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RESUMO

Este trabalho apresenta a aplicacdo da técnica de microextragdo em fase solida
(SPME) para determinacdo e avaliacdo de possiveis mudancas no perfil volatil de
amostras de abacaxi minimamente processadas e armazenadas em diferentes
temperaturas e periodos de armazenagem. Foram estudadas as temperaturas de 25
°C,4°Ce-12°C e os periodos de 1, 4 e 10 dias de armazenagem. O recobrimento da
fibra de SPME que apresentou um melhor desempenho foi composto por Car/PDMS. As
condicBes oOtimas de extracdo foram obtidas a partir de um planejamento Doehlert e
foram de 70 minutos a 35 °C. O perfil volatil da fruta foi determinado por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC - MS) e as otimizacdes foram
realizadas por cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizagdo em chama (GC
- FID). A variacdo no perfil volatil que foi avaliada em termos de numero de sinais e
intensidade de sinal (soma das areas dos picos) ao longo do tempo foi maior quando as
amostras foram armazenadas a 25 °C e a -12 °C se comparado quando armazenadas a
4 °C. Assim, de acordo com os resultados obtidos associados as condicbes de
armazenagem avaliadas neste estudo, as amostras de abacaxi minimamente
processado que mais mantiveram o perfil da fruta fresca, foram aquelas armazenadas a

4 °C e até o quarto dia de armazenagem.

Palavras-chave: perfil volatil, alimentos minimamente processados, SPME.
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1 INTRODUCAO

O aroma é altamente dependente da composi¢cdo qualitativa e quantitativa de
compostos volateis, e € um dos atributos mais importantes que afetam o consumo de
alimentos. Logo, a determinacdo dos compostos presentes em aromas de diversas
frutas e também de plantas vem sendo uma ferramenta muito utilizada para avaliacdo
da qualidade das matrizes em questao.

Na vida urbana moderna o tempo para preparacdo de alimentos é limitado,
fazendo com que o mercado busque alternativas para aumentar 0 consumo, mas
também manter as caracteristicas do produto fresco. Sendo assim, torna-se
fundamental criar formas eficientes para garantir que as propriedades originais sejam
mantidas ao maximo, por isso foram criados os alimentos minimamente processados.
Como esses alimentos sdo submetidos a uma série de etapas dentre elas de
descascamento e corte, isso pode fazer com que ocorra uma perda na qualidade do
produto e consequentemente uma diminuicdo no tempo de prateleira onde estes sdo
comercializados.

Desta forma, considera-se importante a realizacdo de estudos em que seja feito
0 monitoramento de amostras de frutas ou outras matrizes de interesse simulando uma
situacao real, com a finalidade de avaliar a variacdo da qualidade de acordo com o
tempo e temperatura de armazenagem e também o perfil volatil durante o decorrer
desse tempo.

Para realizacdo desse trabalho, a técnica de preparo de amostra utilizada foi a
microextracao em fase sélida (SPME, do inglés Solid-Phase Microextraction) no modo
headspace aliada a técnica instrumental de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography with Mass

Spectrometer) as quais vém sendo muito empregadas para avaliacédo de perfis volateis.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Frutas tropicais

As frutas tropicais tem encontrado um crescente reconhecimento nos ultimos
anos, e isto pode estar relacionado ao seu valor nutricional, por seus sabores exoticos e
também pela procura por um estilo de vida saudavel. Entre as diversas frutas que tém
sido amplamente consumidas pode-se destacar o abacaxi.

O abacaxi (Ananas comosus) € um fruto de regides tropicais, sendo 0s principais
produtores mundiais a Tailandia, Filipinas, Brasil, Indonésia, Costa Rica, China, india,
Nigéria, México e Vietnd?. Este é um dos frutos mais populares cultivados em todo
mundo. E extremamente refrescante, de sabor doce e acido quando maduro. Alguns
dos beneficios de seu consumo sdo: a perda de peso, alivio de dores musculares,
ajuda na digestéo, rica fonte de vitaminas e minerais, entre outrosS.

Segundo PINO et al.,* as frutas podem ser consumidas frescas e séo largamente
utilizadas na industria alimenticia para producdo de conservas, geleias e suco

concentrado, sendo a avaliacdo da qualidade desses alimentos de extrema importancia.

2.2  Alimentos minimamente processados

Nos dias atuais, como o tempo de preparo de alimentos é limitado, novos
habitos alimentares tem sido criados, ocasionando um aumento no consumo de
alimentos prontos para comer ou processados em geral®>. Ao mesmo tempo, a
crescente demanda decorrente do consumo de alimentos que sejam frescos, saudaveis
e nutritivos, tem estimulado o mercado a desenvolver diferentes formas de manter
essas caracteristicas em alimentos minimamente processados®.

Operacdes como lavar, descascar e cortar So etapas necessarias para preparar
os alimentos minimamente processados, mas resultam na reducdo da vida do produto,

se comparado a ele intacto”.
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Estes alimentos sdo encontrados em supermercados, muitas vezes mantidos sob
refrigeracdo e armazenados em embalagens plasticas ou em bandejas cobertas com

filme de PVC, prontos para o consumo “in natura”.

2.3 Compostos volateis

Os compostos volateis sdo substancias que possuem elevada pressao de vapor
a pressao atmosférica, logo facilmente volatilizam. Esses compostos pertencem a uma
variedade de classes quimicas, tais como, alcoois, acidos, aldeidos, cetonas, ésteres
alifaticos e aromaticos, entre outros®.

