventes de diferentes polaridades e espessuras de fase. Observa-
se que: polidimetilsiloxano (PDMS) € mais sensivel a compostos n&o polares,
poliacrilato (PA) é preferido para compostos polares e a combinagao destes
com outros adsorventes tais como Divinilbenzeno (DVB), Carboxen (CAR),
Carbowax (CW) é utilizada para as mais variadas composi¢gdes encontradas
nas diversas amostras. Segundo a literatura, o uso do Carboxen nestas
fiboras aumenta a capacidade de retencdo em fungdo de potencializar
simultaneamente os efeitos de adsorgao e de distribuicdo dos analitos na fase
estacionaria. Quanto a espessura de fase, os compostos volateis requerem o
uso de fibras com espessura de fase maior, exigindo um tempo mais alto para
atingir o equilibrio entre a fibra e as substancias presentes no “headspace”.
Fibras com espessura de fase maior possibilitam maior sensibilidade, pois
tem a capacidade de reter maior concentragao de volateis.

e Agitacdo e Temperatura da amostra: Observa-se que a presenga de
agitacdo e aquecimento (40-60°C) acelera a transferéncia dos volateis da

matriz para o adsorvente.

e Adicdo de sais soluveis a amostra: A eficiéncia de extragdo € aumentada
pela adicdo de sais tais como: cloreto de sdédio, carbonato de potassio e
outros, sendo o mais comum o cloreto de sodio. A adicdo de sais é

preferencialmente utilizada quando da extracdo por “headspace” a fim de
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poupar a fibra da presenga destes sais. Isto € um resultado direto do

fendbmeno de “salting-out”.

e Dessorcao do analito: A dessorcao eficiente dos analitos adsorvidos na fibra
€ dependente de fatores tais como: volatilidade do composto, espessura de
fase da fibra, temperatura do injetor cromatografico, “design” do injetor e
tempo de dessorgdo. Geralmente utiliza-se o injetor no modo sem divisdo de
fluxo, de 2-5 minutos de valvula fechada, de modo a garantir toda a
transferéncia dos volateis adsorvidos para a coluna cromatografica. A
temperatura do injetor deve levar em consideragdo o ponto de ebuligdo do
componente menos volatil presente na fibra. A fim de evitar alargamento dos
picos e garantir uma boa resolugdo cromatografica da amostra, deve-se
manter a temperatura do forno cromatografico o mais baixa possivel, ou ainda

optar por criogenia.

Em comparagdo com outras técnicas empregadas na analise de flavors, a
micro extracdo em fase solida tornou-se vantajosa por sua simplicidade, rapidez,
auséncia de solvente, baixo custo e pouquissima manipulagdo da amostra durante a
analise. Em funcdo das vantagens descritas, inumeros trabalhos vem sendo

53-57

descritos na literatura Particularmente na analise de flavors em frutas, os mais

60,61

recentes dizem respeito ao tapereba®®, caja*®, abacaxi®® e laranja Uma outra

aplicagao importante da técnica diz respeito a caracterizagao de volateis produzidos
por microrganismos em fermentacdes de mosto de uva®®, além de outras

fermentacgdes®.
1.2.1.1.2. PURGE AND TRAP

E a extracdo de volateis por fluxo continuo de gas inerte através ou na
superficie acima da amostra, sendo, em seguida, capturados e se necessario
concentrados em adsorventes (carvéo ativo, Porapak, Tenax, etc.). A liberagado dos
volateis capturados pode ser feita através da dessorgcao térmica ou extragdo com

solventes®®®’. A figura 4 descreve a aparelhagem adaptada para Purge and Trap.
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Figura 4: Aparelhagem adaptada para purge and trap.

1.2.1.2 - DESTILAGAO

A destilagédo simples ndo é relatada na literatura como um método muito
utilizado na extragcdo de volateis e sim, como um método industrial para
concentragdo de aromas. Os métodos de destilagdo mais comum na analise de

aroma sao:
1.2.1.2.1. Destilagao por Arraste a Vapor

Envolve co-destilagado dos volateis presentes em uma determinada matriz por
arraste com vapor d’ agua. Os compostos volateis arrastados sdo condensados em
aparelhagem eficientemente resfriada e os volateis contidos no destilado aquoso
sd0, entdo, extraidos com um solvente organico, e posteriormente concentrados®.
Sao varias as aparelhagens para destilagdo por arraste a vapor, porém, uma
bastante utilizada é a aparelhagem tipo Clevenger, que em fungédo do seu “design”
a destilagdo procede sem a posterior necessidade de extracdo por solvente
organico, visto que com o uso da mesma obtem-se o Oleo essencial (extrato
aromatico) isolado da agua utilizada para o arraste. Observa-se neste procedimento
que a temperatura elevada pode acarretar a degradagdo de substancias

termolabeis.
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1.2.1.2.2. Destilacdo e Extragdo Simultaneas ou SDE (Simultaneous Disttilation and
Extraction). - técnica desenvolvida por Likens e Nickerson, consiste na destilacdo de
compostos organicos pela passagem de uma corrente de vapor d’agua através da

6970 " Embora

mistura, com simultanea extragdo por solvente ndo miscivel em agua
apresente as vantagens de ndo ser necessaria uma posterior concentragdo, em
funcdo da pequena quantidade de solvente utilizado na extracdo (em geral menos
que 5 mL) e de exigir uma pequena quantidade de material (1 a 15g), seu maior

inconveniente se deve a presenca de artefatos nos extratos obtidos.

Observa-se que o uso da Extracdao e Destilacdo Simultdneas sob pressao

reduzida minimiza bastante a presenca dos artefatos gerados’".

1.2.1.3 EXTRACAO

1.2.1.3.1 Extragdo Direta — Consiste em colocar a matriz diretamente em contato
com um solvente orgéanico durante determinado tempo e posteriormente concentrar

0 extrato aromatico obtido.

1.2.1.3.2 Extracao Liquido-Liquido (ELL) - Dentre os métodos de extracdo € o mais
utilizado para flavors e consiste em colocar a amostra aquosa em contato com um
solvente extrator imiscivel, numa aparelhagem que opera em modo continuo’’. Em
geral solventes utilizados de baixo ponto de ebulicgdo como diclorometano, pentano
ou pentano-éter apresentam como vantagem o fato de n&o ser necessario o

aquecimento da amostra.

1.2.1.3.3 Extragao por fluido supercritico (EFS) — vertente mais moderna da extragéao
por contato consiste na utilizagdo de uma variedade de fluidos extratores
(normalmente CO, ou CO, modificado com solvente organico (em geral MeOH)),

2 Embora n&o

altas pressdes (2000-4000 psi) e elevadas temperaturas (50-150°C)
seja largamente utilizado no Brasil devido ao seu alto custo, apresenta vantagens
em relacido a outros métodos de isolamento como a utilizacdo de reduzido tamanho
da amostra, menor volume extrator, menor tempo de extracdo e a possibilidade de
extragdo de um grande numero de amostras e no caso de CO, auséncia de

solvente.

Todos os métodos citados para isolamento de volateis apresentam vantagens

e desvantagens de tal forma que aquele a ser utilizado dependera do objetivo a ser
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alcancado no isolamento dos volateis de determinada matriz, além da natureza dos
volateis da mesma. Caso o objetivo seja investigar os volateis presentes na matriz
“In-natura”, deve-se procurar utilizar métodos que evitem aquecimentos prolongados
e com alta temperatura, pois como ja foi citado, estes fatores favorecem a formacéao
de artefatos, que muitas das vezes, no caso particular de aromas, favorece o
aparecimento de notas aromaticas nao caracteristicas (off-flavors) da matriz. No
entanto sendo o objetivo a geragdo de uma esséncia com notas predominantemente
torradas e tostadas, muito provavelmente a técnica escolhida para isolamento dos
volateis sera aquela que favorega a formacgado destas substancias, ou seja, com

aquecimento.

1.2.2. METODOS ANALITICOS

A investigagao na composi¢cao de aromas costuma deparar-se com odorantes
importantes em nivel de tragos, muitas vezes imersos em outros volateis presentes
em altas concentragdes, o que leva a necessidade de técnicas espectrométricas de

alta seletividade, rapidez e acuracia.

1.2.2.1 CROMATOGRAFIA GASOSA MULTIDIMENSIONAL

Diversas variagbes associadas a cromatografia gasosa, como a
cromatografia em fase gasosa multidimensional (CG-MDS)"® é também um sistema
extremamente util na analise de volateis em matrizes complexas, pois permite a
analise da amostra em duas colunas capilares de polaridades distintas em uma
unica corrida cromatografica. A primeira coluna permite a avaliagdo preliminar de
toda a amostra e a selegdo das regides de interesse para avaliagdo em uma
segunda coluna de polaridade diferenciada, e no caso de substancias quirais, o uso

de uma coluna de fase quiral a fim de resolver os enancidmeros presentes.

1.2.2.2. CROMATOGRAFIA GASOSA-ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)
Desde 1955, quando F. W. McLafferty e R. S. Golilke ofereceram a
comunidade cientifica o primeiro acoplamento eficiente entre um cromatégrafo
gasoso (CG) e um espectrdmetro de massas (EM)*, a CG-EM vem assumindo o
posto da técnica mais usada na analise de substancias volateis de matrizes
variadas, inclusive aromas, o que se deve especialmente a facilidade de

identificacdo de um vasto numero de substancias, subsidiada pelo acesso a
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extensos bancos de espectros de massas, a co-injecdo de padrdes e ao uso de
indices de retencao precisos, que se complementam na identificacdo de compostos.

Do mesmo modo que a técnica CG-EM é a principal ferramenta na analise de
odorantes, a espectrometria de massas mudou o paradigma na analise de flavors na
boca. O estudo da liberagéo de flavors de alimentos durante a mastigagéo exige o
uso de metodologias mais eficientes. Em funcdo destas necessidades especificas
surgiram variagdes do CG-EM padrao, como CG-TOFMS (GC-Time of Flight Mass
Spectrometry) e MS/MS (Tandem Mass Spectrometry) assim como APCI-MS
(Atmospheric Pressure Chemical lonisation-MS), PTR-MS (Proton-Transfer-Reaction
Mass Spectrometry) e REMPI-TOFMS (Resonant MultiPhoton lonisation Time-of-
Flight MS)®.

CG-TOF MS e MS/MS oferecem alta sensibilidade permitindo identificacdo
estrutural em fungao da reconstrucao correta da massa de determinados compostos
em complexas misturas com alto grau de especificidade’®. APCI-MS, PTR-MS e
REMPI-TOF-MS sao técnicas bastante interessantes, pois permitem analisar volateis
sem qualquer processo de pré-separacao, tornando-as extremamente atraentes,
pois podem ser aplicadas a estudos de liberacdo de flavor assim como o

monitoramento in situ de sua formacéo’’.

1.2.2.3 CROMATOGRAFIA GASOSA OLFATOMETRICA (CG-0)

Técnica introduzida por Fuller et al. e muito utilizada na caracterizacdo de
volateis que apresentam aroma, permite correlacionar o pico cromatografico com o
aroma percebido pelo avaliador através do “sniffing-port”78. Na saida da coluna
capilar, adapta-se um divisor de fluxo (dois tubos capilares ocos ligados a uma
conexao) que levara, ao mesmo tempo, uma parte do fluxo para o detetor DIC, EM,
etc. e outra parte para um “sniffing-port” . Este nada mais € que um tubo de aco,
encamisado com fita de aquecimento, através do qual se passa um dos tubos
capilares oriundos do divisor de fluxo. Deste modo, sera possivel avaliar os aromas
das substancias e associa-las ao sinal cromatografico registrado, oriundo do detetor
utilizado, no mesmo tempo. Fica evidente a necessidade dos dois tubos divisores
terem o mesmo tamanho, para que o tempo de retengdo percebido pelo integrador
seja perfeitamente igual ao detectado pelo nariz humano. No final da avaliagéo
aromatica global obtém-se uma série de aromas restando definir quais destes

apresentam maior atividade aromatica, ou seja, quais realmente contribuem ao
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aroma global do extrato. E concenso que apenas um pequeno numero dos volateis
que compdem um alimento realmente contribue para o aroma global do mesmo. O
aroma de maior contribuicdo em um alimento € aquele de maior poder aromatizante,
poder odorante este que depende da relagdo existente entre “threshold” (limiar de

percepcdo) e concentracdo’ "

Logo, um pico cromatografico de pequena area
pode, em fungao do seu baixo limite de percepcao (threshold) representar muito para
0 aroma global enquanto que outro com area relativamente grande contribuir pouco.

Em geral, os resultados da CG-O podem ser afetados pela falta de
atengao/concentracdo dos avaliadores, principalmente nos seguintes casos:
somente um pequeno numero de componentes pode ser percebido; quando estes
componentes mostram baixa intensidade de odor; quando o estimulo € muito rapido;
quando a sessdo é muito longa ou quando a equipe ndo esta motivada®. Em
relacdo a estes fatores, a subjetividade em uma andlise sensorial € minimizada
através do uso de painés de especialistas e de descritores de atributos sensoriais
bem determinados. Atesta-se que os dados obtidos com a utilizagdo das
ferramentas citadas acima apresentam boa reprodutibilidade e confiabilidade.

Como dito anteriormente, os odorantes de impacto, ou seja, os que mais
contribuem para um determinado aroma global, podem ser determinados com a
ajuda de técnicas tais como: NIF, OSME, CHARM e AEDA. Quanto menor o limiar
de percepcédo de um odorante, mais potente é o seu cheiro, refletindo numa maior
impacto aromatico®.

Dentre estes métodos o AEDA é o mais simples. Seu principio basico de
diluicdo consiste em diluir por um fator X o extrato, formando uma série de dilui¢des
na qual cada diluicdo deve ser X vezes mais concentrada do que a seguinte. O
numero de diluicbes vai depender da capacidade aromatizante das substancias
presentes no extrato. As varias diluicdes sdo analisadas sensorialmente com o uso
da CG-O de modo que cada odor percebido tenha seu tempo de retengao
devidamente anotado assim como a percepg¢do sensorial daquele odor (frutal,
torrado, medicinal, etc.) além do valor ou fator de diluicdo (FD) correspondente
aquele aroma. Este fator de diluigdo corresponde a magnitude da atividade
aromatizante de determinado odor®*.

A tarefa do avaliador em analises por diluicdo é relativamente simples e
consiste em avaliar olfativamente sucessivas diluicbes do mesmo extrato até o

desaparecimento do aroma.
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Por fim, o acoplamento da cromatografia gasosa olfatométrica a
espectrometria de massas (CG-O-EM), permite proceder simultaneamente a analise
sensorial e a identificacdo dos constituintes volateis, o que simplifica sobremaneira a

analise de extratos complexos®.

1.2.3. ANALISE SENSORIAL

A caracterizagdo de um aroma pelo olfato humano se inicia como uma
resposta do organismo as ligagdes formadas entre as moléculas do odorante e as
terminagdes proteicas existentes nas células receptoras, localizadas na parte
posterior da cavidade nasal. Estudos genéticos indicam que cada terminacao
proteica ou um pequeno grupo de terminagdes é seletiva para cada tido de odor.
Diversas partes de uma mesma molécula se ligam a estas terminagdes proteicas, a
mensagem é codificada e o aroma caracterizado. Existem aproximadamente 1000
tipos de proteinas receptoras, permitindo um grande numero de combinacdes.
Estima-se que o homem possa reconhecer cerca de 10.000 aromas diferentes
mesmo que a sensibilidade olfativa humana esteja na ordem de 10™"° mols. Ainda
que recentemente Richard Axel e Linda B. Buck, cientistas americanos ganhadores
do Premio Nobel de Medicina, tenham descobertos uma familia genética, composta
por mil genes diferentes e que dado origem a um numero equivalente de tipos
diferentes de receptores olfativos, o olfato talvez permanega como o mais enigmatico

dos nossos sentidos®. http://nobelprize.org/medicine/laureates/2004.

Estes estimulos, quando tratados por metodologias que permitam quantificar
e interpretar as caracteristicas globais de determinada matriz, tais como a aparéncia,
gosto, textura, som e o aroma compreendem o que se entende por Analise
Sensorial®.

Ainda assim, ha que se ressaltar que a analise de odorantes em alimentos é
bastante complexa, e depende de diversos fatores. Um deles seria a liberagdo de
volateis durante a mastigagdo, que podem estar livres na matriz ou serem gerados
enzimaticamente durante a fratura do endocarpo no caso de frutas naturais. Outro
fator seria a diluicdo dos odorantes na saliva e os remulsados consequentes da
solubilidade e alteracédo nas pressdes de vapor.

As propriedades organolépticas dos alimentos podem ser percebidas

sucessivamente em trés momentos diferentes: antes, durante e apds o consumo dos
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alimentos. A aceitacao ou rejeicdo de um alimento e sua preferéncia em relacao a

outro dependem em grande parte das seguintes informacdes sensoriais’®:

e Visdo: cor, forma e aparéncia geral sdao muito importantes, pois
fornecem informagdes que mobilizam o organismo para o inicio do
processo digestivo, ou, pelo contrario, atentam contra a ingestdo de
material potencialmente nocivo ou deteriorado, o que nos remonta a
expressao “‘comemos com os olhos”.

e Tato: percepcdo das caracteristicas fisicas dos alimentos como:
temperatura, consisténcia, dureza, maciez, calor, frio.

e Audicdo: Em alguns casos, o ruido caracteristico produzido por certos
alimentos ao serem cortados, abertos, mordidos ou quebrados esta em
relagdo direta com a qualidade: pao, mordida em maga, gordura
fritando, etc.

e Paladar: descriminam cinco sabores basicos: doce, acido, salgado,
amargo e umami.

e Olfato: Em geral, antecipa-se a visao, tato, audigcdo e paladar como
agente de tomada do apetite. O odor de alimentos sendo preparados,
como por exemplo churrasco, frituras, etc., mobilizam nosso aparelho
digestivo ativando a salivagdo e secregbes gastricas. O inverso
também é verdadeiro, cheiro de alimento estragado e lixo causam

nausea, afastando o desejo de comer.

A aceitacdo de um produto alimenticio para o consumo € predominantemente
estudada pelo uso de métodos sensoriais, que permitem identificar suas
caracteristicas organolépticas prevendo a alta ou baixa aceitagdo no mercado
consumidor. Suas principais aplicagdes sao: desenvolver novos produtos, reproduzir
um determinado produto, melhorar um produto ja existente ou ainda atuar no
controle de qualidade identificando a presenca de odores e sabores estranhos em
algum produto®’.

Os métodos sensoriais’® se dividem em métodos analiticos e afetivos.
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1.2.3.1 Analiticos:

1.2.3.1.1. Descritivos — envolvem deteccgao (discriminagao) e descrigao dos aspectos

sensoriais qualitativos e quantitativos;

1.2.3.1.2 Comparativos — testes que medem as diferengas existentes ou nao entre

as amostras;

1.2.3.2. Afetivos (de respostas subjetivas) — tem como objetivo principal a resposta
pessoal (preferéncia e/ou aceitabilidade) do consumidor comum ou do consumidor
em potencial, sobre um produto ja existente, em projeto, ou das caracteristicas

especificas de um determinado produto.

Na area de desenvolvimento de novos produtos, as analises sensoriais
descritivas e comparativas s&o bastante utilizadas, pois permitem avaliar com
seguranga diferencas e similaridades entre produtos. A andlise descritiva visa
descrever de forma clara um produto, em termos de atributos sensoriais percebidos
pelas pessoas®™.

Para a realizacdo de uma analise sensorial € importante que se tenha
atengdo com: as amostras (quantidade, temperatura, codificacdo), a equipe de
pessoas treinadas (provadores devem apresentar sensibilidade, reprodutibilidade,
interesse, disponibilidade, objetividade e boa saude), o horario dos testes e o local
dos testes (ventilacédo e iluminagao).

Em geral existe a necessidade de um treinamento olfativo da equipe
avaliadora de analise sensorial. Para este treinamento, as pessoas que
possivelmente fardo parte da equipe avaliadora sao inicialmente treinadas nos
aromas basicos e posteriormente nas classificacbes destes aromas (anel de flavor).
O treinamento na identificacdo e vocabulario préprio nos diversos aromas é feito
com a utilizagdo de substancias caracteristicas dos diversos aromas em
concentracdes diferenciadas. Os testes sensoriais sao feitos em horarios
relativamente distantes das grandes refeicdes como 10:00 e 15:00 h. Um exemplo

da classificagdo dos aromas pode ser visto na Figura 5.
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RODA DE FLAVORS

Figura 5: Roda de aromas - Descritores de Analise Sensorial (adaptado de
Rowe, D. em Perfume & Flavorist, 27, 2002.)

A fim de respaldar todo o processo sensorial, a analise sensorial conta hoje
com normas como a NBR 14140 — Alimentos e Bebidas — Analise sensorial — Teste
de andlise descritiva quantitativa (ADQ) que faz por padronizar metodologia,

vocabulario e treinamento de painel sensorial® http://wwwisso.ch/cate/67240.htmI®°,

além da analise estatistica através das analises de varidncia uni e multivariadas,
comparagdes de médias, andlises de correlagdo, analises de componentes

principais e outros®’.

Como dito anteriormente, os estudos em quimica de aromas,
simultaneamente ao estudo de volateis, devem investigar também precursores de
aroma glicosilados®, aditivos em potencial para a industria flavorizante/fragrante,

principalmente em funcido do tempo de prateleira dos produtos comercializados.
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1.2.4 PRECURSORES GLICOSILADOS DE VOLATEIS

Glicosideos sao constituidos por uma ou mais moléculas de acgucar ligadas
entre si e que, por sua vez, estdo ligadas a uma aglicona volatil. Em geral esta
ultima pode ser um alcool monoterpénico (onde os mais comuns séo o linalol, o
geraniol e o nerol), 6xidos de linalol, polidis terpénicos, alcoois lineares ou ciclicos
(hexanol,. 2-feniletanol, alcool benzililco, etc.) norisoprendides do tipo C43 , acidos

fendlicos e fendis volateis como a vanilina®'.

Acucar Agliconas

HO "
Residuos Alifaticos (C4 - C43)
o) Monoterpenos
HO /W . <
HO OH Sesquiterpenos
Norisoprendides (C11 - C13)

.

X

Carbono anomérico

Figura 6: Representagcdo esquematica do glicosideo

Os O-glicosideos classificam-se em o ou p-glicosideos dependendo se a
aglicona, ligada no carbono anomérico, encontra-se axial ou equatorial, ou ainda, 3
guando a aglicona esta do mesmo lado do grupamento alquil vizinho ao oxigénio do
ciclo (na figura 6, posi¢ao equatorial) e o, do lado oposto a este grupo (na figura 6,

posicao axial) %.

Observa-se que em geral, os glicosideos associados a frutas se encontram na

90,93

forma de O -B-D -monoglicosideos ou ainda na forma B-D-diglicosilada™ ", conforme

demonstrado na Figura 7.
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PORCAO ACUCAR PORCAO AGLICONA
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Figura 7: Representacéo dos glicosideos (agucar e aglicona) encontrados em frutas.

