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DVB Divinilbenzeno

CW Carbowax

m/z Razao massa/carga
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RESUMO

O Brasil possui uma diversidade de frutos tropicais apresentando
aromas e sabores exoticos que chamam a atengdao dos consumidores
estrangeiros. Esta enorme variedade de frutos representa uma area
promissora para pesquisa em aroma, pois existem muitos frutos com
potencial comercial, mas que apresentam apenas importancia regional e
cujos compostos volateis ainda ndo foram caracterizados. A mangaba
(Hancornia speciosa Gomes, Apocynaceae) é um destes frutos tropicais que
apresentam sabor e aroma exotico. Neste trabalho determinamos, pela
primeira vez, a composi¢do quimica dos compostos volateis dos frutos de
Hancornia speciosa Gomes em trés estadios de maturagao (verde, “de vez” e
maduro) e na polpa industrializada, utilizando técnicas de extragao
tradicionais (hidrodestilacdo) e modernas (headspace dinamico e SPME). Os
resultados obtidos demonstraram que a composi¢ao quimica dos volateis dos
frutos de Hancornia speciosa varia a depender do estddio de maturacao do
fruto e da técnica de extracdao utilizada. No fruto verde, utilizando a
hidrodestilagao, os compostos majoritdrios foram os monoterpenos linalol,
oxido de cis-linalol e 6xido de trams-linalol, enquanto pelas técnicas de
hedspace dinamico e SPME, os volateis dos frutos verdes foram caracterizados
pela presenca de dlcoois como (3Z)-hexenol e 2-fenil etanol. Ja no fruto
maduro, hd o predominio de ésteres pelas 3 trés técnicas estudadas, sendo
acetato de 3-metil-1-butanila, acetato de 3-metil-3-buten-1-ila e acetato de 3-
metil-2-buten-1-ila os compostos majoritdrios. No fruto “de vez”, pela técnica
da hidrodestilagdo, os compostos majoritarios foram o furfural e os
monoterpenos linalol, a-terpineol e geraniol, mas a extragao pelas técnicas de
headspace dinamico e SPME os compostos predominantes foram os ésteres
acetato de 3-metil-1-butanila, acetato de 3-metil-3-buten-1-ila e acetato de 3-
metil-2-buten-1-ila. Nas andlises da polpa industrializada através de
hidrodestilacao, os principais componentes encontrados foram o furfural e os
ésteres acetato de 3-metil-1-butanila, acetato de 3-metil-3-buten-1-ila e
acetato de 3-metil-2-buten-1-ila, porém quando utilizamos as técnicas de
headspace dinamico e SPME, os volateis foram caracterizados principalmente
pela presenga dos ésteres. Além dos compostos volateis livres, apresentamos
os estudos preliminares sobre os compostos ligados glicosidicamente dos
frutos de mangaba.

Palavras chaves: Apocynaceae, Hancornia speciosa Gomes, compostos volateis.
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ABSTRACT

Brazil has a natural abundance of tropical fruits with distinctive
exotic flavors appealing to the foreign consumer. The enormous diversity
of fruits represents a promising area for research on aromas, because
many of them have a high market potential, and also many others, are so
far only regionally important. However, the flavors and aromas of most of
these fruits have not yet been characterized. Mangaba (Hancornia speciosa
Gomes, Apocynaceae) is a Brazilian tropical fruit with an exotic flavor and
aroma. In this work, for the first time, was analyzed the chemical
composition of the aroma of mangaba fruits at three stages of maturity
(immature fruit, intermediate stage, mature fruit), and industrialized pulp
by classic (hydrodistillation) and modern (dynamic headspace and SPME)
sampling methods. The volatile analyses showed differences of major
components according to stage of maturity and volatile extraction method.
Thus, volatile composition obtained by hydrodistillation of immature
fruits present monoterpenes, such as linalool, cis-linalool oxide and trans-
linalool oxide in a higher relative percentage, while alcohols [mainly (Z)-3-
hexenol, phenyl ethanol] predominated in the volatile compositions by
dynamic headspace and SPME. In the mature fruits, esters, such as 3-
methyl-1-butanyl acetate, 3-methyl-3-buten-1-yl acetate, and 3-methyl-2-
buten-1-yl acetate predominated by three sampling methods studied. The
major components of the fruits at the intermediate stage by
hydrodistillation sampling was furfural and monoterpenes, such as
linalool, o-terpineol, and geraniol, while esters, such as 3-methyl-1-
butanyl acetate, 3-methyl-3-buten-1-yl acetate, and 3-methyl-2-buten-1-yl
acetate predominated by dynamic headspace and SPME sampling. The
analyses from industrialized pulp by hydrodistillation showed furfural
and esters (3-methyl-1-butanyl acetate, 3-methyl-3-buten-1-y acetate I and
3-methyl-2-buten-1-yl acetate) as the major components, nonetheless, only
esters predominated by dynamic headspace and SPME sampling. Besides
free form, we also showed the preliminary investigations on the
glycosidically-bound aroma volatile compounds in the mangaba fruit.

Key words: Apocynaceae, Hancornia speciosa Gomes, volatile compounds.
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1. Introducao

1.1 Consideragoes Gerais

As diferentes condic¢des climaticas encontradas no extenso territorio
brasileiro levam a grande diversificagdo de culturas agricolas nele
observadas. Embora a fruticultura represente apenas 5% da area cultivada no
pais, o Brasil é considerado o terceiro maior produtor mundial de frutas —
atras da China e da India [1,2].

O comércio internacional de frutas é estimado em 21 bilhdes de
dolares por ano. Uma iniciativa que ampliou a participacao brasileira no
mercado internacional de frutas foi o programa Brazilian fruit — parceria do
Ibraf (Instituto brasileiro de frutas) e da agencia de Promogao de
Exportagdes. De 1998, quando o programa foi criado, para 2005, o Brasil
aumentou suas vendas de frutas frescas no mercado internacional de 260.000
toneladas para 827.000 toneladas, um crescimento de mais de 200% em
volume. Em valores, o salto no periodo foi de 120 milhdes para 440 milhdes
de dolares [2,3].

Além do aumento das exportagdes, cresceram as variedades de frutas
embarcadas para o exterior e os paises de destino das vendas. As principais
frutas comercializadas pelo Brasil no exterior em 2005 foram: manga, melao,
laranja, uva, mamao papaia, maca, limao tahiti e banana([3].

Neste cendrio, o nordeste brasileiro apresenta uma producao de
destaque, podendo ser considerado um grande centro de exceléncia para a
fruticultura. Dentre as regides produtoras, destacam-se o Pélo A¢u/Mossoro,
no Rio Grande do Norte que é a maior regiao produtora de melao do pais,
enquanto o polo de Petrolina/Juazeiro firmou-se como grande exportador de
manga, banana, coco, uva, goiaba e pinha[4]. Pode-se destacar também o
Vale do Sao Francisco, que em 2004 produziu 300.000 toneladas de manga

superando os resultados obtidos em 2003, quando a colheita ficou em 287.000
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toneladas. A Bahia, que em 2003 liderou a produ¢ao do mamao, com 784.000
toneladas de um total de 1,7 milhao, e em 2004 foi o segundo maior produtor
de citrus do Pais. A produgao baiana de laranja em 2004 foi de 783.300
toneladas, enquanto em 2003 havia chegado a 772.000 toneladas. Ja o limao
alcancou 43.000 toneladas [5].

O estado de Sergipe se destaca na produgao de sucos e polpa
industrializadas, sendo este um setor que vem recebendo, muitos incentivos
para a exportagao, tendo como exemplo a Topfruit, que é uma empresa de
concentrado de sucos de laranja, maracuja e abacaxi, que no ano de 2005
exportou 70% de sua produgao para Europa, Asia, Canada e Israel [6].

As frutas tropicais exdticas, tais como graviola, agai, seriguela, caja,
carambola, jaca entre outras, também merecem destaque, pois tem
despertado um crescente interesse para consumidores de todo mundo.
Frutas que sdo pouco conhecidas fora dos tropicos apresentam
frequentemente importancia regional, mas a demanda por sabores novos e
exoticos tem atraido a atencdo das industrias de aromas para caracterizagao
dos compostos volateis dessas frutas[7].

O Brasil, especialmente a regido Amazonica e o nordeste brasileiro,
apresentam uma diversidade natural de frutas com sabores distintos, muitas
das quais consideradas exoticas, apresentando diferentes aroma, que
necessitam da caracterizagdo dos seus constituintes volateis, representando

uma area promissora para pesquisa em aroma [7,8].

1.2 Olfato

O olfato é o mais antigo — e um dos mais intrigantes — sentidos
desenvolvidos pelo homem, pois somos capazes de detectar no ar, em menos
de um segundo, a presenca de substancias em concentracoes tao baixas que

nenhuma mdquina construida pelo homem detectaria[9].
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O olfato depende de receptores sensoriais que respondem a presenca
de certas moléculas na atmosfera, chamados de quimiorreceptores. Nos
humanos, estes quimiorreceptores estao localizados no epitélio olfativo — um
pedaco de tecido do tamanho de um selo postal, localizado na cavidade nasal

(Figura 1)[9].

Q nariz humang 56 parcebe o
cheiro de subs tancas volitels, ou
seja, que liberam uma certa
quantidade de moleculas.

mokcllas sdo apta

cllios nasais, que eviam os
sinaisas celulas nervoss do
olfatn localizadzs na parte de
cima do nariz

Nenpns=s
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com um banco de memoria e
identifimdos

2 Dali, os estim ulos seguem para o

Figura 1. Epitélio olfativo, local onde os receptores sensoriais sao
encontrados (Figura extraida da referéncia 10).

Este tecido € recoberto de cilios e uma camada de muco. As moléculas
dos compostos volateis sao dissolvidas no muco e, entao, interagem com os
receptores. Isto ativa uma enzima, a adenilil ciclase, que catalisa a conversao
de ATP ao AMP ciclico (cAMP). O cAMP ativa um canal nasal de Na’,
gerando um potencial de despolarizagao ao longo da membrana. Este
impulso é transmitido pelos nervos olfativos até o cérebro, que, computando

outros estimulos sensoriais, interpreta o impulso como um odor — muitas
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vezes acionando areas da memdria que relacionam um odor particular com
algo ja experimentado antes[9].

Uma substancia odorante precisa ter certas propriedades para ser
capaz de provocar alteracoes sensoriais: deve apresentar alguma
solubilidade em 4gua, pressao de vapor consideravel, lipofilicidade, e massa
molar nao muita elevada até 300 daltons [9].

Muitas teorias tentam explicar como os seres vivos percebem os
odores. A primeira delas foi a de Aristdteles no século 4 a.C. que propds que
as substancias odoriferas emitem uma radiacao que é detectada pelo receptor
olfativo. Miles & Beck, em 1947, deram suporte a esta teoria afirmando que
as abelhas deveriam detectar o cheiro do mel através de um recipiente
transparente ao espectro do infravermelho distante, mas como seus
resultados nunca foram repetidos, hoje nao se dd importancia a essa teoria.
Outras teorias fora de uso sao a teoria da atividade termodinamica postulada
por Gavaudam (1948), a teoria cromatografica de Mozell (1970) e a teoria de
penetracao de membrana de Davis (1971), que propde que a solubilidade
e/ou volatilidade do odorante determinam o transporte da molécula da fonte
ao receptor, mas nao estdao necessariamente envolvidas na geracdo de
impulsos nervosos. As teorias de reconhecimento e vibracdo sdo aquelas
levadas mais a sério, ambas propde que uma molécula odorante entre em
contato com um receptor apropriado ocasionando a geragao de um impulso
nervoso na célula do receptor. Nas teorias de reconhecimento, o contato se da
pelo reconhecimento molecular de um substrato (o odorante) por uma
proteina (o receptor), enquanto nas teorias de vibragao, o receptor de alguma
maneira sente uma vibra¢ao molecular especifica ou um grupo de vibragoes
do substrato[11].

Durante muito tempo, o olfato permaneceu como o mais enigmatico

dos nossos sentidos. Os principios bdsicos para o reconhecimento e a
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rememoragao dos aproximadamente 10 mil diferentes odores nao eram
entendidos, mas em 2004 Richard Axel e Linda B. Buck receberam o premio
Nobel de medicina por suas descobertas relativas a “receptores de odor e a
organizacdo do sistema olfativo”. Eles realizaram uma série de estudos
pioneiros e descobriram uma grande familia de genes, composta por cerca de
mil genes diferentes (3% dos nossos genes), que dao origem a um namero
equivalente de tipos de receptores olfativos. Esses receptores estao
localizados nas células receptoras olfativas, que ocupam uma pequena drea
na parte superior do epitélio nasal e detectam as moléculas de odor
inalados.[12]

Segundo Axel e Buck, cada célula receptora olfativa possui um tipo de
receptor de odor, e cada receptor pode detectar um numero limitado de
substancias odoriferas. Nossas células receptoras olfativas sao, portanto,
altamente especializadas para poucos odores. Cada célula envia sinais ao
longo de pequenos prolongamentos do tecido nervoso diretamente para a
area no cérebro que controla o sentido do olfato, o bulbo olfativo. No entanto
cada tipo de célula se conecta com uma area diferente dentro do tecido ede 1a
a informacgao € transmitida a outras partes do cérebro, onde informacdes de
varios receptores olfativos é combinada, formando um padrao que é

reconhecido como um odor distinto[12].

1.3 Compostos Volateis

Os aromas tem sido parte da vida do homem ha varios séculos. Os
egipcios utilizaram material aromatico no processo de mumificagao dos
corpos, na cosmética e na medicina. Também os chineses, indianos, hebreus,
arabes, gregos e romanos, ou seja, todos os povos civilizados e primitivos, no
decorrer da historia, fizeram uso das esséncias de plantas aromaticas na

medicina, culindria e em cerimonias religiosas[13].
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Os aromas sao misturas complexas, os quais exercem fortes sensagoes
de odor ainda que presentes em baixas concentragdes, sendo, portanto os
compostos volateis os responsaveis pelo aroma percebido em uma matriz
[7,14].

As moléculas existentes em aromas apresentam diferentes fungoes
quimicas como cetonas, ésteres, acidos, aldeidos, pirazinas, lactonas, alcoois
entre outras [7]. Na tabela 1 estdo apresentados algumas moléculas de
compostos volateis com seus respectivos aromas caracteristico.

A percepgao do aroma depende do impacto individual de cada um
desses compostos, mas geralmente ¢ o resultado do balango global entre eles.
Nenhum constituinte individual € totalmente responsavel pelo aroma
caracteristico de uma determinada matriz, mas em alguns produtos existem
um ou mais componentes que, sozinhos, lembram a qualidade caracteristica
de seu aroma, e sao chamados de compostos caradter-impacto. Os demais
compostos necessdarios para se obter o sabor pleno sdao chamados de

compostos contribuintes[7].

Tabela 1. Classe dos compostos de aroma

Classe Composto Estruturas Aroma
caracteristico
Alcoois 3-octanol W Cogumelo
OH
Aldeidos hexanal @) Fruta nao
‘ ‘ amadurecida
NN H
Cetonas 2-heptanona @) Queijo blue
H cheese
/\/\/\
Acidos (S)-(+)-acido-2- H Fruta, doce
carboxilicos | metilbutandico HO\>\/
O
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Esteres acetato de etila @) Eter, conhaque

N O/\
Lactonas y-decalactona \/\/\/Q Creme de nozes,

g péssego
0 O
Pirazinas 2-acetilpirazina N Pipoca
/[ j

o7 N
Compostos | 2- \ Café
sulfurados | furfurilmetanotiol / SH

Os compostos volateis podem ser utilizados em diferentes contextos, e

dentre suas diversas aplica¢Oes, pode-se destacar o seu uso na industria

alimenticia, como por exemplo na caracterizagao, reconstituicao e formulagao

de aroma com maior fidelidade ao aroma natural de um alimento[7,11].
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2. Métodos de Extracao de Volateis

Na andlise dos compostos volateis, a preparacao da amostra é
considerada a etapa inicial e crucial para obtencdo de informacgdes
representativas do odor caracteristico de uma matriz, pois qualquer
modificacdo causada na composicdo dos volateis da amostra nesta etapa
inicial ndo mais poderd ser corrigida, por mais sofisticados que sejam os
instrumentos utilizados nas etapas subseqiientes. No entanto, representar
qualitativamente o aroma original de uma determinada matriz é muito
complicado, uma vez que os compostos volateis apresentam diferentes
propriedades quimicas e estdo presentes em quantidades extremamente
diminutas, alguns compostos sdo instaveis, podendo ser oxidados pelo ar,
enquanto outros podem ser termoldbeis, ou seja, qualquer aumento da
temperatura durante o preparo da amostra podera acarretar em reagoes
quimicas, tais como rearranjos, hidrolise, ciclizagdes, entre outras, as quais
podem modificar a composigao original da amostra[7, 15-18].

O desenvolvimento e aplicagio de wuma metodologia para
determinagao da composicao quimica dos compostos volateis é uma tarefa
desafiadora[8,19], pois a técnica aplicada para isolamento deve ser capaz de
isolar os compostos volateis enquanto limita a formacao de artefatos[7].
Dentre as técnicas tradicionais, a hidrodestilacao e a destilagdo por arraste a
vapor sao extensivamente aplicados para andlise de compostos volateis de
aromas[8]. Dentre as técnicas recentes para andlise de voldteis podem-se

destacar a microextragao em fase sdlida e o headspace dinamico.

2.1 Métodos Tradicionais

Diferentes técnicas vem sendo empregada para extracao de compostos
volateis de aromas, como por exemplo: extragdo com solvente, destilacao a

10
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vapor e sistema de extracao-destilacao simultanea (SDE), que sao conhecidas
como técnicas tradicionais para extracao de compostos volateis e ainda sao
extensivamente utilizadas na industria de aromas para caracterizagao dos
constituintes volateis devido a simplicidade na operacdo. No entanto, essas
técnicas apresentam uma desvantagem em comum, que € a destruicao
potencial dos componentes de aroma e ou produgao de artefatos [15,16,19].
Abaixo sdao descritas algumas das técnicas tradicionais para extracao de

compostos volateis.

2.1.1 Destilacao a vapor

A destilagdo a vapor e a hidrodestilagio sdo procedimentos
tradicionais para o isolamento de compostos volateis de amostras odoriferas,
de alimentos e de determinadas partes de vegetais. Por ser um procedimento
simples e direto, eles sdo ainda aplicados para isolamento dos compostos

volateis[8,11].

O processo de destilagao é usualmente realizada de duas maneiras

diferentes:

- Numa delas, hidrodestilagdo, a matriz a ser extraida é
misturada ou suspendida com a agua em um recipiente
acoplado a um condensador. Depois permite-se o aquecimento
até a temperatura de ebuli¢do da dgua de forma que os
compostos volateis possam ser arrastados pelo vapor, o qual é
condensado e recolhido. Posteriormente separa-se a fase
organica da fase aquosa com auxilio de um solvente organico

[8,11].
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amosira
+

agua

Figura 2. Sistema de
hidrodestilacao (Clevenger),
em escala laboratorial.

- No outro procedimento, um fluxo de vapor é passado através
do recipiente que contem o material a ser extraido, arrastando
os compostos volateis que apds condensacao sao separados da

agua por decantacao[11].

material

vegetal e
= condensador

frasco coletor

agua ! (Agua + oleo)

. | —
aquecimento_

Figura 3. Destilacao por arraste a vapor, em
escala laboratorial.
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A destilacao a vapor pode ser feita a pressao atmosférica ou reduzida,
mas sempre envolve calor e, portanto perdas ou modificagdes podem ocorrer
na composicdo dos volateis. Além disso, o condensado consiste
principalmente de 4dgua, a etapa subseqiiente do processo é a aplicagdo de
extragao com algum solvente organico imiscivel em agua de baixo ponto de
ebulicao, para concentrar os compostos voldteis, e assim as impurezas

presentes no solvente podem contaminar o isolado gerando artefato[7].

Na literatura podem ser encontrados varios trabalhos que utilizam a
destilagdo a vapor para a extragao de compostos volateis de plantas, como
exemplo pode-se citar o trabalho desenvolvido por Ansari e colaboradores
[20], que determinaram a composi¢ao quimica dos compostos volateis de
Manga “Qalmi” (Mangifera indica L.) através da hidrodestilacdo e analisaram
por CG-EM. Segundo estes autores, os frutos de manga foram caracterizados
por uma alta concentragao de a-pineno (34,5%), sabineno (13,9%), B-pineno

(12,6%) e limoneno (9,1%).