Mesmo em quantidades reduzidas nos alimentos, eles sdo responsaveis pelo
aroma que € um dos atributos fundamentais que afetam o consumo, contribuindo ao
mesmo tempo para a definicdo do sabor. Eles também estdo presentes em fragrancias
e esséncias, que sao alguns dos ingredientes basicos para a industria cosmética e a de

alimentos®.

2.4  Preparo de amostra

Praticamente a maioria dos equipamentos analiticos ndo permite analisar
diretamente matrizes de amostras complexas, sendo necessario um procedimento de
preparo de amostra, que é uma etapa determinante de uma analise quimica.

Esta etapa tem como finalidade isolar e concentrar os analitos a niveis
adequados para analise e evitar interferéncias e incompatibilidades que podem ser
geradas quando analisamos as matrizes em sua forma bruta!?. As técnicas de preparo
de amostra buscam diminuir o tempo de andlise, reduzir o uso de solventes organicos
visando uma menor geracao de residuos.

Atualmente, tém sido desenvolvidas diversas técnicas de preparo de amostra
que apresentam elevada importancia. As chamadas técnicas miniaturizadas,
simplificadas e livres de solventes vém ganhando destaque, dentre elas, a principal
técnica utilizada para avaliar o aroma/perfil volétil de alimentos € a microextracdo em

fase solidall.
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2.4.1 Microextracdo em fase solida

A SPME foi proposta no inicio dos anos 90 por Arthur e Pawliszyn. Esta técnica
de preparo da amostra consiste basicamente na extracdo e concentracédo de analitos os
quais sdo sorvidos em uma fibra de silica fundida que é revestida com uma fase
extratora adequada. Tem grande aplicabilidade, pois ndo utiliza solvente, tem elevado
poder de concentracdo, é aplicavel a varios tipos de analitos e facilita o transporte do

material extraido®. A Figura 1 representa o conjunto aplicador e fibra de SPME.

Figura 1 — Representacdo do conjunto aplicador e fibora de SPME. Legenda: (a) fibra,
(b) agulha, (c) amostrador, (d) Embolo.

(b)

(@)

Fonte: Acervo pessoal (2016)

Esta técnica vem sendo utilizada em combinacdo com GC-FID e GC-MS para
extracdo e determinagcdo de uma grande variedade de compostos volateis e
semivolateis a partir de matrizes alimenticias, amostras biologicas como sangue e urina,

amostras de solo e agua, entre outras2,
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Na SPME a escolha do tipo de recobrimento da fibra € uma etapa de
fundamental importancia, pois a fase extratora adequada depende do tipo de analito
que se deseja extrair/determinar. Existem diversos recobrimentos disponiveis

comercialmente, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Alguns dos recobrimentos poliméricos comercialmente disponiveis para
SPME.

Tipo Composicao Espessura Principais Referéncia
Quimica do filme
(um) aplicacoes
N&o- PDMS 100 Compostos volateis e 13
polares 30 semivolateis.
7 Compostos de elevado

peso molecular.

Polares PA 85 Semivoléateis. 13

PDMS/DVB 65 Compostos volateis e 10
semivolateis de baixa

a alta polaridade.

Bipolares Car/PDMS 75 Gases, compostos de 13
85 baixo peso molecular
(PM 30 — 225).
DvB/Car/PDMS 50/30 Ambos os tipos de 13

compostos.
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O processo de extragdo utilizando SPME pode ser realizado de duas maneiras,
no modo de imerséo direta (DI) e no modo headspace (HS). Na imersao direta (Figura
2) a fibra € exposta em contato direto com a amostra, essa forma de extracédo é ideal
para a determinacdo de analitos de baixa volatilidade preferencialmente em amostras
aquosas, mas uma das desvantagens é a possibilidade de danificacdo da fibra caso a

amostra contenha materiais particulados?4.

Figura 2 — Representacdo do modo de extracdo DI-SPME.

Fibra de SPME

Recobrimento da fibra

S 4+—— Amostra

Fonte: Adaptado de MERIB (2013)*°

Ja no modo headspace (Figura 3), a fibra é exposta na fase gasosa da amostra
contida em um frasco lacrado, este modo é utilizado geralmente para amostras
complexas, solidas e em suspensfes, e/ou que apresentem analitos de média a alta

volatilidade®.
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Figura 3 — Representacao do modo de extracdo HS-SPME.

Fibra de SPME

Recobrimento da fibra

Headspace

—+— Amostra

Fonte: Adaptado de MERIB (2013)%°

Diferente das técnicas convencionais, a SPME é uma técnica ndo exaustiva,
sendo que apenas um pequeno volume da fase extratora (imobilizada em um suporte
sélido) é exposto a amostra durante certo periodo de tempo, extraindo somente uma
porcdo do analito. A extracdo é realizada com base no equilibrio entre os analitos
presentes na amostra e o revestimento da fibra?®.

Na extracdo por HS, os analitos migram entre trés fases que estdo envolvidas
até que o equilibrio seja alcancado. O sistema pode ser dividido em fibra (f), amostra
(m) e headspace (h)*®. Sendo assim, os seguintes equilibrios e as respectivas
constantes de equilibrio (K) entre o analito (A) e as partes constituintes do sistema séo

definidos nas equacdes 1 e 2, respectivamente.