O primeiro estudo sobre a liberacdo de compostos volateis, obtidos através da

hidrdlise de glicosideos, foi relatado em uvas do tipo moscatel em fungdo da quebra

da ligacao O-glicosidica.

sofrerem hidrolise liberam as agliconas relacionadas ao aroma, em fungdo do

Estes compostos estaveis a temperatura ambiente, ao

aumento de temperatura, pH acido ou na presenca de enzimas glicoll'ticasgo.

Na investigacao de glicosideos em alimentos, a abordagem principal tem sido
a caracterizacdo de agliconas por CG-EM.

glicosideos precursores de volateis com contribuicdo ao aroma encontram-se na

literatura®-8.

manga'®!, bebidas como cha'®, tomate'®
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Inumeras publicacbes a respeito de

Dentre as mesmas, frutas frescas como: maracuja®, cereja'®,
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A metodologia de trabalho mais abordada em frutas é a que usa
cromatografia do extrato vegetal em coluna recheada com XAD-2 (resina de

poliestireno, 20-60 mesh, Aldrich)'®,

A eluicdo € feita primeiramente com agua
(para retirada de acgucares, acidos e sais) seguida de solventes organicos como:
pentano, éter, diclorometano (para retirada das agliconas livres), acetato de etila e
por fim com metanol. Esta ultima fracdo entdo é concentrada a baixa temperatura, e
submetida a hidrolise a fim de liberar as agliconas. Com as agliconas livres, novas
extragdes sdo feitas e analisadas segundo o protocolo de volateis livres: CG, CG-O,
CG-EM. Em plantas, a metodologia de trabalho diversifica-se; além do tratamento
em coluna recheada com XAD-2 utiliza-se extracao direta das folhas em MeOH para
posterior separagdo cromatografica nas diversas fases existentes: silica, C18,
sephadex LH-20 além do uso de cromatografia liquida de alta resolugdo associada a
espectrometria de massas (IE, FAB)'®.

O estudo sobre a liberagao de volateis em glicosideos pode ser realizado por
via enzimatica ou utilizando meio acido. A hidrélise enzimatica vem sendo associada
ao uso de quatro enzimas: o- ramnosidase, o-arabinosidase, (-apiosidase e f3-
glicosidase. Dependendo do glicosideo em questéo, a hidrolise acontece em duas
etapas. Na primeira da-se a quebra da ligagdo 1,6 dos dissacarideos por uma o-L-
ramnosidase, o-L-arabinosidase, B-D-apiosidase, havendo liberagcdo da ramnose,
arabinose, apiose e de [-glicosideos. Na segunda etapa atua uma B-D-glicosidase
libertando a aglicona aromatica®.

A hidrélise enzimatica é preferida a acida, pois apresenta condicdes brandas
de liberacdo das agliconas, embora o uso de enzimas ainda seja um procedimento
relativamente de alto custo. Porém, em funcdo da especificidade enzimatica, a
liberagdo das agliconas presentes pode ficar um tanto restrito, dificultando uma
investigacdo mais ampla destes precursores.

A metodologia de analise dos glicoconjugados mais comumente utilizada € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando colunas de fase reversa'®. Porém,
um meétodo rapido e eficiente é o que utiliza a cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas, apés a derivatizacdo das hidroxilas dos
glicosideos com agentes silanizantes ou acetilantes''®'"". A CG-EM do extrato bruto
€ pouco utilizada, visto que nao existem informagbes basicas como indice de

retencdo em cromatografia gasosa e fragmentos de massas dos varios glicosideos,
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0 que desestimula a aplicagdo desta metodologia. Através desta metodologia sao
poucos os trabalhos publicados na literatura; isto porque padrdes de glicosideos néo
sao usualmente comercializados, sendo que os disponiveis comercialmente sao
relativamente caros.

A investigagdo de precursores de volateis glicosilados exige novamente a
utilizacdo de meétodos de isolamento, de concentragcdo e analiticos bastante
criteriosos. Em frutas, sua concentracdo costuma ser muito baixa associado ao fato
de estarem contidos em extratos riquissimos em acucares livres, dificultando
bastante a analise. Por outro lado, podem ser aplicados com sucesso em produtos

industrializados onde se deseja reter o aroma até o processamento e consumo.
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1.3 AS FRUTAS: JACA E MURICI

1.3.1 JACA (Artocarpus heterophyllus Lam.)

Figura 8: Jaca

A jaca (figura 8) pertence a familia Moraceae e ao género Artocarpus e possui
quatro sinonimias: Artocarpus integra Merr., Artocarpus integrifolia Linn. F,
Artocarpus brasiliensis Lam. e Artocarpus heterophyllus Lam. , sendo este ultimo o
mais aceito''?. Foi introduzida no Brasil pelos portugueses e € muito popular em
paises do Sudeste da Asia e da Africa. A jaqueira é uma arvore de copa irregular
que alcanca até 25 m de altura e desenvolve-se bem, produzindo frutos de melhor
qualidade em regides de clima quente umido ou em clima semi-arido com irrigagao.
As jaqueiras podem ser propagadas por sementes ou vegetativamente. O fruto
alcangca maturacdo em 180 a 200 dias. Mede de 22 a 90 cm de comprimento, 13 a
50 cm de diametro e apresenta peso variando de 3 a 60 kg. A jaca € a maior de
todas as frutas cultivadas. A jaca pode ser consumida fresca, cozida, em doces
cristalizados ou em compota.

Considerando-se a consisténcia da polpa dos frutos, Manjunath classificou
suas variedades em Kapa ou jaca dura (frutos maiores e polpa firme) e Barkaou
jaca mole (frutos menor e bagos moles).""? Suas folhas e caules sdo utilizados no
tratamento da gripe como espectorante, no tratamento da anemia e asma e suas
sementes descritas por apresentar propriedades afrodisiacas

Abraham (1971) observou que a destilagdo por arraste ndo seria um bom
método de extracdo de flavors, visto comprometer o aroma com notas néao
caracteristicas da fruta''?. Swords et al (1978), utilizando CG-EM e a destilacdo por
arraste identificou em torno de 20 componentes sendo os alcoois alifaticos: butanol,

alcool isoamilico, hexanol e octanol e os ésteres isovalerato de butila, butanoato de
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butila, isovalerato de isoamila, acetado de butila, isovalerato de propila como
compostos majoritarios''?. Em estudos posteriores Rasmussen (1983), através da
técnica de extracdo e destilagdo a vacuo usando diclorometano como solvente
extrator, duas colunas de polaridades distintas no CG, identificou basicamente a

mesma composi¢do anteriormente citada''?

e mais alguns ésteres e Wong at al
(1992), usando destilacdo e extracdo (SDE) atmosférica e pentano como solvente
extrator, conseguiu identificar por CG-EM 45 compostos, sendo 32% de ésteres'".

Oliveros et al utilizando a técnica de destilacdo por arraste da parte ndo
comestivel da jaca, observou que o 6leo essencial obtido desta fragdo apresentava
aroma caracteristico de jaca''>. Embora com pequeno rendimento, 0,03% p/v,
chamou atencdo para uma possivel aplicagdo desta fracdo ndo comestivel. Outra
investigacdo de toda a fragdo ndo comestivel da jaca foi o desenvolvido por
Subburamu™, que identificou que 59% do peso total da jaca pertence & fragdo ndo
comestivel; e que este material depois de seco e analisado quimicamente poderia
ser utilizado como adjunto na preparagao de ragdo animal, visto ser uma fonte rica
em carboidrato, proteina, gordura, minerais e aminoacidos'"®.

Chowdhury, Raman e Mian identificaram e quantificaram por cromatografia
gasosa, através de seus derivados trimetilsilanizados e metil ésteres, os agucares
livres e os acidos graxos nas diversas partes da fruta. Frutose, glicose e sacarose
foram os agucares majoritarios em todas as partes da fruta e os acidos graxos:
caprilico, miristico, laurico e palmitico, oleico, estearico, linoleico e aracnideo foram
os reportados como majoritarios''®1"".

Mais recentemente, Maia e cols. (2004) utilizando SDE por 3 horas e
comparando os volateis de jaca mole e jaca dura, identificaram na jaca dura 20
compostos, sendo 13 ésteres, 4 alcoois, 2 acidos e 1 aldeido com contribuicdo
majoritaria e na jaca mole, 31 componentes sendo 21 ésteres, 4 alcoois, 3 aldeidos
e 3 hidrocarbonetos, sendo majoritarios em ambas amostras o isovalerato de

isopentila’’®. Avaliacdes sensoriais ndo foram abordadas neste trabalho.
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1.3.2 MURICI (Byrsonima crassifolia L. Rich)

Figura 9: Muruci

Entre as frutas regionais brasileiras que costumam aparecer nos pregdes
matinais dos vendedores ambulantes, em especial nas capitais da regidao Norte e
Nordeste, o muruci (figura 9) certamente tem um lugar de destaque e, dependendo
da época do ano, ocupa o mesmo espaco destinado a frutas tdo importantes como
graviola, jambo, caju e pitomba.

Em suas diferentes variedades, os murucis, também referidos como muricis,
distinguem-se também por suas cores e locais de ocorréncia. Assim, sdo conhecidos
0 murici-amarelo, o murici-branco, o murici-vermelho, o murici-de-flor- branca, o
murici-de-flor-vermelha, o murici-da-chapada, o murici-da-mata, o murici-da-serra, o
murici-das- capoeiras, o murici-do-campo, o murici-do-rejo, o murici-da-praia, entre
outros.

O muruci classificado como Byrsonima crassifolia L. Rich., da familia
Malpighiaceae, é o mais conhecido e o que fornece os frutos mais apreciados''®. E
um fruto pequeno e amarelo, saborosissimo e suavemente perfumado com polpa
carnosa e translucida e sementes de coloragédo creme. Frutifica de abril a junho e as
sementes germinam em solo argiloso necessitando de local sombreado. O seu
desenvolvimento € lento e a arvore também é utilizada como ornamental, se
apresentando em até 5 m de altura com tronco cilindrico, casca escura, aspera e
copa estreita, com folhas verdes e rigidas e flores de coloragdo alaranjada

aparecendo de janeiro a margo.
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Alves & Jennings (1979) foram os pesquisadores que primeiro relataram a
composi¢ao de volateis de muruci através do uso da destilacdo e extragao
simultaneas (SDE) em polpa industrializada; identificando 23 substancias’™. Os
compostos majoritarios foram ésteres, dentre estes butirato, hexanoato e octanoato
de etila como predominantes. Além destes compostos outros como: hexanoato de
butila, hexanoato de metila, octanoato de metila e hexanal foram associados ao
aroma da fruta. Mais recentemente, os compostos volateis do “headspace” de
muruci foram investigados por Alves & Franco (2003), que atestaram a presencga dos
compostos identificados por Alves & Jennings, além de outros compostos aromaticos
como acidos butandico e hexandico e o composto sulfurado 3-metiltio-propanoato de
metila®®. Segundo os autores o aroma caracteristico de muruci esta possivelmente

associado aos acidos graxos, embora nenhuma avaliagao sensorial tenha sido feita.
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2. OBJETIVO

A riqueza natural encontrada no Brasil pode levar a obtencdo de varios
aromas ainda nao descobertos, visto que as espécies ja investigadas ainda
representam um pequeno percentual da rica diversidade presente no pais. A fim de

contribuir neste campo tao rico da biodiversidade procurou-se neste trabalho:

e Caracterizar os volateis presentes nas frutas Jaca (Artocarpus
heterophyllus L.) e Muruci (Byrsonima crassifolia L.).
e Caracterizar sensorialmente, através de seu perfil aromatico, as frutas

Jaca (Artocarpus heterophyllus L.) e Murici (Byrsonima crassifolia L.)

e Determinar os compostos de impacto (de menor limiar de percepg¢ao ou
menor “threshold”) das frutas em questédo a fim de reproduzir o aroma
das mesmas através da composicdo das substancias de impacto

(composigao de esséncia).

e Investigar os possiveis precursores glicosilados de aroma das frutas

Jaca e Muirici.

e Investigar um método alternativo de hidrolise de glicosideos
diferentemente dos métodos de hidrélise acida e/ou enzimatica,
explorando reagdes de substituicdo nucleofilica bimolecular no centro

anomeérico.
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3. MATERIAIS E METODOS

e (RMN'H e RMN™C) - 200 ou 300 MHz e 50 ou 75 MHz, respectivamente, em
aparelho Bruker DRX-200 e DRX-300, utilizando o tetrametilsilano (TMS) ou o
nucleo do hidrogénio residual do cloroférmio deuterado (CHCI3) como
referencial interno, sendo os valores de deslocamento quimico (3) expressos

em partes por milhdo (ppm).

e Os espectros na regidao do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrofotdometro Nicolet-Magna 760 utilizando pastilhas de brometo de
potassio ou cloreto de potassio. Os valores para as absor¢des sao referidos

em nuimeros de ondas, utilizando como unidade o centimetro reciproco(cm™).

e Os Pontos de fusdo foram obtidos em MEL-TEMP Il, laboratory devices, USA

e nao foram corrigidos.

e Balancga analitica OHAUS, GA 110 (4 casas decimais)

e Os espectros de massa foram obidos em equipamento CG-EM/FID Agilent
6890/5973

3.1. AMOSTRAGEM

Jaca — Frutas maduras foram coletadas manualmente no periodo de abril de
2000 a abril de 2003 (anualmente e armazenadas em freezer até o processamento)
no municipio de Sacra Familia do Tingua, Paulo de Frontin, Rio de Janeiro. As jacas
apresentavam-se intactas com odor frutal caracteristico e consisténcia tipica de jaca
“‘dura”. A jaca foi despolpada, os “gomos” foram pesados e usados diretamente nas
analises de volateis

Murici — Frutas maduras foram compradas no mercado do Ver-o-Peso, Belém,
Para, nos meses de janeiro de 1999 e janeiro de 2000. As frutas apresentavam

coloragcao amarelada e odor caracteristico.
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3.2. METODOS DE EXTRACAO

3.2.1.SDE - A extracao foi realizada segundo aparelhagem descrita por Likerson &
Nelson durante 3h, 2h, 1h e 15 min. 50g de cada fruta separadamente, juntamente
com 50 mL de agua destilada, foram adicionadas ao baldo de maior capacidade
(200 mL) enquanto ao baldo de menor capacidade (5 mL) foi adicionado 2 mL de
diclorometano (grau espectroscoépico). O dedo frio foi mantido em 5 °C com a ajuda
de um banho de resfriamento. O baldo maior foi mergulhado em um banho de 6éleo,
aquecido por uma placa de agitagdo e aquecimento Corning, e estabilizado em 120
°C, enquanto o baldo menor foi mantido a 50 °C com o auxilio de uma segunda
placa de agitacdo e aquecimento. O extrato organico obtido foi acondicionado em
frasco com tampa rosqueada. Os experimentos foram realizados em triplicata a cada

amostragem.

3.2.2. ANALISE DAS SEMENTES DE MURUCI — Duas porcdes de 25 g de
sementes de muruci foram trituradas e maceradas. Uma delas sofreu extragdo com
diclorometano por 2 h a temperatura ambiente, sendo posteriormente filtrada e
concentrada; apresentou rendimento de 1,56g de dleo. (Fragdo A). Outros 25g
sofreram extracdo com cloroférmio/metanol (2:1, 200mL), foram filtrados e
concentrados. O residuo foi saponificado com KOH/etanol (10%m/v) por 3 h. O
material foi extraido com hexano (3 X 50 mL) e a fase aquosa foi acidificada com
HCIl (pH 2), extraida com éter etilico (3 X 50 mL) e seca sob MgSO, anidro,
apresentou rendimento de 0,529 (Fracao B). Os experimentos foram realizados em

triplicata a cada amostragem.

3.2.3.HEADSPACE - A extracdo de 150g das frutas foi feita utilizando-se um
enlenmeyer de 2 litros contendo uma junta esmerilhada 20/32, através do qual foi
adaptado um dedo frio, permanentemente abastecido com gelo seco. O erlenmeyer
foi imerso em banho de agua a 40°C durante 14 horas, sendo que a coleta dos
volateis adsorvidos no dedo frio foi feita a cada 30 min através da raspagem da
superficie do dedo frio para um bécher, seguida da lavagem com 2 mL de
diclorometano grau espectroscopico. Ao final das 14 horas de extragdo, o extrato
aromatico obtido foi saturado com cloreto de sodio, extraido com mais 2 mL de
diclorometano, seco sob Na;SO4 anidro, filtrado com o auxilio de uma pipeta Pasteur

com algodao lavado na ponta e concentrado a 0,5 mL em aparelhagem de
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destilagao contendo uma cabeca de Claisen, com dedo frio resfriado a 5 °C e a uma
temperatura ndo superior a 40°C. O extrato concentrado foi acondicionado em
frasco rosqueado e mantido no freezer até o momento das analises. Os

experimentos foram realizados em triplicata a cada amostragem.

3.2.4.EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO - Adicionou-se ao extrator liquido-liquido 60
mL de polpa de fruta (procedimento feito para 30g jaca em 50mL de agua) e no
baldo adaptado a saida lateral do extrator foram adicionados 50 mL de pentano
(grau espectroscopico) e pedra pomes. Adicionou-se sobre o extrato de jaca, no
corpo central da aparelhagem, mais pentano até que o mesmo retornasse ao balao
da saida lateral que ja continha solvente. Adaptou-se o condensador resfriado com
agua a 5 °C a aparelhagem central e o baldo com pentano foi aquecido a uma
temperatura de 40 °C com banho de agua. Durante a extrag&do, por um periodo de 2
horas, manteve-se a mistura polpa/solvente em constante agitagdo com o uso de
uma barra magnética. Os experimentos foram realizados em ftriplicata a cada

amostragem.

Ao final o extrato em pentano foi concentrado a 5 mL em aparelhagem de
destilagdo com cabeca de Claisen com dedo frio resfriado a 5 °C. O extrato foi
acondicionado em frasco com tampa rosqueada e mantido em freezer até o

momento das analises.

3.2.5.SPME - Adicionou-se 10 g de polpa de fruta em frasco erlenmeyer com
capacidade de 25 mL, vedado com septo e imerso em banho de agua a 40°C.
Introduziu-se a seringa de SPME pelo septo, expondo a fibra adsorvente acima da
matriz (aproximadamente 3 cm) durante 40 minutos. Ao final deste tempo, recolheu-
se a fibra adsorvente para dentro da seringa SPME e a mesma foi levada para o
injetor cromatografico onde foi feita a dessorgdo dos volateis e sua analise. Para a
dessorgdo, a agulha da seringa foi introduzida no injetor cromatografico aquecido,
contendo “liner” sem empacotamento e a fibra impregnada com os volateis foi
exposta por 2 minutos a temperatura de 240°C no préprio injetor. O injetor foi
mantido no modo “splitless” por 2 minutos. Apds 2 min de dessorcdo a fibra foi
recolhida e a seringa retirada do injetor cromatografico. Os experimentos foram

realizados em triplicata a cada amostragem.
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As diferentes fibras utilizadas foram condicionadas antes do uso. Este
condicionamento consistiu na exposig¢ao da fibra a 240°C no injetor cromatografico
durante 20 minutos. Durante este periodo acompanhou-se o sinal cromatografico
para monitoramento da fibra. As fibras utilizadas foram: PDMS (polidimetilsiloxano)
de 100um de espessura de fase, PA (poliacrilato) com 85um, CAR-PDMS
(carboxen-polidimetilsiloxano) de 75um e DVB-PDMS (divinilbenzeno-

polidimetilsiloxano) de 65um.

3.2.6.ISOLAMENTO DA FRACAO GLICOSIDICA

Tratamento da resina XAD-2 - 100 g de XAD-2 foram lavados exaustivamente
com pentano (14h), acetato de etila (14h) e Metanol (28h) (todos grau de pureza PA)
em aparelhagem Soxhlet e acondicionadas em agua destilada.

1 Kg da polpa de jaca/murici foi homogeneizada em liquidificador com 1000
mL de agua destilada. O homogeneizado obtido foi entdo submetido a centrifugacao
em aparelho Sorvalll RC 26 Plus, numa temperatura de 20-24 °C, a 6000rpm
durante 20 minutos. O sobrenadante obtido (1,5L) foi submetido a uma coluna de
vidro (25 X 2 cm) recheada com XAD-2, previamente tratado a vazao de 2 mL/min.
Em seguida, a mesma vazdo, a coluna foi eluida com agua destilada (2000 mL),
diclorometano grau espectroscépico (1000 mL), acetato de etila (1000mL) e
MeOH/H,O (20:80, 40:60, 60:40, 80:20 e 100% de metanol (500mL para cada
eluente). As fragdbes em ACOEt, MeOH/H,O e MeOH foram evaporadas em
evaporador rotatério (60°C) lavadas com diclorometano, filtradas e secas em alto
vacuo até a obtencao do residuo seco. O residuo foi mantido sob refrigeracao até o

momento de derivatizagdo para posterior analise.

3.3. REACAO DE DERIVATIZACAO

A 2,0 mg das fragcbes ou padrdes foram adicionados 200 uL de BSTFA [N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida, Aldrich] e 200uL de piridina anidra. Em seguida o
frasco foi fechado e mantido a uma temperatura de 60°C durante 20 minutos. A
fracdo derivatizada foi mantida sob refrigeragdo até o momento das analises
cromatograficas. Foram derivatizadas as seguintes amostras: fragdes em metanol e

em acetato de etila de jaca e muruci e os agucares livres: arabinose, xilose,
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raminose, manose, glicose, frutose, galactose, sacarose, além dos glicosideos n-

butil, n-hexil, etil-hexil, n-octil, n-decil-glucosideos, fenil e mentol glicosideos.

3.4. PRODUTOS SINTETIZADOS:

3.4.1. Obtencéo do n-hexil-O-p-(D)-glicopiranosideo pelo procedimento de Koenigs-

Knorr'?°

3.4.1.1. D-Glicose Peracetilada'': 1,0 g de D-glicose (0.0055mols) foi adicionada,
com agitagdo, a uma mistura de 15 mL de anidrido acético PA (recém-destilado) e
0,09 mL de acido perclérico PA. Deixou-se a mistura total sob agitagdo por 30 min
a uma temperatura de 40 °C em placa de agitagao e aquecimento. Ao final de 30
min a mistura reacional foi “vertida” sobre um banho de gelo-agua, com adi¢céo de
Na,CO3; até o final da liberagdo de CO,. Cristais brancos do produto foram obtidos.
Estes ainda foram lavados com agua, filtrados e mantido em dessecador. A glicose
peracetilada foi caracterizado por IV (bandas caracteristica de éster 1248cm™ (C-O)
1742cm™(C=0) e ponto de fusdo (P.F. = 110°C). Rendimento obtido: 80%.