Um outro trabalho publicado por Msaada e colaboradores[21], que
determinaram a composi¢ao dos compostos volateis dos frutos do coentro
nos 3 estddios de maturagao também pela técnica da hidrodestilacao e
analisaram por CC-FID e CG-EM. Os resultados mostraram que, no fruto
verde o composto majoritario foi o acetato de geranila (46,3%), enquanto no
fruto intermedidrio e maduro, o composto majoritario foi o linalol (76,3% e
88,5%, respectivamente). Neste trabalhos os autores concluiram que a
composicao quimica dos compostos volateis dos frutos de coentro nos
diferentes estddios de maturacao mudam significativamente, sugerindo que

essas diferencas sao devido as modificacdes na metabolismo secundario.
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2.1.2 Extracao com solvente

A extragao com solvente organico é um método importante e muito
utilizado para o isolamento dos compostos volateis, foi um dos primeiros
métodos utilizados para recuperar compostos de aroma, principalmente em
alimentos, sendo usada ainda pelas industrias de perfumaria e de cosmético

[11].

No entanto, os baixos niveis de compostos recuperados aliado ao nivel
de componentes co-extraidos da matriz restringem o uso da extracdo direta.
Outro problema da técnica, sao a formacao de emulsdes, principalmente se
compostos nao volateis estiverem presentes na amostra. Esta técnica utiliza
tanto solventes puros quanto misturas, sendo o diclorometano, éter etilico,
éter de petrdleo, pentano e o hexano os solventes mais utilizados,
principalmente por apresentarem um baixo ponto de ebuli¢do, permitindo
que os componentes mais sensiveis nao sejam destruidos por aquecimento,
além da seletividade, permitindo que as substancias odoriferas sejam

removidas primeiro[11,18].

Apesar da sua simplicidade, a tendéncia moderna é substituir a
extragao liquido-liquido por outras técnicas, devido a alta pureza dos
solventes que sao requeridos para analise de trago, a necessidade de reducao
no ambiente de solventes organicos e ao risco a saude associado a sua
manipulagdo além de ndao ser aplicada para andlise de compostos volateis em

amostras vivas|[8].

Dentre os trabalhos encontrados na literatura pode-se citar a extragao
liquido-liquido para determinar monoterpenos em vinhos, desenvolvido por
Lopez e Gomez[22], os quais avaliaram a capacidade de extracao de sete
solventes: diclorometano, éter-dietilico, freon 11, éter-pentano (1:1), éter-

hexano (1:1), pentano e hexano. Os monoterpenos estudados foram: a-
14
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terpineol, citronelol, nerol e geraniol, pois sao usualmente encontrados em
amostras de uvas e vinhos. A extragao foi realizada com um sistema modelo
com os cinco monoterpenos dissolvidos em uma mistura de 12% (v/v) de
éter-agua. Os solventes que apresentaram os melhores resultados foram o

diclorometano e o éter-pentano (1:1, v/v).

2.1.3 Extracao e destilacao simultanea

Essa técnica de extragao € realizada com aparelhagem de Likens &
Nickerson (Figura 4). Nesse sistema, o isolamento e a concentracdo dos
volateis sao feitas simultaneamente. A amostra e o solvente sao colocados,
cada um deles, em um balao inserido nas duas extremidades do sistema. Os
vapores gerados da amostra e do solvente puro entram em contato intimo
acima do condensador, e apds a condensa¢ao, escoam para o sifao

posicionado no sistema logo abaixo do condensador[7].

!I _ﬂ
| ‘—Condensador
Eorbulhador de dgua - O ‘

j Saida de 4gua

Wﬁﬂliw
LW

é Enh:ﬁf_- _J 9 u‘{ﬁ‘*\
=) de dzma . _l 2

Amostratigna—

Solvente orginico

Figura 4. Sistema de destilagio e
extracdo simultanea, wutilizado para
extracao de volateis em amostra vegetal
em escala laboratorial.
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O solvente é imiscivel com a dgua e cada um deles fluxa novamente
para os respectivos baldes, gerando um processo de extracao continuo. O
sistema visa minimizar a degrada¢ao dos compostos volateis de interesse e a
formacao de artefato através de precaugdes simples, tais como a reducao do

tempo de analise e uso de pouca quantidade de solvente organico[7].

Na literatura, podem ser encontrados trabalhos que utilizam a
extracao e destilacao simultanea (SDE) para isolamento de volateis de frutos,
podendo-se citar o trabalho desenvolvido por Maia e colaboradores[23], que
estudaram os volateis de duas variedades de jaca (Artocarpus heterophyllus
Lam.): “jaca dura” e a “jaca mole”. Os resultados mostraram que os volateis
da “jaca dura” os compostos predominantes foram ésteres tais como
isovalerato de isopentila (28,4%) e o isovalerato de butanila (25,6%) e os
volateis da “jaca mole” foram representados principalmente por isovalerato
de isopentila (18,3%), acetato de butanila (16,5%), isovalerato de etila (14,4%)

e o isovalerato de isopentila (12,9%).

2.2 Métodos Modernos

As técnicas de amostragem de volateis mais recentes utilizam pouco
ou nenhum solvente organico e, como qualquer método de amostragem,
dependem da particdo entre os analitos da matriz e uma fase extratora que
pode ser um gas, um liquido ou um adsorvente[11].

No esquema da Figura 5, pode-se observar algumas das técnicas

recentes mais utilizadas[11]:
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métodos de amostragem
dos volateis

extracio extraciao com
com liquido adsorvente

extracio em
fase gasosa
EFsC

i

SPME

espaco livre
estatico

dinamico

amostragem
direta

i

Figura 5. Esquema das técnicas recentes de
amostragem de volateis.

2.2.1 Headspace Estatico e Headspace Dinamico
Técnicas de amostragem no headspace podem ser divididas em[18]:
- Headspace estatico
- Headspace dinamico

Em cada caso, o principio fundamental é o mesmo: analise da fase
gasosa em equilibrio com a fase liquida ou so6lida da amostra. Os métodos
que utilizam a amostragem no headspace visam minimizar a formacao de
artefatos e/ou a destruicdo da fracao volatil, representando mais fielmente
aroma de uma determinada matriz. Além da alta reprodutibilidade, a técnica

mantém a integridade quimica das moléculas|7,8,18].
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2.2.1.1 Headspace estatico

O caminho mais simples para avaliar a composi¢ao quimica de um
aroma € a andlise direta do headspace. No entanto, devido os compostos
volateis estarem presentes em concentragdes muito baixas, muitas vezes
torna-se invidvel a aplicacao desta técnica. Todavia, quando instrumentos
com limite de detec¢ao adequado sao utilizados e, dependendo da
concentracao do analito, o headspace estatico pode ser utilizado devido a sua

simplicidade[8].

Na andlise estatica do headspace, amostra é fechada em um recipiente,
onde o equilibrio é atingido entre o headspace e fase extratora a uma
temperatura predeterminada(Figura 6). Os volateis presentes no headspace
sao retirados através de uma seringa ou um instrumento similar e injetado

diretamente no cromatografo gasoso[24].

Headspace

Arosha
Amnalitas .|

Figura 6. Sistema utilizado
para extragao de volateis por
Headspace estatico.

Além de facil e rapido, este método é provavelmente o mais simples,
permanecendo até hoje, com a técnica de preparacdo de amostra livre de

solvente mais utilizada, principalmente em analises de campo. A principal
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desvantagem ¢€ a dilui¢do da amostra acarretando na baixa sensibilidade da

analise[11].

2.2.1.2 Headspace dinamico

Na analise do headspace dinamico, a amostra € confinada em um
recipiente fechado e um gas (geralmente ar purificado) é passado através da
amostra. Os volateis liberados pela amostra sao carregados pelo gas e uma
armadilha coleta e concentra os compostos volateis (Figura 7). O
procedimento dinamico, impede o estabelecimento de um estado de
equilibrio, causando uma maior dispersao dos volateis emitidos pela amostra
para o headspace, que sao constantemente removidos resultando na melhora
da sensibilidade. A dessor¢ao dos analitos da armadilha solida para o
cromatdgrafo gasoso pode se realizada tanto pela eluicdo com solvente
(dessor¢ao com solvente) ou rapido aquecimento no injetor do cromatdgrafo

(dessorc¢ao térmica)[7,18,24].

"headspace” floral

adsorvente

direcio do fluxo de ar

bomba de vacuo

O =

Figura 7. Sistema de extragao de volateis por headspace dinamico[11].
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Os detalhes do procedimento encontram-se nos tipos de armadilhas
utilizadas, podendo ser criogénica ou com adsorventes. Armadilhas
criogénicas utilizam recipientes refrigerados para a captura dos compostos
volateis, podendo coletar dgua junto com os compostos, o que torna as
armadilhas com adsorventes mais convenientes. Adsorventes, como carvao
ativo e varios polimeros porosos, Chromsorbs 101, 102 e 105, Porapak Q e
Tenax GC, podem ser usados para coletar compostos volateis do headspace .
Os mais utilizados sao o Porapak Q e Tenax, porque adsorvem os compostos
volateis a0 mesmo tempo que nao adsorvem oxigénio, nitrogénio e
principalmente vapor de &gua, que pode saturar a camara de injegao,
modificar os tempos de retencao, diminuir a vida util da coluna e interferir

nos espectros de massas [11,25].

A concentragao dos compostos volateis em polimeros porosos tem
sido largamente empregada na investigacdo de aromas em alimentos e
bebidas. A fase vapor imediatamente acima da amostra aproxima-se
significativamente do aroma percebido na matriz, desde que as condi¢oes de
adsorcao/dessor¢ao sejam cuidadosamente padronizadas. Além disso, os
compostos volateis sdao submetidos simultaneamente ao isolamento e

enriquecimento em uma tnica operagao[7].

As principais vantagens desta abordagem encontram-se no fato dos
extratos obtidos serem mais limpos, ou seja, conterem um nimero menor de
compostos que naqueles obtidos por extragao com solvente ou pelos métodos
de destilacao; na facilidade em dessorver os volateis capturados em
polimeros adsorventes porosos diretamente na porta da injecao do
cromatdgrafo a gas (dessorcao térmica), além de acondicionar a amostra em
recipientes de varios tamanhos de acordo com a necessidade. A técnica

preenche ainda alguns requisitos convenientes tais como requerer minima
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manipulacdo da amostra, envolver isolamento e enriquecimento a
temperatura ambiente, permitir otimiza¢ao das condi¢des de andlise, evitar
destrui¢do da amostra, apresentar baixo custo e configuracdo simples. A
principal desvantagem desta técnica é a contaminagao por compostos de

uma analise anterior[7,11].

Na literatura, pode ser encontrado um grande nimero de informagoes
sobre o uso do headspace dinamico para caracteriza¢cao quimica de compostos
volateis, podendo-se citar os trabalhos desenvolvidos por Franco e
colaboradores[26], que isolaram os volateis de trés cultivares de manga
(Haden, tommy-Atkins e Keitt) oriundos do estado de Sao Paulo,
envolvendo a sucgao em polimero poroso Porapak Q. Apos andlise por CG-
FID e CG-EM, os autores perceberam que existem diferencas entre os volateis
nos cultivares de manga, sendo os monoterpenos os compostos dominantes
com uma contribuigao de pelo menos 95% de cada amostra, em todos os 3
cultivares. O car-3-eno foi o componente majoritarios dos cultivares Haden e
Keitt, enquanto a Tommy-Atkins mostrou predominancia de car-3-eno e a-
pineno.

Soares e colaboradores[27], também utilizaram o headspace dinamico
para avaliar o efeito do estddio de maturacdo na composi¢ao quimica dos
volateis da goiaba branca (Psidium guajava) utilizando o Porapak Q. No fruto
verde, foi verificado que o maior componente foi o (2E)-hexenal(16,8%) e o
(83Z)-hexenal (7,96%). Enquanto o estadio intermedidrio a proporgao relativa
do (2E)-hexenal e (3Z)-hexenal decresceram, além da presenca de ésteres em
baixa proporgao. Ja no estddio maduro a proporgao relativa dos ésteres
aumentaram, sendo o0s majoritarios o: acetato de cis-3-hexenila (21,8% ) e
acetato de trans-3-hexenila (17,8%).

Em um outro trabalho com frutos tropicais, Regina e

colaboradores[28], estudaram os compostos volateis de umbu-caja (Spondias
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citherea), camu-camu (Myrciaria dubia), araga-boi (Eugenia stipitata) e cupuagu
(Theobroma grandiflorum) através da técnica do headspace dinamico utilizando
Porapak Q. No umbu-caja e no camu-camu identificaram 21 compostos no
araga-boi identificaram 30 compostos. Os volateis destas 3 frutas foram
caracterizados por uma quantidade muito alta de compostos terpénicos. No
umbu-cajd os compostos majoritarios foram: cis-f-ocimeno (36%) e f-
cariofileno (27%), seguidos do trans-ocimeno (7,4%), limoneno (7,1%) e a-
cariofileno (4,5%). No camu-camu, os terpenos alcangaram uma proporgao
relativa de 98% e o a-pineno foi o mais predominante (66%) seguido do d-
limoneno (24%) e o P-cariofileno(4,6%). Os volateis do araga-boi foi
caracterizada por uma composicao complexa de sesquiterpenos, sendo o
germacreno D o maior componente desta fruta (38%). J& cupuassu os ésteres
foi a classe de composto predominante e os majoritarios foram: butanoato de
etila (42,2%) e hexanoato de etila (21,2%).

Um outro exemplo do uso do Porapak Q no isolamento de volateis de
frutas por headspace dinamico, foi realizado por Oliveira e colaboradores[29]
utilizando a pitanga eles conseguiram detectar 54 compostos dos quais 29
foram identificados, observaram a predominadncia de monoterpenos, tais
como: trans-f-ocimeno (36,2%), cis-ocimeno (13,4%), B-ocimeno (15,4%) e

pineno (10,3%).

2.2.2 Microextracdo em fase sélida

Esta é uma nova técnica, introduzida em 1990 por Arthur Pawliszyn
[30], chamada de microextracao em fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction), tem como principais vantagens sua simplicidade de
manuseio, ser uma técnica livre de solvente, possuir um alto poder de
concentragao (adequando-se com as sensibilidades dos detectores de CG), ser

aplicavel a muitos tipos de analitos. A técnica utiliza uma fibra de silica
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fundida (1 — 2 cm) recoberta com um filme fino de um polimero (por
exemplo polimetilsiloxano — PDMS, poliacrilato — PA ou carbowax — Cwx) ou
de um solido adsorvente (por exemplo carvao ativo microparticulado —

carboxen) [7,19,31].

As espessuras dos recobrimentos das fibras comerciais variam de 7um
a 100pm e seus volumes de 0,03uL a 0,7uL . As fibras sdo frageis, razao pela
qual o dispositivo mostrado na Figura 8 foi projetado para que ela possa ser
retraida para dentro do tubo hipodérmico durante operagdes que possam
danifica-las (Figura 8A), tais como a de transporte e as de perfurar o septo do

frasco de amostra e o do injetor do cromatdgrafo[31].

tubo de fixacdo
da fibra {interno
a0 hipodarmico

(agulha)
de 0,56 mm

fibra
retraida

00
AL

pm

Figura 8. Dispositivo da fibra de SPME: (A)
posicdo da fibra retraida na agulha (tubo
hipodérmico de diametro externo 0,56mm), (B)
posicdo com a fibra exposta. No detalhe sao
mostradas as dimensodes tipicas da se¢do com
recobrimento de 100pm de espessura.
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As fibras disponiveis comercialmente para CG estdao relacionadas na
Tabela 2. As sugestdes de aplicacoes desta tabela sao necessariamente
genéricas, pois as fibras relacionadas foram desenvolvidas para uso geral. As

fibras para problemas especificos ainda ndo sao comercializadas[31].

Tabela 2. Tipos de fibras de SPME disponiveis comercialmente[31].

Tipo Composi¢do Quimica Ld/um* AT (°C) Aplicacao sugerida
Nao-polares  Polidimetilsiloxano (PDMS) 100, 200-270°C Basicamente para compostos apolares.
30, E possivel usar com polares
7 220-320°C
Polares Poliacrilato (PA) 85 220-310°C Mediamente a altamente polares, como
fendis, pesticidas organofosforados.
Carbowax/divinilbenzeno 65 200-260°C Cetonas, alcoois. Volateis de média a
(CW-DVB) alta polaridade
Bipolares PDMS-DVB 65 200-270°C Volateis de ndo volateis de baixa a alta
polaridade.
Carboxen-PDMS 75 - Volateis

*Espessura do recobrimento da fibra de SPME

Numa extracao por SPME as moléculas do analito tem de se deslocar
da matriz e penetrar no recobrimento e, para isto, resisténcias a
transferéncias de massa devem ser vencidas, até que se estabeleca um
equilibrio de parti¢ao do analito, entre a fibra e o meio que a envolve[31].

A extragao ocorre mergulhando-se a secao recoberta na amostra
(modo direto), ou no seu headspace. No modo extragao direta, a fibra é
inserida diretamente na amostra e os analitos sao transportados da amostra
para a fase extratora. Para acelerar o processo, emprega-se agitacdo mecanica
a fim de transportar os analitos do meio da solugao para a vizinhanga da
fibra[32].

No modo headspace, os analitos tém de ser transportados através da
barreira de ar antes de atingirem o recobrimento da fibra. Essa modificagao
serve, principalmente, para proteger a fibra de possiveis danos provocados

por interferentes de elevada massa molecular ou baixa volatilidade presentes
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na amostra, como materiais hiimicos (amostras ambientais) e proteinas (

amostras biologicas)[32].

Apo0s o processo de extracdo, a fibra é retirada da amostra e inserida
no injetor do cromatdgrafo gasoso, onde os analitos sao termicamente
dessorvidos sob fluxo de gas de arraste e carregados para a coluna
cromatografica. As fibras extraem pequenas quantidades de analito, o que
facilita sua dessor¢ao e subseqiiente separacao cromatografica. Na Figura 9

esta ilustrado o procedimento utilizado na extragao por SPME[31].

e retirar ":'“" retirar
perfurar

sapto cmmat-::-zmm

axiralr "
E dessoredo

LA

injetor do cromztdgrafo

[_"{IR-E.I!;'_-':.D ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 9. Uso do amostrador de SPME para o
processo de extragao e dessor¢ao do material
extraido para analise por GC.

Os dados obtidos com SPME, demonstram que os resultados
dependem muito das condi¢Oes experimentais e da amostra, o que € refletido

na sensibilidade e reprodutibilidade do método analitico[7].
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A microextragao em fase solida tem sido considerada um método
potencialmente til para caracterizagao de compostos volateis em alimentos e
principalmente, como método de rotina para verificar mudangas no aroma
durante o seu processamento[7]. Pode-se citar, dentre varios, os trabalhos
desenvolvidos por Oliveira e colaboradores[33], que utilizaram a técnica do
SPME no modo headspace para isolar os volateis do licor de cupuassu. Os
parametros utilizados para definicio do perfil de extragao foram: fibra
100um PDMS, 75um CAR-PDMS e 65um PDMS-DVB, massa da amostra: 0,7,
1,0, 1,2g, temperatura de extragao: 25, 35 e 45°C e tempo de equilibrio: 3, 5 e
10 minutos, temperatura de extragao: 10, 20, 30, 45 e 60°C. O perfil definido
foi: fibra 75pm CAR-PDMS, massa da amostra: 1,0g, temperatura de
extragao: 45°C, tempo de equilibrio: 5 minutos e o tempo de extracao: 60
minutos. Os principais compostos identificado foram 3-metil butanal, linalol

e varias alquilpirazinas.

Ja Antunes e colaboradores[34], estudaram os compostos volateis da
seriguela (Spondias purpiirea L.) pela técnica do SPME. Para avaliacao dos
constituintes volateis da seriguela foram testados varios tipos de fibra:
50/30pm DVB-CAR-PDMS, 65um CW-DVB, 75um CAR-PDMS e 100um
PDMS. A temperatura de extragao foi mantida a 25°C e o tempo de equilibrio
foi de 1 hora. Dentre as fibras estudadas a que obteve-se os melhores
resultados foi a 50/30um DVB/CAR/PDMS. Foram identificados 27
compostos, sendo os compostos majoritarios hexanal (10,6%), acetato de etila

(8,4%), 3-hexen-1-ol (6,8%), 2-hexen-1-0l (5,0%) e trans hexenal (5,0%).