A (amostra) = A (headspace)

Chs .
Kmhs = o Equagédo (1)
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A (headspace) = A (fibra)

cf .
Khsf = o Equagéo (2)

Somando as equacdes (1) e (2) pode-se chegar a equacao resultante do

processo de microextragado representada em (3):

A (amostra) = A (fibra)

cf ~
Kmf = po Equacéo (3)

Onde:

Cf = concentragéo do analito extraida pela fibra

Cm = concentracdo do analito presente ha amostra

Chs = concentracdo do analito presente no headspace da amostra
Kmhs = constante de equilibrio amostra — headspace

Khsf = constante de equilibrio headspace - fibra

Kmf = constante de equilibrio amostra — fibra

Através dessas representacdes, pode-se dizer que a quantidade inicial de
analito presente na amostra é a soma das quantidades presentes na condicao de
equilibrio e é alcancada nas trés partes do sistema (amostra, headspace e fibra) e pode
ser representada em (4):

n0 = nf + nhs + nm = c0.Vm Equacéo (4)

Onde:

nO = quantidade inicial do analito presente na amostra

nf = quantidade de analito extraida pela fibra no equilibrio

nhs = quantidade de analito presente no headspace da amostra no equilibrio
nm= quantidade de analito presente na matriz da amostra no equilibrio

c0 = concentracdo do analito na amostra

Vm= volume de amostra
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Utilizando as equacdes anteriores e fazendo algumas relagbes matematicas,
pode-se obter a equacdo que permite calcular a quantidade de analito extraida pela

fibra, mostrada na equacéao (5):

_ c0.Vm.Kmhs.Khsf.Vf
" Vm + Vhs.Kmhs + Vf.Kmhs.Khsf

nf Equacéo (5)

Desta forma, pode-se observar que 0 processo de microextragdo no
headspace da amostra depende de algumas constantes de equilibrio, j& representadas
anteriormente, bem como dos volumes de amostra e de fase extratora (Vm e Vf)
utilizados. Além disso, a quantidade de analito extraido (nf) € diretamente proporcional
a concentracao inicial do analito presente na amostra (c0), que é a base analitica para

quantificacdo em SPME.

2.5 Otimizacdo de métodos analiticos

A otimizacdo é um procedimento utilizado para melhorar o desempenho de um
processo. Etapas de otimizacdo vem sendo muito utilizadas na quimica analitica
quando se deseja obter as condi¢cdes de um determinado método em que se tenham as
melhores respostas.

A técnica de otimizacdo feita pela mudanca de apenas uma das variaveis
estudadas, mantendo as demais constante, € chamada de univariada. Mas como essa
forma de otimizacéo tem algumas desvantagens como a de nao levar em consideragao
a interacao das variaveis entre si e também a necessidade da realizacdo de um nimero
maior de experimentos.

A fim de superar esses problemas nas otimizacdes, a utilizacdo de técnicas
estatisticas multivariadas, as quais sédo utilizadas quando se deseja otimizar
simultaneamente as variaveis para se obter um melhor desempenho do sistema.

Dentre os diversos planejamentos multivariados que podem ser utilizados para a
construcéo de superficies de resposta que permitam a identificacdo da regido de melhor

desempenho do sistema pode-se destacar o planejamento Doehlert!*. Sendo destacado
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por ser muito utilizado em procedimentos de preparo de amostra, o qual € empregado
para duas variaveis, na qual existem 3 niveis para a variavel X1 e cinco niveis para a

variavel X2, conforme a Figura 4.

Figura 4 — Planejamento Doehlert.

X

Fonte: Adaptado de DIAS (2015)'4

2.6 Cromatografia gasosa

A técnica de separacdo que foi empregada nesse trabalho € conhecida como
cromatografia gasosa (GC). Esta técnica é muito utilizada em analises qualitativas e
quantitativas e tem sido ferramenta analitica indispensavel em varios laboratorios.

A técnica de GC consiste na separacdo dos componentes de uma amostra
vaporizada e injetada na coluna cromatografica, baseada em seus pontos de ebulicdo e
nas diferencas na retencdo desses compostos em uma fase estacionaria. O
carreamento dos compostos é realizado mediante um fluxo de gas de arraste inerte, ou
seja, que nao interaja com 0s analitos presentes na amostra, mas que apenas
transporte-os através da coluna.

Os componentes necessarios em cromatografia gasosa sdo basicamente, um
cilindro de gas de arraste e o regulador de vazéo, sistema de inje¢do, um forno

cromatografico onde esta contida a coluna cromatogréafica seguida do detector, e de um
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computador para o controle do sistema e andlise de dados'’. A Figura 5 representa um
esquema tipico de cromatografo a gas.

Figura 5 — Esquema representando um cromatografo a gas.

Regulador de liiisfor
vazao Mostrador
Coluna Detector
Sistema de
dados tempo —»

Cilindro de
gas de arraste

Forno

Fonte: Adaptado de AGILENT TECHNOLOGIES (2011)*®

2.6.1 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas

A técnica instrumental de GC-MS é muito utilizada a fim de alcancar uma boa
separacao/identificacdo de compostos em uma mistura. E aplicada para anélises de
compostos volateis e semivolateis, e € muito util, pois fornece os espectros de massas,
o qual pode ser utilizado para se obter as possiveis estruturas dos compostos bem
como suas respectivas massas moleculares.