EMIE (70ev), m/z (intensidade relativa): 43 (100), 72 (8), 98 (30), 115 (38), 140 (10)
157 (30), 200 (12), 242 (10), 317 (1), 347 (1).

3.4.1.2. a-Bromo tetra-O-acetil (D)-Glicose'': a 3 g (0.0077mols) de glicose penta
acetilada foi adicionado gota a gota e sob agitagdo, 1,5 ml de uma solugédo de HBr
em HAc (33%). A mistura reacional sofreu agitacdo por 40 min. Ao final deste
tempo, foi adicionado a mistura reacional 6 mL de CHCI3, seguido de lavagem com
H,O e NaHCOs;, a fragao orgéanica foi seca com Na,SO, e concentrada em
evaporador rotatorio. O extrato seco retomado em éter de petroleo sob agitacéo e
banho de gelo, e deu como produto um precipitado branco, o brometo de tetra acetil
glicose (2,65g). Rendimento obtido = 65%

EMIE (70ev), m/z (intensidade relativa): 43 (100), 69 (3), 109 (35), 127 (16), 145 (5)
169 (56), 187 (2), 211 (2), 229 (2), 331 (2).
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RMN "H (200MHz) CDCI3/TMS (8-ppm) 2,03-2,17 (12H, 4s, CH3;COO), 4.1-4.3 (3H,
m, H-5, H-6a e H-6b); 4.8 (1H, dd, J=4,0 Hz, 9,9 Hz, H-2); 5.1-5.6 (2H, 2t, J=9,8 Hz,
H-3 e H-4) e 6,60 (1H, d, J = 5,0 Hz, H-1) Destacando-se o dubleto em 6,60 ppm
(J=5Hz), caracteristico de acoplamento axial-axial de H-1 com H-2.

3.4.1.3.Sintese do Trifluoracetato de Prata’":

3.4.1.3.1. Oxido de Prata: 1,32 g de NaOH (0,032 mol) em 10 mL de H,O foram
adicionados sob agitacdo, a uma solugao de 5,48 g (0,032 mol) de AgNO3 em 10
mL de H,O. O precipitado obtido foi recolhido por filtragdo e lavado com agua até

que a mesma nao apresentasse mais pH basico.

3.4.1.3.2. Trifluor Acetato de Prata: A suspensdo de 3,74 (0,016 mol) de 6xido de
prata em 4 mL de H,O foi adicionado, gota a gota, acido trifluoracético até que a
suspensao inicialmente observada se tornasse uma solugcédo limpida. A solugao
resultante foi filtrada e o filtrado seco em evaporador rotatério. O trifluoracetato de
prata, sal de coloragao branca foi obtido com 80% de rendimento (4.2g) apresentou
P.F. =260°C.

3.4.1.4. n-Hexil-O-B-(D)-glicopiranosideo peracetilado — metodologia de Koenigs-
Knorr — Em banho de gelo, adicionou-se 0,5g de peneira molecular, 0,2533g de a-
bromo-tetraacetil-(D)-glicose (0.62mmol) e 0,1235g (0,56mmol) de CF3COOH recém
preparado em 5 mL de éter etilico. Apds rapida homogenizagao, adicionou-se a
mistura reacional 207 uL de n-hexanol e 1 mL de N(C;Hs); (MOLES), deixando a
mesma sob agitacdo e banho de gelo por 60 minutos. Apds 1 hora, filtrou-se a
mistura reacional sob vacuo em coluna de cloreto de calcio e celite, lavando a
mesma com éter etilico. Apds evaporagao do solvente, obteu-se um éleo amarelo
claro translucido (220mg). O o6leo foi submetido a cromatografia em coluna aberta
de silica gel (1,2 cm de didmetro externo e 30 cm de comprimento) e eluida com
gradiente hexano/acetato de etila. O glicosideo puro foi obtido com a mistura 17 %

hexano/acetato de etila. O rendimento obtido foi de 30% (75,5mg).
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3.4.1.5. Desacetilacdo do n-hexil-O-acetil-B-(D)-glicopiranosideo'?* - A temperatura
ambiente e sob agitagao, adicionou-se 16,2 mg de KCN em 8 mL de MeOH a 222
mg do n-hexil-O-acetil-B-(D)-glicopiranosideo. Deixou-se a mistura reacional sob
agitacao por 6 horas. Apods as 6 horas, filtrou-se a mistura em celite, lavou-se com
MeOH e evaporarou-se o0 solvente. Apds evaporacao, obteve-se um 6leo incolor
com 70% de rendimento (69,5 mg). Produto caracterizado por IV e RMN.

EMIE (70ev), m/z (intensidade relativa): 43(10), 73(40), 191(10), 204(100), 217(20),
231(5), 405(5), 447(5), 537(7).

RMN 'H (300 MHz) CDCl; (o-ppm): 0,87 (3H, t, J=3Hz,CHs-aglicona), 1,27
(2H,m,J=9Hz,CH,-aglicona), 1.60 (2H,m,J=9Hz,CHs-aglicona), 3.3
(4H,m,J=8.5Hz,CH>,-aglicona), 3.8.1(4H,m,J=9Hz,CHz-aglicona),
3.8(3H,m,J=6Hz,CH»-aglicona),4.3(2H,d, 8Hz,CH-anomérico). @ Destaque para o
dubleto em 4.47 (J=8Hz) caracteristico do acoplamento equatorial-axial de H-1 e H-
2).

RMN "C (50 MHz) CDCls (s-ppm): 14.21 (C-1, CHs-aglicona), 22.80 (C-2, CH.-
aglicona), 25.59 (C-3, CHy-aglicona), 29.72 (C-4, CHs-aglicona), 31.86 (C-5, CH»-
aglicona), 61.39 (C-6, CH»-Oglicose), 69.58 (C-2, CHglicose), 70.69 (C-3,
CHglicose), 73.54 (C-4, CHglicose), 75.77 (C-5, CHglicose), 102.96 (C-1, CH

glicose, C-anomeérico).

3.4.2. o e B-D-glucopiranosideos pela metodologia de Fischer (n-butanol, etil-

hexanol, n-octanol e n-decanol)'®.

3.4.2.1.N-Butil-a. e B-D-glucopiranosideos — A 4 g (2,24 mmol) de D-glicose foi
adicionado, com agitacao, a mistura de 27, 5 mL (0,22 mol), 80 mL de dioxana e 0,7
g (3,7 mmol) de acido p-tolueno sulfénico monohidratado. Apds a neutralizagao e
evaporagao do solvente, o excesso do alcool foi destilado e evaporado em alto
vacuo. O residuo obtido foi suspenso em agua e extraido como tolueno por duas
vezes. A fragdo aquosa foi filtrada em silica, lavada com a mistura 9:1 ACOEt —
ETOH e liofilizada. Obteve-se um liquido levemente amarelado com 50% de

rendimento.(2,059).
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O mesmo procedimento anterior foi usado para a obtencédo dos a- e B-D-
glucopiranosideos do 2-etil-hexanol, n-octanol e n-decanol, mantendo-se as
relagdes molares, sendo que no caso da reagao com n-octanol e n-decanol o acido
p-tolueno sulfénico foi substituido por H,SO4 96%. Todos os produtos obtidos
apresentaram-se como liquidos levemente amarelados e com 40% de rendimento
(1,65g). Os produtos obtidos foram derivatizados com BSTFA segundo o
procedimento citado anteriormente (item 3) e analisados por CGAR-EM.

Os produtos trimetilsilanizados acima descrito foram analisados com base no
trabalho sugerido por Adasch e cols (1998) e por CG-EM cujos fragmentos

comprovam a existéncia de carbohidrato trimetilsilanizados'*.

TABELA 02: FRAGMENTOS DE MASSA DOS GLICOSIDEOS SINTETIZADOS

Glicosideos Fragmentos de massa dos glicosideos obtidos por

glicosilacdo de Fischer - m/z (intensidade relativa) — EMIE

n-butil glicosideo |509(1), 435(1), 361(2), 305(2), 231(3), 217(18), 204(100),
175(22), 147(16), 133(9), 117(5), 103(6), 73(44), 57(4)

n-hexil glicosideo |447(1), 405(1), 361(2), 305(2), 231(3), 217(17), 204(100),
191(3), 147(16), 129(6), 117(5), 103(6), 73(32), 43(9)

etil-hexil glicosideo | 361(2), 305(2), 231(10), 217(12), 204(100), 191(3), 147(12),
129(4), 117(3), 103(4), 81 (2), 73(36), 43(6)

n-octil glicosideo |475(1), 433(1), 361(5), 305(5), 281(12), 231(16), 217(28),
206(95), 204(100), 191(16), 147(24), 129(10), 117(10), 103(16),
96(10), 73(64), 55(16), 44(40)

n-decil glicosideo |503(1), 461(1), 361(5), 305(2), 259(15), 231(3), 217(15),
204(100), 147(12), 117(10), 103(4), 73(33), 43(6)

3.5. REACAO DE LIBERAGCAO DA AGLICONA VOLATIL (n-hexanol)

1° experimento:

132 mg do n-hexil glicosideo (0,5 mmol) e 83 mg de KI (0,5 mmol) — 1:1 —em
5 mL de DMSO/pentano sob agitagdo constante a temperatura ambiente foi posto a

reagir durante 3 horas continuadas por 3 dias consecutivos.
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Segundo dados da cromatografia em camada fina (CCF) e da cromatografia
em fase gasosa (CGAR-MS) ndo houve liberacdo de hexanol durante as trés

primeiras horas e nem apds 3 dias de reacao.

2° experimento

132 mg de n-hexil glicosideo (0,5 mmol) e 83 mg de KI (0,5 mmol) - 1:1 —em
5 mL de DMSO/pentano sob agitacdo constante em refluxo foi posto a reagir
durante 3 horas, em principio e continuadas por 3 dias consecutivos. Apdés o
isolamento da reagdo ndo se observou liberagdo visto o hexil glicosideo padrao

colocado no inicio da reacao, ser totalmente recuperado no tempo final de reacao.

3° experimento
Observados estes resultados tentou-se reagir 132 mg do n-hexil glicosideo
com 415 mg de KI (2,5 mmol) em 5 mL de DMSO/pentano sob agitacdo constante e

refluxo (60°C). Apds 3 dias de reagao nao houve liberagao de aglicona.

3.8.1. HIDROLISE ACIDA™*

A 2,0 mg da fragdo “glicosidica” (fracbes em ACOEt, MeOH/H,O, MeOH)
foram adicionados 5,0 mL de HCI 0,5 M em aparelhagem de SDE com
diclorometano PA e mantida sob aquecimento (100°C) durante 2 horas. A fragéo

em diclorometano foi mantida sob refrigeracado até o momento de analise.

3.7. HIDROLISE ENZIMATICA

3.7.1.A 1,0 mg da fragdo em acetato de etila (livre de odor) foi adicionada 1,0 mg de
enzima B-glicosidase e 2,0 mL de tampao pH 5 (vide item 3.7.2) em frasco vedado e
a mesma mantida sob aquecimento (35°C) durante 3 dias. Apés 3 dias o extrato
enzimatico, agora com aroma, foi saturado, extraido com diclorometano e
concentrado. A amostra em diclorometano foi mantida sob refrigeracédo até o
momento de analise.

3.7.2.Solugdo Tampao pH 5,0 — Foram misturados 24,3 mL de solugdo de acido
citrico 0,1 M em agua e 25,7 mL de solugcéo 0,2 M de fosfato de sodio dibasico em

agua, sendo a mistura diluida para um total de 100 mL de solugéo tampao.
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3.8. CROMATOGRAFIA GASOSA DE ALTA RESOLUCAO ACOPLADO A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS - CGAR-EM

3.8.1 Coluna: JWDB-1 - fase estacionaria: dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm D.I. x

0,25 um E.F.)

e Injetor: split/splitless - 240°C

e Agilent 5973 Network Mass Selective Detector, impacto de elétrons: 70eV,
temperatura da linha de transferéncia: 280°C, aquisicido de dados: modo scan
(2.89scan/segundo). Temperatura do Quadrupolo 150°C e Temperatura da
Fonte 230°C e Banco de dados: NIST MS Search Program, versdo 1.7 e
WILEY 275.

e Condic¢bes Cromatograficas:
Gas de arraste: Hélio
Pressao na cabeca da coluna: 8 psig
Tipo de injegéo: splitless [ tempo de valvula: 0,5 min (SDE, Extracéo Liquido-
Liquido, “Headspace” e fragdes trimetilsilanizadas); 2 min (MEFS)] e split

1:20 para os padrdes de agucares e glicosideos sintetizados.

Programacéao de temperatura no forno cromatogréfico:

temperatura (°C) taxa de aquec. (°C/min) tempo (min)
35 - 2
150 3 0
220 15
Estas condi¢cbes cromatograficas foram usadas para analise das amostras de
SDE, MEFS e EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO.
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e Programacéo de temperatura no forno cromatografico:

temperatura (°C)  taxa de aquec. (°C/min) tempo (min)

35 - 1
150 10 0
260 2 0
290 5 15

Condicao cromatografica utilizada nas analises de agucares livres e glicosideos.

temperatura (°C)  taxa de aquec. (°C/min) tempo (min)

40 - 0
290 5 20

Condig¢ao cromatografica utilizada nas analises de semente de muruci.

3.8.2. Coluna DB-WAX
Comprimento: 30 metros
Espessura de fase: 0,25 ym
Diédmetro interno: 0,25 mm
Injetor: split/splitless - 240°C

Detetor: Agilent 5973 Network Mass Selective Detector, impacto de elétrons:
70eV, temperatura da linha de transferéncia: 280°C, aquisi¢cao de dados: modo scan

e Banco de dados: NIST MS Search Program, versao 1.7,2000.espectrometria de
massas
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CONDICOES CROMATOGRAFICAS: gas de arraste: hélio
pressao na cabecga da coluna: 8 psig
tipo de injegdo: splitless

tempo de valvula: 0,5 min.

temperatura (°C) taxa de aquec. (°C/min) tempo (min)

35 - 8
150 3 0
220 5 15

Somente para a amostra de “HEADSPACE” da Jaca.

temperatura (°C) taxa de aquec. (°C/min) tempo (min)

40 - 5
150 5 0
220 8 25

Somente para as amostras de murici: “Headspace” e SDE

3.9. DETERMINACAO DO INDICE DE RETENCAQ'®

Os indices de retencédo para os constituintes das amostras de “headspace”,
SDE, SPME e extragdo liquido-liquido foram determinados de acordo com as
condigdes cromatograficas de seus extratos.

No calculo dos indices de retencao foi necessaria a inje¢ao dos padrdes de n-
alcanos (C5-C30), nas mesmas condi¢cdes especificadas para seus extratos, de

acordo com a metodologia de Kovats.
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3.10. AVALIACAO AROMATICA VIA CG- DIVISOR DE FLUXO (* SNIFFING-
PORT’)

Realizada no detetor olfativo, “sniffing-port”, de acordo com as Figuras 10 e

11 e descrigao que se seguem:

SNIFFING PORT

Unido de 1L7E"-1/4"

Mini unido Tubo de cobre de 18"
emvohido em conirelador de pobéncia
fita de agueciments /
]

Figura 10: Representagédo esquematica do detetor olfativo (“sniffing-port”)

link&s de transferéncia
(oapilar de glics fundida desstivads)

-
-_\_\-.

™,
=nitting port
_ LMi#ED
A injetar
| coluns 1‘}“ s

Figura 11: Divisor ou Splitter

A Figura 10 apresenta dois tubos de ago inoxidavel sendo um de 1/8” e outro

de 1/16” com comprimentos de 30 cm, onde o de menor didmetro entra no maior.
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Estes tubos sdo chamados de linha de transferéncia. Esta deve ser colocada de tal
maneira que, aproximadamente, 5 cm fique dentro de forno cromatografico e outros
25 cm restantes saiam para fora do cromatografo. Faz-se necessario, caso na
parede superior do cromatdografo ndo tenha nenhum furo ou nenhum injetor
empacotado, dar um pequeno furo a fim de possibilitar a passagem desta linha de
transferéncia para fora do aparelho cromatografico. Este parte do detetor olfativo
que fica para fora do aparelho cromatografico deve estar envolta em uma fita de
aquecimento a uma temperatura de 200°C, a fim de evitar a condensacado da
amostra que chegara nele. Com o detetor olfativo disponivel e de posse da coluna
cromatografica a ser utilizada na analise, conectou-se ao final desta coluna um
divisor de fluxo “splitter” de 2 saidas (Figura 11) iguais onde uma parte do fluxo vai
para o detetor de espectrometria de massas e outra parte para o detetor olfativo, ou
seja, o “sniffing port”, onde o avaliador faz a avaliagdo olfatométrica registrando o

tempo de retencao correlacionado ao aroma percebido.

Os divisores disponiveis comercialmente sdo de 1:1, 1:5 e 1:10, onde estas
divisbes ocorrem em funcdo do diametro interno do tubo capilar. No caso de
avaliagdes aromaticas preliminares ou sabendo-se que a amostra se encontra muito
diluida deve-se usar razéo de split 1:5 ou 1:10, colocando-se para o espectrémetro
de massas o tubo de maior didmetro. Caso o objetivo seja a de coleta de algum pico
de interesse, o tubo de maior didmetro devera ir para o detetor olfativo.

Em fungcédo do aquecimento necessario no “sniffing-port”, em torno de 200°C,
pode ocorrer eventualmente um ressecamento das narinas. Um sistema
umidificador, Figura 12, para levar ar umedecido ao nariz do avaliador, pode ser

usado, caso necessario.
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ar comprimico

zniffing port
linka cam ar
amido
make U —"—!:.,'_'*‘ saidla
B - de ar

. Agus

parede do forno do cromatdgrato

ar gquerte do forno —»

&
coluna capilar o j

capilar do divizar

Figura 12: Sistema umidificador do “sniffing-port”

3.11. COLETA DE PICOS PARA OBTENCAO DA AMOSTRA COMPOSTA.

Injetou-se o extrato de “Headspace” da jaca em coluna CARBOWAX e
somente nos tempos de retengao correspondente aos picos relativos as substancias:
butanoato de etila, 3-metil-butanoato de etila, butanoato de butila e 3-metil
butanoato de butila conectou-se um pedacgo de coluna capilar (pré-coluna) que se
encontrava imerso em banho de gelo seco-acetona, na saida correspondente ao
“sniffing-port” conforme Figura 13. Foram necessarias 3 coletas a fim de se ter uma
esséncia das substancias condensadas na pré-coluna para a avaliacdo olfativa.
Apos as 3 coletas, lavou-se com 0,01 mL de diclorometano (grau espectroscépico) a
pré-coluna que continha os compostos condensados arrastando os mesmos para
um frasco vedado. Obteve-se assim o extrato aromatico correspondente a estas 4

substancias.
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COLETA DE PICOS

Unido de 18"-1/4"

Mini unido Tubo de cobre de 1g"
envolvido em controlador de poténcia
fita de aguecimento

Pré coluna «———

Tubo de 116" «——

z=al
sieisl

PR
e
WV,

Frasco dewar «—— <>

Figura 13: Sistema para coleta de picos cromatograficos

3.12. PROCEDIMENTO PARA A TECNIDA DE AEDA (TECNICA DE DILUIGAO DE
AMOSTRA)

Diluicbes do extrato aromatico de interesse foram preparados por um fator de
dois, varias vezes, formando uma série na qual cada diluicdo seria duas vezes mais
concentrada do que a préxima diluigdo (diluigdes exponenciais). As mesmas
variaram de 2" (fator de diluicdo 2) a 2'° (fator de diluicio 1024). Foi escolhido
CH.CI,; como solvente de diluicdo. Uma aliquota dos extratos diluidos foi entédo
analisada por CG-O para a determinacdo dos aromas sentidos nas diversas

diluicbes. O tempo de retencao de cada odor foi detectado e seu odor descrito.

3.13. AVALIACAO SENSORIAL — PLANEJAMENTO E TREINAMENTO DOS
AVALIADORES

Inicialmente 10 voluntarios fizeram uma avaliagdo com amostras conhecidas
do dia-a-dia. Foram avaliadas amostras de café, chocolate, alho, orégano, balas de
fruta, cravo e erva doce durante uma semana, duas vezes ao dia, sendo as
avaliagcées longe dos horarios das refeicbes. A estes voluntarios foi pedido que
durante as avaliagbes nao utilizassem perfume, cremes perfumados e nao
ingerissem nenhum tipo de alimento a fim de ndo prejudicar a avaliagado sensorial.

Apos compilados os resultados das avaliagcbes, somente 08 voluntarios, por
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apresentaram nivel de acerto acima de 70%, foram selecionados para treinamento
olfativo.

O treinamento olfativo foi planejado combinando a norma NBR 14140 —
Alimentos e Bebidas — Analise sensorial — Teste de analise descritiva quantitativa
(ADQ), através da aplicacdo dos atributos sensoriais contidos na roda de flavor
(figura 5) e da sequéncia adotada pela empresa Vitta Flavor Industria e Comércio de
Aromas Ltda., gentilmente cedida pelo Dr. Claudio Miguel Martinez. Este ultimo
consistiu da avaliacao diaria de trés padrdes aromaticos diluidos, em principio a 10%
em etanol, durante uma semana. Apds esta avaliagdo, os mesmos padrdes foram
avaliados a 1% e 0,1% em etanol. Os padrbes utilizados no treinamento foram
descritos de acordo com um vocabulario préprio padronizado. Além do treinamento
descritivo foi efetuado um treinamento comparativo, a fim de identificar dentre varias
amostras aquelas iguais e/ou diferentes.

Com os avaliadores ja treinados nos testes descritivo e comparativo, novos
treinamentos foram feitos, agora com as amostras que apresentassem as notas

caracteristicas das amostras em questéo (frutas: jaca e murici).

3.13.1.ATRIBUTOS APRESENTADOS AOS AVALIADORES PARA TREINAMENTO

Notas (atributos) olfativas utilizadas no primeiro treinamento sensorial

Acido Cha Frutal Metalico
Refrescante/mentolado Alcodlico Quimico Queijo
Condimentado Floral Cremoso Herbaceo/amargo
Animal Doce/balsamico Salgado Terra/mofo
Madeirado Torrado Fendlica Verde

46




Notas (atributos) utilizadas no segundo treinamento sensorial

frutal floral citrico amargo/herbaceo
fermentado “‘queijo” doce refrescante
verde oleoso salgado alcoolico

3.14.FORMULARIOS APLICADOS NA AVALIACAO SENSORIAL
A seguir serdo apresentados os modelos dos formularios utilizados na

avaliacao sensorial.

Formulario 1

Avalie sensorialmente as amostras abaixo, fazendo comentarios e associacgoes.

DESCRITORES COMENTARIOS PESSOAIS/ ASSOCIACOES

Cafeé

Chocolate

Bala de fruta

Alho

Orégano

Cravo

Erva-doce

Jaca (polpa)

Murici (polpa)
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Formulario 2

Avalie sensorialmente as amostras abaixo, fazendo comentarios e associacdes.

