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RESUMO

O aroma é uma das principais caracteristicas dos alimentos e é determinado por uma combinagao de moléculas
volateis presentes na matriz, sendo um dos seus atributos mais atraentes para o consumidor. Neste trabalho foram
identificados compostos volateis presentes em dois estagios de maturagdo da acerola. Para a analise, utilizou-se a
técnica da microextracdo em fase solida por headspace (HS-SPME — HeadSpace Solid Phase MicroExtraction) associada
com a cromatografia gasosa de alta resolucao acoplada a espectrometro de massa (GC-MS — Gas Chromatography - Mass
Spectrometry). A influéncia das fibras na extracao dos volateis via SPME (CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS) foi avaliada.
Os efeitos da temperatura de extragdo, concentragdo do meio de extragao (cloreto de sédio - NaCl) e quantidade de
amostra foram estudados usando-se o Delineamento Central Composto (DCC) para avaliar a maior eficiéncia de
extragao. Observou-se que, na acerola madura (vermelha) e semimadura (amarela) os compostos predominantes foram
os ésteres, dentre eles o etil hexanoato o 4-pentenil-butanoato foram os que apresentaram maior concentragao relativa.
Esta identificacdo é uma informacdo importante para a industria de aromas, que utilizam diferentes compostos
aromaticos para a formulagao de fragrancias e aromas para serem usados em alimentos, cosméticos e perfumes.

Palavras-chave: Malpighia emarginata, compostos volateis, HS-SPME, GC-MS.

ABSTRACT

Flavor is one of the main characteristics of food identified as a combination of volatile molecules present in the matrix
and is one of its most attractive attributes to the consumer. In this research have been identified volatile compounds
present in two stages of acerola maturation. For the analysis, have been used the following techniques and equipment:
Headspace (HS-SPME) Solid Phase Microextraction Technique associated with High-Resolution Gas Chromatography
coupled to mass spectrometer (GC-MS). The influence of SPME fibers (CAR / PDMS and DVB/ CAR / PDMS) was
evaluated on the volatiles extraction. The effects of extraction temperature, extraction medium concentration (NaCl)
and amount of sample were studied using the Composite Central Delineation (CCD) to achieve the highest extraction
efficiency. In mature (red) and semi-yellow (yellow) acerola the dominant compounds were esters; among them,
ethylhexanoate and 4-pentenyl butanoate were the ones with the highest relative concentration. This identification is
essential information for the flavors industry which use different aromatic compounds for the formulation of fragrances
and aromas to be used in food, cosmetics, and perfumes.

Keywords: Malpighia emarginata, volatile compounds, HS-SPME, GC-MS.
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INTRODUCAO

A diversidade de climas e microclimas fizeram
do Brasil um pais perfeito para a produgao
de frutas. Atualmente, ¢ um dos trés maiores
produtores mundiais com uma produgdo que
supera os 41 milhdes de toneladas ao ano. Entre
os muitos atributos atraentes que criam demanda
por frutas de regides tropicais e subtropicais
é devido ao aroma perceptivel caracteristico.
Alem disso, estas frutas sdao muitas vezes de
baixo custo e extremamente ricas em vitaminas,
podendo ser utilizadas em uma ampla gama de
produtos alimenticios. A popularidade dessas
frutas tem aumentado, especialmente na Europa e
Estados Unidos. No Brasil, as frutas tropicais sao
consumidas frescas no local durante todo o ano e
sdo exportadas para outros paises, normalmente
sob a forma de polpa congelada. Grande atengao
tem sido dada para os compostos volateis de uma
grande variedade de frutas ao longo das tltimas
décadas (Carasek e Pawliszyn, 2006).

Em algumas frutas, os compostos de impacto
individuais foram identificados como sendo
responsaveis por um aroma caracteristico, mas
a maioria de aromas parece ser a contribuicao
de um grande ntimero de compostos volateis
(Marostica e Pastore, 2007). Segundo a literatura,
a identificagdo dos compostos volateis de frutas
tropicais exoticas estdo ainda sendo estudados.
Além disso, observa-se que os ésteres e os terpenos
sdo os volateis mais prolificos nas frutas os quais
predominariam no aroma. Além do mais segundo
a literatura uma das técnicas mais empregadas
para extrair os volateis é HS-SPME (Souza-Silva
et al., 2015). Portanto, existe um crescente interesse
neste campo para elucidar se os perfis de aroma de
frutas e vegetais frescos sao afetados pelo sistema
de cultivo o armazenamento (Vallverdia-Queralt e
Lamuela-Raventds, 2016).