A quantificacéo é feita pelas areas dos picos cromatograficos correspondentes a
cada composto em estudo, e a identificacdo dos analitos pode ser realizada com o
auxilio de uma biblioteca contendo diversos espectros de massas de moléculas
conhecidas (NIST 05). A Identificagdo também pode ser realizada através do indice de
retengdo com programacéao linear de temperatura (LTPRI), o qual é utilizado devido a
presenca de estruturas semelhantes na amostra e que permite uma identificacdo das

mesmas?®.
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Os indices de retencdo séo calculados a partir da injecdo de uma solucao padréo
que pode ser de alcanos, ésteres metilicos de acidos graxos, alcoois entre outros,
empregando a equacéo 6.

LTPRI =100n+100 "fﬁ”lif'] _EHEJ?J Equacéo (6)
i —if

Rnt+ 1) Rx)

Onde: tr € 0 tempo de retencao, sendo (i) referente ao analito, (n) ao nimero de
carbonos do padrao adjacente menos retido e (n+1) ao niumero de carbonos do padrao
adjacente mais retido.

Fonte: MUHLEN (2009)*°

2.6.2 Cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizagcdo em chama

A GC-FID consiste basicamente de uma chama de ar/hidrogénio na qual os
compostos organicos produzem ions e elétrons quando pirolisados. A deteccéo é feita
pelo monitoramento da corrente produzida pela coleta das espécies portadoras de
elétrons.

E muito aplicada para andlise de amostras organicas, tais como matrizes
aguosas contendo o6xidos de nitrogénio e enxofre. Uma desvantagem do uso do
detector de ionizacdo em chama é que ele destréi a amostra durante a etapa de
combustao?’.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O trabalho teve como principal objetivo a avaliacdo do perfil volatil de amostras de
abacaxi minimamente processadas sob diferentes temperaturas e periodos de

armazenagem utilizando SPME no modo headspace e GC-MS.

3.2 Objetivos especificos

o Determinagcdo do melhor recobrimento polimérico da fibra para maior eficiéncia

de extracao;

o Otimizacdo da técnica de microextragdo em fase sélida para a extracdo dos
compostos presentes nas amostras. As variaveis otimizadas foram o tempo de

extragcdo, temperatura de extracéo e o efeito da forca ibnica no meio;

o Determinacdo do perfil volatil e verificacdo de possiveis mudancas, tendo em

vista as diferentes temperaturas e periodos de armazenagem;

o Identificacdo dos compostos presentes com uso da biblioteca do massas e
calculo do LTPRI.
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4 METODOLOGIA

4.1  Materiais e reagentes

Para executar as microextracbes foram empregadas fibras comerciais de SPME
com os seguintes recobrimentos poliméricos: PDMS/DVB (65 um de espessura), PDMS
(100 um), DVB/Car/PDMS (50/30 pm), Car/PDMS (85 um) da Supelco. Na etapa de
avaliacdo da forca ibnica foi utilizado cloreto de sédio P.A. (Vetec, Brasil). Para
identificacdo dos compostos, uma mistura contendo alcanos (C7 — Cszo) 1000 pg/mL de
cada componente em hexano (Sigma-Aldrich, EUA) foi empregada. Foram utilizados
frascos de 40 mL (Supelco, EUA) com septos PTFE/silicone, banho termostatico (Nova

Técnica, Brasil), uma balanca analitica (Marte Cientifica, Brasil).

4.2 Amostras de abacaxi

Inicialmente, o abacaxi fresco que foi adquirido em um supermercado localizado
na cidade de Florianopolis, estado de Santa Catarina — Brasil. Depois de ser
transportado para o laboratorio, foi lavado com detergente neutro, agua ultrapura e
hipoclorito de sddio. Apds 15 minutos, o fruto foi descascado e cortado em pedacos
menores que foram embalados em placas de poliestireno de 15 cm de diametro e
cobertos com filme de PVC, armazenados sob diferentes formas: a temperatura
ambiente (25 °C), sob refrigeracdo (4 °C) e congelados (-12 °C). Também sendo
analisadas aliquotas da amostra em diferentes periodos de armazenagem: 1, 4, e 10
dias.

4.3 Extracéo

As extragOes foram realizadas em frascos de 40 mL devidamente vedados com
tampa de PTFE/Silicone contendo a amostra previamente pesada, sendo que a fibra foi
exposta no modo headspace e utilizando um banho termostatico a fim de manter a

temperatura constante.



24

4.4  Instrumentacdo e condi¢des cromatograficas

As otimizagcGes foram realizadas em um cromatégrafo a gas modelo 7820A da
marca Agilent Technologies equipado com um detector FID (Santa Clara, EUA)
utilizando uma coluna cromatogréfica DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O programa
de temperatura do forno foi: 40 °C (mantido durante 1 minuto) seguido de aquecimento
a uma taxa de 5 °C/min até 240 °C. As temperaturas do injetor e do detector foram de
260 °C e 270 °C, respectivamente. Hidrogénio ultrapuro foi utilizado como o gas
carreador a uma vazao de 1,0 mL/min. As injeces foram realizadas no modo splitless.