DESCRITORES COMETARIOS PESSOAIS/ASSOCIAGCOES

Verde

Floral

Animal

Mentolado

Frutal

Mofo/ fermentado/ terroso

Quimico

Madeirado

Doce/ Balsamico

Defumado

Herbaceo

Cremoso

Codimentado

Torrado

Alcodlico

Salgado

“‘queijo”

Metalico

Cha

Fendlico
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Formulario 3

AVAlIAAOT:.. ..o (D] - Lo
Produto:

Concentragao |Intensidade Descricao Descricdo dos demais
Formulario 4

AVALIACAO DEGUSTATIVA E OLFATIVA

Il — Cologue em ordem crescente de intensidade de sabor (de menos doce para
0 mais doce)

1 -

2 —

3 - (1-menos doce) (5—mais doce)

[l — Colocar em ordem crescente de intensidade de odor (do menos odorante

para o mais odorante)

(1-menos odorante) (5—mais odorante)
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IV — Identificar em cada grupo de trés amostras, se existe alguma diferente e

gual (odor).

A1 A2 A3
B1 B2 B3
C1 C2 C3

V — Qual produto lembra estas amostras ?

VI — Identifique os odores das amostras:

3.15. TECNICA DESCRITIVA

As amostras envolvidas neste tipo de avaliacdo sensorial foram as da fruta
jaca , dos extratos de SDE: 3 horas, 2 horas, 1 hora e 15 minutos de arraste, além
do “Headspace” e do extrato oriundo da extracdo liquido- liquido e amostra
coletada através do divisor de fluxo no CGAR.

As amostras foram ent&do avaliadas em tiras papel canson (“tuchinho”), proprio
para avaliacdo sensorial. A natureza da amostra nado foi informada ao provador.
Durante toda a avaliagéo a temperatura (22°C - 24°C), luminosidade e ruido da sala
foram mantidos constantes.

Para a avaliagao sensorial das amostras relativas a este trabalho foi utilizada
uma equipe de 06 provadores treinados, visto que os mesmos além de
apresentarem nivel de acerto acima de 70% possuiam disponibilidade de horario

para as avaliacbes que eram feitas regularmente ao longo do desenvolvimento deste
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trabalho. Cabe ressaltar aqui, que nas avaliagbes sensoriais por cromatografia
gasosa olfatométrica, somente trés avaliadores participaram visto as mesmas
exigirem uma maior disponibilidade de tempo.

O avaliador analisou individualmente a amostra e as diluicbes geradas pelo
AEDA, descrevendo o aroma da mesma. Ao final de cada anadlise todas as
avaliagbes foram agrupadas e interpretadas para a emissdo do laudo que sera

apresentado ao longo de resultados e discussao.

3.16. TECNICA COMPARATIVA

Esta técnica foi utilizada para saber se existia diferenga sensorial entre duas
amostras. Basicamente esta técnica indica se as amostras s&o iguais ou diferentes,
mas nao necessariamente a natureza da diferenca entre elas.

Em principio as amostras relativas a técnica citada acima foram as de SDE (3,
2, 1 hora e 15 min), “Headspace”, Extracao liquido-liquido, amostra coletada através
do divisor de fluxo no CGAR e o padrdo — jaca em gomos ou polpa de murici - onde
as amostras foram chamadas A e o padréo B.

A ordem de apresentagdo AB e/ou BA é necessaria a fim de ndo induzir o
avaliador a um pré-julgamento. As duas amostras foram apresentadas
simultaneamente, e o provador em fungcdo da caracteristica ou atributo sensorial
previamente definido (notas aromaticas: frutal, doce e tipica de queijo azedo) pbéde
detectar diferengas ou néo.

O procedimento de avaliagao foi o0 mesmo definido para a técnica descritiva,
porém, o intervalo entre uma e outra avaliagdo variou de 10 a 40 segundos.
Somente apds a memorizacgéo olfativa e o conhecimento da terminologia de algumas
notas sensoriais, iniciou-se as avaliacbes sensoriais das amostras envolvidas neste

trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento de leitura, este topico sera itemizado da seguinte
maneira: VOLATEIS (jaca e murici) e GLICOSIDEOS (jaca e murici).

4.1. VOLATEIS

4.1.1 Analise dos volateis de Jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) por diferentes
metodologias

A polpa de Jaca foi submetida a extragdo e destilagdo simultdneas (SDE),
“‘Headspace” e extracao liquido-liquido a fim de investigar qual extrato aromatico
seria 0 mais caracteristico da fruta “in natura” e, assim, identificar os constituintes
quimicos de maior representatividade no aroma da fruta.

A extracao por SDE foi realizada inicialmente com 3 horas de arraste. Em
uma primeira avaliacdo olfativa observou-se, com muita nitidez, notas cozidas e
fermentadas, nao caracteristica da fruta “in-natura”. Em funcao destes “off-flavors”,
notas nao caracteristicas da matriz, foi feito um acompanhamento do processo de
extracdo no qual foram retiradas aliquotas de 15 min, 60 min, 120 min e 180 min de
arraste e as fracbes avaliadas olfativamente conforme sera mostrado na tabela
sensorial descritiva posteriormente.

As notas sensoriais de cozido/fermentado percebidas nos extratos
provenientes do SDE apareceram possivelmente em funcdo da alta temperatura a
que a amostra foi submetida, pois reacbes de decomposi¢ao térmica de lipideos,
carboidratos e proteinas acontecem gerando notas tipicas de alimentos processados
tais como as observadas. As substancias responsaveis por estes atributos
sensoriais podem ter se formado em funcéo das reagdes de Maillard e degradagéo
de Strecker, reagbes ndo enzimaticas presentes em frutas e alimentos em geral, que
geram tipicamente estas notas sensoriais, além de induzir o escurecimento da
amostra, fendmeno este observado nas amostras de SDE. Muito provavelmente as
substancias responsaveis pelas notas de cozido e fermentado observadas sao
aquelas derivadas de furanona, piranonas e ou pirréis, como por exemplo o furaneol,
maltol, acetil-pirrolina além de outros. Embora estas substancias estejam
relacionadas a degradacao térmica de acgucares, algumas como furaneol e maltol ja

foram encontradas em frutas como abacaxi e morango'%°.
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Esta técnica de destilacdo e extracdo simultaneas (SDE) como comentado
anteriormente em 2.1 de materiais e métodos envolve calor e, por conseguinte,
perdas ou modificagdes podem ocorrer na composicido de volateis, assim como
impurezas presentes no solvente podem contaminar o extrato gerando artefatos. A
fim de minimizar e/ou identificar o momento da possivel degradagao dos compostos
volateis de interesse e a introducao de artefatos monitorou-se-se o tempo de analise
e reduziu-se quantidade de solvente a ser utilizada na extragéo.

A extracdo liquido-liquido foi realizada, por duas horas, na polpa da jaca
empregando pentano com solvente extrator de acordo com procedimento citado no
item 2.4 de materiais e métodos. O pentano apresenta vantagens como baixo ponto
de ebulicdo e baixa solubilidade em agua, tornando a extragdo mais eficiente no que
tange a formacdo de emulsdo. Seu emprego juntamente ao éter etilico, em
composic¢des variadas, gerou turvagao no extrato organico que, apés secagem com
agente dessecante (Na;SO,), revelou uma composicdo muito pobre na CG-EM,
sendo assim abandonado este procedimento extrativo.

A analise por “headspace” foi realizada por 14 horas de coleta da fragao
gasosa em equilibrio com a fruta, de acordo com procedimento citado em 2.3 de
materiais e métodos. Apds concentragdo das varias coletas obteve-se um extrato
com aroma caracteristico da fruta onde aromas com notas de cozido e fermentado
nao apareceram em nenhum momento no extrado gerado por esta metodologia.
Observou-se ainda que a melhor forma de concentrar o extrato oriundo da
amostragem por “headspace” foi com aquecimento a 40°C, pois a concentragédo sob
vacuo provocou perda de volateis na composigao global.

Extratos provenientes do SDE, “Headspace” e Extracao liquido-liquido foram
submetidos a avaliacdo sensorial, de acordo com as técnicas descritivas e
comparativas, com as seguintes finalidades:

1 — descrever os extrados obtidos de acordo com os atributos sensoriais
normalmente aplicados na avaliagado de extratos frutais, baseados na NBR 14140 —
Alimentos e Bebidas — Analise sensorial — Teste de analise descritiva quantitativa
(ADQ) e VITTA FLAVOR, que gentilmente cedeu os padrdes para o treinamento dos
provadores, conforme descrito anteriormente em Materiais e Métodos.

2 — Comparar os extratos obtidos da fruta SDE, ELL, HS a fruta “in-natura”,

visando caracterizar qual o extrato mais fiel ao aroma natural. Este teste guiou os
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ensaios olfatométricos associados a Cromatografia Gasosa, com o objetivo da

elaboragao de uma esséncia de jaca.

TESTES SENSORIAIS

Na anadlise olfatoria evitou-se uma avaliagdo sensorial muito longa a fim de
que nao ocorresse saturacado das vias olfativas, havendo perda de sensibilidade. Em
funcdo de variedades psicoldgias e fisiolégicas envolvidas em uma avaliagédo
sensorial, as avaliagcdes foram feitas em varios dias com os diferentes analistas a fim
de diminuir estas variaveis. Participaram desta avaliacdo 6 analistas treinados em
avaliagao sensorial, treinamento este detalhado em Materiais e Métodos (ITEM).

Os resultados da avaliacdo olfativa empregando técnicas descritivas e

comparativas estdo apresentados nas tabelas que se seguem.

AVALIACAO DESCRITIVA

Tabela 03: Analise Sensorial descritiva dos extratos de Jaca obtidos por SDE,

“Headspace”, Extragéo Liquido-Liquido e dos gomos de jaca.

Avaliacao descritiva dos extratos obtidos da jaca (amostras numeradas abaixo)
(1)’headspace”, (2) ELL, (3) SDE-15min, (4) SDE-1h, (5) SDE-2h, (6) SDE-3h (7)
padrao — gomos de jaca

provadores: 6

As notas sensoriais consideradas foram aquelas que apareciam nas avaliagdes dos 6

provadores.
Amostra Laudo

1 Aroma de amplitude moderada, com notas doces, frutais, “queijo”

2 Aroma de amplitude intensa, muito doce, torrada, “doce enlatado”
agradavel

3 Aroma de amplitude moderada com notas frutais, doce e cozida

4 Aroma de amplitude moderada com notas frutais, salgadas e cozida

5 Aroma intenso com notas cozidas, codimentadas — desagradavel

6 Aroma de amplitude intensa com notas salgada, cozida -
desagradavel

7 Aroma de amplitude intensa com notas doces, frutais, acida
("queijo”)
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De acordo com a tabela 3, observa-se semelhanga nas descricbes da
amostra 1 (“headspace”) e da amostra 7 (gomos de jaca) sugerindo que a amostra
mais representativa do aroma de jaca foi o extrato aromatico proveniente do
“‘headspace” (HS). A fim de ratificar esta observagcdo, foi feita uma avaliagdo

sensorial comparativa entre as varias amostras.

Tabela 04: Analise sensorial comparativa dos extratos de Jaca obtidos por SDE,

“Headspace”, Extrag&o Liquido-Liquido e dos gomos de jaca.

AVALIACAO COMPARATIVA

Analise sensorial comparativa — Foram comparadas as amostras relativas aos
extratos (1,2,3,4,5, 6 — codigos descritos na tabela 03) com o padréo (7) —

gomos de jaca

1 X7 Amostras semelhantes entre si
2X7 Diferentes (principal atributo da diferenca: aroma torrado)
3X7 Amostras que mostram alguma semelhancga (principal atributo

da diferenga : nota levemente cozida)

4 X7 Diferentes (principal atributo da diferenga: nota salgada)
5X7 Diferentes (principal atributo da diferenga: nota salgada)
6 X7 Diferentes (principal atributo da diferenga: nota salgada)

Com a observagcdo da semelhanca de descricdo quanto aos atributos
sensoriais das amostras “headspace” (1) e gomo de jaca (7) e com o resultado da
avaliagdo comparativa descrevendo que as amostras 1 e 7 foram semelhantes entre
si, pode-se concluir que a amostra mais representativa do aroma da Jaca foi
realmente o extrato proveniente do “headspace”.

Embora o “headspace” tenha sido o extrato representativo do aroma da fruta,
além dele, os extratos de SDE-15 min, por apresentar alguma semelhanca com o
aroma da fruta e o de Extracdo Liquido-Liquido por apresentar notas agradaveis

aromaticamente, foram analisados por CG-EM.
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Cabe ressaltar que os extratos oriundos da amostragem por SDE- 1h, 2h e 3h
nao foram analisados via CG-EM pela alteragdo do aroma da fruta, fugindo ao
escopo do trabalho.

Na figura 14, esta representado o CG-EM do SDE-15 min.

TIC: SDEJC033.D
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Figura 14: Fragmentograma relativo a analise de Jaca por SDE-15 min (DB-1-30 m

x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos).

O monitoramente da extragdo de SDE em varios tempos, torna-se importante
pois, na medida que o SDE da o extrato representativo da fruta, etapas como
concentracdo posterior e arraste durante 14 horas como no caso do “Headspace”
poderiam ser suprimidas obtendo-se um extrato caracteristico em menor tempo e ja
sem necessidade de concentragcdo para analise cromatografica. A pouca
manipulacdo da amostra aromatizante é o ideal visto que a composicdo da mesma €&

de volateis.
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Tabela 05: Substancias identificadas no extrato de Jaca por SDE-15 min. (DB-1 - 30

m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)

Picos Substéancia IR | Area Relativa (%)
1 Butanoato de etila 784 2.39
2 Acetato de butila 794 1.47
3 Trans-2-hexenal 830 2.79
4 3-Metil-butanoato de etila 840 16.00
5 3-Hidroxi-butanoato de etila 912 0.44
6 3-Metil butanoato de propila 940 4.49
7 Butanoato de butila 978 3.46
8 n-Octanal 985 4.75
9 Isovalerato de isobutila 990 2.07
10 Isovalerato de butila 1020 19.15
11 Butanoato de isoamila 1044 1.83
12 Isovalerato de isoamila 1088 8.76
13 3-Metil butanoato de pentila 1150 15.23
14 Hexanoato de butila 1172 0.83
15 Isovalerato de 2-fenil-etila 1470 0.83
16 Acetato de fenil propila 1347 0.92
17 Acido palmitico 1743 1.28
18 Palmitato de etila 1776 0.90
19 Oleato de etila 2155 4.08

A composi¢ao quimica da amostra de SDE-15 min da Jaca analisada por CG-
EM associada aos indices de retengao permitiu identificar 19 compostos, sendo
84% de ésteres., 10% de aldeidos e 6% de acidos. Dentre os ésteres identificados,
observa-se que 63% correspondem aos ésteres ramificados (isovaleratos) e 37 %
aos eésteres lineares. Os compostos majoritarios conforme tabela 05 sao os ésteres
3-metil butanoato de etila, 3-metil-butanoato de butila e 3-metil butanoato de pentila.
Esteres etilicos e butilicos provenientes de cadeia acida C4 a C6 predominam na

composicdo global observada. A literatura'' propde que os ésteres do tipo 3-metil-
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butanoatos sejam biossintetizados pela L-leucina, aminoacido chave para a
formagao destes derivados gerando 3-metil-butiril-CoA, derivado do aldeido ativado
via acido lipdico.

Wong et al. (1992) e Maia et al. (2004)'"® sugerem que alcoois e ésteres sdo
0s responsaveis pelo aroma de impacto da jaca em fungéo das areas obtidas. Muito
provavelmente, a alta concentragao de alcoois e acidos nos extratos originados por
Wong se deve as condi¢cbes experimentais utilizados (SDE 3h) que, em fungdo do
aquecimento prolongado, pode ter gerado reagdes tais como hidrolise dos ésteres e
consequentemente, a presenga majoritaria de alcoois e acidos. Outra substancia
existente nos extratos gerados por Wong e provavelmente fungdo do tempo
prolongado e alta temperatura € a 2-acetll-1-pirrolina oriunda das reagdes de
Maillard j&a comentadas anteriormente.

Mesmo que as possiveis reagdes de degradagdo possam ocorrer, a
metodologia de SDE vem sendo muito utilizada no isolamento de volateis®**® de
inumeras frutas, sendo as mais recentes: Bacuri, Graviola, Cupuagu, Acerola. A
utilizacdo desta metodologia em escala industrial torna-se vantajosa quando as
notas sensoriais tipicas de cozido, torrado e tostado sdo desejadas. Na escala
analitica, a técnica oferece a vantagem de fornecer um extrato passivel de ser
avaliado posteriormente (ao contrario da técnica de SPME) através de uma
metodologia simples.

Em funcao do perfil sensorial agradavel identicado no painel olfativo, foi feita
avaliacao por CG-EM do extrato de jaca relativo a ELL e a mesma apresentou o

perfil cromatografico da Figura 15 abaixo:
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Figura 15: Fragmentograma relativo a analise de Jaca por Extragdo Liquido-Liquido

(DB-1-30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos).

As substancias identificadas no extrato da jaca por ELL s&o as contidas na Tabela

06.

Tabela 06: Substancias identificadas no extrato de Jaca por Extragdo Liquido-

Liquido. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e

métodos)
Picos | Substancias ldentificadas IR Area Relativa (%)
1 Alcool isoamilico 719 2.58
2 Alcool amilico 756 0.97
3 3-Metil-butanoato de metila | 764 0.10
4 Butanoato de etila 784 1.13
5 3-Metil-butanoato de etila 785 1.30
6 1-Hexanol 852 0.13
7 Butirolactona 885 0.17
8 3-Hidroxi-butanoato de etila | 911 0.23
9 3-Metil-butanoato de propila | 924 0.08
10 3-Hidroxi-3-metil-butanoato | 945 0.10
de propila
11 Benzaldeido 956 0.23
12 Butanoato de butila 979 0.31
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Picos | Substancias Identificadas IR Area Relativa (%)
13 Hexanoato de etila 986 Tr
14 Octanal 988 0.10
15 Isovalerato de isobutila 990 0.04
16 Acido hexandico 987 Tr
17 2-Metil-butanoato de butila | 1021 0.10
18 3-Metil-butanoato de butila | 1029 1.08
19 Butanoato de 3-metil-butila | 1035 0.05
20 Butanoato de pentila 1080 0.16
21 Alcool fenetilico 1104 0.51
22 Valerato de isoamila 1138 0.13
23 3-Metil-butanoato de pentila | 1150 0.66
24 3-fenil-propanal 1162 0.52
25 Hexanoato de butila 1185 0.34
26 Alcool fenil propilico 1199 0.28
27 Isovalerato de hexila 1228 Tr
28 Hexanoato de isoamila 1238 0.26
29 Acido fenil acético 1248 Tr
30 Alfa-cubebeno 1348 0.35
31 Acido fenil propanoico 1345 1.08
32 B-cubebeno 1390 0.69
33 Beta-cariofileno 1417 0.12
34 Beta-sesquifelandreno 1520 0.19
35 Gama-cadineno 1513 0.05
36 Isovalerato de fenil-etila 1489 0.36
37 Cis —calameneno 1520 0.31
38 Alfa-calacoreno 1540 1.94
39 Gama-gurjuneno 1473 0.20
40 Oxido de cariofileno 1549 1.14
41 Vindiflorol 1588 0.68
42 T-murolol 1643 0.81
43 Cadaleno 1720 0.67
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Picos | Substancias Identificadas IR Area Relativa (%)
44 Acido palmitico 1986 2.58
45 Palmitato de etila 1995 0.84
46 Linoleato de etila 2050 0.41

O extrato aromatico obtido na extracdo liquido-liquido apresentou nota
adocicada e torrada incomum na fruta “in natura” conforme evidenciou o painel
olfativo. De acordo com a literatura estas notas aromaticas observadas sao oriundas
de compostos derivados de furanona e/ou piranonas, como: dimetilfuranona (nota
sensorial doce) e furaneol (nota sensorial doce/torrado) , substancias com alto
potencial flavorizante, visto seus limites de percepcgédo (threshold) muito baixos;
0,04ug/L e 5ug/L respectivamente, enquanto os valores “threshold” para por
exemplo hexanoato de etila e acido hexandico sdo 14ug/L e 420ug/L
respectivamente. Embora nao detectadas estas substancias de baixo “threshold”
devem estar presentes no extrato, haja visto a nota sensorial encontrada, porém em
quantidades nao detectaveis por CG-EM mas somente pelo detetor olfativo, cuja
maior sensibilidade associada ao pequeno threshold destas substancias facilitou a

percepgao sensorial e ndo cromatografica.

De acordo com a tabela 6 observa-se uma grande quantidade de
sesquiterpenos ao lado de ésteres. Provavelmente a presengca dos mesmos se da
em fungdo da extragdo por contato com o solvente, o que favorece o isolamento
destas substancias menos volateis e ausentes nas outras metodologias (SDE e HS
e MEFS).

Segundo a avaliagdo sensorial descritiva e comparativa anteriormente
abordada o extrato da Jaca obtido por “headspace” foi 0 que apresentou aroma
caracteristico da fruta fresca, e auséncia das notas sensoriais ndo caracteristicas
como cozido e fermentado. Esta observagao ratifica a presenca de notas cozidas

quando o aquecimento da amostra se realiza por tempo relativamente longo.
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Observa-se na figura abaixo o perfil cromatografico do extrato de Jaca por

“headspace”.
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Figura 16: Fragmentograma relativo a analise de Jaca por Headspace (Carbowax

30m X 0,25 pm X 0,25mm conforme condi¢des 3.8.2 em materiais e métodos)

Em funcédo de ter sido o “headspace” o extrato mais representativo do aroma
de Jaca (substancias descritas na tabela 07), o mesmo, foi submetido a outra
avaliagao sensorial, esta agora via “sniffing-port”.

Na analise olfatéria através da cromatografia gasosa olfatométrica associada
a espectrometria de massas (CGEM-O) evitou-se uma avaliagdo sensorial muito
longa, a fim de que ndo ocorresse saturagcado das vias olfativas, havendo perda de
sensibilidade. No caso da avaliagdo em “sniffing-port” (CG-EM-O) dividiu-se a
avaliagao sensorial em etapas de 10 minutos; alternando 10 minutos de avaliagao
com 10 minutos de descanso sendo o pico do solvente eliminado da avaliagdo. A
avaliagdo do extrato somente aconteceu quando os provadores acostumaram-se
com o ambiente aquecido do “sniffing-port”.