Também utilizando SPME no modo headspace, Guillot e
colaboradores[35], caracterizaram os compostos voldteis de varios cultivares
de damasco (Iranien, Orangered, Goldrich, Hargrand, Rouge du Roussillon e

A4025) e analisaram por CG-EM e CG-O. Varios estudos sobre os volateis de
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damasco mostraram que existem diferencas na variabilidade e na natureza e
concentracao dos compostos volateis a depender do cultivar. Na realizacao
deste trabalho mantiveram constante a temperatura de extracao: 40°C, tempo
de equilibrio 40 minutos e tempo de extragao 20 minutos e variaram o tipo de
fibra: 100um PDMS, 65um PDMS/DVB, 75um CAR/PDMS. Os melhores
resultados foram obtidos com a fibra 75um CAR/PDMS. Nos seis cultivares
estudados foram identificados mais de 200 compostos e 23 destes compostos
estavam presentes, em proporcoes diferentes, em todos os cultivares
estudados e os mais abundantes foram para o cultivar: Goldrich, (2E)-
hexenal (40,1%), Hargrand, acetato de hexenila (45,7%), Orangered, limoneno
(20,2%), Iranien, limoneno (21,5%), Rouge du Roussillon, p-cimeno (30,5%) e
A4025, limoneno (22,8%). Os resultados por CG-O identificaram dez
compostos como 0s responsaveis pelo aroma de damasco e podem ser
utilizados para discriminar a variedade do damasco, e sao eles: acetato de
etila, acetato de hexenila, limoneno, B-ciclocitral, y-decalactona, 6-metil-5-

hepten-2-ona, linalol, B-ionona, mentona e (2E)-hexenal.

2.2.3 Extragao em fase solida

A extracao em fase solida, (SPE, do inglés solid phase extraction) é uma
técnica de separacao liquido-solido baseada nos mecanismos de separagao de
cromatografia liquida de baixa pressdo, também conhecida como
cromatografia liquida classica. Do ponto de vista pratico, a SPE, em sua
forma mais simples e conhecida, comporta-se como uma cromatografia
liquida empregando-se uma pequena coluna aberta, usualmente
denominada cartucho de extragao, a qual contem a fase solida (denominada

fase estaciondria em cromatografia) (Figura 10)[32].
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Figura 10. Cartucho para extragao
por SPE.

As etapas do procedimento de extragao envolvem o condicionamento
do cartucho (ou microcoluna), adsorcao dos volateis, a lavagem e a
eluicaol7].

A solugdo contendo o analito de interesse é colocada no topo do
cartucho e aspirada com pequeno vacuo, ou pressionada levemente com uma
seringa ou gas de forma a penetrar no cartucho. Depois de drenada toda a
fase liquida, o analito retido no cartucho é eluido com um pequeno volume
de solvente, de forma a coletar o analito em concentracdo ja apropriada para

analise (Figura 11)[32].
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Figura 11. Procedimento para extracao por SPE.
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A fase sdlida pode ser representada por varios tipos de materiais
contidos em uma microcoluna e, dependendo do tipo de interagao, pode ser
de fase reversa, de fase normal ou adsor¢ao[7].

O método de extragao em fase solida (SPE) tem sido aplicado na
anadlise de compostos volateis nos ultimos anos, principalmente em analise
de bebidas alcoodlicas e na analise de aroma de frutas[7].

No entanto, o método aplicado diretamente a amostra, é considerado
um método “sujo” em andlise de volateis, porque alguns componentes nao
volateis podem ainda ser eluidos juntos com os compostos volateis,
contaminando ou se degradando no injetor do cromatodgrafo, dando origem

a artefatos[7].

Na literatura podem ser encontrados varios trabalhos que utilizam a
técnica do SPE para isolar os volateis de material vegetal, dentre estes
trabalhos pode-se citar os trabalhos desenvolvidos por Maneerat e
colaboradores[36], os quais isolaram os volateis do tomate utilizando como
fase estaciondria o Porapak Q. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos pela técnica de SDE. O Porapak Q como fase estaciondria foi bastante
efetivo isolando muitos compostos volateis de alto e baixo ponto de ebulicao.
Os extratos obtidos possuiam um aroma agradavel e natural de tomate. O
método SDE foi menos efetivo para o isolamento dos volateis de alto ponto
de ebulicdo, além de causar a deterioracao de volateis devido ao
aquecimento. Esta técnica apresenta como vantagem a simplicidade de
operacao e alta eficiéncia para o isolamento de compostos de muitos

materiais ndo volateis a temperatura ambiente.

Também utilizando Porapak Q como fase estacionaria para SPE, Jiang
e colaboradores[37], estudaram os componentes volateis dos frutos verdes e

maduros e do pericarpo seco de pimenta japonesa. Seus resultados mostram
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que hd uma boa resposta para o isolamento dos compostos com alto e baixo
ponto de ebuli¢ao sem degradar o aroma da matriz. Os hidrocarbonetos
monoterpénicos representaram quase 76% do total dos volateis no fruto
verde e 0s compostos majoritdrios foram: d-limoneno, B-fenantreno e
mirceno. Em contrapartida os monoterpenos oxigenados representaram os
compostos majoritdrios no fruto maduro, dentre eles estdo: citronelal,
geraniol e geranial. No pericarpo seco, a propor¢ao entre os terpenos

oxigenados e os hidrocarnonetos monoterpénicos foram equivalentes.

2.3 Compostos volateis ligados glicosidicamente

Os compostos volateis livres foram extensivamente estudados nos
ultimos 30 anos. No entanto, eles também podem ser encontrados nas
plantas como componentes ligados glicosidicamente. Esses compostos foram

encontrados pela primeira vez em 1913 por Bourquelot e Bridel que

identificaram 0 geranil-B-D-glicopiranosideo em Pelargonium
odoratissimum][38].
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Figura 12. Estrutura do Geranil-f-
D-glicopiranosideo encontrado em
Pelargonium odoratissimum.

Na ultima década, os constituintes volateis ligados glicosidicamente
comecaram a ser estudados, e sua importancia foi ressaltada porque estes

volateis ligados em tecidos de frutas, apds sua liberacao por hidrdlise
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enzimatica, aumentam o rendimento dos compostos volateis e servem como
um mecanismo controlado de liberacao dos volateis, durante o

amadurecimento[7].

Os aromas glicosilados sao uma importante classe de precursores dos
compostos volateis, que estao sendo isolados de frutas como: uva[39-41],
morango[42], maracuja[43], manga[44] e abacaxi[45]. Muitos estudos tem
demonstrado que os aromas ligados glicosidicamente podem ser
considerados a origem do aroma e podem ser liberados, em escala
laboratorial, tanto por hidrdlise acida quanto enzimatica similarmente as
rea¢Oes quimicas que ocorrem durante a maturagao do fruto. [40,46-48]. A

reagao de liberagao das agliconas sao similares a reagao da Figura 11[49].

HOH,C HQ9+ HI—TC?HZC 3 )
OH OH H
H
N H CH,OH
G 0 OH
CH,OH +H,0 s O £ OH +CH;OH || -CH,OH
HO ~H0
H_ H ., CH,OH
N/ (5 + 2
20, O OH
B /-P\MH
HO
O~ v 4 OH <—
Ho OH -H,0 ANV4 t'o
HO O

Figura 13. Reacao de liberagao da aglicona via hidrdlise acida.
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As agliconas geralmente sao monoterpenos, Ci-norisoprendides e
derivados do benzeno. Alguns alcoois de cadeia linear também tem sido

detectados. As estruturas mais abundantes das agliconas sao mostradas na

Figura 14[50].

As técnicas utilizadas para o isolamento dos glicosideos de volateis
vegetais geralmente envolve a retengao seletiva do glicosideo do extrato
aquoso em adsorventes hidrofobicos: Cis (fase reversa) ou Amberlite XAD-2.
Os glicosideos recuperados sao analisados por diferentes técnicas
cromatograficas: CCD, CLAE e CG, analisando-se diretamente o glicosideo
ou a aglicona obtida através de uma hidrdlise dcida ou enzimatica. Para

identificacao utiliza-se CG-EM e CLAE-EM/EM]50].

R-0OH
MONOTERPENOS C13-NORISOPRENOIDES
4]
e OH oy
OH
1. v
Geraniol MNerol J-hidrvoxd-B-damascenona
OH
u] DERIVADNS D BENZENO
H
OH

- OH

Linalol Oxido de linalel
Femal etamol  Femal metanol

Figura 14. Estruturas mais comumente encontradas na forma
de glicosideos em plantas.

A hidrolise acida depende do pH, da temperatura do meio e da
estrutura da aglicona. Glicosideos de alcoois terciarios como linalol, 6xidos
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de linalol e o-terpineol sdao hidrolizados mais rapidamente que os alcoois

primdrios como geraniol e nerol[50].

Na hidrdlise enzimatica a B-glicosidase é a enzima mais comumente
utilizada para hidrolise de B-glicosideos. Os principais fatores fisicos que
afetam a acao enzimatica sao as concentragdes relativas da enzima e do
substrato, o pH e a temperatura. As enzimas sao apenas eficazes ao longo de
faixas especificas de pH caracteristicas da enzima e para a -glicosidase essa
faixa de pH varia de pH 4 — 6. Estas faixas geralmente correspondem ao pH
do ambiente no qual a enzima ocorre e fora desta faixa, a enzima pode sofrer
desnaturagdo irreversivel com a perda subseqiiente de atividade.
Inicialmente, um aumento da temperatura geralmente resultarda num
aumento da velocidade de uma reacao controlada por enzimas. No entanto,
as enzimas sdo sensiveis a temperatura, e quando esta aumenta além de um
certo ponto, a proteina desnatura-se irreversivelmente e a enzima torna-se
inativa. Normalmente, a faixa de temperatura de operacao de uma enzima

correspondera aproximadamente aquela de seu ambiente normal[50,51].

Na literatura sdao encontrados varios trabalhos que utilizam a B-
glicosidase para realizacdo da hidrdlise enzimatica destes glicosideos,
podendo-se citar o trabalho desenvolvido por Boulanger e Crouzet[52], que
identificaram os componentes do aroma da acerola na forma livre e na forma
ligada glicosidicamente. Para o isolamento, utilizaram a resina Amberlite
XAD-2 (20-60mesh) e inicialmente, eluiram a fracao livre com uma mistura
de pentano/diclorometano 2:1 (V/V), concentraram e identificaram por CG-
EM, os compostos livres também foram identificados pela técnica do SDE.
Na fragao livre, identificaram 46 compostos, dos quais 16 foram identificados
pela primeira vez na polpa de acerola, os compostos mais abundantes foram
os alcoois alifaticos e os mais abundantes foram: 3-metil-3-buten-1-ol, 3-metil
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buten-1-ol e 2-metil buten-1-ol. A fracdo glicosidica foi eluida com metanol,
concentrada e entao realizada a hidrdlise enzimatica com a mistura de
hemicelulase REG02 e glicosidade em pH=5. Apos hidroélise os volateis foram
analisados por CG-EM e dos 42 compostos identificados, 17 ja haviam sido
identificados na forma livre. Os 4lcoois foram o0s compostos mais

importantes e o 3-metil-3-buten-1-ol foi o mais abundante.

2.4 Métodos de separacao
2.4.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia é um poderoso método de separacao que encontra
aplicacdo em vario ramos da ciéncia. Foi inventada pelo botanico russo
Mikhail Tswett no inicio do século 20. Ele empregou a técnica para separar
varios pigmentos de plantas como clorofila e xantofila, passando solucdes
desses componentes através de um coluna de vidro empacotada com
carbonato de calcio finamente dividido. As espécies separadas apareciam
como bandas coloridas na coluna, o que colaborou para a escolha do nome

do método (em grego chroma significa cor e graphein significa escrever)[53].

As aplicages da cromatografia cresceram de modo significativo nos
ultimos cingiienta anos e isto se deve nao somente ao desenvolvimento de
varios novos tipos de técnicas cromatograficas, mas também a necessidade

crescente de melhores métodos para separar misturas complexas[53].

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de
métodos que permitem separar componentes muito semelhantes de misturas
complexas, que utilizando outros métodos essas separagdes seriam inviaveis.
A cromatografia pode ser definida como um método fisico-quimico de
separacao dos componentes de uma mistura, realizada através da

distribuicao destes componentes entre duas fases, que estdo em contato
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intimo. Uma das fases permanece estaciondria enquanto a outra move-se
através dela. Durante a passagem da fase movel sobre a fase estaciondria, os
componentes da mistura sdao distribuidos, de tal forma que cada um dos
componentes é seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em

migragoes diferenciais destes componentes[53,54].

Dentre os diversos tipos de cromatografia encontrado na literatura, a
cromatografia gasosa € utilizada para a separacao dos compostos volateis,

obtidos numa etapa do isolamento[7].

Esta técnica € utilizada para a separacao dos compostos volatilizaveis.
A separagao baseia-se na diferente distribui¢ao das substancias da amostra

entre uma fase estaciondria (sélida ou liquida) e uma fase movel (gasosa)[55].

As unidades fundamentais de um sistema de cromatografia gasosa

sao[56]:

Gas de arraste;

e Injetor;

e Coluna;

e Controle de temperatura;
e Detector;

e Tratamento e registro dos dados .
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(Registro do sinal)

T~

2 (Injetor)

1 (Gas)

4 "H‘-:Qp
j @@
@~

(Detector)

S (Amplificador
do sinal)
3 (Coluna)

Figura 15. Esquema representativo de um cromatdgrafo gasoso.

Neste processo, a amostra ¢ introduzida, através de um sistema de
injecao, em uma coluna contendo a fase estacionaria. O uso de temperaturas
adequadas no local de injecdo da amostra e na coluna possibilita a
vaporizagao destas substancias que, de acordo com suas propriedades e a
fase estacionaria, sdao eluidas por tempos determinados e chegam a saida da
coluna em tempos diferentes. O uso de um detector adequado na saida da

coluna torna possivel a deteccao e quantificagdo destas substancias

(Figura 15)[54].

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica com alto poder de resolucao,
tornando possivel, muitas vezes, a andlise de centenas de substancias de uma
mesma amostra. Um dos principais motivos que tornam a cromatografia
gasosa de uso bastante acentuado é a sua sensibilidade, requerendo apenas
quantidades pequenas de amostra, o que em certos casos, é um fator critico e

limita a utilizacao de outras técnicas[54].
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2.5 Técnicas de identificacao
2.5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia gasosa frequentemente esta acoplada a técnicas
seletivas de espectroscopia e eletroquimica, gerando os assim chamados
métodos hifenados que dao ao quimico ferramentas poderosas para
identificagao de componentes de misturas complexas[53].

Para provar a identidade dos componentes de uma mistura a
cromatografia gasosa geralmente estd associada a espectrometria de massas
[56](Figura 16)[54].

No espectrometro de massas, no modo impacto de elétrons, as
moléculas sdao bombardeadas com um feixe de elétrons (normalmente 70ev),
ionizam-se e quebram-se em muitos fragmentos, alguns dos quais sao ions
positivos. Cada espécie de ions possui determinado valor da razdo da massa/

carga, ou valor m/z[57].

gas chromatograph mass spectrometer
injector

He inlet - vL i S ion
- N source mass filter
£ A G detector
N « \J\\ - 2
| \ | column | | saaliie 4‘

k

S| A o e
= A

- - m——
Rt s =

e evacuated chamber

heated oven

Figura 16. Esquema geral de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

Analisa-se o conjunto de ions por obter-se um sinal para cada valor de
m/z que estiver representado. A intensidade de cada sinal traduz a

abundancia relativa do ion que o produz. O pico mais intenso chama-se pico
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base e as intensidade de vdarios picos exprimem-se numa escala relativa, em
que se da o valor 100 ao pico de base. Chama-se espectro de massas ao
grafico ou mesmo tabela em que se mostrem as intensidade relativas dos
sinais correspondentes ao varios valores de m/z o qual é uma caracteristica

altamente individualizada dos compostos[57] (Figura 17).

100 - %5
. CH_;{THCH;‘EHq,
g CH;
= ] 57
o _
E 50
= | 29
z k)
Li+]
<
E =
_ b 72
U T 1 T |. = I| T I.I I| T Il T T T T 1
0 20 40 [74] a0 100
miz

Figura 17. Modelo de espectro de massas obtido apds analise
por CG-EM.

2.5.2 indice de retencio (IR)

Com a tecnologia disponivel atualmente, ainda nao ¢é possivel
identificar inequivocamente alguns compostos volateis pela simples andlise
de seus espectros de massas. Devido a isso, a utilizagcao de tempos de
retencdo ainda é uma ferramenta auxiliar util, principalmente apds o
surgimento das colunas capilares com fases quimicamente ligadas, o que
permitiu a obtencdo de tempos de retencao mais reprodutiveis. Portanto, a
identificagdo dos componentes do volateis através de indice de
retencao/espectrometria de massas/busca algoritmica computadorizada

tornou-se um processo mais seguro[11].
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O sistema de indice de retencao (IR) mais utilizado é aquele baseado
na modificagio de van den Dool & Kratz para interpolacao linear entre
padrdes. Os padroes utilizados sdao hidrocarbonetos alifaticos de cadeia
linear ou ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia alifatica normal, sendo os

indices calculados de acordo com a equagao 1 [11]:

IR = 100i x rtRx- tRHA 7+100N

LtRHD - tRHAJ

trx — tempo de retencdo do compostos X

trea — tempo de retengao do hidrocarboneto que elui antes do composto (X)
truD — tempo de retengao do hidrocarboneto que elui depois do composto (X)
i — diferenca entre o nimero de carbonos que elui antes (HA) e depois (HD)

N —ntimero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes (HA)

Este método é, sem duvida adequado como uma ferramenta de
confirmagao de identificagdo quando associado com CG-EM[11],
principalmente quando existem espectros de massas similares quando
comparado ao da literatura, no entanto seus indices de retencdo sao bastante

diferentes.
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3. Hancornia speciosa Gomes

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), pertence a familia
Apocynaceae, é uma arvore frutifera de clima tropical, nativa do Brasil e
encontrada em vdrias regides do pais, desde os tabuleiros costeiros e
baixadas litoraneas do nordeste, onde é mais abundante, até os cerrados do
centro-oeste [58]. A arvore é de porte médio, possuindo de 2 a 10 m de altura,
podendo chegar a até 15 m dotada de copa irregular, tronco tortuoso,
bastante ramificado e dspero; ramos lisos e avermelhados. Os frutos sdao do
tipo baga elipsdide ou arredondado, com 2 a 6cm de diametro, cor amarela
ou esverdeada, com ou sem pigmentacdao vermelha, polpa branca, mole e
fribosa que recobre 2 a 15 sementes. Quando maduro, o fruto tem casca
amarelada com manchas avermelhadas, é aromatico, saboroso, nutritivo e
bastante perecivel[59]. Em estddio de maturacao verde, apresenta uma alta
concentracao de latex, que vai diminuindo a medida que o fruto amadurece.
Na medicina popular, o latex é usado no tratamento de tuberculose e de
desordem gastrica [60].

O fruto da mangabeira é constituido de polpa (77 %), casca (11%) e
semente (12%). No entanto, apenas a polpa assume posi¢ao de destaque no
aspecto comercial apresentando um bom valor nutritivo, com teor protéico
(0,7g/100g de polpa)[58]. A quase totalidade dos frutos colhidos no pais se da
na forma extrativista, sendo os estados da Paraiba, Bahia e Sergipe os
maiores produtores do pais[61].

O potencial para o aproveitamento da mangabeira € bastante variado,
entretanto, apenas os frutos apresentam um valor comercial significativo. No
nordeste, é uma das mais requisitadas produtoras de matéria-prima para a
industria entre as frutas nativas da regido, devido aos excelentes aroma e
sabor dos seus frutos, sendo utilizada, sobretudo , para fabricacao de sucos e

polpas congeladas. Além dessas formas, o fruto da mangabeira ainda é
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consumido in natura e utilizado para a fabricacao de doces, compotas,
geléias, licores, xarope [58].