Para determinacdo do perfil volatil e identificagdo dos compostos foi utilizado
um cromatégrafo a gas modelo QP2010 da marca Shimadzu equipado com um detector
MS (Kyoto, Japao) utilizando uma coluna capilar ZB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
O programa de temperatura foi: 40 °C (mantido durante 1 minuto) seguido de
aquecimento a uma taxa de 5 °C/min até 240 °C. A temperatura da interface e da fonte
de ionizacdo foram fixadas em 270 °C e 260 °C, respectivamente. Para o GC-MS, hélio
ultrapuro foi utilizado como o gas carreador a uma vazédo de 1,0 mL/min. A injecéo foi
realizada no modo splitless, a temperatura do injetor foi de 250 °C e o tempo de
dessorcdo da fibra foi de 25 minutos para evitar efeito de memaria. O espectrdbmetro de
massas foi operado no modo de impacto de elétrons (El) a 70 eV, sendo utilizado o
modo SCAN.
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4.5 OtimizacGes datécnica de microextracdo em fase solida

4.5.1 Escolhado recobrimento polimérico da fibra

Na primeira parte deste estudo, foi realizada a escolha do recobrimento
polimérico da fibora de SPME. Foram testados quatro recobrimentos poliméricos

comercialmente disponiveis para SPME, conforme mostrado na Tabela 2:

Tabela 2 — Recobrimentos poliméricos comerciais de SPME que foram testados para

este trabalho.

Composicao Quimica Espessura do filme (um)
PDMS/DVB 65
PDMS 100
DVB/Car/PDMS 50/30
Car/PDMS 85

Fonte: Autoria propria (2016)

Nesta etapa de otimizacdo, massas de 0,55 g de abacaxi previamente preparado
de acordo com o procedimento anteriormente citado, foram colocadas em frascos
selados. Estes frascos contendo as amostras foram individualmente conduzidos a um
banho termostatico programado em 40 °C e mantido durante 5 minutos para estabilizar
a temperatura antes da extracdo. ApGs esse tempo, o recobrimento polimérico da fibra
foi introduzido no frasco e as extracdes foram realizadas durante 40 minutos. Como
mencionado, todas as etapas de otimizacdo foram realizadas em um cromatégrafo a
gas acoplado a um detector de ionizacdo em chama. As separacdes cromatograficas
foram realizadas de acordo com o programa de temperatura descrito na secao anterior
(4.4) e a injecédo foi realizada no modo splitless. Nesta etapa, as andlises foram

realizadas em triplicata.
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4.5.2 Avaliacao da adigdo de sal

A variacdo da concentracdo de sal afeta a forca ibnica a qual é um parametro
importante em SPME, sendo que a adicdo de sal pode aumentar ou ndo a quantidade
extraida. Isso depende do composto e da concentracdo do sal**. Para avaliacdo do
efeito da adicdo de sal no meio, foram utilizadas massas de 0,55 g das amostras de
abacaxi que foram submetidas aos procedimentos HS-SPME na sua forma bruta, ou
seja, sem a adicdo de reagentes quimicos e também com a adicdo de uma solucao
saturada de NaCl que estava disponivel no laboratorio. A fibra de SPME composta de
Car/PDMS (anteriormente otimizada) foi empregada e as microextracbes foram
realizadas no tempo de extracdo de 40 minutos e a temperatura de extracdo de 40 °C.
As separacOes cromatograficas foram realizadas por GC-FID de acordo com o
programa de temperatura descrito anteriormente (se¢éo 4.4) e a injecao foi realizada no

modo splitless. Nesta etapa, as analises foram realizadas em duplicata.

4.5.3 Otimizacédo das condi¢cdes experimentais

As condicfes experimentais para o procedimento HS-SPME também foram
otimizadas. Uma otimizagdo multivariada de acordo com um planejamento Doehlert foi
realizada com triplicata no ponto central, sendo as variaveis estudadas, o tempo de
extracdo de 20 a 100 minutos e a temperatura de extracdo de 20 a 40 °C, conforme

mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Planejamento Doehlert para a otimizacdo do tempo e temperatura de

extracao.
Experimento Tempo (min) Temperatura (°C)
1 20 30
2 40 20
3 40 40
4 60 30
5 60 30
6 60 30
7 80 20
8 80 40
9 100 30

Fonte: Autoria propria (2016)

4.6 Determinacdo do perfil volatil das amostras de abacaxi

Apoés a realizacdo de todas as otimizacfes, foram pesadas aliquotas de 30 mg
de amostra que foram conduzidas aos procedimentos HS-SPME utilizando a fibra
composta de Car/PDMS, para a determinacdo dos compostos que constituem o aroma
da fruta de acordo com as diferentes temperaturas e periodos de armazenagem. A
separacao/deteccdo dos compostos foi realizada por GC-MS e a identificacdo feita com
o auxilio da biblioteca do Instituto Nacional de Padrbées e Tecnologia (NIST 05). Além
disso, os indices de reten¢do para cada composto foram calculados e comparados com
os dados previamente relatados na literatura.

Nesta etapa, as andlises foram realizadas em duplicata. Sendo analisadas no
periodo de: 1,4 e 10 dias e nas temperaturas de armazenagem de: 25 °C, 4 °C e - 12
°C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimiza¢cdes datécnica de microextracdo em fase sdlida
5.1.1 Escolha do recobrimento polimérico da fibra
Na escolha do recobrimento polimérico da fibra foi usada como resposta a soma
das areas dos picos de todos os compostos extraidos. A Figura 7 mostra o grafico de

barras que contém a soma das areas dos picos obtidos para cada recobrimento
polimérico testado.

Figura 6 — Grafico de barras da otimizacdo do recobrimento polimérico para o
procedimento HS-SPME.
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*Condi¢bes: 0,55 g de abacaxi, temperatura empregada de 40 °C, tempo de extracéo
de 40 min.