Nesta avaliagdo, associa-se simultaneamente o pico que vai sendo registrado
no cromatograma com o aroma sentido pelo avaliador no detetor olfativo, utilizando-
se um divisor de fluxo ao término da coluna cromatografica. A fim de verificar se a
correspondéncia no tempo de retengado dos dois sistemas de detecédo (EM e “sniffing

port”), injetou-se um padrdo e verificou-se se o aroma do mesmo foi sentido
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justamente no momento que o pico cromatografico foi registrado, o que logrou
sucesso. Caso ocorresse diferenga de tempo entre pico e aroma, reduziria-se o
comprimento de coluna do “splitter” que apresentou o maior tempo, com posterior
verificagao do sincronismo. Cabe ressaltar que foi verificado também o sincronismo
entre o detector EM e o DIC a fim da correta identificacdo das areas dos picos
relativos as substancias identificadas. Este procedimento facilita bastante a
correlacdo entre substancia identificada e atributo sensorial relativo aquela
substancia quando o cromatograma apresenta-se como o da amostra “headspace”
de jaca, de grande complexidade visto a presenga de inumeros picos
cromatograficos.

Em funcdo de variedades psicologicas e fisioldgicas envolvidas em uma
avaliacdo sensorial, as avaliagbes foram feitas em varios dias com os diferentes
analistas a fim de diminuir estas variaveis. Participaram desta avaliagdo 6 analistas

treinados em avaliagcao sensorial, conforme detalhado em materiais € métodos.

Tabela 07: Substancias identificadas no extrato de Jaca por Headspace (Carbowax

30m X 0,25 pm X 0,25mm conforme condi¢des 3.8.2 em materiais e métodos)

Picos |Substancias ldentificadas IR Area (%)
1 2-Butenal 1012 tr
2 Butanoato de etila 1025 2.07
3 2-Metil-butanoato de etila 1055 0.37
4 3-Metil-butanoato de etila 1050 7.95
5 1-Butanol 1160 19.93
6 3-Metil-butanoato de propila 1164 0,79
7 Hexanoato de metila 1176 tr
8 2-Metil-1-butanol 1204 18.00
9 Butanoato de butila 1208 1,17
10 Hexanoato de etila 1217 0.65
11 3-Metil-butanoato de butila 1240 5.91
12 Butanoato de pentila 1248 1.08
13 2-Metil butanoato de 2-metil|1286 tr
butila
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Picos |Substancias Identificadas IR Area (%)
14 3-Metil butanoato de 3-metil|1300 3.56
butila
15 Pentanoato de butila 1303 tr
16 2-Metil-propenoato de butila 1310 tr
17 1-Hexanol 1330 0.28
18 Hexanoato de 2-metil-propila 1340 0.15
19 3-Hexeno-1-ol 1348 tr
20 3-Metil-butanoato de pentila 1351 tr
21 2,4-Hexadienal 1353 tr
22 Nonanal 1360 tr
23 Octanoato de metila 1362 tr
24 2-Hidroxi-3-metil butanoato de|1363 tr
metila
25 trans-2-Hexeno-1-ol 1368 tr
26 3-Hidroxi-3-metil butanoato de|1373 0.34
etila
27 2-Octenal 1382 1.44
28 Hexanoato de butila 1388 1.44
29 Butanoato de hexila 1390 tr
30 cis-Oxido de linalol 1400 0,14
31 Furfural 1404 tr
32 3-Etil ciclohexeno 1407 tr
33 Pentanoato de hexila 1429 0.80
34 2,4-Hexadienoato de etila 1434 0.21
35 Acetato de octila 1440 tr
36 2-Hidroxi-3-metil pentanoato de | 1445 tr
metila
37 3-Hidroxi-butanoato de etila 1471 0.40
38 2-Hexeneoato de butila 1488 tr
39 1-Octanol 1519 tr
40 Acido butirico 1583 0.23
41 Valerato de pentila 1594 0.38
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Picos |Substancias Identificadas IR Area (%)
42 2,4-Hexadienoato butila 1616 tr
43 Acido isovalérico 1623 1.08
44 3-Hidroxi-butanoato de butila 1655 tr
45 1,5-Octanediol 1699 0.16
46 Fenil acetato de etila 1721 0.20
47 Hidrocinamato de metila 1774 tr
48 Acido hexandico 1794 2.33
49 Dodecanoato de etila 1806 tr
50 Hidrocinamato de etila 1818 0.28
51 Alcool fenetilico 1841 0.88
52 Isovalerato de fenil etila 1925 0.60
53 trans- Cinamaldeido 1950 0.10
54 Alcool fenil propilico 1975 0.21
55 Acido octanéico 2013 0.20
56 Isovalerato de 3-fenil propila 2055 0.43
57 Hexadecanoato de metila 2176 0.90
58 Palmitato de etila 2223 0.24
59 Acido miristico 2625 0.16

Observa-se novamente a presenga majoritaria de ésteres (68%), seguida de
alcoois (16%), acidos (8%) e aldeidos (8%). Foi possivel a identificacdo de 59
compostos sendo majoritarios os ésteres ramificados (isovaleratos). Esteres etilicos
e butilicos provenientes de cadeia C4 a C6 predominam na composi¢cao global
observada.

Com o conhecimento do extrato mais representativo do aroma de jaca,
“headspace”, de acordo com a analise sensorial, foi feito neste extrato uma analise
por diluicao do extrato aromatico (AEDA — Aroma Extraction Dilution Analisys) a fim
de determinar-se dentre os aromas globais observados no extrato, aqueles mais
representativos para o aroma da fruta (aromas de impacto). Optou-se por este
método para identificagdo dos aromas de impacto em fungdo de seu baixo custo e

de sua praticidade.
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O extrato foi diluido por varias vezes, segundo a metodologia de AEDA e as
diluicdes avaliadas pelo painel olfativo de acordo com as metodologias citadas nos
itens 12 e 13 em Materiais e Métodos. As varias diluicbes geradas pela técnica de
AEDA foram avaliadas inicialmente das mais concentradas para as mais diluidas
para um aprimoramento do sistema olfativo (identificacdo dos atributos sensoriais
presentes e perdidos ao longo das diluigcdes). Depois do mecanismo olfativo ter sido
aprimorado, as avaliagbes foram feitas ao contrario, das maiores diluicbes para as
menores diluigdes. Somente as diluicdes mais representativas do aroma global ,
aroma mais caracteristico de jaca, foram avaliadas via cromatografia gasosa
olfatométrica-espectrometria de massas.

A analise por CGO-EM destas diluigdes indicou que as substancias
responsaveis pelo aroma global da fruta “in-natura” (aromas de impacto) foram:
butanoato de etila (FD = 256), 3-metil butanoato de etila (FD = 512), butanoato de
butila (FD = 128) e o 3-metil-butanoato de butila (FD = 128), visto que as mesmas
foram as que resistiram a altos fatores de diluigdo. O resultado dsta analise pode ser

visto no aromagrama representado na figura 17.
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Figura 17: Aromagrama do extrato de Jaca (AEDA HS-JC X Picos identificados)

E interessante observar que, embora os compostos presentes em maior area
sejam os alcoois isoamilicos e amilicos; eles ndo contribuiram para o aroma de
impacto da jaca, de acordo com o determinado pela AEDA, visto n&o resistirem a
diluicdes altas. Particularmente na amostragem por “headspace”, da qual se obteve
o extrato de aroma mais semelhante a fruta, os ésteres butanoato de etila, 3-metil

butanoato de etila, butanoato de butila e 3-metil butanoato de butila que sdo as
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substancias de impacto no aroma da fruta, contribuem com 17,10% (somatério dos
ésteres) contra os 37% dos alcoois. Isto mostra que o aroma representativo de uma
determinada matriz ndo necessariamente esta associado ao componente de maior
area.

Wong et al. ao analisar os constituintes volateis da Jaca através da
metodologia de extracao e destilagdo simultdneas basicamente em fungao das areas
associadas as substancias, presumiu que tanto os alcoois quanto os ésteres seriam
0s principais contribuintes responsaveis pelo o aroma global da jaca”?’, 0 que nao é
observado neste trabalho que foi respaldado pela analise olfativa.

Os resultados obtidos demonstram que a capacidade de aromatizacdo de
determinada substancia esta associada a sua concentragao e principalmente ao seu
limiar de percepgao, “threshold” ou concentracdo minima perceptivel do odor da
substancia numa determinada matriz. Em geral, quanto menor o “threshold” de um
componente, maior sera a sua contribuicdo aromatica para o aroma global. A
determinacao de “threshold” de uma determinada substancia nao é tarefa trivial. A
literatura muitas vezes relata valores “threshold” diferente para uma mesma
substancia, acido butirico 1ug/L em ar e 173ug/L em uma mistura 10% agua/etanol
contendo 7g/L de glicerina, em funcao por exemplo dos efeitos de solubilidade
exercidos na determinagdo. Vale ressaltar que valores de “threshold” bastante
diferentes para uma mesma substancia quimica estéo relatados na literatura®®*’.

De posse deste conhecimento, as substancias butanoato de etila, 3-metil-
butanoato de etila, butanoato de butila e 3-metil-butanoato de butila foram coletadas
utilizando uma pré-coluna imersa em banho de gelo-seco/acetona conectada na
saida do “sniffing-port” somente nos tempos de retencéo 5.21, 6.16, 12.48 e 14.43,
que sao os relativos as substancias de impacto citadas acima. Apds a captura das
substancias na pré-coluna, esta foi retirada do banho de gelo e “lavada” com 0,01
mL de diclorometano que foi o responsavel pelo arraste das substancias para o
frasco receptor. A esta amostra coletada deu-se o nome de amostra composta
(procedimento detalhado no item 11 em Materiais e métodos). A amostra composta,
apos ter sido obtida, foi imediatamente avaliada sensorialmente visto o pequeno
volume e a volatiidade do solvente de arraste. Somente a anadlise sensorial
comparativa foi feita visto que interessava saber se a mesma realmente respondia

pelo aroma de impacto da fruta.
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Tabela 08: Analise comparativa das amostras relativas aos extratos: headspace jaca

e amostra composta com polpa de jaca

Andlise sensorial comparativa — Foram comparadas as amostras relativas aos
extratos de headspace (1) e gomos de jaca (7) com a amostra composta (8) —

coleta com os aromas de impacto

8 X 1 Amostras semelhantes entre si, com diferentes intensidades.
8 X7 Amostras que guardam alguma semelhanga porém com nota
mais intensa de azedo para a amostra 7.

O laudo apresentado acima ratifica as informacdes geradas pelo AEDA e
comprova ser possivel a elaboragdo de uma esséncia com notas caracteristicas da
matriz original com apenas alguns componentes do todo. Este aspecto torna-se
interessante em funcdo das questdes atuais relativas ao custo e as restricbes da
legislagcao para as chamadas “flavor houses”, empresas fornecedoras de esséncias

para as industrias alimenticias e/ou cosméticas.

Simultaneamente aos extratos por SDE, “Headspace” e Extracdo liquido-
liquido foram feitas analises de Microextracdo em Fase Sélida com as seguintes
fases adsorventes: polidimetilsiloxano (PDMS), polidimetilsiloxano-carboxen (PDMS-
CAR), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB) e poliacrilato (PA), a fim de
rapidamente conhecer o perfil quimico e sensorial das substancias presentes na
polpa de jaca e comparar a natureza quimica das substancias extraidas pelas

diferentes fases.

Segue abaixo, os fragmentogramas e tabela referentes a amostragem por SPME.
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Fragmentograma relativo a analise de Jaca por MEFS—PA (poliacrilato)
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Figura 19: Fragmentograma relativo a analise de Jaca por MEFS —CAR-PDMS

(DB-1 - 30

m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)
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Figura 20: Fragmentograma relativo a analise de Jaca por MEFS —-PDMS-DVBZ

(DB-1-30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais € métodos)
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Figura 21: Fragmentograma relativo a analise de Jaca por MEFS —-PDMS

(DB-1-30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)

Ao avaliar os cromatogramas acima, identificou-se nas respectivas amostragens o

seguinte perfil quimico das substancias:
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Tabela 09: Substancias identificadas nas amostragens da Jaca por MEFS nas
diversas fibras: PA, PDMS, CAR-PDMS e PDMS-DVBZ. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x

0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)

Picos Substancias IR SPME PA SPME SPME SPME
Identificadas (85pm) PDMS CAR/PDM PDMS/DBZ
Area (100pum) (75pm) (65pm)
Relativa (%) Area Area Relativa Area
Relativa(%) (%) Relativa(%)
1 Alcool 719 [3.14 Tr -
isoamilico
2 Butanoato de|784 0.56 0.41 -
etila
3 3-Metil- 861 3.58 5.88 -
butanoato de
etila
4 Pentanoato de|924 Tr Tr -
propila
5 Benzaldeido 956 0.86 Tr 2.40
6 Butanoato de|979 1.70 2.54 -
butila
7 Hexanoato de|982 1.18 Tr -
2-metil-propila
8 3-Metil- 992 0.53 1.07 0.77 -
butanoato de
isobutila
9 Acido 1010 |Tr - -
hexandico
10 2-Metil- 1029 |0.73 1.31 -
butanoato de
butila
11 3-Metil- 1024 |11.59 20.27 1.17

butanoato de
butila
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Picos |Substéancias IR SPME PA | SPME SPME SPME

Identificadas (85um) PDMS CAR/PDM PDMS/DBZ
Area (100pum) (75pm) (65pm)
Relativa (%) Area Area Relativa|Area
Relativa(%) | (%) Relativa(%)

12 Butanoato de|[1040 |0.94 1.68 - -
3-metil-butila

13 Butanoato de|1072 |2.36 3.53 - -
pentila

14 2-Metil- 1092 |Tr 0.46 - -
butanoato  de
isoamila

15 Isovalerato de|1101 |1.68 0.46 0.94 -
isopentila

16 3-Metil 1035 |12.42 27.37 1.80 0.83
butanoato de
pentila

17 Valerato de|1120 |0.28 0.23 - -
hexila

18 Hexanoato de|1140 |0.26 0.35 - -
isobutila

19 Isovalerato de|1152 |1.90 Tr - -
amila

20 Benzenepropan |1160 |1.9 - - -

al

21 Hexanoato de 1177 |4.57 5.22 - Tr
butila

22 Octanoato de 1199 |0.30 0.45 - -
etila

23 Decanal 1205 |0.76 0.30 0.42 Tr

24 Acetato de|1210 |Tr 0.22 - -
octila

25 Aldeido 1227 |0.21 - - -
cinamico
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Picos | Substancias IR SPME PA | SPME SPME SPME

Identificadas (85pm) PDMS CAR/PDM PDMS/DBZ
Area (100pum) (75pm) (65pm)
Relativa (%) |Area Area Relativa|Area
Relativa(%) | (%) Relativa(%)

26 Pentanoato de|1240 |3.01 4.91 - -
hexila

27 Hexanoato de|1301 |1.15 1.70 - -
3-metil-butila

28 Octanoato de|1338 |5.13 7.55 - -
3-metil-butila

29 Aldeido 1227 |0.21 - - -
cindmico

30 Benzoato de|1320 |Tr Tr - -
isoamila

31 3-Fenil- 1350 |Tr Tr - -
propionato de
metila

32 Hidrocinamato |1348 |0.76 0.30 - -
de etila

33 Benzoato de|1354 |Tr Tr - -
butila

34 Acido 1356 |Tr - - -
decanoico

35 Hexanoato de|1371 |0.76 0.74 - -
hexila

36 Butanoato de|[1373 |Tr 0.19 - -
octila

37 Decanoato de|1378 |0.33 0.33 - -
etila

38 Acetato de|1393 |Tr - - -
decila

39 Dodecanal 1405 |0.25 0.12 6.65 0.55
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Picos | Substancias IR SPME PA | SPME SPME SPME

Identificadas (85um) PDMS CAR/PDM PDMS/DBZ
Area (100pm) (75um) (65um)
Relativa (%) |Area Area Relativa | Area
Relativa(%) | (%) Relativa(%)

40 Isovalerato |[1420 |Tr Tr - -
de benzila

41 Cinamato de|1443 |Tr Tr - -
etila

42 Isobutirato 1445 |Tr - - -
de feniletila

43 Cinamato de|1430 |0.40 Tr - -
etila

44 3-Metil- 1489 [4.31 1.61 - -
butanoato de
2-fenil-etila

45 Dodecanoat |1507 |Tr Tr - -
o de metila

46 Isobutirato 1520 |Tr Tr - -
de  3-fenil-
propila

47 Dodecanoat [1595 |0.60 0.28 - -
o de etila

48 3-Metil- 1610 |Tr 1.61 - -
butanoato de
2-fenil-etila

49 Miristato de|1680 |0.91 Tr - 0.50
etila

50 Palmitato de|1783 [1.82 0.44 - 1.59
metila

51 Palmitato de|1995 |5.34 1.36 - 0.86
etila

52 Linolenato 2050 |3.50 0.63 - 0.82
de etila
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Picos | Substancias IR SPME PA | SPME SPME SPME
Identificadas (85um) PDMS CAR/PDM PDMS/DBZ
Area (100pm) (75pm) (65um)
Relativa (%) |Area Area Area
Relativa(%) | Relativa (%) |Relativa(%)

53 Estearato de |2100 |0.16 - - -

etila

*-Tr- traco

As analises por microextracdo em fase sdlida foram feitas utilizando-se o
modo “headspace” e ndo contato direto da fibra com a matriz, visto o interesse nos
volateis responsaveis pelo aroma da fruta. As mesmas foram realizadas a 40°C a
fim de facilitar a saida da substancia da matriz para o “headspace”, acelerando o
processo de adsorgdo da mesma sobre a fibra, ja que a constante de distribuicdo da
substancia entre a fibra e a matriz depende da temperatura. Todas as extracdes
foram executadas por 45 minutos de arraste.

De acordo com o que se observa nos cromatogramas e tabela acima, os
melhores resultados nas analises via HS-SPME foram obtidos com as fibras de fase
polar (Acrilato) e fase apolar (polidimetilsiloxano), que apresentaram maior afinidade
com os volateis presentes na matriz, justificando o maior numero de substancias
caracterizadas. Contrariamente, as fibras relativas a CAR-PDMS e PDMS-DVBZ
nao apresentaram resultados satisfatérios, visto a caracterizagdo de somente 10%

dos compostos.

Garcia et al.,, ao analisar presunto por SPME, observou diferencas
significativas nas analises de aldeidos utilizando as fases CAR-PDMS e
DVB/CAR/PDMS, com o tempo de equilibrio alcangado para estes aldeidos de 5h e
3h, respectivamente127. E possivel que o tempo de equilibrio empregado na extracéo
dos volateis da jaca nao tenha sido adequado para uma extracao eficiente nestas
fibras, embora nosso grupo tenha realizado anteriormente diversos experimentos de
SPME com outras frutas e este tenha sido o tempo ajustado para a analise. Além

deste parametro, vale ressaltar que a espessura do filme da fibra adsorvente é outro
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parametro muito importante na selecdo da fibra a ser trabalhada, visto que
espessuras de filme maiores permitem a extracdo de maior quantidade de analitos
em comparagdo a espessuras menores, sendo mais efetiva para extracido de
compostos volateis fibras com espessuras de fases maiores, pois possibilitam o
transporte para o injetor cromatografico sem possiveis perdas.

Avaliando somente as fiboras SPME-PDMS e SPME-PA, observou-se em
termos de perfil funcional (classe de substancia) a seguinte distribuicdo nas varias
investigacdes: SPME-PDMS: 93% ésteres e 7% de aldeidos e SPME-PA: 84% de
esteres, 7% acidos, 7% alcoois e 2% aldeidos. Estes resultados, juntamente com a
analise dos extratos anteriores, afirmam que a composi¢gao aromatica da jaca é
majoritariamente representada por ésteres, visto a contribuigdo maior desta classe
funcional no perfil quimico global, independente da fibra utilizada e do método de
extragcdo de acordo com o que se observou na amostragem por SDE, Headspace e
ELL. A presenca dos acidos e alcoois na amostragem por SPME-PA e a auséncia
dos mesmos na amostragem por SPME-PDMS mostra claramente a necessidade da
utilizacado de fibras de polaridades distintas na investigagdo de volateis das mais
diversas matrizes, a fim de observar o perfil global das substancias presentes, o que
se justifica pela seletividade destas fases adsorventes.

A utilizagdo desta metodologia possibilitou muito mais rapidamente,
comparada as outras, a obtengao de um perfil quimico da matriz. Esta metodologia
associada ao CG-EM combina isolamento, pré-concentragdo e determinacéo
quantitativa e qualitativa de analitos (as vezes presentes em quantidades tragos) em
um unico passo. A variedade de fases adsorventes com polaridades distintas
aumenta a seletividade para deteccdo dos mais diferentes compostos.

A microextragdo em fase solida € uma ferramenta importante no estudo de
aromas indesejaveis em alimentos (off-flavor). Frequentemente observa-se, em
funcdo de processamento ou armazenamento, a presenga de notas aromaticas
indesejaveis em determinado produto. Esta verificagdo € facilitada quando se
dispde de um perfil padréo, “fingerprint”, do alimento sem deterioracdo’?®.

Observa-se em fungdo das vantagens discutidas acima uma grande
aplicabilidade desta metodologia para analises qualitativas e/ou quantitativas em
aroma de frutas, ervas, codimentos, embutidos, vinhos, cervejas, racdo de animal,

produtos farmacéuticos, pesticida em agua e/ou alimento, além de outras.
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Torna-se Interessante ressaltar que a metodologia é tradicionalmente definida
para compostos volateis e semi-volateis, porém mais recentemente, a analise por
SPME através de processo de derivatizacdo permite avaliagcbes de componentes
menos volateis e em tempo pequeno. A rapidez na analise € alcancada visto o
processo de derivatizacdo dar-se sobre a fibra. Neste, a fibra é saturada com o
agente de derivatizagao e entdo imerso na solugdo ou no headspace da amostra a
ser analisada'®. Novas fases estacionarias associadas a fibra de SPME estdo
sendo desenvolvidas, como as quirais que permitira o isolamento de substancias
oticamente ativas , a fim de alcancar uma aplicabilidade maior.

O incoveniente da metodologia esta no fato de nao ser possivel a obtencao
de uma esséncia para posterior avaliagao sensorial, pois cada avaliagdo deve ser
feita exatamente no momento da amostragem, e mais tarde para aplicagdo em
determinado produto.

A investigacdo dos volateis da jaca segundo os métodos de extragdo
expostos acima: SDE, ELL, Headspace e MEFS e com o auxilio da cromatografia
gasosa-espectrometria de massas, da co-injecao de padrées e o uso comparativo
dos indices de retengao forneceu os resultados listados nas tabelas anteriores, que
sdo aqui compilados para melhor visualizagdo. Os dados apresentados abaixo
foram considerados de acordo com a classe funcional das substancias identificadas

nas diversas metodologias empregadas.
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Tabela 10: Percentual relativo das substancias identificadas por classe funcional da
Jaca nas diversas amostragens: MEFS- PDMS, CAR-PDMS, PDMS-DVBZ, PA;

Headspace, SDE e ELL.