O estudo sobre a composicao quimica dos volateis dos frutos de H.
speciosa sao escassos, e um unico estudo foi publicado em 2006 por Sampaio e
Nogueira[60], usando a técnica da hidrodestilagio para o isolamento dos
volateis. No entanto, esta técnica apresenta como principal desvantagem a
utilizagdo de altas temperaturas podendo acarretar degradagdes ou
modifica¢cdes quimicas dos constituintes volateis [47]. Visando representar
mais fielmente o aroma de uma determinada matriz, busca-se a utilizagao de
técnicas que sejam mais brandas, as quais extraem a fragao volatil sem
necessariamente destrui-la[15]. Desta forma, este trabalho € o primeiro relato
sobre a composi¢ao quimica dos volateis dos frutos de H. speciosa nos trés
estddios de maturacao utilizando, principalmente, as técnicas do headspace

dinamico e SPME.

Figura 18. Fotos de frutos de mangaba.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar a composi¢ao quimica dos volateis presentes nos frutos de
Hancornia speciosa Gomes nos trés estadios de maturagao: verde, “de vez” e
maduro e na polpa industrializada utilizando vdarios métodos de

amostragem.

4.2 Objetivos especificos

v' Determinar a composicao dos volateis dos frutos de H. speciosa e da
polpa industrializada obtidos por diferentes técnicas de extragao:
hidrodestilacdo, headspace dinamico, extracao em fase sodlida e

microextracao em fase solida;
v' Comparar a composi¢do quimica dos volateis obtidos da polpa
industrializada com aqueles do fruto maduro de H. speciosa, por

diferentes métodos de extracao;

v' Estudar os compostos ligados glicosidicamente dos frutos de H.

speciosa por hidrdlise acida e hidrdlise enzimatica.
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5. MATERIAIS E METODOS

Os frutos de Hancornia speciosa nos trés estadios de maturagao foram
coletados em pomares na regiao do Abais, no municipio de Estancia-SE e as
polpas industrializadas dos frutos foram adquiridas em supermercados da
cidade de Aracaju-SE.

Os compostos volateis foram extraidos pelas técnicas: hidrodestilagao,
headspace dinamico, microextracao em fase sélida (SPME) e extragao na fase
solida (SPE).

A determinagao dos compostos volateis glicosidicamente foi realizada

tanto por hidrolise dcida quanto enzimatica.

5.1 Hidrodestilagao[11]

Para realizagdao da hidrodestilacao, utilizou-se uma aparelhagem do
tipo Clevenger. Neste procedimento, 200g do fruto de H. speciosa triturados
foram transferidos para balao de fundo redondo (1.000 mL) , adicionou-se
500mL de agua destilada. Em seguida, o sistema foi aquecido a temperatura
de ebulicao da agua por 3 hora. Os compostos volateis foram arrastados
junto com o vapor de dgua e posteriormente condensados. Os volateis foram
extraidos da fase aquosa com solvente organico (CH:Cl2 3x10mL). A fase
organica foi seca com Na:50s e cuidadosamente concentrada em fluxo de N:

para volume final <0,5mL e posteriormente analisadas em CG-FID e CG-EM.

5.2 Headspace Dinamico[11]

Para extragdo dos compostos volateis pela técnica de headspace
dinamico, 100g de frutos foram triturados e adicionados 30% em peso de
NaCl e transferidos para frasco de vidro e em seguida o sistema foi aquecido

a 40°C. Porapak Q, (ca 40mg de porapak Q, Supelco 80-100 mesh) colocados
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em tubos de vidro ( 5cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro) com
extremidades fechadas com la de vidro silanizada, os quais foram
previamente condicionadas com 4&lcool metilico (Merck) e diclorometano
(Merck) aquecidos a 150°C sob vacuo e resfriados em fluxo de Nz, foi usado
como adsorvente. Um fluxo de ar atmosférico (0,5mL/min) foi passado
através do frasco contendo a amostra, e os volateis capturados foram eluidos

do polimero com 1mL de diclorometano (Merck) e analisados por CG-FID e

CG-EM.

Extracao dos volateis: Tratamento do adsorvente:
100g fruto Porapak Q
30% NaCl (40mg, 80-100 mesh)

Frasco de Vidro Tubo de vidro
apropriado L (5cm X 0,5¢m)
4
[ Armadilhas de Porapak Q ] Tratados com
MeOH e CH2Cl2

-

Aquecimento: 40°C
[ Aquecidos 150°C ]

{ Extracdo: 2 horas ]

Fluxo: 0,5L/min [ Resfriados N2 ]

[ Elui com CH:Cl2 ]

Analisa
CG-FID e CG-EM

Figura 19. Fluxogramas do procedimento de extragao dos volateis de H.
speciosa por headspace dinamico.
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5.3 Microextracao em fase sdlida[11,62]

Em um frasco de 10 mL, foram adicionados: 1,0 g do fruto, 6,0 mL de
agua destilada e 30% em peso de NaCl. O frasco foi vedado com septo de
borracha e aguardou-se por 15 minutos a temperatura ambiente. A fibra
SPME, coberta com 100pm PDMS (Supelco) foi exposta no “headspace” por
um tempo previamente determinado. Apds esses periodo a fibra foi
recolhida e em seguida inserida no injetor do CG-EM, através de “liner”

proprio por 4 minutos a 250°C para completa dessorcao térmica.

5.4 Extracao em fase sdlida [63]

Inicialmente preparou-se uma infusao de 50g do fruto de H. speciosa com
50mL de dgua destilada a 100°C e aguardou-se 30minutos, centrifugou-se
(Centrifuga — Beckman Coulter) por 5minutos a 12000rpm a 4°C. Eluiu-se o
sobrenadante em coluna ( 5cm de comprimento e de 0,8cm diametro interno)
empacotada com porapak Q (ca. 0,3000g, Porapak Q, Supelco 80-100 mesh)
previamente condicionada com 4,0 mL de diclorometano, 4,0 mL de &alcool
metilico e 4,0 mL de agua. Os compostos de interesse foram recuperados com
5,0 mL de diclorometano e secos com NaxSOs. Para clean-up utilizou-se silica
gel (Merck, 80-100 mesh) e os compostos foram eluidos com mistura de

hexano/diclorometano 1:1 e analisado por CG-FID e CG-EM.
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[ 50g do fruto + 50mL H20 (100°C) ]

[ Tempo de repouso: 30 minutos ]

[ Centrifuga: 50min 4°C 12000rpm ]

Elui em coluna de porapak Q (0,3000g), previamente
condicionada: 4mL MeOH, 4mL CH:Cl2e 4mL H20

[ Elui: 5mL CH2Cl2 ]

Clean-up coluna de silica gel (80-100 mesh) elui
com 2 mL CeH1s/CH2CL2 (1:1)

Analisa CG-FID e CG-EM

Figura 20. Fluxograma do procedimento de extracao dos volateis de H.
speciosa por SPE.

5.5 Hidrdlise acida [43,63]

Preparou-se uma infusao de 50g dos frutos de H. speciosa com 50mL de
agua a 100°C. Apds 30 minutos, a mistura de fruto e agua foram
centrifugados ( Centrifuga — Beckman Coulter) por 8 minutos (12000rpm a
4°C). O sobrenadante foi eluido em coluna empacotada com Porapak Q ( ca.
0,3000g, Porapak Q, Supelco 80-100 mesh), previamente condicionada com
8mL de diclorometano, 8mL de metanol e 8mL de agua destilada. Os
compostos de interesse foram recuperados com 5mL de metanol. Ao eluato,
adicionou-se 250mL de agua destilada e ajustou-se o pH=3 com solugdo de
HCI 0,1mol/L e realizou-se hidrodestilacao por 2 horas. O hidrodestilado foi
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extraido com solvente organico (CH2Cl> 3x20mL) A fase organica foi seca
com Na:SOs anidro e cuidadosamente concentrado em fluxo de N: para

volume final <0,5mL (Figura 21) e posteriormente analisados por CG-EM.

a) Isolamento da fracao ligada

[ 50g do fruto + 50mL H20 (100°C) ]

[ Tempo de repouso: 30 minutos ]

[ Centrifuga: 8min, 4°C, 12000rpm ]

Elui em coluna de porapak Q (0,3000g), condicionada:
8mL MeOH, 8mL CH:Cl2e 8mL H20

[ Elui: 5mL MeOH ]

b) Hidrodestilacao

[ Eluato + 250mL H20 ]

[ Ajuste pH: 3 HCI 0,1 mol/L ]

Hidrodestilagao: 2 horas Extracdo com solvente
3X20mL CH:Cl>

[ Seca com Na2SOx ]

[ Concentra em fluxo de N2 ]

Figura 21. Fluxograma do procedimento para liberacao dos volateis de H.
speciosa via hidrdlise 4cida (a) Isolamento da fracao ligada; (b)
Hidrodestilagao.
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5.6 Hidrolise enzimatica [39, 46]

Para realizacao da hidrolise enzimatica, inicialmente condicionou-se a
resina Amberlite XAD-2 (Supelco) lavando-a sucessivamente com metanol,
acetonitrila e éter dietilico, durante 8 horas cada solvente. Em seguida a
resina armazenada em metanol, de acordo com o procedimento de
Gunata®.. A Amberlite XAD-2 suspensa em metanol foi transferida para
uma coluna de vidro ( 30cm de comprimento x 1,5 cm de diametro interno) a
qual foi empacotada com aproximadamente 16 cm de resina. Antes da
eluicao da amostra, a coluna foi lavada com 25 mL de metanol e 25mL éter
dietilico e 50mL de agua. Depois elui-se 200mL do suco H. speciosa, fluxo de
2mL/min, preparado previamente com 200g de fruto suspenso em 100mL de
uma solucao saturada de NaCl a 4°C, que foram centrifugados 7min a 4°C e
12000rpm e o sobrenadante filtrado a vacuo. Apds eluigao do suco de H.
speciosa, a coluna foi lavada com 50mL de dgua para eliminacao de acticares,
acidos e outros compostos soluveis em agua. A fracao livre foi eluida com
80mL de diclorometano, seca com Na:SOs: concentrado em evaporador
rotatorio a 25°C e em seguida analisadas por CG-EM. A fragao ligada
glicosidicamente foi eluida com 80mL de metanol, seca com Na:SOs
concentrado em evaporador rotatdrio a 40°C até volume final de 2mlL.
Posteriormente, adicionou-se ImL de solugao tampao 0,1mol/L de citrato-
fostato pH=5, lavou-se a mistura com diclorometano (5 x 0,5mL).
Subseqiientemente, 20 pL de uma solucdo enzimatica (B-glicosidase
25mg/mL em tampao 0,1 mol/L citrato-fosfato pH=5) foi adicionada a solugao
contendo a fracao ligada, que foi misturada em vortex. O frasco contendo a
mistura foi selado e encubado a 40°C por 72 horas. As agliconas liberadas
foram extraidas com diclorometano (5 x 0,5mL), concentradas sob leve fluxo

de N2 e analisadas por CG-EM.
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Isolamento da fracao livre e fracao ligada

200g fruto + 100mL solugao
saturada NaCl a 4°C

[ Centrifuga: 7 min 4°C 12000rpm ]

[ Filtra a vacuo ]

[ Elui em coluna de Amberlite XAD-2 ]

[ Lava com 50mL H20 ]

|

[ Fracao ligada: 80mL MeOH

Concentra sob vacuo a 40°C para
2mL

{

Adiciona 1ImL tampao citrato-fosfato
pH5 0,1 mol/l

|

[ Lava com CH2Cl: (3 x 0,5mL) ]

Adiciona 20ul solu¢ao enzimatica de
B-glicosidase em tampao 0,1 mol/L
citrato-fosfato pH=5

[ Incuba por 72 horas a 40°C ]

[ Lava com CH2Cl: (5 x 0,5mL) ]

|

[ Fragao livre: 80mL CH:Cl: ]

|

[ Seca com Na2SOx« ]

[ Concentra sob vacuo a 25°C ]

Figura 22. Fluxogramas do procedimento para liberagao dos volateis de H.

speciosa via hidrolise enzimatica.
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5.7 Analise Cromatografica (CG e CG-EM)

As analises cromatograficas foram realizadas com um cromatografo em
fase gasosa de alta resolucdo com detector de espectrometria de massas
(CG/EM), modelo QP5050A, Shimatsu, equipado com coluna capilar de silica
fundida ZB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) . A programagao de temperatura
para coluna foi: inicio a 40°C, mantida por 4 minutos, taxa de crescimento de
10°C/min até 60°C, outra taxa de 4°C/min até 200°C. As temperaturas do
injetor e detector foram: 250°C e 280°C, respectivamente. O injetor foi
operado no modo split razao 1:30 e volume de injecao 0,5uL. O EM foi
operado a 70eV com 0,5 scans/seg e uma varredura de 40-500m/z. Os indices
de retencao foram obtidos pela co-injecdo de amostra com padrao de
hidrocarbonetos lineares de Cio — Cis (0s indices de retencao de 700-999 foram
obtidos por extrapolagdo). A porcentagem de composicio de cada
componente foi determinada pela drea do componente dividida pela area
total de todos os componentes isolados na amostra, sob uma mesma
condi¢ao obtidos por CG-FID, que foi operado sob as mesmas condigoes

descritas para o CG-EM.

A identificagdo dos compostos foi feita através de indice de retencao
(IR)[64] e comparagao dos espectros de massas obtidos com banco de
espectros NIST e outros espectros da literatura[65].

Para o calculo do indice de retengao utilizou-se a seguinte férmula[64]:

IR =1001 x trx - trua| + 100N

trED - trRHA

trx — tempo de retengao da amostra X
tra — tempo de retenc¢do do hidrocarboneto que elui antes (HA)

trup — tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois (HD)
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i — diferenca entre o numero de carbonos que elui antes (HA) e depois
(HD)

N — ntimero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes (HA)
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Resultados e Discussdo
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos volateis dos frutos e da polpa industrializada de
H.speciosa foram obtidos através de diferentes técnicas de amostragem e
identificados através de CG-FID e CG-EM. As técnicas utilizadas para o
isolamento foram principalmente a hidrodestilacdo, headspace dinamico e
SPME. Os resultados foram organizados de acordo com a técnica de extracao
estudada bem como pelo estddio de maturagao do fruto (verde, “de vez”,
maduro) e polpa industrializada.

Os estadios de maturagao dos frutos de H. speciosa foram definidos de
acordo com o trabalho de Alves [66]. Desta forma, os frutos verdes eram
aqueles que apresentavam a casca verde, os frutos “de vez” apresentavam a
casca verde-amarelada e os frutos maduros aqueles com a casca amarela

avermelhada.

6.1 Hidrodestilacao

A primeira técnica utilizada para o isolamento dos volateis dos frutos
de H. speciosa nos trés estadios de maturagao e na polpa industrializada foi a
hidrodestilagao. Apesar de ser uma técnica que utiliza aquecimento, o que
pode gerar artefatos, ela é ainda extensivamente utilizada para determinagao
de compostos volateis em material vegetal, pois compreende uma andlise de
quase todos 0s compostos volateis presentes na amostra[7].

Estas analises foram realizadas em quintuplicata e a composi¢ao dos
volateis estdo apresentadas nas Tabelas 3-6. Nas replicatas realizadas nao foi
verificado variagdes significativas na composi¢do dos volateis, apenas

pequenas variagoes na percentagem relativa de cada componente.
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6.1.1 FRUTO VERDE

Nas amostras do fruto verde dos 39 compostos identificados (97,8-
99,9% do total) (Figura 23, Tabela 3), a classe de compostos mais abundantes
foram os monoterpenos oxigenados, sendo os componentes majoritarios
linalol (13,8-24,6%), 6xido de cis linalol (9,9-17,3%), 6xido de trans linalol (7,4-
11,1%), a-terpineol (6,7-12,1%), geraniol (5,0-7,9%) e hotrienol (4,3-7,7%).
Outras classes de compostos como aldeidos, representado principalmente
pelo furfural (6,0-14,5%), hexanal (4,3-6,0%), (2E)-hexenal (0,6-1,4%); alcoois,
representados pelo 2-fenil etanol (3,7-15,6%) e (3Z)-hexenol (0,4-1,9%)

também foram identificados.

H

Crddo de trans linalal

U’J“‘ E. {farandide)

Furfural 0 o
H |
N\ -
\ Csddo de cis linalal ¥
(furandide) Linalol
- T .
OH
it -Terpineal
a L
10 20 30 a0

Figura 23. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto verde de H. speciosa, obtidos pela técnica de hidrodestilagao.

Tabela 3. Composicao percentual relativa dos volateis do fruto verde de H.
speciosa obtidos pela técnica de hidrodestilacao.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5 Média+
RSD

1 808 800  Hexanal 4,8 4,3 5,7 4,3 6,0 5,008
2 834 830  Furfural 1,0 60 145 69 6,0 88%38
3 849 854 (2E)-Hexenal 1,2 1,3 1,3 14 0,6 1,2+0,3
4 851 859  (3Z)-Hexenol 0,4 1,9 0,4 0,8 05 08+0,6
5 859 845601 2-Propil furano 0,2 0,1 0,1 01 07 02«03
6 863 867  Hexanol 0,3 0,8 0,7 0,8 - 0,5+0,3
7 891 899  Heptanal tr tr tr tr tr tr
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8 896 910 2-Acetil furano 0,2 0,2 0,3 0,2 - 0,2+0,1
9 948 9561671 (2E)-Heptenal 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2+0,1
10 953 961 Benzaldeido 0,2 0,2 0,1 0,2 02 0,2+0,04
11 976 978 1-Octen-3-ol tr tr tr tr tr tr
12 994 9981671 (2E, 4Z)-Heptadienal 0,1 0,1 04 0,5 0,2 0,3+0,2
13 1009 1009171 (2E, 4E)-Heptadienal 04 04 0,5 0,5 04 0,4+0,05
14 1002 1001  Octanal tr tr tr tr tr tr
15 1041 1043  Benzeno acetaldeido 1,3 0,8 0,9 0,3 0,8 0,8+0,3
16 1056 106017 (2E)-Octenal 0,3 0,3 04 - 0,2 0,2+0,1
17 1069 1074  Oxido de cis linalol 13,8 173 99 132 13,7 13,6+2,6
(furanodide)
18 1085 1088 Oxido de trans 10,5 13,0 7,4 9,4 11,1 10,3+2,1
linalol (furandide)
19 1099 1098 Linalol 15,3 158 188 246 13,8 17,7¥43
20 1102 1101 Hotrienol 45 77 43 65 63 5914
21 1104 1101  Nonanal 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2+0,05
22 1111 1110  2-Fenil etanol 15,6 8,1 9,9 3,7 8,7 9,2+4,3
23 1147 1148  Neoisopulegol 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2+0,1
24 1158 116271 (2E)-Nonenal 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,1+0,04
25 1168 1174  Oxido de cis linalol 0,2 0,2 0,2 0,1 0,4 0,2+0,1
(pirandide)
26 1173 1177 Oxido de trans 0,1 0,1 0,1 0,1 0,9 0,3+0,4
linalol (pirandide)
27 1179 1183  Acido octanéico tr tr tr tr tr tr
28 1185 1183  p-Cimen-8-ol 2,3 0,5 0,6 0,2 1,0 0,9+0,8
29 1189 1192  Salicilato de metila 0,2 0,2 0,2 04 0,6 0,3+0,2
30 1194 1189  a-Terpineol 67 102 100 11,2 121 10,0+2,0
31 1150 1158  Nerol 0,9 1,6 1,2 2,4 2,3 1,7+0,7
32 1258 1255  Geraniol 52 5,0 6,3 7,9 74 6,4+1,3
33 1260 1264  (2E)-Decenal 0,2 0,1 0,2 0,1 04 02401
34 1292 1293  (2E, 4Z)-Decadienal 09 1,0 1,3 0,9 0,1 0,8+0,4
35 1314 1314 (2E, 4E)-Decadienal 1,0 0,9 1,9 0,9 1,0 1,1+0,4
36 1362 1366171 (2E)-Undecanal 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1+0,04
37 1366 1568  Acido decandico 0,2 0,2 0,3 0,4 0,6 0,3+0,2
38 1376 1380  B-(E)-Damascenona 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2+0,1
39 1566 1568  Acido dodecandico 0,8 0,1 1,0 0,9 0,8 0,7+0,3
TOTAL 99,6 99,2 99,8 99,9 97,8  97,8-99,9

IRC: indice de reteng¢ao calculado
IR : indice de retencao da literatura

tr: trago (<0,1%)

6.1.2 FRUTO “DE VEZ”

Na andlise da composi¢ao quimica dos volateis do fruto “ de vez”,

foram identificados 34 compostos (Figura 24, Tabela 4) e observou-se a

presenca dos monoterpenos oxigenados, aldeidos, alcoois e acido carboxilico.
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Os compostos que apresentaram maior abundancia foram o furfural (13,1-
45,2%), linalol (10,6-21,9%), o-terpineol (7,2-11,8%), oxido de cis linalol
(furandide) (5,8-10,7%), B-(E)-damascenona (6,5-7,8%), 6éxido de trans linalol
(furandide) (3,9-7,4%), hexanal (2,1-8,6%), geraniol (1,9-6,4%), (2E, 4E)-
decadienal (0,6-4,1%) e nerol (0,5-2,8%).