Fonte: Autoria propria (2016)
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De acordo com a Figura 7, as fibras compostas por DVB/Car/PDMS e Car/PDMS
apresentaram uma maior eficiéncia de extracdo e a soma das areas dos picos obtidos
para essas duas fibras foram muito semelhantes. No entanto, a fibra composta por
DVB/Car/PDMS apresentou um desvio padrdo mais elevado se comparado ao da fibra
composta por Car/PDMS. Portanto, para realizacao deste trabalho, foi escolhida a fibra
composta por Car/PDMS. Este recobrimento polimérico bipolar apresenta boa
capacidade de extracdo para varios tipos de compostos, devido a presenca de
carboxeno (grande capacidade de extracdo de compostos volateis) e também PDMS
(grande capacidade de extracdo de compostos semivolateis). Logo € uma op¢do muito
interessante para a determinacdo do perfil volatil de varios tipos de matrizes contendo

uma ampla gama de compostos com diferentes volatilidades?°.

5.1.2 Efeito da adicéo de sal

Utilizando a fibra composta pelo recobrimento polimérico previamente otimizado,
foi avaliado o efeito provocado pela adicdo de solucdo saturada de NaCl na eficiéncia
de extracao dos compostos nas amostras de abacaxi. As andlises foram realizadas com
a adicdo de 5 mL de solucao saturada de NaCl nos frascos contendo 0,55 g da fruta, e
também foram feitas analises sem a adicéo de sal.

Eficiéncias de extragdo mais elevadas foram obtidas para as amostras sem a
adicdo de solugcéo saturada de NaCl, e com isso, esta condicdo foi escolhida para

realizacdo das outras etapas de otimizacéo deste estudo.

5.1.3 Condic¢bes 6timas de extracao

Para determinagcdo das condicdes ideais de extragdo em relacdo ao
procedimento HS-SPME foi realizada uma otimizacdo multivariada. Para isso, as
variaveis estudadas foram o tempo e a temperatura de extracdo. A soma das areas dos
picos cromatograficos correspondente a todos os compostos foi utilizada como resposta
e um planejamento Doehlert foi aplicado. No planejamento Doehlert, o tempo de

extracao foi estudado em cinco niveis (20, 40, 60, 80 e 100 minutos) e a temperatura de
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extracao foi avaliada em trés niveis (20, 30 e 40 °C). A superficie de resposta obtida é
mostrada na Figura 8.

Figura 7 — Superficie de resposta obtida a partir de um planejamento Doehlert em
relacao as variaveis tempo e temperatura de extracao
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Fonte: Autoria prépria (2016)

Como pode ser observado na Figura 8, as respostas mais elevadas foram
obtidas empregando o tempo de extragdo de 70 minutos e uma temperatura de 35 °C.
Logo, esta condicéo de extracéo foi selecionada para a realizacdo da determinagéao do

perfil volatii das amostras de abacaxi em diferentes temperaturas e periodos de
armazenagem.
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5.2 Determinacédo e avaliagcdo do perfil volétil das amostras de abacaxi

5.2.1 Amostras de abacaxi armazenadas a temperatura ambiente

Utilizando as condi¢cdes experimentais anteriormente otimizadas, os perfis
volateis das amostras armazenadas a temperatura ambiente (25 °C) foram
determinados em trés diferentes periodos de armazenagem (1, 4 e 10 dias) por GC-MS.
Para avaliar as mudancas do perfil volatil em cada etapa, foram construidos gréaficos de
barras contendo a soma das areas dos picos cromatograficos.

Para realizar um estudo mais detalhado, os compostos foram divididos em dois
grupos. O primeiro grupo (compostos mais volateis) foi de compostos que eluiram até
12 minutos, e o segundo grupo (compostos menos Vvolateis) os compostos que eluiram
apos esse tempo.

De acordo com o gréafico de barras mostrado na Figura 9, pode-se observar uma
grande diferenca entre as areas dos picos correspondentes ao perfil volatil das
amostras de abacaxi em tempos de armazenagem distintos, principalmente relacionado
com 0s compostos mais volateis. Para estes compostos, ocorreu um grande aumento
nas areas dos picos, principalmente do primeiro ao quarto dia. Por outro lado, para os

compostos menos volateis ndo se observou grande diferenca no perfil volatil.
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Figura 8 — Grafico de barras contendo a soma das areas dos picos cromatograficos dos
compostos extraidos de amostras de abacaxi armazenadas a temperatura ambiente (25
°C).
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*Condicbes HS-SPME: 30 mg de abacaxi, temperatura de extragdo empregada de 35
°C, tempo de extracdo de 70 minutos.

Fonte: Autoria prépria (2016)

Para os compostos mais volateis (até 12 minutos de elui¢cdo) ocorreu um grande
aumento nos picos correspondentes ao alcool etilico e acetato de etila no quarto dia de
armazenagem, se comparado ao primeiro dia em que ambos estavam presentes, porém
em menor intensidade. Além disso, no quarto dia, houve o aparecimento de varios
ésteres metilicos de acidos carboxilicos, tais como 2-metilbutanoato de etila, 3-
metilbutanoato de etila. Outra alteracdo importante foi o aparecimento de etanal e
também um aumento da area do pico cromatografico correspondente ao 3-metil-1-
butanol, no décimo dia de armazenagem. Ja para o composto 3-(metiltio)propanoato de
metila, ocorreu uma diminuicdo da area do pico, principalmente no cromatograma do

décimo dia de armazenagem. Os compostos de enxofre, tais como o 3-
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(metiltio)propanoato de metila, foram encontrados numa ampla variedade de produtos
alimentares. Em varios casos, estes compostos podem ser 0s principais contribuintes
para o odor de muitos alimentos?. Outro composto muito importante por ser conhecido
como o aroma caracteristico do abacaxi, é o éster hexanoato de metila?!, que também
teve diminuigdo na intensidade do pico.