Classes de SPME SPME |SPME |SPME |HS SDE |ELL
Substéncias PDMS CAR/ |DVBZ |PA
PDMS |/ CAR

ACIDOS - - 9 7 8 7 9
ALCOOIS - - - 16 13
ALDEIDOS 7 36 18 2 8 4 7
ESTERES 93 50 72 84 68 78 43
HIDROCARBONETOS |- - - - - 4 -
LACTONAS - - - - - - 2
SESQUITERPENOS |- 13 - - - - 26

SPME (POLIDIMETILSILOXANO/100 um) = PDMS

SPME (CARBOXEN/PDMS) = CAR/PDMS
SPME (DIVINILBENZENO/ PDMS) = DVB/PDMS

SPME (ACRILATO/65um) = PA

HEADSPACE - 14 horas de extracao.

SDE — 15 minutos
ELL — 2h de extracao
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Figura 22: Grafico esquematico relacionando as classes funcionais

encontradas nas diversas amostragens para analise cromatografica da Jaca.

Esteres eticos, butilicos, isobutiicos oriundos de cadeia C4 normal e
ramificada a C6 predominam na composigao global. A fibra de SPME que apresenta
perfil funcional bastante semelhante ao “headspace” foi a com recobrimento polar
(Poliacrilato), com uma leve diferengca no teor de alcool. Creditou-se a essa
diferenca uma maior solubilidade dos alcoois no adsorvente (dedo frio) utilizado na
extracao por “headspace”.

A caracterizacdo aromatica dos extratos obtidos através dos métodos
descritos acima pode atuar na criagcdo de novos aromas idénticos ao natural que
reproduzam, ou intensifiquem um produto final.

E importante ressaltar que a aplicacdo destas possiveis esséncias a produtos
em desenvolvimento somente pode ser feita se os extratos estiverem em veiculos
préprios (ex.: etanol/propileno glicol); logo, deve-se apds a obtengao do extrato, em
geral em diclorometano ou pentano-éter, trocar estes solventes por etanol ou
propileno glicol, certificando-se que ndo ha nenhum solvente residual

(diclorometano/pentano-éter) no extrato alcodlico a ser aplicado no produto final.
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4.1.2.Analise dos volateis do extrato de muruci (Byrsonima crassifolia) por diferentes
metodologias

Os extratos obtidos no processamento do murici foram os referentes ao
“headspace” em dedo frio e SDE (15 min., 1h, 2h, 3h), além do SPME nas diversas
fribras usadas na analise de jaca. Outras metodologias ndao foram testadas mas
obteve-se um perfil olfativo totalmente descaracterizado, e os resultados nao seréao
aqui discutidos.

O extrato por “headspace” do muruci foi obtido com 14 horas de arraste e a
coleta dos volateis adsorvidos ao dedo-frio sendo feita de 30 em 30 minutos com
lavagens do dedo-frio por diclorometano ocorrendo de 60 em 60 minutos.

A fim de identificar dentre os extratos aromaticos obtidos aquele mais
representativo da fruta in natura, testes sensoriais descritivos e comparativos foram

aplicados aos mesmos que apresentaram o perfil abaixo.

Tabela 11: Avaliagdo Sensorial Descritiva dos extratos de Muruci por SDE e

Headspace

Avaliacao descritiva dos extratos de murici

(1) headspace, (2) SDE-15min (3) SDE-1h (4) SDE-2h (5) SDE-3h (6) padrédo —
polpa de murici

provadores: 6

As notas sensoriais consideradas foram aquelas que apareciam nas
avaliacdes dos 6 provadores.

amostra Laudo

1 Aroma pungente, com notas rangosa e frutal.

2 Aroma de amplitude intensa, metalica, frutal, floral e azeda

3 Aroma de amplitude moderada com notas frutais e cozida

4 Aroma de amplitude moderada com notas frutais, salgadas e cozida

5 Aroma intenso com notas cozidas e salgadas semelhante a amostra
anterior.

6 Aroma de amplitude intensa com notas frutais, azeda e floral
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De acordo com a avaliacdo sensorial descritiva os atributos sensoriais
referentes ao muruci foram queijo, metalico, frutal e floral. Com as notas sensoriais
descriminadas foi feito uma avaliagdo sensorial comparativa que visa identificar o

extrato mais representativo da fruta in natura.

Tabela 12: Avaliagdo Sensorial Comparativa dos extratos de Muruci SDE e

Headspace com a polpa de muruci (padrao sensorial)

Andlise sensorial comparativa — Foram comparadas as amostras relativas aos
extratos: (1) Headspace (2) SDE-15min (3) SDE-1h (4) SDE-2h (5) SDE-3h

(6) padrao — polpa de murici

1X6 Amostras parecidas com nota rancosa/azeda maior para
amostra 1

2X6 Amostras semelhantes com notas florais, frutais e azeda

3X6 Amostras que apresentam alguma semelhanga porém com

nota levemente cozida diferenciada

4 X6 Diferentes (principais atributos de diferenga: salgada/cozida)

5X6 Diferentes (principais atributos de diferenga: salgada/cozida)

Analisando as avaliagdes sensoriais acima pode-se concluir que o extrato
mais representativo do aroma do murici foi o proveniente da extracdo e destilacao
simultaneas (SDE) por um periodo de 15 min, visto o perfil semelhante encontrado
entre as amostras.

Em funcéo do extrato relativo a extragdo e destilagdo simultaneas (SDE) —15
min ter sido o extrato mais representativo do aroma da fruta o mesmo foi submetido
a analise por CGO-EM, cujos perfil quimico e sensorial do extrato sdo mostrados a

seqguir.
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Figura 23: Fragmentograma relativo a analise de Muruci por SDE (Carbowax 30m X

0,25 ym X 0,25mm conforme condigdes do item 3.8.2 em materiais e métodos).

A analise da amostra acima por CG-EM associada a co-inje¢ado de padrdes e

aos indices de retencgao revelou a presenca das substancias abaixo.
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Tabela 13: Substéancias identificadas no Muruci por SDE-15 min (Carbowax 30m X

0,25 ym X 0,25mm conforme item 3.8.2 em materiais e métodos)

Picos Substéancias Area Fator de | IR

Identificadas Relati | Diluigdo (FD)

va (%) | (descricdo de
odor)
1 2-Pentanona <0.1 966
2 Butanoato de metila 0.5 974
3 Butanoato de etila 7.5 128(doce, 1026
frutal)

4 2-Metil butanoato de etila | <0.1 1044
5 3-Metil butanoato de etila | <0.1 1057
6 Acetato de butila <0.1 1061
7 Isobutanol 6.0 1108
8 Butanoato de propila 04 1115
9 B-Pineno <0.1 1120
10 Propanoato de etila 0.3 1125
11 8-3-Careno <0.1 1140
12 Butanoato de 2-metil | 0.2 1160

propila
13 2-Heptanona <0.1 1175
14 Hexanoato de metila 21 1177
15 Alcool isoamilico 1.4 1185
16 Hexanoato de etila 16.7 256(frutal) 1220
17 trans-B-Ocimeno <0.1 1247
18 3-Octanona <0.1 1250
19 Butanoato de 3-metil | 0.4 1260

butila
20 2-Heptanol <0.1 1280
21 3-Hidroxi-2-butanona 0.3 1288
22 Octanal <0.1 1290
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Picos Substéancias Area Fator de | IR

Identificadas Relati | Diluicdo (FD)

va (%) | (descricao de
odor)
23 Isovalerato de isoamila <0.1 1293
24 Hexanoato de propila 0.2 1298
25 Heptanoato de etila 0.2 1320
26 Lactato de etila 1.4 1340
27 Hexanoato de isobutila <0.1 1350
28 Octanoato de metila 0.4 1378
29 Hexanoato de butila 0.5 1400
29 Octanoato de etila 7.3 1420
30 2,5-Dimetill-3-etilpirazina | <0.1 1426
31 1-Octeno-3-ol 1.7 64(fermentado/ | 1430
cogumelo)

32 trans - Oxido de linalol <0.1 1459
33 p-Mentona 1.1 1477
34 Pentadecano <0.1 1500
35 Benzaldeido 0.2 1515
36 3-Noneno-2-ona* <0.1 1530
37 3-Metiltiopropionato  de | <0.1 1536

metila
38 (£2)-2-Nonenal <0.1 1535
39 Nonanoato de etila <0.1 1538
40 ILnalol 0.1 1545
41 3-Metiltiopropanoato de | 2.8 1560

etila
42 pB-Cariofileno <0.1 1575
43 Decanoato de metila <0.1 1582
44 Isopulegol <0.1 1587
45 Hexanoato de hexila <0.1 1600
46 Mentol 0.1 1604
47 Benzoato de metila <0.1 1604
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Picos Substéancias Area Fator de | IR
Identificadas Relati | Diluicdo (FD)
va (%) | (descricao de
odor)
48 Acido butirico 5.5 128(rangoso) 1628
49 Decanoato de etila 3.9 1633
50 Benzoato de etila <01 1640
51 Acido 3-metil butiricol 0.2 1643
52 Succinato de etila <0.1 1645
53 3-Hidroxihexanoato  de | <0.1 1662
etila
o4 a-Terpineol <0.1 1693
55 n-Heptadecano <0.1 1700
56 3-Metiltiol-1-propanol 0.4 1728
57 Piperitona <0.1 1739
58 Acido pentanoico <0.1 1743
59 Acetato fenetilico <0.1 1783
60 Benzoato de butila <0.1 1790
61 Laurato de metila <0.1 1795
62 Salicilato de etila <0.1 1818
63 Anetol <0.1 1833
64 Laurato de etila <0.1 1830
65 Acido hexandico 18.6 256(queijo) 1849
66 Butanoato de benzila <0.1 1856
67 Alcool benzilico <0.1 1870
68 3-Fenil propanoato de | 0.3 1887
etila
69 3-Hidroxioctanoato de | 0.6 1890
etila
70 Alcool fenetilico 1.8 256(floral) 1901
71 Isobutanoato  de 2-104 1905
feniletila
72 8-Octalactona <0.1 1920
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Picos Substéancias Area Fator de | IR
Identificadas Relati | Diluicdo (FD)
va (%) | (descricao de
odor)

73 Miristato de metila <01 1984
74 4-Etilguaiacol <0.1 2013
75 Miristato de etila <01 2024
76 Acido octandico 3.5 2050
7 8-Nonalactona <0.1 2031
78 Tiglato de benzila <0.1 2069
79 Cinamato de etila <0.1 2092
80 Acido nonandéico <0.1 2170
81 Hexanoato de 2-feniletila | <0.1 2138
82 4-Etillfenol 0.2 2141
83 8-Decalactona 0.1 2145
84 Palmitato de metila <0.1 2211
85 8-Undecalactona <0.1 2251
86 Palmitoleato de metila <0.1 2262
87 Palmitato de etila 2.6 2270
88 Acido decandico 1.7 2279
89 Oleato de metila 0.4 2439
90 Oleato de etila 54 2470
91 Linoleato de metila 2.7 2488
92 Linoleato de etila 0.5 2496
93 Acido miristico 0.2 2870
94 Acido palmitico 2.2 3104

A cromatografia gasosa olfatométrica associada a espectrometria de massas
permitiu identificar no extrato de SDE-15 min. 94 substancias, sendo 50% ésteres,
10,4% cetonas e aldeidos, 9,4% acidos carboxilicos, 8,3% terpendides, 6,2%
alcoois, 4,1% lactonas, 4,1% compostos sulfurados e 7,6% de outras substancias.

Dentre os acidos, os compostos majoritarios, conforme a tabela SDEMC, sao os
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FD

acidos butirico, hexandico e octandico. Esteres etilicos oriundos de cadeia C4 a C18
predominam na composi¢gao global seguido dos ésteres metilicos e acidos
carboxilicos livres. Outros compostos como derivados fenetilicos e é-lactonas de C8
a C11 também foram observados. Embora a contribuicdo tenha sido minoritaria, a
co-injecao da d-decalactona com a amostra confirmou a presenga da mesma.

Os compostos sulfurados observados na polpa de murici foram
metiltiopropanoato de metila e etila e o metionol. Estas substancias tem sido
associadas com o metabolismo enzimatico da metionina, e sendo referenciado como
um importante odor de abacaxi, juntamente com butanoatos e homodlogos
insaturados.

A analise sensorial descritiva do murici associada com a cromatografia
gasosa olfatométrica indicou que as substancias responsaveis pela nota de azeda
(“queijo) associada a fruta foram hexanoato de metila, e os acidos butandico,
hexandico e octandico. A nota metalica foi caracterizada pelo 3-metiltiopropanoato
de etila, com caracteristicas sulfurosas como antes ja descritas. As notas frutais e
florais ndo puderam inicialmente ser associada a uma substancia em particular.

Com o objetivo de caracterizar os compostos de impacto de aroma neste
extrato identificado, foi empregada a técnica de AEDA. A cromatografia gasosa
olfatométrica associada a AEDA permitiu observar como notas de aroma mais

resistentes a diluicdo os atributos de frutal, rangoso, queijo e floral.

200 Aromagrama do Extrato de SDE de Murici (15 min)

butanoato de etila
250 hexanoato de etila
1-octen-3-ol

4cido butirico
200 . .
acido hexanéico

E0D0EEDE

alcool fenetilico

150

100

50

o

Picos

Figura 24: Aromagrama do extrato de Muruci (AEDA SDE-MC X Picos identificados)

87



Apos a AEDA os compostos identificados como os de maior impacto para o
aroma global foram: butanoato de etila (frutal/doce) FD = 128, hexanoato de etila
(frutal) FD = 256, alcool feniletilico (floral) FD =256, juntamente com os &acidos
butandico (FD = 128) e hexandico (pungente, queijo) FD = 256. e o 1-octeno-3-ol
(cozido/cogumelo) FD = 64. Os ésteres e alcoois contribuem para o aroma em
funcdo dos baixos “thresholds” encontrados pelos mesmos, enquanto que a
contribuigdo das substancias com altos “thresholds”, como os acidos butandico e e
hexandico, pode ser explicado em fungdo da mais alta concentracdo encontrada na
polpa da fruta'?.

Observou-se também a composigdo da semente do murici, visto apresentar
uma nota sensorial muito parecida com a da amostra. A analise do extrato das
sementes por CG-EM, obtido pela extragdo por contato em diclorometano seguida
da esterificacdo com solucido de diazometano em éter etilico, revelou a presenca de
diversos ésteres metilicos na seguinte composicao: 31,1% de hexadecanoato
(palmitato), 29,8% de (Z)-9-octadecenoato (oleato), 12,9% de (Z,2)-9,12
octadienoato (linoleato), 3,8% de octadecanoato (estearato) , 0,95% de (Z2)-9-
hexadecenoato (palmitoleato), 0,66% de tetradecanoato (miristato) e 0,42% de
dodecanoato de metila ( laurato) . A investigacao do 6leo nao esterificado revelou
ainda a presenga de quantidades minoritarias de acidos butanodico e hexandico que
sdo importantes contribuintes do aroma caracteristico de “queijo” rangoso tanto na
fruta como na semente.

Foi relatado anteriormente em semente de cacau que os acidos butandico e
hexandico estariam presentes decorrente de fermentagéo ou secagem das mesmas,
caracterizando processos microbiolégico ou oxidativos, como tipicos produtos de

14910 Cabe ressaltar que com o tempo, as sementes de murici

degradacao
apresentavam reducdo de rendimento em termos de 6leo obtido assim como a
auséncia dos acidos butandico e hexandico, o que traduziu-se em perda de aroma.
O aproveitamento das sementes na elaboragcdo de uma possivel esséncia de murici
€ extremamente interessante, pois permite um maior beneficiamento da fruta além
da agregacgao de valor ao material residual do murici.

Como o extrato relativo ao “headspace” apresentou atributos parecidos com a

matriz a mesma foi analisada por CG-EM apresentando o perfil abaixo:
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Figura 25 — Fragmentograma relativo a analise de Muruci por Headspace (Carbowax

30m X 0,25 ym X 0,25mm conforme condi¢des 3.8.2 em materiais € métodos)

A analise por CG-EM associada aos indices de retengao, forneceu o resultado

abaixo.

Tabela 14: Substancias identificadas no Muruci por Headspace (Carbowax 30m X

0,25 ym X 0,25mm conforme condi¢des 3.8.2 em materiais e métodos).

Tr Substancias IR Area
Relativa (%)
12 Acido acético 569 0.37
1 2-Butanol 975 0.22
3 Hexanoato de metila 1177 0.20
5 3-Metil-1-butanol 1185 2.21
4 Limoneno 1206 1.36
9 2-Hexanol 1216 0.15
7 Hexanoato de etila 1230 6.86
8 E-3-hexenol 1351 1.80
6 Butanoato de hexila 1395 0.23
11 Hexanoato de butila 1400 0.31
13 Octanoato de etila 1420 0.32
14 Acido isobutirico 1530 0.22
15 3-Metiltio propionato de etila | 1560 0.28
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Tr Substancias IR Area
Relativa (%)
16 Acido butirico 1628 29.04
17 Acido isovalérico 1680 0.27
19 Acido hexandico 1849 29.78
20 Alcool fenetilico 1901 0.59
21 Acido octandico 2050 1.34
22 Acido palmitico 3104 0.49

Foi possivel identificar 22 compostos sendo 36% de acidos, 32% de ésteres,
24% de alcoois, 4% de monoterpenos e 4% de sulfurados no extrato obtido por
headspace.

Observa-se na amostragem por “headspace” perfil aromatico mais azedo com
auséncia de notas que suavizem este perfil. Ha uma maior contribuicdo dos acidos
no extrato global quando comparada com a amostra de SDE. Provavelmente esta
diferengca ocorreu em fungdo do adsorvente polar (dedo frio-dgua condensada)
utilizado na amostragem por “headspace”.

Simultdneamente ao extrato de SDE foram feitas analises via MEFS através

das fibras ja citadas na amostragem da jaca.

o svENMoCRE.D

Figura 26: Fragmentograma relativo a analise de Muruci por MEFS—CAR-PDMS(DB-

1-30 mx0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)
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Figura 27: Fragmentograma relativo a analise de Muruci por MEFS-PDMS-
DVBZ(DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e

métodos)
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Figura 28: Fragmentograma relativo a analise de Muruci por MEFS-PDMS(DB-1 - 30

m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)
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Figura 29: Fragmentograma relativo a analise de Muruci por MEFS-PA (DB-1 - 30 m

x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)
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A analise por CG-EM forneceu os resultados apresentados na tabela 15.

Tabela 15: Substancias identificadas no Muruci por MEFS nas fibras: PA, PDMS,
CAR/PDMS e PDMS/DVBZ (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1

de materiais e métodos)

Picos |Substancias IR SPME SPME SPME SPME

Identificadas PA PDMS |CAR/PDMS |PDMS/DBZ
Area (%) |Area (%) | Area (%) Area (%)

1 Acetato de etila {600 - - - 1.43

2 Butanoato de|785 - 2.82 4.62 2.11
etila

3 Acido 800 - - Tr
isovalérico

4 Acido 825 |Tr - 2.18 -
butandico
3-Hexeno-1-ol |840 - - Tr
Hexanol 855 Tr - - 3.96
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7 Acetato de | 862 - - 19.88 Tr
isoamila

Picos |Substancias IR SPME SPME SPME SPME
Identificadas PA PDMS |CAR/PDMS |PDMS/DBZ

Area (%) |Area (%) | Area (%) Area (%)

8 3-Metil 867 - - 4.08 -
butanoato  de
etila

9 Propanoato de 889 - Tr --
butila

10 Hexanoato de|906 - 4.04 5.97 -
metila

11 Benzaldeido 927 - - - Tr

12 Isobutirato  de |930 - 0.55 - -
butila

13 B-Pineno 942 |- 0.73 - -

14 Butanoato de|980 Tr 0.42 - -
butila

15 Hexanoato de|985 5.70 15.47 13.53 33.16
etila

16 Mirceno 986 - 1.48 0.48 -

17 Acetato de | 994 - - - Tr
hexila

18 Isobutirato  de | 997 - - 0.69 -
isoamila

19 Acido 1001 |89.84 3.54 18.91 25.59
hexandico

20 3- 1005 |Tr - - -
Metiltiopropano
ato de etila

21 Acetato de (1012 |- 2.33 0.61 -
hexila

22 Limoneno 1026 |- 18.55 4.08 14.82
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23 Butanoato de|1038 |- 3.46 - -
isoamila

Picos |Substancias IR SPME SPME SPME SPME
Identificadas PA PDMS |CAR/PDMS |PDMS/DBZ

Area (%) |Area (%) | Area (%) Area (%)

24 2-Metil- 1040 |- 0.83 - -
butanoato  de
butila

25 y-Terpineno 1048 |- Tr - -

26 Heptanoato de 1080 |- 2.26 - -
etila

27 Octanoato de|1105 |- 0.33 0.16 Tr
metila

28 Alcool fenetilico [1110 | Tr - - Tr

29 Canfora 1136 |- 0.97 0.12 -

30 Mentona 1141 |- 1.45 0.13 -

31 Acido octandico | 1170 |Tr - Tr 14.31

32 Mentol 171 |- 0.50 - -

33 Hexanoato de|1172 |1.02 3.56 0.40 1.78
butila

34 Butanoato de|1176 |- - - Tr
hexila

35 Octanoato de|1178 |0.67 2.98 0.32 1.37
etila

36 Delta lactona 1211 | Tr - -

37 Acetato de 1246 |- 0.52 - -
linalila

38 Hexanoato de|[1352 |Tr 1.25 - -
hexila

39 Decanoato de|1396 |Tr 0.67 - -
etila

40 B-cariofileno 1417 |- 0.63 - -
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41 Isobutirato de|[1430 |Tr - - -

2-fenil etila
Picos |Substancias IR SPME SPME SPME SPME
Identificadas PA PDMS |CAR/PDMS |PDMS/DBZ
Area (%) |Area (%) | Area (%) Area (%)
42 Isovalerato de|[1489 |Tr - - -
2-fenil etila
43 Dodecanoato  [1579 |Tr - - -
de etila

44 Tetradecanal 1610 |Tr - - _

45 Acido palmitico [1938 |1.95 - - -

46 Acido oleico 2050 |Tr - - -

47 Salicilato  de 2380 |- - - Tr

metila

Observa-se no SPME-PDMS: 65% ésteres, 31% monoterpenos, 7% aldeidos
e 4% acidos, sendo compostos majoritarios o hexanoato de etila e o limoneno. No
SPME-PA: 52% ésteres, 30% acidos, 10% alcoois, 4% aldeido e 4% de lactonas,
sendo majoritario o acido hexandico e o hexanoato de etila. No SPME-CAR-PDMS:
68% de ésteres, 21% de monoterpenos e 11% acidos, sendo majoritario os
compostos acetato de isoamila, hexanoato de etila e acido hexandico. No SPME-
PDMS/DVB: 52% ésteres, 16% acidos, 16% alcoois, 8% monoterpenos, 4% aldeido
e 4% tiol sendo majoritario o hexanoato de etila, limoneno e os acidos hexandico e
octandico.