Pode-se citar, por exemplo, a polpa da acerola que
é muito suculenta e possui um aroma frutado e
doce, mas a fruta é principalmente conhecida por
ser rica em vitamina C, sendo uma das principais
fontes naturais dessa vitamina. A cor vermelha
atrativa da fruta é devido as antocianinas presentes
na casca. Também ¢ fonte de carotenodides e
compostos fendlicos (Vendramini e Trugo, 2004)
que participam como antioxidantes no sistema

biologico. Schippa et al. (1993) relataram o primeiro
trabalho sobre a composig¢ao de compostos volateis
da acerola, utilizando extracdo com o solvente
diclorometano, e os compostos mais dominantes
foram o 3-metil-3-buteno-1-ol, seguido por ésteres
(acetato, propionato, butanoato, hexanoato e
octanoato). Segundo os autores, estes compostos
eram em sua maioria responsaveis pelo aroma da
fruta.

Neste trabalho, foi realizada a otimizacao de
extragdo de compostos volateis da acerola por
HS-SPME - técnica caracterizada por sua rapidez,
variabilidade, linearidade, boa «cinética de
saturacao e minimizacao dos efeitos de matriz —em
combinagao com GC-MS, em que foram utilizadas
colunas capilares com altas taxas de fluxo linear,
com o objetivo de isolar e identificar os compostos
organicos volateis da acerola em dois estagios de
maturidade.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Acerolas nos estagios maduro (vermelha) e
semimaduro (amarelo) foram compradas em um
supermercado de Aracaju, Brasil, e transportadas
ao laboratério. As frutas frescas, com auséncia de
lesdes ou deterioracdo microbiana aparente nas
cascas, foram selecionadas de acordo ao estado de
maturidade e lavadas com solucao de hipoclorito
de sodio a 1%.

Um amostrador de SPME e fibras revestidas com
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) 85 um
e  divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR-PDMS) 50/30 pm foram adquiridas da
Supelco (Bellefonte, PA, USA). O cloreto de s6dio
foi adquirido da Sigma Chemical Co. (Aldrich
Chemical Co.) e a agua destilada empregada foi do
sistema de purificacao Milli-Q da Millipore.

Selecido da fibra de SPME na extragio dos
compostos voldteis

O despolpamento da acerola foi realizado
manualmente. Apds a extracao da semente, a polpa
e a casca foram homogeneizadas em liquidificador
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comum sem adicdo de 4gua e peneiradas.
O homogenato resultante foi acondicionado
em sacos de polietileno de baixa densidade e
armazenado em freezer a -20 °C até a realizagdo
das analises.

Para a selecdao da fibra, foram realizados testes
com fibras CAR/PDMSe DVB/CAR-PDMS com
o intuito de verificar a capacidade de coletar e
concentrar os volateis da polpa no HS (headspace).
Essas fibras foram dispostas no HS em frascos de
40 mL hermeticamente fechados com uma rolha
de polipropileno, contendo uma mistura com 3,5 g
de amostra e 10 mL de agua deionizada, durante
30 min a 25 °C, sob agitacdo magnética constante.
Apos extragao, as fibras de SPME foram retiradas
dos frascos e inseridas no sistema de injegao
do GC-MS para a separagao e identificacao de
volateis. O tempo de dessor¢do térmica foi de
8 min a 250 °C no modo split. O nimero de picos
detectados foi uma variavel de resposta tanto para
a selecao da fibra e como para a otimizagao das
condicdes de extracgao.