H
m H Crddo de trans linalol
a (furandide)
H

oM
Orddo de cis linalal |
(furandide)

Linalol

OH

ot -Terpinecl

1a 20 30 40
Figura 24. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do

fruto “de vez” de H. speciosa obtidos pela técnica de hidrodestilagao.

Tabela 4. Composigao percentual relativa dos volateis do fruto de vez de H.
speciosa obtidos pela técnica de hidrodestilacao.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5 Média+
RSD

1 808 800 Hexanal 21 46 86 53 79 5,7+2,6
2 825 830 Furfural 193 452 25,1 176 13,1 24,1+12,6
3 849 854 (2E)-Hexenal o1 08 01 01 01 0,2+0,3
4 851 859 (3Z)-Hexenol 19 10 14 17 21 1,6+0,4
5 859 8451601 2-Propil furano tr tr tr tr tr tr
6 863 867 Hexanol 1,9 0,7 1,2 1,1 1,7 1,3+0,5
7 896 910 2-Acetil furano 03 14 - 02 04 0,5+0,5
8 948 9561671 (2E)-Heptenal o1 03 01 01 02 0,2+0,1
9 952 962 5-Metil furfural 01 02 01 01 01 0,1+0,04
10 953 961 Benzaldeido 0,1 0,3 - 0,1 0,1 0,1+0,1
11 968 - NI 01 08 01 01 01 0,2+0,3
12 994 9981671 (2E, 4Z)-Heptadienal 01 01 02 03 02 0,2+0,1
13 1002 1001 Octanal - 01 01 01 01 010,04
14 1009 1009 (2E, 4E)- Heptadienal 02 01 02 03 03 0,2+0,1
15 1011 1008 Acetato de hexenila 0,1 0,1 0,2 0,2 1,2 0,4+0,5
16 1040 1043 Benzeno acetaldeido 0,1 04 02 0,1 0,2 0,2+0,1
17 1056 10601671 (2E)-Octenal tr tr tr tr tr tr
18 1069 1074  Oxido de cis linalol 10,2 58 68 10,7 81 83221
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(furandide)
19 1084 1088 Oxido de trans 74 3,9 4,8 7,4 58 5,9+1,6
linalol (furandide)
20 1098 1098  Linalol 158 10,6 157 21,9 16,8 16,2+4,0
21 1102 1101181 Hotrienol 0,9 0,3 0,9 2,4 04 1,0+0,8
22 1103 1098 Nonanal 07 06 0,4 07 04 0,6+0,4
23 1157 1162171 (2E)-Nonenal 0,8 0,1 0,4 1,0 0,9 0,6+0,3
24 1163 1166 d-Terpineol 1,6 0,4 1,1 1,5 0,8 1,1+0,5
25 1168 1174 Oxido de cis linalol 04 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3+0,1
(piranoide)
26 1173 1177 Oxido de trans 0,3 0,1 0,3 0,2 0,5 0,340,1
linalol (pirandide)
27 1193 1189  a-Terpineol 11,6 72 11,7 102 11,8 10,5+19
28 1222 1228 Nerol 1,8 0,5 1,9 2,8 2,1 1,8+0,8
29 1248 1255 Geraniol 6,4 2,3 51 1,9 6,1 4,4+21
30 1258 1264 (2E)-Decenal 01 1,0 0,4 0,6 0,9 0,6+0,4

31 1292 1293  (2E, 4Z)-Decadienal 09 01 03 03 04 0,4+0,3
32 1315 1314  (2E, 4E)- Decadienal 41 06 13 11 26 1,9+1,4
33 1376 1380 B -(E)-Damascenona 73 73 83 65 7,8 7,4+0,7
34 1560 1568 Acido dodecanoico 0,4 - 0,2 0,3 0,1 0,2+0,1
TOTAL 972 971 975 973 93,7 93,7-97,5
NI: Nao identificado

6.1.3 FRUTO MADURO

A hidrodestilagao do fruto maduro permitiu a identificacdo de 32
compostos ( Figura 25, Tabela 5). A classe de compostos predominantes foram
os ésteres, sendo os majoritarios: acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (26,7-44,7%),
acetato de 3-metil-2-buten-1-ila (2,6-4,5%), acetato de 3-metil 1-butanila (1,9-
4,8%) e acetato de 1-butanila (1,9-3,6%). Entre os aldeidos, os principais foram:
furfural (20,2-41,5%) e hexanal (2,1-5,1%). Os monoterpenos também foram
identificados no fruto maduro, porém com uma percentagem relativa menor
do que aquela apresentada no fruto verde: linalol (1,9-4,8%), 0xido de cis

linalol (1,2-2,8%) e o a-terpineol (0,1-0,4%).
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Figura 25. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do fruto
maduro de H. speciosa, obtidos pela técnica de hidrodestilagao.

Tabela 5. Composicao percentual relativa dos volateis do fruto maduro de H.
speciosa obtidos pela técnica de hidrodestilagao.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5 Média+
RSD

1 800 800 Hexanal 3,7 51 21 46 43 3,9+1,5

2 812 812 Acetato de 1- 2,5 29 19 36 27 2,7+0,6
butanila

3 828 830 Furfural 323 273 281 224 20,2 26,1+4,8

4 844 859 (3Z)-Hexenol 0,7 06 03 06 1,0 0,6+0,2

5 852 84510 2-Propil furano 2,6 12 14 04 07 1,3+0,8

6 857 867 Hexanol 04 05 03 05 09 0,5+0,2

7 863 876 Acetato de 3-metil- 1,9 37 41 48 25 3,4+1,2
1-butanila

8 869 883 Acetato de 3-metil- 31,9 40,1 44,7 429 38,7 39,749
3-buten-1-ila

9 904 91910)  Acetato de 3-metil- 2,6 40 45 42 38  3,8+0,7
2-buten-1-ila

10 949 962 5-Metil furfural 0,6 01 02 05 01 0,3+0,2

11 975 938 Isovalerato de alila 0,1 01 01 tr 0,1 0,1+0,04

12 983 987 2-Hidroxi-4-metil- 0,3 03 03 03 04 0,3+0,04
pentanoato de metila

13 1005 1004  Acetato de (3E)- 0,2 02 02 01 02 0,2+0,04
hexenila

14 1012 1008 Acetato de hexenila 0,2 03 03 01 01 0,2+0,1

15 1021 1024101 1,4-Cicloex-2- 0,1 01 01 01 01 0,1+0
enadiona

16 1041 1043 Benzenoacetaldeido 0,9 08 07 06 10 0,8+0,2
17 1069 1074 Oxido de cis linalol 1,6 1,2 12 18 28 1,7+0,6

(furanoide)
18 1085 1088  Oxido de trans 1,1 09 08 11 16 1,1+0,3
linalol (furandide)
19 1094 1091 Benzoato de metila 0,5 - 02 02 1,5 0,4+0,6
20 1099 1098 Linalol 2,0 2,3 1,9 2,7 4,8 2,7+¢1,2
21 1104 - 6-Metil-3,5- 0,8 06 02 01 06 0,5+0,3
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heptadien-2-ona

22 1110 1110 2-Fenil etanol - 02 03 02 04 0,2+0,1
23 1159 116271 (2E)-Nonenal 0,1 01 01 01 01 0,10

24 1169 1170 Benzoato de etila 0,4 10 02 19 07 0,8+0,7
25 1190 1190 Salicilato de metila 1,1 09 08 04 25 1,1+0,8
26 1194 1189 o-Terpineol 0,4 0,2 0,1 - 0,2 0,2+0,1
27 1223 1228 Nerol 0,2 01 01 01 07 0,2+0,3
28 1249 1255 Geraniol 0,8 06 06 09 16 0,9+0,4
29 1261 1264 (2E)-Decenal 0,2 02 02 01 04 0,2+0,1
30 1349 1356 Eugenol 0,8 04 03 03 06 0,5+0,2
31 1376 1380 B-(E)-Damascenona 2,4 21 1,1 1,2 1,2 1,6+0,6
32 1462 1463 y-Decalactona 1,8 0,9 1,3 14 24 1,6£0,6

TOTAL 952 99,0 98,7 982 989 95,2-99,2

6.1.4 POLPA INDUSTRIALIZADA

Com relacdo a composi¢do quimica dos voldteis da polpa
industrializada de H. speciosa obtidos por hidrodestilacao foi possivel
identificar 31 compostos (Figura 26, Tabela 6). Observou-se a presenga dos
ésteres identificados no fruto maduro e dos monoterpenos oxigenados
identificados no fruto verde, tais como os Oxidos de cis e trans linalol
(furandide). Os compostos majoritdrios foram: furfural (26,4-51,7%), hexanal
(7,5-16,0%), acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (2,7-6,4%), linalol (2,8-8,2%),
oxido de cis linalol (furandide) (2,9-5,7%), a-terpineol (1,5-5,9%), 6xido de
trans linalol (furandide) (1,9-6,6%), pentanal (1,9-3,1%), acetato de 3-metil-1-

butanila (2,0-3,4%) e heptanol (0,3-8,3%).
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Figura 26. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis da polpa
industrializada de H. speciosa, obtidos pela técnica de hidrodestilacao.

Tabela 6. Composicao percentual relativa dos voldteis da polpa
industrializada de H. speciosa obtidos pela técnica de hidrodestilacao.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5 Médiax
RSD

1 800 800 Hexanal 75 91 88 16,0 11,3 10,5%3,3

2 807 - Pentanal 31 15 29 35 19 2,6+0,8

3 820 812 Acetato de 1- 08 05 01 01 02 0,3+0,3
butanila

4 834 830  Furfural 492 502 609 268 32,6 43,9139

5 853 859 (3Z)-Hexenol 12 1,5 09 25 31 1,8+0,9

6 860 845601 2-Propil furano 2,5 2,0 1,4 0,8 0,2 1,4+0,9

7 865 867 Hexanol 08 13 09 28 25 1,7+0,9

8 871 876 Acetato de 3-metil- 2,7 2,7 2,0 3,4 2,1 2,6+0,6
1-butanila

9 877 883 Acetato de 3-metil- 3,8 3,2 2,7 6,4 6,4 4,5+1,8
3-buten-1-ila

10 898 910 2-Acetil furano 01 01 01 09 02 0,3+0,4

11 912 919101 Acetato de 3-metil- 0,8 0,8 0,6 0,3 0,5 0,6+0,2
2-buten-1-ila

12 950 956671 (2E)-Heptenal 03 05 02 05 01 0,3+0,2

13 953 962 5-Metil furfural 07 06 07 27 35 1,6+1,4

14 967 969 Heptanol 1,0 15 1,3 03 21 1,2+0,7

15 955 961 Benzaldeido 04 03 02 04 06 0,4+0,2

16 1011 1009171 (2E,4E)- Heptadienal 0,2 0,3 - - 0,3 0,2+0,1

17 1022 10241601 1,4-Cicloex-2- 08 08 08 06 08 0,8+0,1
enedione

18 1043 1043  Benzeno acetaldeido 1,8 1,7 1,8 1,9 1,8 1,8+0,1
19 1070 1074 Oxidodecislinalol 3,7 3,7 29 57 37  4,0£10
(furanoide)
20 1085 1088  Oxido de trans 25 23 19 33 6,6 3,2+1,9
linalol (furanoide)
21 1093 1091  Benzoato de metila 07 06 02 05 13 0,7+0,4
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22 1100 1098 Linalol 4,0 49 2,8 8,2 2,6 45+23
23 1081 6-Metil-3,5- .6 15 06 1,3 1,9 1,4+0,5
heptadien-2-ona
24 1111 1110  Benzeno etanol 1,0 0,4 0,2 0,2 0,3 0,4+0,3
25 1169 1170  Benzoato de etila 08 08 06 05 03 0,6+0,2
26 1189 1190  Salicilato de metila 0,8 0,7 0,4 0,6 0,3 0,6+0,2
27 1192 1189  a-Terpineol 2,9 2,9 1,5 51 5,9 3,7+1,8
28 1223 1228  Nerol 05 04 03 07 04 0,5+0,2
29 1255 1255  Geraniol L8 1,3 09 19 1,2 1,4+0,4
30 1261 1261 (2E)-Decenal 0,4 0,4 0,2 0,4 0,7 0,4+0,2
31 1462 1463  y-Decalactona 0,6 0,8 0,2 0,7 0,9 0,6+0,3
TOTAL 995 994 993 993 981 98,1-99,5

Comparando os resultados obtidos no desenvolvimento desse
trabalho com o trabalho publicado na literatura [60], o qual determinou a
composigao quimica dos compostos volateis dos frutos de H. speciosa nos trés
estadios de maturagao utilizando a técnica da hidrodestilagao, notou-se que
para o fruto verde, maduro e “de vez” os compostos definidos como
majoritarios foram os mesmos determinados no desenvolvimento desse
trabalho, ocorrendo apenas variagdes na recuperagao de alguns compostos
especialmente o linalol, acetato de 3-metil-3-buten-1-ila e furfural,
respectivamente.

Essas variagOes sao previsiveis de ocorrer, pois a composi¢ao
quimica dos compostos volateis podem variar de acordo com a época da
coleta da amostra, condi¢Oes climaticas e de solo e o tipo de cultivo, em
virtude da influéncia da temperatura, umidade relativa e a duragao total de

exposi¢ao ao sol[69].
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6.2 Headspace dinamico

A composicao quimica dos compostos volateis obtida pela técnica do
headspace dinamico nos frutos de H. speciosa nos trés estadios de maturacao e
na polpa industrializada foram realizadas em quintuplicata e os resultados
estao apresentados nas Tabelas 7-10.

Nas extragoes realizadas por headspace dinamico, houve uma redugao
no numero de compostos quando comparado aos resultados obtidos pela
hidrodestilacao, o que ja era esperado, uma vez que o headspace dinamico é
uma técnica de extracdo mais branda e analisa-se apenas os volateis
presentes no headspace produzindo extratos mais limpos. Nas quintuplicatas
realizadas nao foram observadas variagdes na composi¢ao quimica dos
volateis apenas pequenas diferencas na recuperacao dos compostos.

A armadilha utilizada para a captura dos volateis foi o polimero
poroso Porapak Q, que apresenta como vantagem a pouca retencao de dgua e

boa seletividade na retencao de compostos organicos[11].

6.2.1 FRUTO VERDE

A composi¢ao quimica dos compostos volateis do fruto verde esta
apresentada na Tabela 7 e na Figura 27. Na composi¢ao quimica dos volateis
do fruto verde foi possivel detectar 11 compostos, dos quais 10 foram
identificados, com predominancia de alcoois e aldeidos, sendo 0os compostos
majoritarios o (3Z)-hexenol (29,3-49,3%), o 2-fenil etanol (13,3-40,6%), o (2E)-
hexenal (11,0-25,7%) e o hexanal (3,2-6,8%). Embora o linalol, que foi o
composto majoritario via hidrodestilacdo, nao tenha sido detectado pela
técnica de headspace dinamico, outros monoterpenos foram identificados, tais

como: oxido de trans linalol (furanoide)(0,3-2,5%) e o eucaliptol (1,6-1,9%).
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Figura 27. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do fruto

verde de H. speciosa obtidos pela técnica do headspace dinamico.

Tabela 7. Composicao percentual relativa dos compostos volateis do fruto
verde de H. speciosa obtidos pela técnica de headspace dinamico.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5  Meédia:RSD
1 815 800 Hexanal 3,6 3,2 6,8 3,3 4,1 4,2+1,5
2 852 854 (2E)-Hexenal 11,0 13,1 25,7 244 13,1 17,5+7,0
3 854 859 (3Z)-Hexenol 415 41,2 41,2 383 493 42,3+4,1
4 866 867 Hexanol 32 50 56 54 88 5,6%2,0
5 1030 1033  Eucaliptol 1,2 19 1,8 16 19 1,7+0,3
6 1042 1043 Benzeno 07 08 1,3 14 09 1,0+0,3
acetaldeido
7 1045 1040  (Z)-B-Ocimene 12 12 08 1,7 05 1,1+0,5
8 1086 1088  Oxido de trans 1,1 25 1,0 09 03 1,2+0,8
linalol (furandide)
9 1111 1110 2-Fenil etanol 284 287 133 183 198 21,7467
10 1132 - NI 25 1,2 - 0,8 - 0,9+0,9
11 1205 1204 Decanal 35 03 06 06 - 1,0+1,4
TOTAL 97,9 991 981 96,7 98,7 96-7-99,1
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6.2.2 FRUTO MADURO

Nas anadlises do fruto maduro, pela técnica de headspace dinamico foi
possivel identificar 5 compostos, sendo todos pertencentes a classe dos
ésteres, representando 98,7-99,6% do total dos volateis identificados (Figura
28, Tabela 8). Os compostos majoritarios foram o acetato de 3-metil-3-buten-
1-ila (78,2-82,3%), acetato de 3-metil-2-buten-1-ila (8,0-11,2%) e o acetato de
3-metil-1-butanila (5,4-10,1%). Estes ésteres também foram detectados na
composi¢cao quimica dos volateis obtidos por hidrodestilacao dos frutos
maduros, sendo o acetato de 3-metil-3-buten-1-ila 0 compostos com maior

abundancia em ambas as técnicas.

)J\/\D.ih:

/ Acetato de 3-metil-3-buten-1-ila

a0

10 20 30 a0

Figura 28. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto maduro de H. speciosa obtidos pela técnica do headspace dinamico.

Tabela 8. Composicao percentual relativa dos volateis do fruto maduro de H.
speciosa obtidos pela técnica do headspace dinamico.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5 Média +
RSD
1 822 812 Acetato de 1-butanila 1,5 1,7 1,8 1,5 2,3 1,8+0,3
872 876 Acetato de 3-metil-1- 54 101 94 101 53 8,125
butanila
3 878 883  Acetato de 3-metil-3- 82,3 787 783 782 797  79,5+17
buten-1-ila
4 912 919601 Acetato de 3-metil-2- 103 8,0 9,7 93 11,2 9,7+1,2
buten-1-ila
5 1012 1008  Acetato de hexenila 0,1 0,2 0,2 0,3 1,1 0,4+0,4
TOTAL 99,6 98,7 994 994 99,6 98-7-99,6
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6.2.3 FRUTO “DE VEZ”

No fruto “de vez”, foi possivel detectar 11 compostos, dos quais 9
foram identificados (Figura 29, Tabela 9). Nestas analises, foi observado que
a composicao dos volateis se assemelha aquela observada para o fruto verde
e maduro, pois apresentou na sua composi¢ao alcoois como o (3Z)-hexenol,
majoritario no fruto verde e os ésteres encontrados no fruto maduro, tais
como o acetato de 3-metil-3-buten-1-ila, acetato de 3-metil-2-buten-1-ila e
acetato de 3-metil-1-butanila. No entanto, quando os experimentos foram
realizados com os frutos “de vez”, estes apresentavam aparéncia e textura
proxima do fruto maduro, mesmo sendo conservados em freezer. Este fator
pode ter contribuido para predominancia dos ésteres na sua composigao,
visto que também sao os compostos predominantes nos fruto maduro.

Os compostos majoritarios foram: acetato de 3-metil-3-buten-1-ila
(41,2-64,9%), acetato de 3-metil-2-buten-1-ila (12,0-28,9%), hexanal (7,5-9,8%)

e acetato de 3-metill-butanila (5,0-6,2%).
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Figura 29. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto “de vez” de H. speciosa obtidos pela técnica do headspace dinamico.
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Tabela 9. Composicao percentual relativa dos volateis do fruto “de vez” de H.
speciosa obtidos pela técnica do headspace dinamico.