Analisando os resultados acima, conclui-se pela presenca majoritaria de
estéres na composi¢cdo quimica do murici. No entanto, dentre tantos ésteres
identificados, somente o butanoato de etila e o hexanoato de etila contribuiram para
o aroma global da fruta, seguido dos acidos butandico e hexandico e os alcoois 1-
octeno-3-ol e o alcool fenetilico, de acordo com a avaliagdo por CGO-EM. Observa-
se na amostragem com as fibras relativas ao PDMS e ao CAR-PDMS a auséncia de
alcoois na composi¢ao global enquanto aquelas com carater polar mais acentuado,
PDMS-DVB, e a totalmente polar, PA, a presenga dos mesmos de acordo com o

carater afim da fibra e das substancias.
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A observacado da presencga e/ou auséncia de determinadas substancias nas
diversas fibras existentes mostra a necessidade da andlise do extrato nas varias
fibras a fim de maximizar a investigacao de volateis em matrizes variadas.

A tabela 16 e figura 30 mostram a reuni&o dos dados globais das analises de
MEFS.

Tabela 16: Percentual das substancias identificadas por classe funcional do Muruci
nas diversas amostragens: MEFS-PDMS, CAR/PDMS, DVBZ/PDMS e PA; SDE e

Headspace.
Classes SPME |SPME |SPME SPME | SDE |HSPACE
Substancias PDMS |CAR/ |DVvBZ/ |PA

PDMS |PDMS

ACIDOS 4 11 16 30 16 36
ALCOOIS - - 16 10 16 24
ALDEIDOS 7 - 4 4 8 -
ESTERES 65 68 52 52 40 32
CETONAS - - - - 4 -
LACTONAS - - - 4 - -
TERPENOIDES 31 21 8 - 12
COMPOSTOS 4 4
SULFURADOS
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Figura 30: Grafico esquematico relacionando as classes funcionais encontradas nas

diversas amostragens para analise cromatografica do Muruci.

Pode-se concluir que, dentre todas as fibras utilizadas na amostragem por
MEFS, aquela que responde mais ao perfil quimico das substancias encontradas no
SDE, cujo extrato apresentou perfil sensorial mais caracteristico da fruta “in natura”,
foi a fibra recoberta com PDMS-DVBZ. Esta informagao disponibiliza uma analise
rapida do perfil quimico de uma eventual esséncia de muruci gerada por SDE,
podendo ser usada em casos de controle de qualidade de esséncias fornecidas por
diferentes fornecedores (ou “flavor house”).

A menor composi¢cao de ésteres no perfil global e a maior composi¢cédo dos
acidos encontrado no “headspace” comparativamente ao extrato de SDE ratifica as
informacgdes do painel sensorial indicando um atributo mais rangoso e menos frutal
para a amostragem por ” headspace”.

Com os volateis das frutas Jaca (Artocarpus heterophyllus) e Muruci
(Byrsonima crassifélia) identificados e, dentre estes, os volateis responsaveis por
seus aromas caracterizados , partiu-se para a obtencdo de informagdes mais
completas a respeito de eventuais precursores de volateis nestas frutas,o que sera

discutido a seguir.
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4.2. GLICOSIDEOS

Em Buttery at al..(1971), a observacdo de que a concentracdo de
monoterpenos aumentava quando polpa de tomate era aquecida sugeriu a
existéncia de precursores destas substancias, de tal forma que ao sofrerem
tratamento térmico liberariam os compostos monoterpénicos volateis™®. Em 1974,
estudos de hidrélise acida e enzimatica em polpas de uvas moscatel foram feitos o
que atestou a presenca de precursores de aroma. Desde entdo o numero de
publicacbes vem aumentando nesta area e o que se observa é que a maioria dos
precursores de volateis observados séo de derivados glicosilados.

Mais recentemente, glicosideos tem sido vistos como importantes
contribuintes de aroma, a serem explorados, por exemplo, em produtos que venham
a sofrer fermentacdes ou processos térmicos no instante de uso, o que faz com que
os glicosideos se hidrolizem liberando o aroma desejado.

A abordagem principal na analise de precursores glicosilados em frutas tem
sido a caracterizagédo das agliconas livres apos hidrolise quimica ou enzimatica, sem
uma investigacédo dos glicosideos de origem. Nestes trabalhos, a abordagem mais
empregada foi a aplicagdo da cromatografia gasosa de alta resolugdo acoplada a
espectrometria de massas aos extratos de frutas processados em XAD-2 e
derivatizados com agente silanizante, fazendo uso de padrées de glicosideos
sintetizados no laboratdrio e do emprego de janelas cromatograficas'™".

A fim de investigar a presencga de glicosideos precursores de aroma em jaca e
murici, em principio foi utilizada a metodologia de trabalho mais aplicada a frutas,
introduzida por Gunata e colaboradores, empregando extragdo de glicosideos por
adsor¢cdao em XAD-2, seguida de hidrélise (acida ou enzimatica) dos precursores
extraidos. Na metodologia utilizada, o extrato aquoso das frutas citadas foi
centrifugado, filtrado e submetido a uma coluna de XAD-2 a vazao de 3,0 mL/min
sendo em seguida , @ mesma vazéo, eluida com agua destilada, para extragcado dos
acgucares e acidos, diclorometano, para extracao dos volateis livres, acetato de etila
e por fim metanol para extragédo dos glicosideos.

Cabe ressaltar a importancia da centrifugacgao e filtragao do extrato aquoso a
fim de evitar ao maximo a presenga de particulas em suspensdo e reduzir os
entupimentos constantes na coluna de fracionamento. Foram preparadas solucdes
individuais de arabinose, xilose, raminose, glicose, frutose, galactose e sacarose,

escolhidos em fungdo da presenga em maior ou menor quantidade em frutas e
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silanizados com BSTFA/ Piridina (N, O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida/ piridina
anidra). Foram ainda sintetizados alguns glicosideos, escolhidos com base nos mais
observados em frutas, tais como as misturas diastereoisoméricas dos anémeros o e
B, de: n-butil- O- D- glicopiranosideo, etil- hexil- O- D-glicopiranosideo, n- octil- O- D-
glicopiranosideo, n- decil- O- D- glicopiranosideo obtidos através da glicosilacdo de
Fischer, que é uma reacdo de acoplamento entre a glicose e os alcoois lineares
correspondentes, cujo procedimento fornece como produto a mistura dos anémeros
o e B, com o anémero o majoritario. Pela simplicidade desta metodologia optou-se
por sintetizar a maioria dos glicosideos por este método, ja que se buscava mapear
os tempos de retencdo e a fragmentacdo dos glicosideos derivatizados para a
investigac&o dos extratos de frutas.

Pelo fato do anbmero majoritariamente encontrado em polpas de frutas ser o
B, optamos por sintetizar ‘tambémo n- hexil-O-D-glicopiranosideo pela metodologia
de Koéenigs-Knorr, que forneceria somente o anémero 3 e seria assim usado como
sonda para o estudo em questéo.

A seguir serao apresentados alguns cromatogramas e fragmentogramas dos

glicosideos sintetizados.
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Figura 31: Fragmentograma relativo aos anémeros o e B do n-butil-(D)-
glicopiranosideo trimetilsilanizado (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item

3.8.1 de materiais e métodos)
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Figura 32: Espectro de massas do n-butil- O- §-(D)-glicopiranosideo trimetilsilanizado
De acordo com o espectro de massas, evidencia-se a presenca de n-butil-D-
glicopiranosideo, em fungcdo da presenga do ion caracteristico m/z 509 (15),

conforme discutido por De Jongh (1969), no seu classico trabalho sobre

espectrometria de massas de carboidratos trimetilsilanizados.

M~ (m/z 524) ——» m/z 509 + "CHs (m/z 15)

TmC HEXGD.D

T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.C

Figura 33: Fragmentograma relativo ao n-hexil B-(D)-glicopiranosideo
trimetilsilanizado (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de

materiais e métodos)

100



Scan 2971 @6.017 min): PDHGD.D
204

147

a3
200000 ] 10 122
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ =271 [ P30 361 =47
FRSTRI ASAPRIND R 1 L3 = a0s _aci : 537
s0 100 150 200 250 300 350 4ac0 aso s00

i
P

’IT)‘I
b
T

o

A ==

Figura 34.Espectro de massas do n-hexil-p-(D)-glicopiranosideo trimetilsilanizado.

O derivado n-hexil glicosideo foi evidenciado pela presenga do fragmento m/z
537 [M * =15, (1)], relativo a perda da metila a partir do pico do ion molecular m/z
552.

mcC BHAasbAD
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200000

100000+
o

L L B B e LI B B e e e e B B B AU e e e
39.00 40.00 41.00 4200 43.00 4400 4500 46,00 47.00 48.00 49.00

Figura 35: Fragmentograma relativo aos anémeros -a e f- etil-hexil-(D)-
glicopiranosideo trimetilsilanizado (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item

3.8.1 de materiais e métodos)
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Figura 36: Espectro de massas do p-etil-hexil-(D)-glicopiranosideo trimetilsilanizado.
O derivado etilhexil glicosideo foi evidenciado pela presenga do fragmento

m/z 565 [M * — 15, (1)], relativo a perda da metila a partir do pico do ion molecular
m/z 580.

Figura 37: Fragmentograma relativo aos anémeros -o e B do n-octil-(D)-
glicopiranosideo trimetilsilanizado (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item

3.8.1 de materiais e métodos)
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Figura 38: Espectro de massas do - n-octil-(D)-O-glicopiranosideo
trimetilsilanizado.

Figura 39: Fragmentograma relativo aos anémeros -a e B do n- decil-(D)-O-

glicopiranosideo trimetilsilanizado (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item

8 de materiais e métodos)
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Figura 40: Espectro de massas do p-n-decil-(D)-glicopiranosideo trimetilsilanizado
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A Tabela 17 mostra os principais fragmentos e suas abundéancias para os
glicosideos sintetizados e os agucares livres investigados neste trabalho na forma de
trimetilsilil éteres por CGAR-EM.

Tabela 17: Fragmentos de massas relativos aos agucares livres e aos

glicosideos sintetizados.

ACUCARES LIVRES

Tr Acucar Principais fragmentos idnicos (m/z
(intensidade relativa)) presentes nos acucares

livres

18.84 |Arabinose 423(1), 393(1), 367(1), 333 (2), 305(4), 291(2),
259(2), 217(100), 204(62), 191(56), 147(32),
133(6), 117(3), 101(4), 73(100), 45(6)

28.60 |Glicose 525(1), 435(1), 393(2), 345(2), 305(4), 291(3),
231(4), 217(20), 204(100), 191(48), 147(28),
117(7), 103(6), 73(60), 45(4)

)

27.40 |Galactose 435(1), 392(2), 361(2), 305(7), 265(4), 243(5),

4), 103(6), 73(70), 45(5)

25.42 | Frutose 435(1), 365(5), 306(1), 273(2), 247(3), 217(100),
204(13), 191(2), 189(2), 147(12), 129(7), 117(4),
103(6), 73(50), 45(5)

(
7(
(
17(38), 204(100), 191(65), 147(32), 129(12),
17(
(1
(

ACUCARES LIVRES

Tr Acucar Principais fragmentos idnicos (m/z
(intensidade relativa)) presentes nos agucares

livres

19.07 |Raminose 437(1), 347(1), 305(3), 273(2), 231(1), 217(12),
204(100), 191(32), 147(24), 130(7), 117(4), 103(2),
73(71), 45(5)

2158 | Xilose 423(1), 393(1), 367(1), 333(2), 305(5), 291(3),
259(4), 217(51), 204(100), 191(46), 147(33),
33(9), 117(5), 101(6), 73(89), 45(8)

(4
(
56.40 | Sacarose 565(5), 525 (5), 437(20), 361(100), 319(10),
217(50), 204(5), 191 (10), 147 (30), 73 (70)
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PADROES DE GLICOSIDEOS

Tr Glicosideos Principais fragmentos idnicos (m/z
(intensidade relativa)) presentes nos
glicosideos

35.81 |n-Butil- O- B-(D)-|{509(1), 435(1), 361(2), 305(2), 231(3), 217(18),
glicopiranosideo [ 204(100), 175(22), 147(16), 133(9), 117(5), 103(6),

73(44), 57(4)

42.54 |n-Hexil- O- B-(D)-|537(2), 447(1), 405(1), 361(2), 305(2), 231(3),

glicopiranosideo |217(17), 204(100), 191(3), 147(16), 129(6), 117(5),
103(6), 73(32), 43(9)

45.24 |Etil-hexil |- O- B-|565(3), 361(2), 305(2), 231(10), 217(12), 204(100),
(D)-glico- 191(3), 147(12), 129(4), 117(3), 103(4), 81 (2),
piranosideo 73(36), 43(6)

48.65 |n-Octil- O- B-(D)-|475(1), 433(1), 361(5), 305(5), 281(12), 231(16),
glicopiranosideo  |217(28), 206(95), 204(100), 191(16), 147(24),

129(10), 117(10), 103(16), 96(10), 73(64), 55(16),
44(40)

53.30 [n-Decil - O- B-(D)-|503(1), 461(1), 361(5), 305(2), 259(15), 231(3),

glicopiranosideo  |217(15), 204(100), 147(12), 117(10), 103(4),

73(33), 43(6)

sendo a principal diferenca a intensidade de alguns ions; no caso de hexopiranoses,
0 ion m/z 204 apresenta maior intensidade quando comparados as pentafuranoses,

onde a maior intensidade relativa da-se para m/z 217. No caso dos dissacarideos a

Observam-se fragmentacbes muito semelhantes entre os agucares livres,

maior intensidade relativa deve-se ao m/z 361.

com os tempos de retencdo de uma série homodloga dos hidrocarbonetos, foi

possivel a obtencdo dos indices de retencdo dos agucares livres assim como dos

glicosideos preparados.

Em fungdo do conhecimento dos tempos de retencédo, e diante da associacio
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Tabela 18: Tempos de retencdo e indices de retengdo dos acgucares livres e

glicosideos sintetizados.

O-glicosideos elou acucares livres | Tr IR
trimetilsilanizados

Arabinose persilanizada 18.83 1716
Raminose persilanizada 19.10 1833
Xilose persilanizada 21.58 1910
Frutose persilanizada 25.70 1960
Galactose persilanizada 27.41 2000
Glicose persilanizada 29.31 2050
n-Butil- O- B-(D)-glicopiranosideo persilanizado 35.81 2225
n-Hexil- O- B-(D)-glicopiranosideo persilanizado 42.54 2450
Fenil O- B-(D)-glicopiranosideo persilanizado** 45.00 2578
Etil-hexil- O- B-(D)-glicopiranosideo persilanizado 46.00 2690
n-Octil- O- B-(D)-glicopiranosideo persilanizado 48.65 2758
n-Decil- O- B-(D)-glicopiranosideo persilanizado 53.30 3025
Sacarose persilanizado 55.00 3300

**-padrao comercial

De acordo com De Jongh (1969), carboidratos persilanizados apresentam

ions caracteristicos na espectrometria de massas, o que facilita sua identificacao
embora muitas vezes o pico do ion molecular (M'+) nem sempre aparega nos

espectros. Estes ions seriam: m/z 435, tipico de perda de um radical ‘CH3 a partir do
pico do ion molecular seguido da perda TMSIOH e de m/z 437, indicando a perda de
um radical -CH,OTMS:i (vide Figura 41)
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Figura 41: Fragmentos caracteristicos da glicose trimetilsilanizada

Substancias que apresentam os fragmentos ibnicos de m/z 117, m/z 204 e
m/z 217 retém os carbonos 2, 3, 4, 5 e 6 das hexoses pertrimetilsilanizadas.

Com o conhecimento dos tempos de retencdo dos agucares livres assim
como dos (glicosideos sintetizados foi possivel identificar que, seguindo a
metodologia sugerida por Gunata, para obtencado dos possiveis glicosideos, obteve-
se uma fracdo metandlica (e ndo glicosidica, como € muitas vezes citada na
literatura) com predominancia de acgucares livres, monossacarideos, conforme
demonstrado na figura 42. No caso particular da jaca os agucares glicose, frutose e
sacarose foram identificados como majoritarios, e sua distribuicdo também pode ser

vista na figura 42.
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Figura 42: Fragmentograma da fracdo metandlica do extrato de jaca apds
cromatografia em XAD-2 (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de

materiais e métodos).

A constatacdo de que, nesta fragcdo metandlica, a presenca dos agucares
livres ainda era majoritaria, mesmo apos inumeras tentativas de adequagédo da
metodologia proposta por Gunata e cols., dificultou em demasia a identificagdo dos
glicosideos, presentes em quantidades minoritarias, pelo comprometimento da
resolugao cromatografica de toda regiao.

A metodologia que melhor reduziu o teor de acucares livres no extrato
glicosidico foi a eluigdo da coluna de XAD-2 inicialmente com agua, depois
diclorometano, acetato de etila e um gradiente de H,O/MeOH (80/20, 60/40, 40/60,
20/80, 100% MeOH).

Objetivando uma melhor visualizagdo da investigagdo de glicosideos nas

duas frutas estudadas, Jaca e Murici, as mesmas serao particularizadas:

4.2.1 JACA (Artocarpus heterophyllus)

Analisando olfativamente as fragdes obtidas do isolamento em XAD-2
observou-se que:
Fracdo em diclorometano — Presenga de aroma — frutal, doce e “queijo”
Fracdo em acetato de etila — Auséncia de cheiro.

Fragcdo em metanol - Auséncia de cheiro
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Dentre as fragbes em ACOEt, e MeOH/H,O (20/80, 40/60, 60/40, 80/20,
100/0) somente as fragoes em ACOEt,, MeOH/H,O (80/20) e MeOH/H,O (100/0)
foram investigadas, visto nestas existir evidéncias de precursores glicosilados pela
observagdo dos fragmentos iénicos m/z 117, m/z 204 e m/z 217 em tempos de
retencao diferentes dos apresentados para os monossacarideos.

No espectro de Infravermelho da fragdo metandlica (anexo1) observou-se
bandas caracteristicas das deformagdes axiais dos grupamentos OH (v 3437cm™),
C=C (v 1638cm™) e C-O (v 1616cm™), sugestivas da presenca de carboidratos'?.

Além das janelas cromatograficas sugeridas pelo emprego dos padroes,
utilizou-se ainda a técnica de monitoramento por ions seletivo (SIM- CG-EM) nas
diversas fragdes obtidas buscando, em principio, os fragmentos presentes em
constituintes minoritarios caracteristicos de carboidratos trimetilsilanizados, fora da

janela preconizada. Na figura 43 é possivel vizualisar estes constituintes (em verde).
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Figura 43: Fragmentograma no modo extragdo por ions seletivo (em verde) da
fracdo em acetato de etila do extrato de jaca apds cromatografia em XAD-2 (DB-1 -
30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de materiais e métodos). Em preto,

o fragmentograma em scan obtido por IE (70 ev).
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Alguns dos componentes desta fragdo apresentaram ions consistentes com a
fragmentacao de agliconas alifaticas (m/z 45. 59, 73 e m/z 43, 57, 71) , nos tempos
de retencao 25.32, 28.30 e 32.16 min, assim como de agliconas aromaticas (m/z 77,

91, 105), nos tempos de retengcédo 48.13 e 51.39 min, conforme demonstrado na
tabela 19.
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Tabela 19: Fragmentos relativos a fracdo em acetato de etila do extrato de jaca apos

XAD-2.
FRACAO EM ACETATO DE ETILA — JACA

Tr Area Relativa (%) | Principais fragmentos idnicos (m/z
(intensidade relativa)) presentes na fracdo em
ACOET dajaca

25.32 3.8.1 465(32), 437(16), 393(1), 363(8.7), 347(8.7),
305(3.2), 273(51), 257(5.4), 217(62), 204(9,8), 147
(45.6), 103(5.4), 73(100), 59 (2), 45 (6),

28.30 16.6 466(1), 435(1), 393(1), 361(3.2), 332 (5), 305(8),
292(2), 244(8,5), 217(79), 204(70), 191(24),
147(34), 103(15), 73(100), 59 (3), 45(6.5)

32.16 16.50 435(2), 405(1), 345(1), 319(2), 305(3), 271(1),
231(2), 197(22), 191(50),147(25), 129(5.4),
103(5.4), 73(62), 59(2), 45(5,0)

37.53 46.21 433(0,1), 391(1), 361(4), 305(2), 271(1), 231(3),
217(19), 197(22), 189(22),147(33), 129(5.4),
103(3.2), 73(38), 57(2), 43(7.9)

48.13 2.54 445(3), 391(5), 355(4.3), 317(95), 231(4.3),
217(8.7), 204(32), 191(3), 147(32), 129(21),
91(16), 73(100), 45(8.7)

51.39 1.10 279(2), 223(15), 217(22), 191(4), 167(7), 149(25),
129(6.4), 105(34), 91(2), 73(60), 57(5), 44(8.7)

52.58 tr 281(8), 217(28), 204(92), 191(8), 147(32), 129(19),
103(8.5), 55(8.2), 44(43)

64.12 tr 429(6), 355(16), 281(33), 253(15), 217(31), 207

(95), 204(32), 197(19), 147(33), 133(8.7), 96 (9.2),
44(45)
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A fracdo em acetato de etila foi entdo hidrolisada em meio acido a fim de
liberar a parte n&do osidica (aglicona) dos possiveis glicosideos. Cabe ressaltar que a
fracdo em ACOEt ndo apresentava aroma e o resultado da hidrélise desta fragao
apresentou aroma frutal. O resultado da hidrdlise por CGAR-EM encontra-se na
tabela 20.