Planejamento experimental

A otimizacdao do procedimento experimental foi
realizadaatravés do delineamento central composto
(DCQ), com trés variaveis e cinco niveis (-1,68, -1, 0,
+1, 1,68) e 3 triplicatas no ponto central, totalizando
17 experimentos. As condi¢des experimentais no
ponto central foram: forca idnica de 15% de NaCl,
temperatura de 40 °C e o peso da amostra de 2,5g.
Os valores experimentais foram: concentragao de
NaCl - x,= 0, 6, 15, 24 e 30%; temperatura - x, = 30,
34, 40, 46 e 50 °C e amostra - x;=0,8, 1,5, 2,5, 4, 2,5
(Quadro 1).

O nimero de picos detectados, em cada corrida, foi
usado como uma variavel de resposta do DCC e um
modelo quadratico foi construido para descrever os
dados observados. As condi¢bes de cada extragado
foram realizadas seguindo o planejamento
experimental (Quadro 1) e foi empregada a fibra
que apresentou o melhor resultado em relagao ao
numero de picos absorvidos. O tempo de equilibrio
e o tempo da extragao para cada andlise foram de
15 e 30 min., respectivamente. Todas as andlises
foram realizadas em duplicata.

Quadro 1 - Niveis das variaveis independentes testadas no DCC — MSR e seus respectivos valores experimentais para a acerola

Niveis codificados

Variaveis independentes Numero de picos

Temperatura
Experimento X1 X2 X3 NaCl(%) Polpa (g) (°C) Madura Semimadura
1 -1 -1 -1 6 15 34 62 40
2 1 -1 -1 24 15 34 65 43
3 -1 1 -1 6 4 34 70 58
4 1 1 -1 24 4 34 69 48
5 1 -1 1 24 1,5 46 78 59
6 -1 -1 1 6 1,5 46 77 60
7 -1 1 1 6 4 46 79 63
8 1 1 1 24 4 46 81 64
9 0 0 -1,682 15 2,5 30 60 39
10 0 0 1,682 15 2,5 50 79 60
11 0 -1,682 0 15 0,8 40 59 38
12 0 1,682 0 15 4,2 40 77 61
13 -1,682 0 0 0 2,5 40 77 59
14 1,682 0 0 30,1 2,5 40 80 62
15 0 0 0 15 2,5 40 73 60
16 0 0 0 15 2,5 40 69 57
17 0 0 0 15 2,5 40 70 54

(-1,682) nivel baixo, (1,682) nivel alto, (0) ponto central.
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Anadlise cromatogrifica

Nas anadlises cromatograficas usou-se um
sistema de GC (Agillent CG-7820A) - MS (Agilent
MS-5975) equipado com uma coluna capilar DB-5
(30 m x 0,25 mm de diametro interno, 0,25 pm de
espessura do filme). Apos injecao, a programagao
de temperatura para a coluna foi: inicio a 40 °C
durante 4 min, aumentando-se 7 °C/min até atingir
160 °C onde permaneceu por 8 min, seguido por um
aumento de 15 °C/min até 250 °C onde foi mantido
por 3 minutos, totalizando 38 min de corrida
cromatografica. O hélio foi usado como gas de
arraste em uma proporgao constante de 1,0 mL/min.
O detector de massa foi operado por impacto de
elétrons (EI)-mode de 70 eV em uma faixa de 29 —
550 m/z. A identificacao dos componentes volateis
foi realizada por meio do calculo do indice de
retencdo linear (RI) de cada composto, usando
uma série de padrdes de n-alcanos (C,4-C,,) (Sigma
Chemical Co., St. Louis) nas mesmas condi¢des
das amostras e por comparacao do espectro de
massa de um composto desconhecido com a
biblioteca espectral de massa NIST/EPA/NIH,
versao 2.0. Os valores dos indices de retencao (RI)
de cada composto também foram comparados
com os descritos na literatura referentes a outras
frutas e vegetais os quais foram determinados
nos mesmos equipamentos e condi¢des anteriores.
As concentragdes relativas dos componentes
individuais foram expressas como porcentagem
das areas de pico relativas a area total do pico.