IRC IRt Composto 1 2 3 4 5 Média+
RSD
1 812 800 Hexanal 7,7 8,6 7,5 9,8 9,0 8,5+0,9
2 854 859  (3Z)-hexenol - 1,3 3,3 0,6 0,8 1,2+1,3
3 872 876  Acetato de 3-metil-1- 5,0 5,9 5,4 6,2 49 5,5+0,6
butanila
4 877 883  Acetato de 3-metil-3- 51,8 440 412 649 619 52,8+10,5
buten-1-ila
5 913 91960  Acetato de 3-metil-2- 154 18,7 28,9 128 120 17,6%6,8
buten-1-ila
6 1105 - NI 1,2 0,7 1,1 0,3 0,4 0,7+0,4
7 1111 1110  2-Fenil etanol 6,9 79 3,6 2,3 4,0 5,0+2,3
8 1194 1189  a-Terpineol 0,3 04 0,2 0,1 0,1 0,2+0,2
9 1205 1204 Decanal 2,2 4,7 2,0 0,7 1,9 2,3+1,5
10 1259 - NI 1,6 1,2 1,8 04 0,9 1,2+0,5
11 1446 1453  Geranil acetona 1,8 2,0 1,1 0,5 0,8 1,2+0,6
TOTAL 939 954 961 986 96,7 93,9-98,6

6.2.4 POLPA INDUSTRIALIZADA

Na composi¢ao quimica dos volateis da polpa industrializada foram
detectados 8 compostos, dos quais 7 foram identificados, com predominancia
de ésteres (Tabela 10, Figura 30). Acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (41,7-
67,4%), acetato de 3-metil-1-butanila (7,2-39,5%) e o acetato de 3-metil-2-
buten-1-ila (7,7-22,3%), foram os compostos majoritarios. Estes ésteres
também foram identificados na composicao quimica dos volateis obtidos por
hidrodestilacao da polpa industrializada, mas com recuperagoes diferentes,
(4,5%, 2,6% e 0,6% respectivamente). Além disso, o composto majoritario ndao
foi o acetato de 3-metil-3-buten-1-ila, mas o furfural com 43,0% do total dos
volateis identificados, o qual nao foi identificado pela técnica do headspace

dinamico.
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Figura 30. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis da
polpa industrializada de H. speciosa, obtidos pela técnica do headspace
dindmico.

Tabela 10. Composicao percentual relativa dos volateis da polpa
industrializada de H. speciosa obtidos pela técnica do headspace dinamico.

IRC IRC Composto 1 2 3 4 5 Médiax
RSD

1 822 812 Acetato de 1- 03 07 1,7 07 08 0,8+0,5
butanila

2 849 - NI 1,2 - 2,5 - - 0,7+1,1

3 854 859 (3Z)-Hexenol 1,7 1,0 1,2 19 0,6 1,3+0,6

4 867 867 Hexanol 1,9 1,0 0,7 1,0 1,9 1,3+0,6

5 872 876 Acetato de 3-metil- 39,5 12,3 14,3 72 20,7 18,8+x125
1-butanila

6 878 876 Acetato de 3-metil- 41,7 643 674 572 483 55,8+10,8

3-buten-1-ila
7 913 9191  Acetato de 3-metil- 13,1 11,6 7,7 223 162  14,2#55
2-buten-1-ila
8 1012 1008 Acetato de hexenila 0,4 1,4 0,6 3,5 2,0 1,6+1,2
TOTAL 99,8 92,3 961 938 90,5 90,5-99,8

Comparando-se a composigao dos compostos volateis obtidos dos
frutos de H. speciosa, nos trés estadios de maturacao e na polpa
industrializada pela técnica de headspace dinamico, observa-se que a
composi¢ao varia, a depender do estddio de maturacdo estudado,
principalmente ao comparar as composi¢does dos estaddios verde com a
maduro, sendo os compostos predominantes no fruto verde os alcoois e no

fruto maduro os ésteres.
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Analisando-se a composicao quimica dos compostos volateis do fruto
maduro e da polpa industrializada, observa-se que ambas sao representadas
principalmente pelos ésteres, sendo o acetato de 3-metil-3-buten-1-ila o
composto majoritario. No entanto, ao compararmos a composi¢ao dos
volateis, percebe-se uma pequena variacao, pois na polpa industrializada
foram identificados alguns alcoois como (3Z)-hexenol (0,6-1,9%) e hexanol
(0,7-1,9%) enquanto a composicao dos volateis do fruto maduro é
representada exclusivamente pelos ésteres, principalmente pelo acetato de 3-
metil-3-buten-1-ila (78,2-82,3%). Este resultado pode refletir o estadio de
maturacao em que os frutos de mangaba sao processados industrialmente,

pois normalmente sao colhidos antes da maturagao completa do fruto.

6.3 Microextracao em fase sdlida

Nas andlises por SPME, a definicdo dos parametros utilizados no
processo de extracao € um passo fundamental para definicido do perfil
quimico de extracdo. No desenvolvimento desse trabalho os parametros
utilizados para defini¢ao do perfil de extragao foram a variagao do tempo e
da temperatura de extragao. Os tempos estudados foram: 20, 30, 40 e 50
minutos e as temperaturas foram: temperatura ambiente (aproximadamente
30°C), 40 e 60°C. Manteve-se constante os seguintes parametros: adi¢ao de
NaCl (30% em peso), o tempo de equilibrio ( 15 minutos) e o modo de
extragao headspace. Esses parametros foram definidos com base nos trabalhos
desenvolvidos por Souza [62].

A influéncia do tempo de extracao foi o primeiro parametro a ser
verificado, enquanto a temperatura de extracao foi mantida constante
(temperatura ambiente). A defini¢ao do tempo de extragao 6timo foi avaliada

analisando-se os graficos das Figuras 32, 37, 41 e 45.
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Nas Tabelas 11, 14, 17 e 20, estao apresentadas a composicao dos
compostos volateis dos frutos de H. speciosa nos trés estadios de maturacao e
na polpa industrializada obtidas através do SPME variando-se o tempo
extracdo a temperatura ambiente. Estas andlises serviram como base para a
construgao dos graficos que auxiliaram na definicdo do melhor tempo de
extracao.

O segundo parametro otimizado foi a temperatura de extracdo. Nestas
analises, manteve-se constante o tempo de extracdo, definido anteriormente
para cada um dos estadios de maturagao estudado, e variou-se a temperatura
de extracao. Os resultados estao apresentados nas Tabelas 12, 15, 18 e 21, e os
graficos das figuras 35, 39, 43 e 48, mostram a correlacdo entre a temperatura
de extracdo versus a recuperacao dos compostos volateis. Estes resultados
foram utilizados como base para definir a temperatura de extracdo nas

analises definitivas.

6.3.1 FRUTO VERDE

Nas andlises por SPME, foi possivel identificar o acetato de etila, um
composto que ainda nao havia sido identificado pelas técnicas de
hidrodestilacao e headspace dinamico, em virtude de SPME ser uma técnica

livre de solvente (Tabela 11, Figura 31).
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Figura 31. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do fruto
verde de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME, variando-se o tempo de
extracao: (A) 20 minutos; (B) 30 minutos; (C) 40 minutos e (D) 50 minutos.

Os compostos utilizados na constru¢ao do grafico da Figura 32 para
verificar o efeito do tempo de extracdo, foram definidos com base nos
resultados obtidos na Tabela 11. Os compostos escolhidos foram os que
apresentaram uma melhor recuperacdo, tais como: acetato de etila (27,5-

57,2%), (3Z)-hexenol (7,3-8,5%) e 2-fenil etanol (7,9-9,1%).
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Tabela 11. Composigao percentual relativa dos compostos volateis do fruto
verde de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME variando o tempo de

extracao.
IRe IRt Composto 20 30 40 50
Minutos Minutos Minutos Minutos
1 706 807  Acetato de etila 27,5 51,0 57,2 56,6
2 811 800  Hexanal 5,1 3,3 2,7 2,7
3 854 859  (3Z)-Hexenol 8,5 7,8 7,4 7,3
4 866 867  Hexanol 3,3 2,9 1,8 1,8
5 872 876  Acetato de 3-metil-1- 2,1 1,8 1,8 1,8
butanila
6 877 883  Acetato de 3-metil-3- 2,3 1,7 1,5 1,5
buten-1-ila

7 1004 1004  Acetato de (3E)-hexenila 1,3 0,7 0,7 0,6
8 1030 1033  Eucaliptol 2,2 0,5 0,5 0,5
9 1034 1040  B-(Z)-Ocimeno 0,8 0,6 0,5 0,5
10 1104 1098 Nonanal 1,9 1,2 1,2 1,2
11 1110 1110  2-Fenil etanol 7,9 9,1 9,0 8,9
12 1143 - NI 0,9 0,6 0,7 0,7
13 1206 1204 Decanal 1,8 1,1 1,1 1,1
14 1374 1376  a-Copaeno 2,2 1,1 1,4 1,4
15 1388 - NI 1,2 0,6 0,5 0,5
16 1396 - NI 5,9 2,0 - 09
17 1413 - NI 1,0 1,0 1,4 1,2
18 1418 1422  B-Cariofileno 10,0 5,6 6,4 6,3
19 1473 - NI 4,3 3,2 04 -

TOTAL 90,2 95,8 96,2 95,5

Analisando o grafico da figura 32, percebe-se que no intervalo de

tempo entre 20, 30 e 40 minutos ocorre um aumento na recuperacao do

acetato de etila e entre 40 e 50 minutos ocorre um pequeno decréscimo,

enquanto para o (3Z)-hexenol e 2-fenil etanol ocorre um pequeno acréscimo

na area do pico, neste mesmo intervalo de tempo. Baseando-se nesses

resultados, definiu-se que 40 minutos é o tempo de extracdo 6timo para o

fruto verde, pois é onde ocorre a melhor recuperagao para os compostos

analisados.
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Figura 32. Grafico em coluna do tempo de extragao versus area do pico dos
compostos majoritarios do fruto verde.

O segundo parametro estudado foi a temperatura de extracdo, e na

Figura 33 e na Tabela 12 estao apresentados os resultados obtidos.

Com estas andlises pdde-se perceber que ha diferencas nas

intensidades dos picos dos compostos ao variar a temperatura de extragao de

temperatura ambiente para 60°C. Na temperatura ambiente, o0 composto com

0 pico mais intenso é o acetato de etila, porém a medida que a temperatura

passa para 40°C observa-se que o pico de um composto nao identificado

(composto 19, na Tabela 12) aumenta de intensidade, chegando a ser o mais

abundante quando a temperatura atinge 60°C. O espectro de massas deste

compostos esta apresentado na Figura 34.
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Figura 33. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do fruto
verde de H. speciosa  obtidos pela técnica de SPME, variando-se a
temperatura de extragao: (A) temperatura ambiente, (B) 40°C e (C) 60°C.
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Figura 34. Espectro de massas do composto nao identificado: (A) composto
19 da Tabela 12; (B) composto 18 da Tabela 12.

Os resultados descritos na Tabela 12, serviram como base para
construgao do grafico da Figura 35. O critério utilizado, para construgao do

grafico foi a maior abundancia em uma das trés temperaturas estudadas,
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sendo utilizado o acetato de etila(17,4-57,2%), 2-fenil etanol (1,1-9,0%), o

composto nao identificado (1,4-44,5%) e B-cariofileno (0,1-6,4%).

Tabela 12. Composicao percentual relativa dos compostos volateis do
fruto verde de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME variando-se a

temperatura de extracao.

IR IR Composto Ambiente 40°C 60°C
1 706 807  Acetato de etila 57,2 31,7 17,4
2 745 745060 2 4 5-Trimetil-1,3-dioxolano - 5,4 0,9
3 810 800  Hexanal 2,7 0,5 2,4
4 854 859  (3Z)-Hexenol 7,4 6,5 2,6
5 866 867  Hexanol 1,8 4,8 14
6 862 876 Acetato de 3-metil-1-butanila 1,8 5,4 1,0
7 878 883  Acetato de 3-metil-3-buten-1- 1,5 5,8 1,1
ila
8 913 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten-1- - 1,0 -
ila
9 1004 1004  Acetato de (3E)-hexenila 0,7 0,6 -
10 1030 1033  Eucaliptol 0,5 1,4 0,5
11 1031 1040  B-(Z2)-Ocimeno 0,5 - -
12 1104 1098 Nonanal 1,2 2,8 14
13 1110 1110  2- Fenil etanol 9,0 33 1,1
14 1206 1204 Decanal 1,1 03 1,2
15 1261 1264  (2E)-Decenal - 1,9 -
16 1374 1376  o-Copaeno 1,4 - -
17 1387 1391  B-Elemeno - 6,6 2,3
18 1398 - NI - - 18,3
19 1413 - NI 14 6,4 44,5
20 1418 1422  B-Cariofileno 6,4 4,0 0,1
21 1473 - NI 04 - -
TOTAL 95,0 88,4 96,2

Os melhores resultados na recuperacao dos compostos ao variar a

temperatura de extracao foi a temperatura ambiente para o acetato de etila,

2-fenil etanol e [-cariofileno, contudo para o composto nao identificado

(composto 19 na tabela 12), a melhor temperatura de extracao foi em 60°C.

Diante destes resultados, foi definido como a melhor temperatura para

extragao dos volateis do fruto verde a temperatura ambiente, pois nesta
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temperatura foi obtido o maximo da recuperagdo para a maioria dos

compostos analisados.
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Figura 35. Grafico em coluna da variacdo da temperatura de extracdo
versus area do pico dos compostos majoritarios do fruto verde.

Definido o perfil de extragdao para o fruto verde, que foi tempo de
extracao de 40 minutos e temperatura de extracdo a temperatura ambiente,
realizou-se andlise cromatografica em um cromatografo gasoso acoplado ao
detector de ionizacao em chamas (FID), a fim de determinar a composi¢ao
percentual relativa dos compostos identificados.(Tabela 13).

No fruto verde foram detectados 15 compostos, dos quais 14 foram
identificados, sendo o acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (40,8-46,6%), o
composto majoritario. Contudo quando o perfil de extracao foi definido, os
compostos majoritarios foram: acetato de etila, (3Z)-hexenol e 2-fenil etanol.
Um fato que pode explicar essa diferenca, € que o fruto pode ter
amadurecido quando esta andlise foi realizada, pois este éster é o composto
predominante no fruto maduro e a definicio do perfil de extracdo e a
quantificagao nao foram realizadas na mesma época. No entanto o acetato de
etila (6,4-7,8%), (3Z)-hexenol (13,4-16,6%) e o 2-fenil etanol (0,1-1,8%) foram
identificados, porém com percentagens menores. Esses compostos também

foram determinados no fruto verde pelas técnicas de hidrodestilacao e

78



Resultados e Discussédo

headspace dinamico. Outros compostos majoritarios identificados foram:

hexanal (11,4-12,9%), hexanol (7,0-8,1%), acetato de (3E)-hexenila (1,2-1,8%).

Tabela 13. Composicao percentual dos compostos volateis do fruto verde de
H. speciosa através de SPME e CG-FID.

IRc IRt Composto 1 2 3 MédiatRSD
1 706 807  Acetato de etila 6,5 7,8 6,4 6,9+0,8
2 810 800 Hexanal 11,8 11,4 12,9 12,0+0,8
3 854 859 (3Z)-Hexenol 13,4 15,6 16,6 15,2+1,6
4 866 867 Hexanol 7,0 74 8,1 7,520,6
5 872 876  Acetato de 3-metil-1- 5,2 49 45 4,9+0,4
butanila
6 878 883  Acetato de 3-metil-3- 46,6 443 40,8 43,9+2,9
buten-1-ila

7 1004 1004  Acetato de (3E)-hexenila 1,8 1,7 1,2 1,6+0,3
8 1030 1033  Eucaliptol 1,7 1,0 1,0 1,2+0,4
9 1034 1040  B-(Z)-Ocimeno tr tr tr tr

10 1104 1098 Nonanal 0,1 0,1 0,1 0,1+0
11 1110 1110  2-Fenil etanol 1,6 1,8 0,1 1,2+0,9
12 1206 1204 Decanal 0,1 0,1 - 0,1+0,06
13 1374 1376  a-Copaeno 0,1 0,3 0,1 0,2+0,1
14 1413 - NI 0,1 0,1 0,1 0,1+0
15 1418 1422  B-Cariofileno 0,7 0,1 0,1 0,3+0,4

TOTAL 96,7 96,6 92,0 92,0-96,7
6.3.2 FRUTO “DE VEZ”

A composi¢ao quimica dos compostos volateis do fruto “de vez”

variando o tempo de extragdo esta apresentado na Tabela 14 e na Figura 36.

Nestas andlises, observa-se uma diminui¢do na intensidade do pico do

acetato de 3-metil-3-buten-1-ila ao variar o tempo de extracao de 30 até 50

minutos.
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Figura 36. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto “de vez” de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME, variando o
tempo de extragao: (A) 20 minutos; (B) 30 minutos, (C) 40 minutos e

(D) 50 minutos.
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Com os dados obtidos na Tabela 14, observou-se que os compostos
majoritarios no fruto “de vez” foram: acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (45,7-
79,3%), acetato de 3-metil-2-butanila (7,3-14,5%) e acetato de 3-metil-1-
butanila (7,2-25,1%) e estes foram utilizados para construcao do grafico da

Figura 37.

Tabela 14. Composicao percentual relativa dos compostos volateis do fruto “de
vez” de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME variando o tempo de extracao.

IRC IRt Composto 20 30 40 50
minutos minutos minutos  minutos

1 872 876 Acetato de 3-metil-1-butanila 7,2 16,2 25,1 21,6
2 877 883 Acetato de 3-metil-3-buten-1-ila 79,3 64,1 52,3 45,7
3 912 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten-1-ila 7,3 14,5 10,6 9,7
4 1012 1008  Acetato de hexenila 14 0,9 14 2,6
5 1030 1033  Eucaliptol - 0,7 0,9 2,4
6 1105 - NI 1,6 0,7 2,3 48
7 1206 1204  Decanal 1,7 0,8 2,4 57

TOTAL 98,5 97,2 95,0 92,5

O primeiro parametro definido foi o tempo de extragao. No grafico da
Figura 37 percebe-se que a recuperagao dos compostos varia com o tempo de
extracao, sendo o melhor resultado obtido em 30 minutos, pois obteve-se o

maximo da recuperagao dos compostos volateis.

o

2,50E+07 & 40min
S 2,00E+07 - ® 50min
5 1,50E407 -

«
2 1,00E+07 -

< %
5,00E+06 -
0,00E+00 | S

Acetato de 3-metil-1- Acetato de 3-metil-3-buten- Acetato de 3-metil-2-buten-
butanila 1-ila 1-ila

Figura 37. Grafico do tempo de extragao versus area do pico dos
compostos majoritarios do fruto “de vez”.
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O segundo parametro estudado foi a temperatura de extragdao. Na
Figura 38 e na Tabela 15 estdao apresentados os resultados obtidos para os

volateis do fruto “de vez”.

OAc

Arcetato de 5-metil-1-butanila )J\/\ (A)
4_/ -

Acetato de 3-metil-S-buten-l-ila

il = \rA/%

Acetato de 3metil2-buten-14la

125 25 375

O

Acetato de S-metil1-butanila )I\/\ (B)
Ofc

/ Acetato de 3-metl-3-buten-1-ila

R0 \’/’\/ Eac
/ Acetato de 3-metil-2-buten-1-ila

0 N T
125 25 CF]

OAc

Acetato de S-metil]-butanila )I\/\
Ofc

/ Acetato de S-metil-3-buten-1-ila

- \r//\/%

/ Acetato de F-metil-2-buten-1-la
125 25 I7h

Figura 38. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto “de vez”de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME, variando-se

a temperatura de extracao: (A) temperatura ambiente, (B) 40°C e (C)
60°C.
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Os resultados apresentados na Tabela 15, foram utilizados para
identificar os compostos majoritarios, que foram: acetato de 3-metil-3-buten-
1-ila (52,3-81,3%), acetato de 3-metil-2-buten-1-ila (6,1-10,6%) e acetato de 3-

metil-1-butanila (6,8-25,1%) e assim construir o grafico da Figura 39.

Tabela 15. Composicao percentual relativa dos compostos
volateis do fruto “de vez” de H. speciosa obtidos pela técnica de
SPME variando-se a temperatura de extragao.