Tabela 20: Volateis liberados apos a hidrélise acida da fragdo em acetato de etila do
extrato de jaca apds XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1

de materiais e métodos)

Picos SUBSTANCIA IR
Furfural 815
trans-2-hexenal 832
benzaldeido 947
1-octeno-3-ol 968

alcool benzilico 1033

p-cimeno 1010

alcool fenetilico 1102

nonadienal 1125

O| 0| N| O O | W N| =~

3-fenil-propanol 1225

A presenca dos ions m/z 91 e m/z 105 na fracao trimetilsilanizada de acetato
de etila (figura 44), assim como a presenca dos alcoois benzilico e fenetilico no
hidrolisado desta fragdo, evidenciam a presenga dos glicosideos: benzil-O-
glicopiranosideo (Tr 48.18) e 2-feniletil-O-glicopiranosideo (Tr 51.43). A comparagéo
destes tempos de retencdo com os padrdes sintetizados sugerem novamente a
presenca destes glicosideos na fragcdo em acetato de etila visto a semelhanga dos

pesos moleculares das substancias.
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Figura 44: Esquema indicativo dos fragmentos i6nicos m/z 91 e m/z 105

evidenciados na fragdo em acetato de etila da Jaca

Novamente, apds a derivatizagdo com BSTFA/piridina e injecdo da fracao
metanol/agua (80/20) no CG-EM, varios compostos apresentaram em seus
espectros de massa ions caracteristicos de carboidratos trimetilsililados.(m/z 204,

217 e 361), assim como a presenca de hexoses trimetilsilanizadas (m/z 435).
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Figura 45: Fragmentograma no modo extragao por ion seletivo da fragdo em
metanol/agua (80/20) do extrato de jaca apds cromatografia em XAD-2. (DB-1 - 30 m

x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de materiais € métodos)

Observou-se ainda, mesmo apods varias lavagens, a presenca dos agucares
frutose, glicose e sacarose nesta fragao.Estes ions foram detetados novamente na
regiao de tempo de retencdo 54 a 57 min, sugerindo a presenca de outros
carboidratos além dos monossacarideos e sacarose padrdes. Estes ions estdo

apresentados na tabela 21.
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Tabela 21: Fragmentos relativos a fraggo em MeOH/H,O do extrato de jaca apds
XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de materiais e

métodos)
FRACAO EM MEOH/H,0 (80/20) DA JACA — FJCOH20D

Tr Arearelativa (%) |Principais fragmentos idbnicos (m/z
(intensidade relativa)) presentes na fracao
MeOH/H20 (80/20) da Jaca - FICOH20D

24.48 0.77 45 (5), 59(2), 73(70), 89(5), 103(10), 117(10),
147(20), 204(10), 217(100), 437(5),

24.76 7.7 45(10), 59(2), 73(20), 89(5), 103(20), 117(20),
147(20), 204(10), 217(100), 437(5)

25.44 7.5 45(5), 59(2), 73(100), 89(5), 103(2), 117(5),
147(30), 204(100), 217(40), 257(20), 437(10)

27.74 6.70 43(5), 55(10), 73(100), 85(5), 117(5), 132(5),
145(10), 204(100), 217(40)

28.35 33.89 45(5), 73(70), 103(10), 129(15), 147(20), 191(40),
204(100), 217(30), 231(10), 405(5), 435(5)

28.54 9.20 45(5), 55(5), 71(5), 133(20), 117(5), 204(100),
217(20), 305(10), 435(5)

51.56 2.90 45(5), 55(2), 73(30), 91(7), 103(15), 105(8),
117(5), 204(5), 217(100), 361(10), 509(5)

54.70 1.60 43(5), 55(2), 73(60), 103(10), 147(20), 169(20),
204(60), 217(100), 341(5), 437(5)

54.99 6.40 43(5), 73(20), 117(2), 129(5), 133(5), 147(10),
204(2), 217(100), 509(10), 535(5)

55.14 6.70 44(2), 73(70), 91(5), 103(20), 147(20), 204(10),
217(100), 361(20), 437(10)

55.35 4.40 44(2), 57(2), 73(70), 91(5), 105(5), 117(10),
129(10), 147(20), 204(90), 217(100), 231(10),
509(10), 583(5)

55.70 12.30 45(5), 59(2), 73(30), 103(10), 204(5), 217(100),

361(5), 437(5), 481(3), 561(5)
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Esta fracao foi hidrolisada em meio acido, gerando um extrato com presencga
de aroma e apresentando o seguinte perfil (tabela 22) de substancias pela analise
de CGAR-EM:

Tabela 22: Volateis liberados apds hidrolise acida da fragdo em MeOH/H,O (80/20)
do extrato de jaca apés XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item

3.8.1 de materiais e métodos)

Picos SUBSTANCIA IR

1 3-metil-1-butanol 670
2 furfural 815
3 2-etil-hexanol 790
4 acido benzoico 1160
5 acido 2-etil-hexanoico 1048
6 alcool fenetilico 1086

A presenca dos fragmentos m/z 91 e m/z 105 no tempo de retencéo de 51.56
min juntamente com o aparecimento do alcool fenetilico no hidrolisado sugere

novamente a presencga do 2-feniletil-O-glicopiranosideo.

Finalmente, a fracdo metandlica da jaca foi analisada, revelando o
fragmentograma apresentado na figura 46.

lon 204.00 (203.70 to 204.70): FCJOOHO3.D
Abundance lon 217.00 (216.70 to 217.70): FCJAOHO3.D
lon 361.00 (360.70 to 361.70): FCJAOHO3.D
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Figura 46: Fragmentograma no modo extrag&o por ions seletivo relativo a fragdo em

metanol do extrato de jaca apds cromatografia em XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x

0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e métodos).
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Algumas substancias apresentaram ions consistentes com a fragmentagao de
agliconas alifaticas (m/z 55, 71, 85, 99). Os outros carboidratos apresentaram ions
caracteristicos de acgucares livres, cujos tempos de retencgéo indicaram a presenca

majoritaria de frutose, glicose e sacarose, de acordo com padrdes.

Tabela 23: Fragmentos relativos a fragdo em MeOH do extrato de jaca apds XAD-2.

(DB-1-30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais € métodos)

FRACAO EM METANOL DA JACA

Tr Area relativa (%) |Principais fragmentos idnicos (m/z
(intensidade relativa)) presentes na fracdo em
metanol da Jaca - FCJCOH

25.29 19.66 45(2), 59(3), 73(100), 89(5), 103(10), 117(5),
147(40), 204(35), 217(100), 437(40), 537(10)

28.26 6.70 45(2), 59(5), 73(100), 89(5), 103(15), 117(10),
191(50), 204(100), 217(40), 306(30), 435(5)

32.13 8.20 45(3), 59(2), 73(70), 89(3), 103(2), 147(30),
191(50), 204(100), 217(30), 435(10)

32.96 39.44 43(3), 55(5), 71(10), 85(10), 117(3), 132(2),
204(100), 217(20)

37.51 tr 43(2), 55(5), 73(50), 117(10), 204(100), 217(20),
305(5)

39.68 tr 43(2), 55(5), 71(3), 103(2), 117(8), 204(100),
217(10), 354(5)

40.82 Tr 43, 55, 71, 103, 117, 132, 204, 217, 341, 356

42.24 tr 43(3), 73(100),93(20), 117(10), 129(5), 133(5),
147(30), 204(100), 217(20)

55.13 31.00 45(4), 59(3), 73(100), 103(20), 204(2), 217(50),
361(100), 437(10), 481(10)

Uma aliquota da fragdo em MEOH foi hidrolisada em meio acido gerando os

resultados listados na tabela 24.
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Tabela 24: Volateis liberados apds hidrdlise acida da fragdo em MeOH do extrato de
Jaca apés XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de

materiais e métodos)

Tr SUBSTANCIA IR
14.48 2-etil-hexanol 790
19.31 acido 2-etil-hexandico 1048

A busca de um método mais brando de clivagem dos glicosideos, a hidrélise
enzimatica, foi protocolada no planejamento experimental, porém, em fungdo da
degradacgao da enzima B-glucosidase, a mesma néo foi efetuada.

Embora tenham sido observados fragmentos consistentes com a presenca de
O-alquil glicosideos, nao foi possivel definir seus esqueletos mesmo com o auxilio
da janela cromatografica gerada com o uso dos padrées sintetizados.

A presencga de ésteres e aldeidos nas fragdes hidrolisadas em meio acido ndo
se justifica por ligagbes O-glicosidicas no carbono anomérico. Provavelmente, estas
substancias podem estar sendo geradas durante a hidrdlise acida, com aquecimento
(p.ex. furfural a partir de glicose) ou estar sendo liberadas a partir de acetais,
originalmente formados entre os diodis e aldeidos comumente encontrados em frutas,
biossintetizados a partir de acidos graxos. Estas substancias ja foram descritas em

outros trabalhos do género'®.
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4.2.2. MURICI

Somente as fragcbes em acetato de etila e metanol foram investigadas no

muruci em fungdo da pouca evidéncia de precursores glicosilados.
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Figura 47: Fragmentograma relativo a fracdo em acetato de etila do extrato de
muruci apos cromatografia em XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme

item 3.8.1 de materiais e métodos)

Apos derivatizagao da fracdo em acetato de etila com BSTFA/piridina e
injecdo da mesma no CG-MS, a presenga dos ions m/z 204 , m/z 217 e m/z 435
confirmaram a existéncia de carbohidratos trimetilsililados. Foram observados os
derivados persilanizados de glicose, frutose e sacarose, além de outros possiveis
carboidratos, conforme sugerido na tabela 25, o que levou a sua hidrélise acida na

tentativa de investigacado das agliconas ligadas a unidades sacaridicas.
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Tabela 25: Fragmentos relativos a fragdo em acetato de etila do extrato de muruci
ap6s XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de materiais e

métodos)

FRACAO EM ACETATO DE ETILA DO MURUCI

Tr Area Principais fragmentos ibnicos (m/z)

relativa | presentes na fragdo em acetato de etila
(%) do muruci
24 .47 1.74 45(10), 73(70), 103(5), 133(8), 147(30),
191(8), 217(100),232(10), 435(2), 450(10)
33.8.17 | 3.90 55(2), 73(60), 129(20), 147(30), 191(40),
204(100), 217(20), 405(2), 435(5)
53.93 36.75 | 55(10), 73(40), 129(10), 147(20), 191(8),
204(100), 217(20), 490(2), 535(2), 577(3)
58.76 0.89 43(5), 73(40), 99(10), 129(10), 147(20),
204(100), 217(20), 375(10), 417(2), 467(2),
539(2)

60.00 0.90 43(5), 73(40), 117(5), 147(20), 189(10),
204(100), 243(2), 355(5), 449(2), 503 (2),
532(3), 567(2)

61.63 1.16 43(10), 73(40), 129(20), 147(20), 191(5),
204(100), 217(20), 273(5), 305(5), 319(5),
363(8), 495(5), 582(2)

A hidrodlise acida da fragcdo do murici em acetato de etila gerou os volateis

apresentados na tabela 26. Cabe ressaltar a preseng¢a de aroma no hidrolisado.
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Tabela 26: Volateis liberados apds hidrolise acida da fragdo em acetato de etila do
extrato de muruci apés XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item

3.8.1 de materiais e métodos).

Tr Substancias IR
Identificadas

18.69 furfural 797
15.26 2-hexanol 855
20.93 5-metil-furfural 928
26.58 alcool benzilico 1000
27.18 alcool fenetilico 1086
23.47 a-terpineol 1170
18.38 octanoato de etila 1175
33.05 acido decanoico 1356

Varias destas substancias foram encontradas na extracdo por SDE da polpa
do muruci. Os alcoois e acidos carboxilicos observados, apds a hidrolise acida,
sugerem a presenca dos possiveis precursores glicosilados destas substancias. Um
outro aspecto importante a ser considerado é o aprisionamento de volateis nas
estruturas dos carboidratos, majoritarios nestas fracdes. A literatura™"'® descreve
este fendmeno para proteinas e derivados fendlicos de origem natural, com base
num mecanismo de adsorgao, que se daria pela presenca de grupos capazes de se
ligar por ligacdes hidrogénio. Com base nesta hipétese, ndo se pode descartar a
possibilidade de artefatos estarem sendo gerados no meio reacional como resultado
do meio acido aplicado aos ésteres adsorvidos.

A seguir é possivel observar o fragmentograma relativo a fragdo em metanol

do muruci, analisado apos derivatizagdo por CGAR-EM.
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Figura 48: Fragmentograma relativo a fragdo em metanol do muruci apos
cromatografia em XAD-2. (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de

materiais e métodos)

Evidéncias da contribuicdo majoritaria de monossacarideos foram claramente
observadas nesta fragao. Outros componentes com unidades sacaridicas nao foram

observados.

4.2.3. Metodologia alternativa proposta para a clivagem de glicosideos

Em funcdo dos incovenientes da hidrolise acida abordados, tentou-se
investigar um novo método de clivagem para glicosideos, baseado na reatividade do
carbono anomérico frente a reagdes de substituicdo nucleofilica. A presenca de
centros polares, caracterizados pelos grupamentos OH dos agucares e de grupos
relativamente apolares, as O-agliconas dos glicosideos, tornam o carbono
anomeérico susceptivel a nucledfilos diversos variando os solventes polares. Deste
modo, o glicosideo padrao n-hexil-B-D-O-glicosideo foi submetido a condi¢gbes de
clivagem de tal modo que, apds um determinado tempo de reacdo, seria observada
a presenca nao mais do glicosideo, mas sim da glicose ligada a um novo radical (no
carbono anomeérico) e do n-hexanol (aglicona anteriormente ligada e responsavel
pelo aroma).

Inicialmente preparou-se o O-B-D-n-hexil glicosideo pela metodologia de

Kdéenigs-Knorr, a qual é caracterizada pela halogenagdo do carbono anomérico,
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mais comumente bromo e cloro, enquanto todas as outras hidroxilas do agucar séo
O-protegidas. A configuragdo do carbono anomérico do produto halogenado é o
(posicao axial), devido a maior estabilidade ocasionada pelo efeito anomérico. Na
etapa subsequente ocorreu a substituigdo do halogénio pela aglicona desejada (n-
hexanol), promovida, preferencialmente, por sais de prata. O procedimento utilizado

foi baseado nas referéncias de Banthorpe'®, Conchie'*® e Dale™*

, cuja modificagao
em relacdo ao processo original foi a substituicdo do 6xido de prata por trifluor-
acetato de prata. Outras modificagbes como a substituicdo de MgSO,4 por peneira
molecular e de NaHCO3; por EtsN também foram feitas nestas sinteses a partir da
metodologia de Kdenigs-Knorr visando um melhor rendimento, pois em geral os
rendimentos descritos na literatura para a sintese de B-glicosideos sao muito baixos.

O glicosideo padrao (n-hexil-O-B-D- glicosideo) foi obtido de acordo com a

metodologia abaixo descrita e sobre a qual serao feitas algumas consideragoes.

1 — Obtengéo do penta-acetato de glicose (1)
OH OAc
Ac,O
o HCIO, S OAG
(1)

A a-D-Glicose peracetilada foi obtida com 80% de rendimento, cujo agente
derivatizante foi o anidrido acético em presengca de acido perclérico como
catalisador. A caracterizacdo de (1) deu-se por infravermelho em funcdo da
presenca das bandas intensas em 1248cm” e 1742cm™, caracteristicas de
deformagédo axial C-O e C=0 de éster e eliminagdo do sinal de OH acima de 3000
cm™ (espectro no Anexo 2), além da determinacdo de seu ponto de fusdo (PF =

110°C) e pela cromatografia gasosa —espectrometria de massas (CGAR-EM).
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Figura 49: Fragmentograma relativo a glicose penta-acetilada (1)

(DB-1-30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)

2 — Obtencgéao do a-Bromo-tetra-O-acetil-(D)-glicose (2)

OAc AcO Br
o Loz o B 0 oo
OAc OAc AcO OAc

(1) (2)

Nesta reacao, o produto foi obtido com 65% de rendimento e o anémero o-Br-

tetra-O-acetil (D)-Glicose (2) foi favorecido em fungdo do efeito anomérico. Como

observado no esquema abaixo, caso o Br se ligasse ao carbono anomérico em

posi¢ao equatorial (anbémero B), a tenséo orbitalar e eletrénica seria grande e por

isso desfavorecida. Com o bromo volumoso na posigdo axial (andbmero a), estas

tensdes sao minimizadas.
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Figura 50: Efeitos orbitalar e eletrénico atuando no Efeito anomeérico

O derivado bromado (2) foi caracterizado por seu ponto de fusao (73°C), CG-
EM com destaque para o fragmento m/z 43 (100)(COCHs;), perda tipica de

compostos acetilados, além dos fragmentos m/z 81 (tipico de M(79) + 2).

o BRAGD

Figura 51 : Fragmentograma relativo ao a-Bromo-tetra-O-acetil-(D)-glicose (2) (DB-1

-30 m x 0.25 mm x 0,25 um, conforme item 3.8.1 de materiais e métodos)
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3 — Sintese de n-hexil tetra-O-acetil-B-glicopiranosideo (3)

AcO Br QAc
nhexanol P
Acow ., AC@OA OR
AcO OAc CF:COAIELN OAc ¢
R = hexil

(2) (3)

Inicialmente utilizou-se nesta reacdo de acoplamento o protocolo determinado
por Kdonigs-Knorr, que utilizava éter etilico como solvente reacional. Na tentativa de
melhorar o rendimento, utilizou-se o préprio n-hexanol como solvente além da
utilizacdo ndo mais de NaHCO3; e sim de EtsN ao término da reagédo, tornando o
meio homogéneo. Esta adaptacéo elevou o rendimento de 20 para 35%. A formacgao
preferencial do [-D-glicopiranosideo € explicada através do mecanismo de
substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN3), onde a inversao de configuragéo
entre reagente e produto € observada. O 6leo obtido foi submetido a cromatografia
em coluna aberta, preenchida com silicagel e eluida com gradiente hexano/acetato
de etila. O dlicosideo acetilado (3) puro foi obtido com a mistura 17%

hexano/acetato de etila. O (3) produto foi caracterizado por IV e CG-EM. (Anexo 3)

4 —Obtencgao do n-hexil -O-B-(D)-glicopiranosideo (4)

OAc OH
w OR via resina
A 0 —
¢ OAc Amberlyst A 26 H o OR
OAc ouKCN oH OH

R= n-hexil

(3) (4)

O produto (4) foi obtido com 70% de rendimento e foi caracterizado por IV
com bandas caracteristicas de grupo O-H (3364 cm™) e C-O (1057 cm™), com
destaque para o aparecimento das bandas relativas ao O-H visto que no IV do
produto anterior (3) estava ausente. A analise do produto (4) por CG-EM revelou o
fragmento m/z 537, fruto da perda de metila no derivado persilanizado com BSTFA/

piridina, que apresenta peso molecular de 552 u. RMN "H apresentou um dubleto em
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4,37ppm (J=.8 Hz), caracteristico do acoplamento equatorial-axial de H-1 com H-2. e

no RMN "C o sinal em 102.9 ppm confirma a presenca do CH-anomérico.

TIC HEXGD.D
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Figura  52: Fragmentograma relativo ao  n-hexil-B-(D)-glicopiranosideo
trimetilsilanizado (DB-1 - 30 m x 0.25 mm x 0,25 um conforme item 3.8.1 de

materiais e métodos)

De posse do glicosideo padrdo caracterizado (4), foi utilizado iodeto de
potassio em presenga de DMSO/pentano para o inicio dos estudos por substituicao
nucleofilica. De acordo com os resultados obtidos nesta metodologia piloto, outros
experimentos seriam feitos variando tanto nucleéfilo quanto solvente. Entretanto,
apds diversos experimentos alterando-se as proporgdes estequiométricas entre
nucledfilo e glicosideo, tempo de reagédo (3h, 6h, 9h, até um maximo de 72 h) e
temperatura de reacdo (ambiente e refluxo 60°C), ndo se observou clivagem do
glicosideo e portanto, liberagdo da aglicona, e a metodologia proposta foi

descartada.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados discutidos anteriormente concluiu-se que:

e A técnica da “headspace” consistiu no método de extragdo mais apropriado
para obtencdo do aroma representativo de Jaca.

e Com o uso de técnicas de analise sensorial descritivas e comparativas foram
determinadas as seguintes notas de impacto do aroma da Jaca: frutal, doce e
“‘queijo”.

e De acordo com a técnica de diluicdo de aroma AEDA e da CG-O/EM as
substancias responsaveis pelo aroma da Jaca (aromas de impacto da fruta)
foram: butanoato de etila, 3-metil butanoato de etila, butanoato de butila e 3-
metil butanoato de butila.

e Foi possivel a elaboracao de uma esséncia de Jaca com as substancias
descritas acima, utilizando-se um procedimento alternativo de coleta de picos
cromatograficos em CGAR através do “sniffing port”. Esta metodologia
mostrou-se de grande importdncia para o desenvolvimento de novas
esséncias, a partir de um numero bastante reduzido de substancias quimicas,
0 que vai de encontro com a legislacao internacional vigente.

e Extracdo e Destilagdo Simultaneas (SDE-15min.) foi o método de extragao
mais conveniente para obteng¢ao do aroma representativo do muruci.

e As notas sensoriais caracteristicas do muruci, determinadas pelo emprego de
técnicas de analise sensorial comparativa e descritiva, foram: frutal, azedo e
floral.

e As substancias responsaveis pelo aroma de muruci, determinadas pela
técnica de AEDA em CG-O foram: butanoato de etila, hexanoato de etila, 1-
octeno-3-ol, acido butandico, acido hexandico e alcool fenetilico.

e Observou-se que algumas das substancias responsaveis pelo aroma destas
frutas ndo eram de composi¢cado majoritaria, de acordo com CGAR-EM..

e A presenga dos glicosideos 2-fenil-etil-O-glicopiranosideo e benzil-O-
glicopiranosideo na Jaca foi confirmada em fungcdo das evidéncias
apresentadas em seus fragmentogramas (m/z 91, m/z 105), pela presenca

dos alcoois benzilico e fenetilico no hidrolisado das fragcdes “glicosidicas” e
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pelo uso de janelas cromatograficas empregando padrbes de glicosideos
sintetizados pelas metodologias de Ficher e Koenigs-Knorr.

As diversas fragdes “glicosidicas” das frutas Jaca e Muruci ndo sao
potencialmente ricas nestes derivados, sendo o Muruci, comparativamente a
Jaca mais pobre nestes precursores glicosilados.

A investigacao dos glicosideos por CG/EM merece ser revista, por ser uma
técnica mais rapida e simples do que a usualmente utilizada. Lavagens
exaustivas e purificagdes sucessivas (por passagem em XAD-2 ou Sephadex
LH-20) da fracdo “glicosidica” podem gerar dados importantes para a
consolidagao do estudo de precursores glicosilados, possibilitando assim a

descoberta de novos aromas (agliconas).
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Atuar na formulacdo/aplicacdo das esséncias obtidas junto a empresa Vitta
Flavor, ja que a metodologia desenvolvida neste trabalho gerou dados que vao de
encontro com o que a legislagcao atual exige, ou seja, adicdo de um menor numero

de substancias possiveis para alcangar o atributo sensorial necessario.

A abordagem apresentada no trabalho foi desenvolvida junto aos alunos (IC)
da Escola Técnica Federal de Quimica em projeto intitulado Esséncia de Frutas —
Abordagem em Industria Alimenticia e Cosmética e foi avaliada junto ao
MEC/SEBRAE como concorrente do Prémio Técnico Empreendedor (2003), sendo
premiado na etapa regional (regido Sudeste) concorrendo com 250 projetos das
varias regides do Pais. Estd em discussao junto aos 6rgédos de fomento a

transferéncia desta tecnologia para pequenas empresas.

Investigar com técnicas mais modernas (CG-MS-MS) precursores glicosilados
de aroma, a fim de possibilitar uma maior aplicagcdo dos mesmos junto a produtos de

tempo de prateleira longo.
Investigar além de precursores glicosilados de aroma, métodos de

encapsulamento de volateis a fim de avaliar o que é mais viavel: o uso de

precursores de aroma ou dos mesmos encapsulados.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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