Andlise estatistica

A significancia estatistica do modelo foi avaliada
por analise de variancia (ANOVA), a um nivel
de significincia de 5% (p < 0,05). A ANOVAe
a superficie de resposta foram geradas pelo
programa STATISTICA v. 7 Statsoft Inc., Tulsa, OK,
USA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecio do revestimento da fibra

Neste estudo foram avaliadas duas fibras
semipolares CAR/PDMSe a DVB/CAR-PDMS,

e comparadas individualmente. Os resultados
mostraram que, ambas as fibras conseguiram
extrair compostos similares, dos quais os mais
representativos foram o etil hexanoato, e o 3-metil-
3-buten-1-ol, 4-pentenil butanoato e etil octanoato
(Figura 1). No entanto, a fibra CAR/PDMS, foi
a que apresentou uma elevada eficiéncia de
extragao dos compostos volateis. Comparando os
cromatogramas das duas fibras testadas, foram
detectados 50 picos quando empregada a fibra DVD/
CAR/PDMS e 65 picos com a PDMS/CAR. Baseado
no perfil apresentado por este revestimento, a fibra
CAR/PDMS foi selecionada para a caracterizagao
dos compostos volateis da polpa da acerola.

Bicchi et al. (2000) observaram que a fibra mais
eficaz para o HSSPME de compostos volateis é
aquela composta por um liquido (PDMS) para os
componentes menos polares e um revestimento
solido (DVD, CAR ou ambos) para os componentes
mais polares. Similarmente, Augusto et al. (2000)
concluiram que os dois revestimentos DVD/
CAR seriam um meio de filtrar compostos volateis
de algumas polpas de frutas e sugeriram que a
combinac¢do destas duas fibras seria o revestimento
mais eficiente para a extragao de compostos mais
leves. Contudo, o revestimento desta fibra (CAR/
PDMS) foi a mais apropriada para a extragao de
moléculas pequenas. A sensibilidade desta fibra
em moléculas menores, tais como ésteres, acidos
e compostos nao polares, permitiria a extragao de
uma ampla faixa de compostos aromaticos.
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Figura1- Influéncia do tipo de fibra (PDMS/DVD/CAR e
PDMS/CAR) na extracdo dos principais compostos
volateis.
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Delineamento central composto e identificacio de
compostos voldteis da acerola

Os resultados dos 17 experimentos sdo mostrados
no Quadro 1 e na Figura 2. As respostas baseadas
no numero de picos é um dos parametros mais
empregados na otimizagdo das condi¢oes de
extragdo por SPMEe, portanto empregado
como ponto final nestes estudos para avaliar a
significancia de cada uma das variaveis estudadas.
Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada
para determinar se os fatores experimentais
estudados foram significativos (p<0,05) sobre o
desempenho do sistema HS-SPME. Os principais
efeitos e suas interagdes sdo apresentados no
diagrama de Pareto, mostrado na Figura 2.

A Figura 2A mostra os resultados obtidos para
a acerola madura, e pode-se observar que a
quantidade de amostra (x,), a temperatura de
extracao (x;) e o termo quadratico da forca idnica
(x,x,) foram altamente significativos (p<0,05) e
influenciaram positivamente na extracdo dos
compostos volateis. Estas varidveis influenciaram
grandemente na pressao de vapor e do equilibrio
dos compostos volateis no espago livre da amostra,
o que indicaria que aumentando estes valores,
também incrementaria o sinal do composto.
Assim, é possivel atribuir a alta eficiéncia da
fibra de SPME ao aumento da concentragdao dos
compostos menos volateis no espago superior
(devido a temperatura de extragdo superior) do que
a extragao dos compostos altamente volateis a fibra.

A Figura 2B representa os resultados da acerola
semimadura e, observa-se que a temperatura
de extracao (x;), a quantidade de amostra (x,)
e o termo quadratico da concentracdo do sal
foram significativos (p<0,05). Dessas varidveis,
influenciaram positivamente a temperatura e
a quantidade de amostra. No entanto, o valor
negativo indicaria um efeito oposto sobre a
resposta analitica.