IR¢ IRt Composto Ambiente 40°C 60°C
1 871 876  Acetato de 3-metil-1- 16,2 8,2 6,8
butanila
2 877 883  Acetato de 3-metil-3- 64,1 81,3 79,6
buten-1-ila
3 912 9191601 Acetato de 3-metil-2- 14,5 7,1 6,1
buten-1-ila
4 1011 1008  Acetato de hexenila 0,9 0,5 2,2
5 1030 1033  Eucaliptol 0,7 - -
6 1100 - NI 0,7 0,6 1,1
7 1205 1204 Decanal 0,8 0,6 0,9
TOTAL 97,2 98,3 96,7

As temperaturas de extragdo: temperatura ambiente, 40°C e 60°C
foram avaliadas utilizando o tempo de extragdao definido anteriormente.
Baseando-se no grafico da Figura 39, percebe-se que ocorre um decréscimo
na recuperagao dos volateis majoritarios quando a temperatura de extragao
aumenta, sendo na temperatura ambiente onde ocorre os maximos da drea
dos picos dos compostos analisados, definindo-a como a temperatura 6tima

para extracao dos volateis do fruto “de vez”.
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Figura 39.Gréfico em coluna da variacdo da temperatura de extragao
versus area do pico dos compostos majoritarios do fruto “de vez”.

Definido o perfil de extracao, que foi: tempo de extracao de 30
minutos e temperatura de extracdo a temperatura ambiente, realizou-se a
andlise em cromatografo gasoso acoplado ao detector de ionizacdo em
chamas (GC-FID), para determinac¢ao da composigao percentual relativa dos
compostos identificados. As andlises foram realizadas em triplicata e os
resultados estao apresentados na Tabela 16.

No fruto “de vez” foi possivel detectar 6 compostos, dos quais 5
foram identificados, com predominancia de ésteres (94,6-97,1%) sendo os
compostos majoritdrios o acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (60,0-67,5%),
acetato de 3-metil-1-butanila (11,6-21,2%) e o acetato de 3-metil-2-buten-1-ila
(12,8-14,5%). Estes resultados corroboram com os resultados obtidos pelo
headspace dinamico, pois 0s compostos majoritarios foram os mesmo ésteres

determinados pelo SPME.
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Tabela 16. Composicao percentual dos compostos volateis de H.speciosa do
fruto “de vez” através de SPME e GC-FID.

IRC IRt Composto 1 2 3 Média+
RSD
1 872 876 Acetato de 3-metil-1- 11,6 11,6 21,2 14,845,5
butanila
2 877 883  Acetato de 3-metil-3-buten- 67,5 67,4 60,0 65,0+4,3
1-ila
3 912 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten- 12,8 12,8 14,5 13,4+1,0
1-ila
4 1012 1008  Acetato de hexenila 1,2 2,1 0,8 1,4+0,7
5 1028 - NI 0,7 0,7 0,2 0,5+0,3
6 1206 1204 Decanal 0,8 04 04 0,5+0,2
TOTAL 94,6 95,0 97,1  94,6-97,1
6.3.3 FRUTO MADURO

Analisando-se os resultados obtidos na Tabela 17, observou-se que os

compostos com maior abundancia no fruto maduro obtidos pela técnica de

SPME variando-se o tempo extracdo foram: acetato de 3-metil-1-butanila

(13,6-49,9%), acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (39,5-78,6%) e o acetato de 3-

metil-2-buten-1-ila (5,2-6,8%), sendo o grafico da Figura 41 construido

baseando-se na drea dos picos destes compostos (Figura 40, Tabela 17).
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Figura 40. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto de maduro de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME, variando-
se o tempo extracao: (A) 20 minutos; (B) 30 minutos, (C) 40 minutos e

(D) 50 minutos.

Tabela 17. Composicao percentual relativa dos compostos volateis
do fruto maduro de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME
variando-se o tempo de extracao.

IR« IRt

Composto

1 872 876

2 877 883

3 913 9191601

Acetato de 3-metil-
1-butanila

Acetato de 3-metil-
3-buten-1-ila
Acetato de 3-metil-

40 50
Minutos Minutos
15,3 13,6
75,6 78,6
6,8 5,2
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2-buten-1-ila

4 1004 1004 Acetato de 3-hexen- - 0,1 0,2 0,3
1-ol
5 1012 1008 Acetato de hexenila 1,7 1,2 14 1,0
6 1055 1057  Isobutirato de 04 0,1 0,1 0,1
isopentila
7 1064 - NI 0,1 0,1 0,2 0,1
TOTAL 97,9 99,0 99,6 98,9

Pela andlise do gréafico da Figura 41, pode-se perceber que no fruto
maduro as respostas obtidas ao variar o tempo de extragao da fibra nao
foram muito distintas, exceto para o intervalo de tempo entre 20 e 30
minutos, quando se observou um aumento mais pronunciado na
recuperacao do acetato de 3-metil-3-buten-1-ila. Baseando-se nos resultados
obtidos no grafico da Figura 41, o tempo de 40 minutos ficou definido como

o tempo 6timo para recuperagao dos compostos volateis no fruto maduro

por SPME.
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Figura 41. Grafico em coluna do tempo de extragao versus area do pico
dos compostos majoritarios do fruto maduro.
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O segundo parametro estudado foi a temperatura de extracdo, cujo

resultado estd apresentado na Figura 42 e Tabela 18.
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Figura 42. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do fruto
maduro de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME, variando-se a
temperatura de extracao: (A) temperatura ambiente; (B) 40°C e (C) 60°C.
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Tendo como base os resultados obtidos na Tabela 18, os compostos
majoritarios foram: acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (57,1-75,6%), acetato de 3-
metil-2-buten-1-ila (5,5-6,8%) e acetato de 3-metil-1-butanila (15,3-19,7%),
cujas areas dos picos foram utilizadas para construgao do grafico da Figura

43.

Tabela 18. Composicao percentual relativa dos compostos volateis do
fruto maduro de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME variando-se
a temperatura de extragao.

IR¢ IRt Composto Ambiente 40°C  60°C
1 872 876 Acetato de 3-metil-1- 15,3 19,7 18,9
butanila
2 877 883 Acetato de 3-metil-3- 75,6 59,6 57,1
buten-1-ila
3 913 919601 Acetato de 3-metil-2- 6,8 6,6 5,5
buten-1-ila
4 1004 1004  Acetato de (3E)-hexenila 0,2 - -
5 1012 1008  Acetato de hexenila 1,4 1,9 1,6
6 1028 - NI - 0,4 0,8
7 1055 1057  Isobutirato de isopentila 01 - -
8 1111 - NI - 0,8 1,2
9 1205 1204  Decanal - 1,3 11
10 1445 1453 Geranil acetona - 2,3 1,6
11 1462 1463  vy-Decalactona - 53 9,4
TOTAL 99,4 979 972

Baseando-se no grafico da Figura 43, percebe-se que a temperatura de
extracao interfere na recupera¢ao dos compostos, ocorrendo um decréscimo
da area do pico para os compostos avaliados quando a temperatura varia de
temperatura ambiente para 40°C e 60°C, obtendo-se uma melhor resposta

para recuperacOes dos ésteres a temperatura ambiente.
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Figura 43. Grafico em coluna da variacao da temperatura de extragao
versus area do pico dos compostos majoritarios do fruto maduro.

Definido o perfil de extracao, que foi: tempo de extragao 40 minutos e

temperatura de extracdo a temperatura ambiente, realizou-se a andlise

cromatografica CG-FID. As analises fora realizadas em triplicata e os

resultados estao apresentados na Tabela 19.

No fruto maduro, foi possivel detectar 6 compostos, dos quais 5 foram

identificados, com predominancia de ésteres (99,7-99,8% do total dos volateis

identificados), sendo os compostos majoritarios o acetato de 3-metil-3-buten-

1-ila (81,8-82,7%), acetato de 3-metil-1-butanila (6,7-7,8%) e o acetato de 3-

metil-2-buten-1-ila (7,8-8,2%).

Estes ésteres também foram determinados

pelas técnica de hidrodestilagao e headspace dinamico no fruto maduro.

Tabela 19. Composicao percentual dos compostos volateis do fruto
maduro de H. speciosa através SPME e GC-FID.

IRc IRC Composto 1 2 3 Médiax
RSD
1 872 876  Acetato de 3-metil-1- 7,7 7,8 6,7 7,4+0,6
butanila
2 877 883  Acetato de 3-metil-3- 81,8 829 827 825406
buten-1-ila
3 913 919601 Acetato de 3-metil-2- 8,2 8,1 7,8 8,0+0,2
buten-1-ila
4 1012 1008 Acetato de hexenila 1,8 0,8 2,4 1,7+0,8
5 1055 1057  Isobutirato de isopentila 0,1 0,1 0,1 0,1+0
6 1064 - NI 0,1 0,1 0,1 0,1+0
TOTAL 99,7 998 998 99,7-99,8
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6.3.4 POLPA INDUSTRIALIZADA

A composigao dos volateis da polpa industrializada obtida por SPME

variando-se o tempo de extracdo esta apresentada na Tabela 20 e Figura 44.
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Figura 44. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis da
polpa industrializada de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME,
variando-se o tempo de extragao: (A) 20 minutos, (B) 30 minutos, (C) 40
minutos e (D) 50 minutos.

Com base nestes resultados foi observado os compostos majoritarios:
2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano (35,5-50,2%), acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (5,6-
10,8%) e acetato de 3-metil-2-buten-1-ila (0,3-1,7%), cuja area de cada pico foi
usada para construgao do grafico da Figura 45 a fim de verificar o efeito do
tempo de extragito na composicaio quimica dos voldteis da polpa

industrializada.

Tabela 20. Composicao percentual relativa dos compostos volateis da polpa
industrializada de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME variando-se o tempo
de extracao.

IRC IRt Composto 20 30 40 50
minutos minutos minutos minutos
1 747 745060 2 4 5-trimetil -1,3-dioxolano 50,2 35,5 43,0 37,8
2 873 876 Acetato de 3-metil-1-butanila 11,8 14,3 12,7 10,7
3 879 883 Acetato de 3-metil-3-buten-1-ila 5,6 10,8 10,4 9,0
4 914 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten-1-ila 1,7 1,3 0,3 1,4
5 945 - NI 43 3,2 3,2 2,9
6 979 - NI 4,9 4,2 3,5 3,0
7 1007 1008 Acetato de hexenila 0,8 0,2 1,2 0,7
8 1024 1031 Limoneno 0,6 0,3 0,7 1,0
9 1091 1091 2-nonanona 0,6 0,6 0,5 0,4
10 1094 1091 Benzoato de metila 1,3 1,4 1,0 1,0
11 1099 3,7-Dimetil-1,6-octadien-3-ol 0,5 15 1,2 1,2
12 1106 1098 Nonanal 2,0 - 1,5 1,5
13 1113 - NI 0,7 1,1 0,4 0,2
14 1169 1170 Benzoato de etila 0,4 3,6 0,3 2,8
15 1196 1195 Octanoato de etila 2,4 3,5 2,2 1,9
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16 1412 - NI 3,8 2,4 3,3 4,1
17 1422 1418 B-Cariofileno 1,9 04 1,3 1,9
18 1463 1463 v-Decalactona - 2,0 1,7 2,2
19 1473 1473 Dodecanol - 5,7 4,6 9,2
20 1543 - NI 53 0,4 2,9 3,3
TOTAL 98,8 92,4 95,2 96,2

Na polpa industrializada, apesar dos resultados obtidos nao
apresentarem uma variagao significativa para os compostos estudados, foi
possivel observar que o tempo de 40 minutos foi o tempo Otimo para
extragao nestas amostras, especialmente para recuperagao do 2,4,5-trimetil-

1,3-dioxolano e do acetato de 3-metil-3-buten-1-ila.
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2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano Acetato de 3-metil-1- Acetato de 3-metil-3-
butanila buten-1-ila

Figura 45.Grafico em coluna do tempo de extragao versus area do pico
dos compostos majoritarios da polpa industrializada.

Com relacdo a temperatura de extracao (Figura 46, Tabela 21), pela
andlise dos cromatogramas, observa-se que a medida que a temperatura
aumenta, a area do pico do 2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano, que é o composto
majoritario a temperatura ambiente, diminui de intensidade, enquanto a
area do pico do composto nao identificado (compostos 17 na Tabela 21)

aumenta, especialmente quando a temperatura atinge 60°C, tornando-se
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composto majoritario. O espectro de massas deste composto esta

apresentado na Figura 47.
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Figura 46. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis da polpa
industrializada de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME, variando-se a
temperatura de extragao: (A) ambiente; (B) 40°C e (C) 60°C.
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Figura 47. Espectro de massas do composto nao identificado (composto
numero 17 da tabela 21).

Na polpa industrializada, portanto, a recuperacao dos volateis
variaram muito em relagdo a temperatura de extracao. Desta forma, utilizou-
se a area dos picos 2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano (12,1-43,7%), acetato de 3-
metil-1-butanila (2,4-12,9%) e composto nao identificado (composto niimero
17 na Tabela 21) (3,3-60,2%), como parametro para construgao do grafico da

figura 48.

Tabela 21. Composicao percentual relativa dos compostos volateis da
polpa industrializada de H. speciosa obtidos pela técnica de SPME,
variando-se a temperatura de extragao.

IRC IRt Composto Temperatura  40°C 60°C
Ambiente
1 747 7450601 2 4 5-trimetil -1,3-dioxolano 43,0 43,7 12,1
873 876 Acetato de 3-metil-1- 12,7 12,9 2,4

butanila

3 879 883 Acetato de 3-metil-3-buten- 10,4 10,6 2,2
1-ila

4 914 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten- 0,3 0,1 0,3
1-ila

5 945 - NI 3,2 3,3 0,7

6 979 - NI 3,5 - -

7 1007 1008  Acetato de hexenila 1,2 3,6 0,2

8 1024 1031  Limoneno 0,7 1,2 04

9 1091 1091 2-nonanona 0,5 0,8 -

10 1094 1091  Benzoato de metila 1,0 1,3 04

11 1099 - 3,7-dimetil-1,6-octadien-3- 1,2 0,4 0,6
ol

12 1106 1098  Nonanal 1,5 - -

13 1113 - NI 04 - -

14 1169 1170  Benzoato de etila 0,3 - -

15 1196 1195  Octanoato de etila 2,2 2,3 -
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16 1291 1192  2-decanona 0,3 - -
17 1412 - NI 3,3 3,4 60,2
18 1422 1418 [-cariofileno 1,3 1,3 -
19 1463 1463  y-Decalactona 1,7 1,8 1,7
20 1473 1473  Dodecanol 4,6 - -
21 1543 - NI 2,9 6,2 15,5
TOTAL 96,2 92,9 96,7

Analisando o gréafico da Figura 48, observa-se que na temperatura
ambiente o composto com a melhor recuperacao foi o 2,4,5-trimetil-1,3-
dixolano, no entanto, quando a temperatura passa de ambiente para 60°C, o
compostos nao identificado (compostos numero 17 da tabela 21) passa a ser o
composto majoritario. Desta forma, ficou definido que a temperatura dtima
de extracdo seria aquela que a recuperagao dos compostos fosse a melhor

para a maioria dos compostos, a qual seria a temperatura ambiente.

6,00E+07 - O Ambiente
40°C
@ 60°C

5,00E+07 -

4,00E+07 -
3,00E+07 -
2,00E+07 -

Area do pico

1,00E+07 -

0,00E+00

2,4,5-trimetil-1,3- Acetato de 3-metil-1-
dioxolano butanila

Figura 48. Grafico em coluna da variacdo da temperatura de extragao
versus area do pico dos compostos majoritdrios da polpa industrializada.

Definidos os perfis de extragdao, realizou-se as andlises da polpa
industrializada nos parametros otimizados através de cromatografia gasosa
acoplada ao detector de ionizagao em chamas (Tabela 22).

Na polpa industrializada foi possivel detectar 19 compostos, dos quais
16 foram identificados, sendo o 2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano (42,5-51,9%) o
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composto mais abundante. Os ésteres também foram identificados (47,7% do

total dos volateis identificados) destacando-se o acetato de 3-metil-3-buten-1-

ila (22,9-29,0%) e o acetato de 3-metil-1-butanila (4,9-5,3%). Estes ésteres

também foram os compostos com maior abundancia verificados pela técnica

do headspace dinamico na polpa industrializada.

Tabela 22. Composicao percentual dos compostos volateis da polpa
industrializada de H. speciosa realizada através de SPME e GC-FID.
IRC IRt Composto 1 2 3 Média+
RSD
1 747 745601 2 4 5-trimetil -1,3-dioxolano 42,5 51,9 48,9 47,8+4,8
2 873 876 Acetato de 3-metil-1- 17,6 15,5 18,7 17,3+1,6
butanila
3 879 883 Acetato de 3-metil-3-buten- 29,0 22,9 23,6 25,2+3,3
1-ila
4 914 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten- 5,3 49 5,3 5,240,2
1-ila
5 945 - NI 0,1 0,1 0,1 0,10
6 1007 1008  Acetato de hexenila 0,2 1,0 0,1 0,4+0,5
7 1024 1031 Limoneno 0,1 0,1 0,2 0,1+0,006
8 1091 1091 2-Nonanona 0,1 - 0,1 0,1+0,06
9 1094 1091 Benzoato de metila 0,9 0,1 0,3 0,4+0,4
10 1101 1103  Isovalerato de isopentila 0,1 0,1 0,1 0,10
11 1106 1098  Nonanal 0,6 0,1 0,1 0,3+0,3
13 1169 1170  Benzoato de etila 0,1 0,1 0,1 0,10
14 1196 1195  Octanoato de etila 0,7 0,7 0,1 0,5+0,3
15 1412 - NI 0,1 0,1 0,1 0,1x0
16 1422 1418  B-cariofileno 0,1 0,1 0,1 0,10
17 1463 1463  y-Decalactona 0,1 0,1 0,2 0,1+0,06
18 1473 1473  Dodecanol 0,1 0,2 0,2 0,2+0,06
19 1543 - NI 0,1 0,2 0,2 0,2+0,06
TOTAL 97,8 98,2 98,5 97,9-98,5
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6.4 Extracao em fase solida

No desenvolvimento desse trabalho testou-se exaustivamente algumas
metodologias propostas para extracdo de volateis por SPE nos frutos
maduros e verde, muitas sem resultados satisfatorios.

Dentre as metodologias testadas, a primeira foi realizada com base nos
trabalhos desenvolvidos por Kubota [37] e Hayata [70], que utilizaram como
fase solida o polimero poroso Porapak Q. Nestes procedimentos,
inicialmente deixava-se o fruto imerso em metanol e, em seguida, realizava-
se a centrifugacao com posterior elui¢do do sobrenadante em coluna de
vidro (15cm de comprimento x 0,5cm de diametro interno) recheada com o
polimero previamente condicionado com solugao de metanol (1:9). Depois de
eluida a amostra, a coluna era lavada com a solugao de metanol (1:9) e agua
destilada e para dessorcao dos volateis era utilizado diclorometano e a
analise realizada por CG-EM. Com este procedimento nao foi possivel isolar
os volateis presentes nos frutos de H. speciosa.

Uma outra metodologia desenvolvida para o isolamento dos volateis
da mangaba por SPE foi realizada com base no trabalho de Radulescu [63].
Desta forma, preparou-se inicialmente uma infusao do fruto com agua a
100°C e apds 30 minutos, realizou-se a centrifugacao com posterior eluigao
do sobrenadante em coluna de porapak Q, previamente condicionada. A
dessorcao dos volateis foi realizada com diclorometano e ao eluato
adicionou-se sulfato de sdédio anidro, que apos filtragao foi analisado por
CG-EM (ver detalhes desta metodologia no item 5.4).

Os extratos obtidos por este procedimento apresentavam cheiro
bastante agradavel e adocicado para o fruto maduro e para o fruto verde os
extratos possuiam cheiro de “grama cortada”. As andlises, por este
procedimento, dos frutos verde e maduro de H. speciosa estao apresentados

nas Figuras 49 e 50, respectivamente.
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Analisando-se os cromatogramas, pdde-se observar a presenca de
varios picos, tanto no cromatograma do fruto maduro quanto do fruto verde,
os quais foram atribuidos a compostos interferentes, destacando-se
principalmente o 1,3-dimetil benzeno e o etil benzeno. Esse interferentes nao
estavam presentes na andlise do branco dos adsorventes, que era realizado

antes do condicionamento do cartucho de extragao.