Em relagdo aos compostos menos volateis extraidos, algumas mudancas
também foram observadas. Neste caso, a soma das areas dos picos variaram com
menor intensidade, se comparados com 0s compostos mais volateis, como pode ser
observado no gréafico de barras da Figura 9. As principais alteracdes observadas foram
em relacdo a uma diminuicdo na intensidade de pico para y-hexalactona no quarto dia
de armazenagem. Estes compostos, em particular &-lactonas e y-lactonas sé&o
importantes contribuintes para o aroma tipico de varios alimentos, incluindo uma ampla
variedade de frutas e produtos??.

Os cromatogramas correspondentes a cada periodo de armazenagem a

temperatura ambiente encontram-se na Figura 10.



Figura 9 — Cromatogramas correspondentes a cada periodo de armazenagem a

temperatura ambiente (25 °C).
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*Condicbes HS-SPME: tempo de extracdo de 70 minutos, temperatura de extracdo de
35 °C. (A) Primeiro dia de armazenagem; (B) Quarto dia de armazenagem; (C) Décimo
dia de armazenagem.

Fonte: Autoria propria (2016)

5.2.2 Amostras de abacaxi armazenadas em refrigerador

A avaliacao do perfil volatil também foi realizada para as amostras armazenadas
a 4 °C. O mesmo procedimento empregado para as amostras armazenadas a
temperatura ambiente (25 °C) foi utilizado neste caso.

O gréfico de barras na Figura 11 mostra as variacfes da soma das areas dos
picos para 0s compostos mais volateis (até o tempo de eluicdo de 12 minutos) e para 0s

compostos menos volateis (apds 12 minutos de tempo de elui¢do).
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Figura 10 — Gréfico de barras contendo a soma das areas dos picos cromatograficos
dos compostos extraidos de amostras de abacaxi armazenadas em refrigerador (4 °C).
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*Condicbes HS-SPME: temperatura de extracdo de 35 °C, tempo de extracdo de 70
minutos, 30 mg de abacaxi.
Fonte: Autoria propria (2016)

De acordo com o gréfico de barras da Figura 11, foi observado que as principais
diferencas encontradas foram em relacdo aos compostos menos volateis e isto ocorreu
no décimo dia de armazenagem. Por comparacdo, 0 primeiro e 0 quarto dia de
armazenagem tiveram poucas modificagbes levando em consideracdo 0s erros
associadas a cada andlise. Este fato ndo ocorre com as amostras armazenadas a 25 °C
(Figura 9), onde houve uma grande diferenca entre o primeiro e o quarto dia.

Este pode ser um indicador muito util de que o aspecto fresco do abacaxi pode
ser mantido durante um tempo mais longo se os pedacos da fruta forem mantidos
refrigerados.
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As principais altera¢cdes que ocorreram no perfil cromatografico das amostras
armazenadas a 4 °C em relacdo aos compostos menos volateis, foi um aumento nas
areas correspondentes aos compostos acetato de etila e acetato de metila. Entretanto,
as variacfes no perfil volatil foram menos intensas se comparado as alteracdes que
ocorreram para as amostras armazenadas a temperatura ambiente.

As respostas cromatogréficas para dois constituintes importantes do aroma do
abacaxi (3-(metiltio)propanoato de metila e hexanoato de metila) foram menos afetadas
usando a temperatura de armazenagem de 4 °C, sendo ambos detectados mesmo no
décimo dia, o que é muito importante visando manter as caracteristicas do fruto fresco.
No entanto, para o quarto e décimo dia de armazenagem a temperatura ambiente,
esses componentes praticamente ndo foram detectados.

Ja para compostos menos volateis, o uso de baixas temperaturas de
armazenagem também apresentou excelentes resultados a fim de manter o perfil volatil
original das amostras de abacaxi. Apenas no décimo dia de armazenagem ocorreu uma
diminuicAo nas éareas dos picos correspondentes ao 7-oxooxanoato de metila e
decanoato de metila.

Os cromatogramas correspondentes a cada periodo de armazenagem das

amostras armazenadas em refrigerador (4 °C), encontram-se na Figura 12.



Figura 61 — Cromatogramas correspondentes a cada periodo de armazenagem das

amostras armazenadas em refrigerador (4 °C).
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*Condicbes HS-SPME: tempo de extracdo de 70 minutos, temperatura de extracdo de

35 °C. (A) Primeiro dia de armazenagem; (B) Quarto dia de armazenagem; (C) Décimo

dia de armazenagem.

Fonte: Autoria propria (2016)

5.2.3 Amostras de abacaxi armazenadas em congelador

A avaliacao do perfil volatil também foi realizada para as amostras armazenadas

a -12 °C. O mesmo procedimento empregado para as amostras armazenadas a

temperatura ambiente (25 °C) e em refrigerador (4 °C) foi utilizado neste caso.