O ntimero de picos obtidos em cada experimento
foi usado para obter a superficie de resposta
que estdao apresentados na Figura 3A e 3B. Estes
resultados representam os valores maximos
alcancados tanto para a temperatura de extragao,
para a quantidade de amostra e para a concentragao
de NaCl. Osgraficos mostram que a melhor
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Figura 2 - Diagrama de Pareto mostrando as variadveis
estatisticamente significativas  (p<0,05) que
influenciaram na resposta durante a extracao dos
compostos volateis. A) Acerola madura. B) acerola
semimadura.

resposta (nimero de picos) foi atingida quando a
temperatura de extracao estava na faixa de 46 °C,
a quantidade de amostra era de 4 gramas a 24% de
NaCl. O delineamento experimental apresentouum
valor R de 0,947 para a acerola madura e 0,93 para a
acerola semimadura, ambos considerados valores
adequados para o planejamento. Neste ponto,
foram separados 81 compostos volateis da polpa
da acerola madura e 64 da acerola semimadura,
0s quais estdao mostrados na Figura 4 e Quadro 2.

Segundo nossos resultados podemos dizer que
a adicao de um sal inerte a amostra produz um
aumento daforcaidnica o que acarretaa diminuigao
da solubilidade de intimeros compostos em
agua, favorecendo a extragdo dos analitos (efeito
salting-out). Igualmente o tempo de extracao afeta
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Figura 3 - Superficie de resposta obtida na otimizacdo
da extragao dos compostos volateis em funcgao
da concentracdo de NaCl vs temperatura de
extracdo (T, °C) e quantidade de amostra (g).
A) Acerola madura e B) Acerola semimadura.

diretamente a extensdo da extragdo de compostos
volateis e semi-volateis sendo que, teoricamente,
para tempos de extracdo maiores uma maior
parcela de compostos sera extraida. Do mesmo
modo a temperatura é um dos pardmetros mais
importantes na extragdo dos compostos por
difusdo gasosa visto que o transporte de massa é
baseado na volatiliza¢ao dos compostos.

Identificacdo dos compostos voldteis da polpa da
acerola

A Figura 4 representa os cromatogramas da melhor
condicdo de extra¢do. Os nimeros mostram o0s
compostos que apresentaram maior intensidade

e possiveis responsaveis pelo aroma da fruta.
No Quadro 2 estao listados todos os compostos
que foram detectados e identificados. Foram
identificados 55 compostos na acerola madura e 51
na semimadura, de acordo com a semelhanca dos
seus espectros de massa e por comparagao com 0s
valores padrao descritos na literatura, dentre os
compostos identificados, os ésteres foram os mais
predominantes nos dois estagios de maturidade.
O etil hexanoato foi o pico mais impactante
em ambos os estdgios representando 36,7% de
concentracao relativa na fruta madura e 27,6% na
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Figura 4 - Cromatograma representativo dos compostos
volateis do homogenato de acerola extraidos com
CAR/PDMS nas condigdes 6timas do planejamento
experimental. A) Madura e B) semimadura.
Os picos predominantes e os compostos mais
impactantes foram: acetato de 3-metil-3-buten-1-
ilo (1), hexanoato de metilo (2), hexanoato de etilo
(3), butanoato de 4-pentenilo (4), octanoato de
etilo (5), hexanoato de 4-pentilo (6) e butanoato
de etilo (7).
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semimadura, seguido do 4-pentenil butanoato com
14,8% na madura e 20,81% na semimadura. Apesar de
apresentarem muitos compostos em comum, foram
identificados alguns compostos presentes somente
na acerola madura tais como furfural, 3-metil
octanoto, etil-4-octanoato e metil-4-decanoato.
Na acerola semimadura foi identificado o (E)-hexenil
acetato, (E)-2-hexen-1-ol, 3-octanol e (3-ionone.

Na literatura, poucos artigos referentes a composicao
do aroma da acerola sdo encontrados (Schippa
et al., 1993; Boulanger e Crouzet, 2001; Carasek
e Pawliszyn, 2006), dentre os quais Boulanger e
Crouzet (2001) identificaram 46 compostos volateis
livres, onde os alcoois (3-metil-3-buten-1-ol, 3-metil-
butan-1-ol e 2-metil-butan-1-ol) eram predominantes
na fragao volatil. Outros estudos (Schippa
et al., 1993; Carasek e Pawliszyn, 2006) também
identificaram estes alcodis na polpa da acerola.