1,5-dimetl] benzeno

e

Acetato de S-metil-3-buten-1-ila

10 T a a0 —a
Figura 49. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto maduro de H. speciosa obtidos pela técnica de SPE.
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Figura 50. Cromatograma de ions totais representativo dos volateis do
fruto verde de H. speciosa obtidos pela técnica de SPE.

Na Tabela 23 estao apresentados os compostos volateis identificados
pela técnica de SPE no fruto maduro. Assim, dos 17 compostos identificados
4 deles ja haviam sido identificados pelas técnicas de SPME, headspace

dinamico e hidrodestilagao, que foram: acetato de butanila (1,2%), acetato de

99



Resultados e Discussédo

de 3-metil-1-butanila (3,1%), acetato de 3-metil-3-buten-1-ila (44,1%) e acetato
de 3-metil-2-buten-1-ila (4,6%). Os 13 compostos restantes sao os compostos
interferentes, representando 44,8% do total dos compostos identificados,
destes os principais foram o 1,3-dimetil benzeno (17,4%), 1,2-dimetil benzeno

(14,3%) e o etil benzeno (3,7%).

Tabela 23. Percentagem relativa em area dos volateis
do fruto maduro de H. speciosa obtidos através de

SPE e CG-EM.

IR¢ IRt Composto %

1 800 800  Octano 0,8
2 815 - 2,5,5-trimetil hexeno 04
3 820 812  Acetato de 1-butanila 1,2
4 861 - Etil benzeno 3,7
5 854 - 1,3-dimetil benzeno 17,4
6 870 876  Acetato de 3-metil-1-butanila 3,1
7 878 883  Acetato de 3-metil-3-buten-1- 44,1

ila

882 - 1,2-dimetil benzeno 6,4

9 900 900 Nonano 1,5
10 919 9191601  Acetato de 3-metil-2-buten-1- 4,6

ila

11 923 - 3-metil nonano 1,1
12 935 - 4-metil-1-hepteno 1,2
13 958 - 1,2,4-trimetil benzeno 0,9
14 1000 1000 Decano 2,0
15 1044 - 1,2-dimetil benzeno 5,3
16 1052 - 1,2-dimetil benzeno 2,6
17 1100 1100 Undecano 1,5
TOTAL 97,8

Na Tabela 24 estao apresentados os compostos identificados no fruto
verde através de SPE. Novamente os compostos interferentes tiveram uma
maior predominancia nestas andlises, sendo o 1,3-dimetil benzeno o mais
abundante (33,7%). No fruto verde, dos 12 compostos identificados 3 deles ja

haviam sido identificados quando as técnicas de hidrodestilagao, headspace
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dindmico e SPME foram utilizadas, que foram: (2E)-hexenal(3,2%), (3Z)-
hexenol (2,9%) e 2-fenil etanol (6,0%).

Tabela 24. Percentagem relativa em 4area dos
volateis do fruto verde de H. speciosa obtidos através
de SPE e CG-EM.

IRC IRt Composto %

1 847 854  (2E)-hexenal 3,2
2 849 859  (3Z)-hexenol 2,9
3 828 - Etil benzeno 7,3
4 836 - 1,3-dimetil benzeno 33,7
5 858 - 1,2-dimetil benzeno 11,4
6 865 - NI 2,7
7 900 900  Nonano 1,9
8 958 - 1,2,4-trimetil benzeno 1,4
9 1000 1000 Decano 6,9
11 1100 1100 Undecano 20,2
12 1119 1110 2-fenil etanol 6,0
TOTAL 97,6

Acreditando-se que estes interferentes poderiam ser originados a
partir do polimero adsorvente, realizamos um tratamento para o Porapak Q
utilizado, eluindo diclorometano e metanol seguido de aquecimento a 150°C,
seguindo o procedimento descrito para condicionamento do cartucho de
extragao utilizado na técnica de headspace dinamico (mais detalhes no item
5.2). Infelizmente, os resultados obtidos nao foram diferentes dos descritos

sem a limpeza prévia do adsorvente.

6.5 Hidrolise acida

No estudo dos aromas ligados glicosidicamente, inicialmente
verificamos a liberagao das agliconas via hidrolise acida utilizando HCI 0,1

mol/L, seguindo o procedimento de Tressi[43] com algumas modificagdes. A
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reacao geral de liberacdo das agliconas via hidrdlise acida pode ser

observada na Figura 51.

HOH,C HOH,C
HO O HO 0

"o H*/H,0 R
HO OH

OR
OH OH

Figura 51. Reacao geral de liberacao das agliconas via hidrolise acida.

A metodologia desenvolvida, foi aplicada inicialmente para o fruto
maduro e para separacao da fragao ligada glicosidicamente foi utilizado
como solido adsorvente Porapak Q. No entanto, nestas andlises foi
verificado novamente a presenca dos mesmos interferentes encontrados no
procedimento através de SPE (1,3-dimetil benzeno, etil benzeno e 2,5,5-
trimetil hexeno), sendo que em apenas um dos procedimentos testados esses
interferentes nao foram detectados.

As analises dos volateis do fruto maduro obtidos apds hidrolise acida.
nos permitiu detectar 23 compostos, dos quais 21 foram identificados, sendo
observada a predomindncia de ésteres tais como: acetato de acetato de 3-
metil-3-buten-1-ila (44,3%) e o acetato de 3-metil-1-butanila (8,1%). Também
foram identificados monoterpenos oxigenados: oOxido de cis linalol
(pirandide) (0,3%), oxido de trans linalol (pirandide) (0,5%), oxido de cis
linalol (furandide) (1,2%), oxido de trans linalol (furandide) (1,2%) e linalol
(0,4%); e alcoois, representados pelo 2-fenil etanol (0,8%) (Figura 52, Tabela
25).
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Figura 52. Cromatograma de ions totais representativo obtidos pela

hidrdlise 4cida do fruto maduro de H. speciosa.

Tabela 25. Composigao percentual relativa dos volateis do
fruto maduro de H.speciosa apds hidrolise acida com HCl

0,1mol/L.

IRC IRt Composto %

1 819 812 Acetato de 1-butila 3,4
2 870 876 Acetato de 3-metil-1-butanila 8,1
3 879 883 Acetato de 3-metil-3-buten-1-ila 44,3
4 912 9191601 Acetato de 3-metil-2-buten-1-ila 41
5 952 962 5-metil furfural 0,3
6 1004 1004  Acetato de (3Z)-hexenila 0,3
7 1001 1008  Acetato de hexenila 0,4
8 1011 - 2-etil-1-hexanol 0,2
9 1069 1074  Oxido de cis-linalol (furandide) 1,2
10 1085 1088  Oxido de trans-linalol (furandide) 1,2
11 1102 1098  Linalol 04
12 1099 - NI 2,7
13 1110 1110  2-Fenil etanol 0,8
14 1162 1174 Oxido de cis-linalol (piranéide) 0,3
15 1174 1177 Oxido de trans-linalol (piranoide) 0,5
16 1195 1189  a-Terpineol 31

17 1204 1204  Decanal tr
18 1249 1255  Geraniol 0,5
19 1259 - 1-(4-etilfenil)-Etanona 0,7
20 1356 1360  y-Nonalactona 0,4

21 1376 1380  B-(E)-Damascenona tr
22 1462 1463  y-Decalactona 0,8
23 - NI 11,8
TOTAL 85,5

Diante destes resultados, outros experimentos foram realizados,

seguindo o mesmo procedimento, porém os resultados obtidos nao foram

reprodutiveis,

obtendo-se

a presenca dos interferentes

descritos
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anteriormente. Portanto, como os resultados nao foram satisfatorios, a
hidrdlise acida nao foi realizada para o fruto de mangaba em outros estadios

de maturacao (verde e “de vez”).

6.6 Hidrolise enzimatica

O procedimento desenvolvido para determinacdo dos compostos
ligados glicosidicamente via hidrolise enzimatica, foi aplicado para os frutos
verde e maduro. No entanto, para o fruto maduro os resultados obtidos nao
foram satisfatdrios.

Apds hidrolise enzimatica foi possivel isolar alguns compostos do
fruto verde tais como o 2-fenil etanol (6,3%), identificado quando as técnicas
de hidrodestilagao, headspace dinamico e SPME foram utilizadas, e outros
compostos como o eugenol (1,1%), metil eugenol (2,7%) e o miristato de
isopropila (5,4%) que so foram identificados apos a realizagao da hidrolise
enzimatica.

A andlise cromatografica (Tabela 26, Figura 53) mostra varios picos, os
quais foram atribuidos a compostos interferentes presentes na amostra,
sendo o interferente principal o 2,5,5-trimetil-2-hexeno, e que nao fazem
parte da constituicao dos volateis liberados via hidrolise enzimatica e esses
compostos nao estao correlacionados a compostos volateis encontrados em

frutas.
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Figura 53. Cromatograma de ions totais representativo dos compostos do
fruto verde apds hidrolise enzimatica.

Tabela 26. Compostos identificados apds liberacao
das agliconas via hidroélise enzimatica.

IRC IRt Composto %
1 819 - 2,5,5-trimetil-2-hexeno 5,5
2 829 - 2,5,5-trimetil-2-hexeno 54
3 835 - 3,5,5-trimetil-1-hexeno 2,5
4 839 - 2,3,3-trimetil-1-hexeno 3,7
5 873 - 1-butil ciclohexano 0,7
6 875 - 2,2-dimetil-3-deceno 2,5
7 907 - Ciclopentano-1,2-diol 10,3
8 910 - 2,5-dimetil-3-etil-3-hexeno 3,6
9 919 - 2,3,4-trimetil pentano 3,5
10 921 - 2,3,4-trimetil pentano 17,8
11 945 - 2,3,4-trimetil pentano 3,3
12 1022 - 2,3,4-trimetil hexano 0,6
13 1053 - 5,7-trimetil undecano 0,4
14 1098 - 4 6,8-trimetil nonano 0,9
15 1110 1108  2-fenil etanol 6,3
16 1349 1356  Eugenol 11
17 1397 1401  Metil eugenol 2,7
18 1598 - Tridecano 0,7
19 1609 1611  Tetradecanal 1,1
20 1701 - NI 5,4
21 1782 1774  Pentadecanal 17,4
TOTAL 95,4

Pelo procedimento desenvolvido, foi possivel isolar também a fragao

livre dos volateis do fruto verde, e os resultados estao apresentados na

Tabela 27 e na Figura 54. Novamente, na andlise cromatografica da fracao

livre do fruto verde, pode-se observar os mesmos picos dos interferentes

presentes no inicio da corrida cromatografica da fracao ligada.
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Figura 54. Cromatograma de ions totais representativo da fragao livre dos

volateis do fruto verde de H. speciosa.

No entanto, na frac¢ao livre dos 28 compostos identificados 8 deles ja
haviam sido extraidos pelas técnicas de hidrodestilagao, headspace dinamico e
SPME, que foram: (2E)-hexenal (0,6%), (3Z)-hexenol (0,4%),
benzenoacetaldeido (0,5%), 6éxido de cis linalol (furanoide)(0,2%), 6éxido de
trans linalol (furanoide) (0,4%), 2-fenil etanol (35,9%), 6xido de cis linalol
(piranoide) (0,4%), oxido de trans linalol (piranoide) (0,9%). Além disso,
observou-se ainda a presenca de vanilina (0,4%), um composto que ainda
nao havia sido extraido quando as outras técnicas de extracao foram
utilizadas. Os compostos interferentes na fragao livre foram similares aos
identificados na fracao ligada, mas, o 2-fenil etanol foi o composto

majoritario, representando 35,9% do total dos compostos identificados.

Tabela 27. Composicao percentual relativa dos
volateis a fracdo  livre do fruto de H. speciosa
no estadio verde.

IRC IRt Composto %

1 819 - 2,5,5-trimetil-2-hexeno 2,6
2 829 - 2,5,5-trimetil-2-hexeno 2,5
3 835 - 3,5,5-trimetil-1-hexeno 1,6
4 839 - 2,3,3-trimetil-1-hexeno 0,3
5 852 854 (2E)-hexenal 3,6
6 854 859 (3Z)-hexenol 04
7 873 - 1-butil ciclohexano 1,1
8 907 - Ciclopentano-1,2-diol 7,5
9 910 - 2,5-dimetil-3-etil-3- 2,6

hexeno
10 919 - 2,3,4-trimetil pentano 2,7

106



Resultados e Discussédo

11 921 - 2,3,4-trimetil pentano tr
12 945 - 2,3,4-trimetil pentano 14,1
13 1021 2,3,4-trimetil hexano 2,8
14 1041 1043 Benzenoacetaldeido 0,5
15 1069 1074  Oxido de cis linalol 0,2
(furanoide)
16 1085 1088  Oxido de trans linalol 04
(furanoide)
17 1098 - 4,6,8-trimetil nonano 0,8
18 1113 1110  2-fenil etanol 35,9
19 1169 1174  Oxido de cis linalol 04
(piranoide)
20 1174 1177  Oxido de trans linalol 0,9
(piranoide)
21 1273 Hexadecano 0,3
22 1295 Nonano 1,7
23 1329 Tetradecano 0,5
24 1391 1391 Vanilina 04
25 1397 NI 1,0
26 1479 NI 3,5
27 1499 NI 3,2
28 1782 - Octadecanal 1,3
TOTAL 92,8

Melhores resultados devem ser obtidos, quando novas metodologias
otimizadas forem desenvolvidas para o isolamento dos compostos ligados

glicosidicamente de H. speciosa.

6.7 Consideracoes finais

Na Tabela 28, estao apresentadas as estruturas dos compostos
majoritarios obtidos pelas diversas técnicas utilizadas no desenvolvimento
deste trabalho.

Os monoterpenos foram os compostos mais abundantes no fruto
verde pela técnica de hidrodestilagdo, destacando-se o linalol, que foi o
principal constituinte. Outros monoterpenos também foram identificados tais
como o 6xido de cis linalol, 6xido de trans linalol e o a-terpineol, sendo que

esses compostos também estavam presentes no fruto “de vez” e na polpa
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industrializada, e ja foram identificados em outros frutos: uva[71],
pitanga[29], damasco[72], péssego[73] e goiaba[74].

O furfural, isolado pela técnica de hidrodestilacdao, foi o maior
constituinte da polpa industrializada e identificado também no fruto maduro
e intermedidrio, e também ja foi isolado de frutos tropicais como o
tamarindo[75].

No fruto verde, pela técnica do headspace dinamico, o maior
constituinte identificado foi o (3Z)-hexenol e o 2-fenil etanol. O acetato de
etila, foi um composto identificado somente pela técnica de SPME, mas é
constituinte de outros frutos tais como o cupuassu[76], seriguela[33], umbu-
caja[28].

O hexanal, foi uns dos compostos majoritarios identificados na polpa
industrializada por hidrodestilacio e no fruto “de vez” por headspace
dinamico.

Os ésteres foram os compostos predominantes no fruto maduro, em
todas as técnicas de extragao utilizadas. Assim acreditamos que eles sejam os

principais compostos responsaveis pelo aroma da mangaba.

Tabela 28. Principais compostos volateis majoritdrios encontrados nos
frutos de H.speciosa obtidos pelas técnicas de hidrodestilagao, headspace
dinamico, SPME.

Estrutura Estadio de maturagao Técnica de extragao/
percentagem relativa
Verde Hidrodestilacao (12,8%)
: “de vez” Hidrodestilacao (9,2%)
5 Polpa industrializada | Hidrodestilagao (4,0%)
H

Oxido de cis linalol
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Verde Hidrodestilagao (8,4%)
Oxido de trans
linalol
OH Verde Hidrodestilacao (17,8%)
“de vez” Hidrodestilagao (17,3%)
Polpa industrializada | Hidrodestilagao (4,1%)
Linalol
Verde Hidrodestilagao (9,9%)
“devez” Hidrodestilacao (13,2%)
OH
o-terpineol
o 1 “de vez” Hidrodestilagao (19,9%)
mo Maduro Hidrodestilacao (27,8%)

Furfural Polpa industrializada | Hidrodestilagao (43,0%)
H Polpa industrializada | Hidrodestilagao (10,6%)
MO “de vez” Headspace dinamico (8,5%)
Hexenal
“de vez” Headspace dinamico (5,5%)
SPME (14,8%)
Maduro Hidrodestilacao (3,4%)

YV OAc

Acetato de 3-metil-1-
butanila

Headspace dinamico (8,2%)
SPME (7,4%)

Polpa industrializada

Headspace dinamico (18,8%)
SPME (17,3%)

)L/\OAC

Acetato de 3-metil-3-
buten-1-ila

Maduro Hidrodestilagao (38,7%)
Headspace dinamico (79,5%)
SPME (82,3%)

“de vez” Headspace dinamico (52,8%)

SPME (65,0%)

Polpa industrializada

Hidrodestilacao (4,5%)
Headspace dinamico (55,8%)
SPME (25,2%)
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Maduro Hidrodestilagao (3,8%)
Headspace dinamico (9,7%)
%OAC SPME (8,0%)
Acetabtstjrel ??:tﬂ_z_ “de vez” Headspace dindmico (17,6%)
' SPME (13,4%)
Polpa industrializada | Headspace dinamico (14,2%)
SPME (5,2%)
NS0 Verde Headspace dindmicco (17,5%)
(2E)-hexenal
v\/r Verde Headspace dindmicco (39,9%)
HO
7
(3Z)-hexenol
Acetato de etila Verde SPME (6,9%)
. Verde Headspace dindmicco (24,2%)

Fenil etanol

Pat

2,4 5-trimetil-1,3-
dioxolano

Polpa industrializada

SPME (47,8%)
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7. Conclusao

v Os compostos volateis dos frutos de H. speciosa nos trés estadios de
maturagdo e na polpa industrializada foram caracterizados pela
primeira vez utilizando as técnicas da hidrodestilacdo, headspace

dinamico e SPME.

v A composi¢do quimica dos compostos volateis variaram a depender
do estadio de maturagao do fruto, sendo que os volateis dos frutos
maduros, “de vez” e da polpa industrializada foram caracterizados
principalmente por ésteres, enquanto o fruto verde foi caracterizado

pela presenca de monoterpenos e dlcoois.

v' No fruto verde, pela técnica da hidrodestilagdo os volateis foram
representados principalmente por monoterpenos oxigenados: linalol,
oxido de cis-linalol, éxido de trans-linalol. Nas técnicas do headspace
dinamico e SPME, os dalcoois foram os compostos predominantes,

destacando-se (3Z)-hexenol e 2-fenil etanol.

v" No fruto maduro, os ésteres foram os compostos predominantes na
sua composi¢do quimica, utilizando as trés técnicas de extragao
estudadas, sendo os principais constituintes: acetato de 3-metil-1-
butanila, acetato de 3-metil-3-buten-1-ila e acetato de 3-metil-2-buten-

1-ila.

v" No fruto “de vez”, utilizando a hidrodestilacdo, a composicdao dos
volateis foi caracterizada pela presenga de aldeidos furfural e hexanal,
os monoterpenos também foram identificados: linalol, a-terpineol,

geraniol, enquanto nas técnicas do headspace dinamico e SPME, estes
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compostos nao foram identificados e a composicao dos volateis ficou
similar ao do fruto maduro, representada principalmente pelos
ésteres: acetato de 3-metil-1-butanila, acetato de 3-metil-3-buten-1-ila e

acetato de 3-metil-2-buten-1-ila.

Os volateis da polpa industrializada também foram caracterizados
pela presenca de ésteres em sua composi¢ao. Novamente os mais
abundantes foram: acetato de 3-metil-1-butanila, acetato de 3-metil-3-

buten-1-ila e acetato de 3-metil-2-buten-1-ila.

Os resultados obtidos com as hidrolises acida e enzimatica nao foram
satisfatorios para a caracterizagcdo dos compostos ligados

glicosidicamente dos frutos de H. speciosa.

De maneira geral, as técnicas de extragao utilizadas foram tteis para
determinar os compostos volateis presentes nos frutos e na polpa
industrializada de H. speciosa podendo ser utilizadas isoladamente ou
de forma complementar no estudo de compostos volateis de acordo

com o objetivo que se deseja alcancar.

Em nosso estudo foi possivel, independente da técnica utilizada,
verificar que hd diferengas na composi¢ao dos frutos de mangaba de
acordo com o estaddio de maturagao estudado, e que a composicao dos

volateis da polpa industrializada foi similar a do fruto maduro.
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