Pino e Marbot (2001) detectaram a presenga de
diferentes compostos incluindo monoterpendides
0s quais nao foram encontrados em outros estudos.
Os autores investigaram os compostos volateis de
acerola cultivada em Cuba e identificaram furfural,
acido hexadecandico, 3-metil-3-buten-1-ol e
limoneno como os compostos de maior intensidade.
Outro grupo estudou os efeitos na composicao

quimica dos compostos volateis da acerola em trés
estagios de maturidade, onde foi observado que o
perfil do aroma vai incrementando com o estagio
de maturidade. Foram identificados 14 compostos
no fruto imaturo, 23 no intermedidrio tais como
metil hexanoato e 3-octen-1-ol e nos frutos
maduros identificaram 31 compostos, entre eles
acetil- metil-carbinol e etil hexanoato. Os autores
também observaram que, quando imaturo, o odor
prevaleceu durante a primeira fase de maturacao,
as concentracoes de ésteres eram baixas e
incrementaram durante a maturacao (Vendramini
e Trugo, 2004).

A abundancia de ésteres em frutas ¢ bastante
comum e relatada por varios autores em estudos
dos perfis volateis de diversas frutas, como em
germoplasma de manga chinesa, Borojoa Sorbiles
fruta da Amazonia, groselha preta, caja, graviola,
cupuagu, goiaba, banana e uva, normalmente,
esta classe esta envolvida com as notas de aromas
frutais da fruta (Augusto et al.,, 2000; Porat et al.,
2011; Ma et al., 2018; Rabelo et al., 2018; Marsol-Vall
et al,, 2018). Estes autores detectaram a presenca
de aldeidos tais como furfural, nonanal e hexenal,
ésteres como o butanoato de etilo, butanoato de
metilo, hexanoato de metilo entre outros os quais
foram também identificados na acerola.

Quadro 2 - Niveis das variaveis independentes testadas no DCC — MSR e seus respectivos valores experimentais para a acerola

Niveis codificados

Variaveis independentes Numero de picos

Temperatura
Experimento X1 X2 X3 NaCl(%) Polpa (g) (°C) Madura Semimadura
1 -1 -1 -1 6 15 34 62 40
2 1 -1 -1 24 15 34 65 43
3 -1 1 -1 6 4 34 70 58
4 1 1 -1 24 4 34 69 48
5 1 -1 1 24 1,5 46 78 59
6 -1 -1 1 6 1,5 46 77 60
7 -1 1 1 6 4 46 79 63
8 1 1 1 24 4 46 81 64
9 0 0 -1,682 15 2,5 30 60 39
10 0 0 1,682 15 2,5 50 79 60
11 0 -1,682 0 15 0,8 40 59 38
12 0 1,682 0 15 4,2 40 77 61
13 -1,682 0 0 0 2,5 40 77 59
14 1,682 0 0 30,1 2,5 40 80 62
15 0 0 0 15 2,5 40 73 60
16 0 0 0 15 2,5 40 69 57
17 0 0 0 15 2,5 40 70 54

(-1,682) nivel baixo, (1,682) nivel alto, (0) ponto central.
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CONCLUSOES

Neste estudo a combinacdao da técnica de
HS-SPME na captura de compostos volateis
empregando um sistema de CG-MS resultou
em um método eficiente com o qual foi possivel
identificar uma grande quantidade de compostos
volateis, dos quais os ésteres foram os compostos
predominantes nos dois estagios de maturidade.
Entre as fibras testadas (CAR/PDMSe DVB/
CAR/PDMS), a CAR/PDMS foi a mais eficiente
na extracdo de maior ndmero de compostos.
Os compostos mais impactantes foram o 3- acetato

de 3-metil-3-buten-1-ilo, hexanoato de metilo,
hexanoato de etilo, butanoato de 4-pentenilo,
octanoato de etilo, hexanoato de 4-pentilo e
butanoato de etilo, dentre eles este tltimo poderia
ser o principal responsavel pelo aroma da fruta.
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