O grafico de barras na Figura 13 mostra as variacdes da soma das areas dos

picos para todos os compostos nos diferentes periodos de armazenagem.
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Figura 72 — Gréfico de barras contendo a soma das areas dos picos cromatograficos
dos compostos extraidos de amostras de abacaxi armazenadas em congelador (-12
°C).
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*Condicbes HS-SPME: temperatura de extracdo de 35 °C, tempo de extracdo de 70
minutos, 30 mg de abacaxi.

Fonte: Autoria propria (2016)

Como pode ser visto na Figura 13, teve uma reducédo para a soma das areas dos
picos cromatogréaficos. Além disso, uma grande reducao foi observada desde o primeiro
dia em ambos os casos. Esta diferenca pode ser uma evidéncia interessante para
amostras de frutas, ainda que congeladas, ndo apresentam o mesmo perfil volatil da
fruta fresca.

Para os compostos mais volateis, houve uma diminui¢do intensa nas areas dos
picos correspondentes ao acetato de metila, acetato de etila, 2-metilbutanoato de
metila, hexanoato de metila e 3-(metiltio)propanoato de metila. Para os compostos
menos volateis, ocorreu um decréscimo nas areas dos picos dos analitos: octanoato de

metila, octanoato de etila e decanoato de metila.
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Os cromatogramas correspondentes a cada periodo de armazenagem das

amostras armazenadas em congelador (-12 °C) encontram-se na Figura 14.

Figura 83 — Cromatogramas correspondentes a cada periodo de armazenagem das
amostras armazenadas em congelador (-12 °C).
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*Condi¢cbes HS-SPME: tempo de extracdo de 70 minutos, temperatura de extracdo de
35 °C. (A) Primeiro dia de armazenagem; (B) Quarto dia de armazenagem; (C) Décimo
dia de armazenagem.

Fonte: Autoria propria (2016)

Segundo KAEWTATHIP et al.?, em um trabalho anterior, realizou um estudo
sobre as mudancas do perfil volatil de amostras de abacaxi durante o congelamento e
descongelamento. Estes estudos também relataram uma reducdo nas respostas
cromatograficas, principalmente em ésteres, que sdo constituintes importantes do perfil
volatil da fruta fresca. Esta reducéo ocorreu devido a possibilidade de dano das células
do fruto por ser congelado e descongelado podendo levar a uma perda de aroma
devido a oxidacdo dos compostos. Os ciclos de congelamento e descongelamento
podem reduzir a quantidade de muitos compostos responsaveis pelo aroma e a

gualidade global do fruto.
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5.3 Identificacdo dos compostos

Apos a andlise do perfil volatil em cada periodo de armazenagem, foi feita a
Tabela 4, que contém todos os compostos identificados, os indices de retengcéo obtidos
para esses compostos e em comparacdo com os indices de retencdo encontrados na

literatura23-24,

Tabela 4 — Compostos extraidos por HS-SPME a partir das amostras de abacaxi,
identificados por espectrometria de massas e também pelos indices de retencdo
calculados e obtidos a partir da literatura.

Compostos* indicede  indice de
retencéo retencao
calculado da

literatura

Esteres

Acetato de metila 557 -

Acetato de etila 617 612

Propanoato de metila 632 621

2-metilpropanoato de metila 686 684

Propanoato de etila 711 714

Acetato de n-propila 713 714

Butanoato de metila 720 724

2-metilpropanoato de etila 755 755

2-metilbutanoato de metila 774 780

Pentanoato de metila 823 820

2-metilbutanoato de etila 846 842

3-metilbutanoato de etila 852 847

2-metilacetato de butila 875 876

3-metilacetato de butila 878 880

Hexanoato de metila 924 924

Hexanoato de etila 999 996

3-etilhexenoato 1007 -

3-(metiltio)propanoato de metila 1024 1027

Acetoacetato de metila 1038 -

2-metil-3-oxobutanoato de metila 1078 -

4-oxopentanoato de metila 1091 -
4-(metiltio)butanoato de metila 1101 -

Octanoato de metila 1123 1126

3-hidroxihexanoato de etila 1168 1133

Octanoato de etila 1197 1196




Tabela 4. (Continuagao)

2,2-dimetilpentanoato de etila
7-oxooctanoato de metila
Acetato de 2-feniletil
Decanoato de metila
4-(E)-decenoato de etila
Decanoato de etila

Alcools

Etanol
3-etoxi-1-propanol
2-metil-1-butanol
3-metil-1-butanol
1-hexanol
1-heptanol
1-octanol
1-hepten-3-ol
1-nonanol

Aldeidos
Etanal
2-metilpentanal
3-hidroxibutanal
Octanal
Nonanal
Decanal

Lactonas

5-etildihidro-2(3H)-furanona (y hexalactona)
5-butildihidro-2(3H)-furanona (y octalactona)
6-butiltetrahidro-2H-piran-2-ona (6 nonalactona)

Outros
Dietilcarbonato
Acido acético

1227
1249
1255
1323
1379
1393

528
844
732
736
869
971
1072
1083
1173

515
543
577
1003
1105
1206

1053
1256
1282

785
664

1256
1325

1397

537
734
736
867

969
1070

528

1001
1106
1205

1056
1260

783

44

* - Tentativa de identificacdo por espectrometria de massa e indice de retencao

(calculados e obtidos a partir da literatura)?324,
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6 CONCLUSOES

A aplicacdo da técnica de SPME para avaliacdo do perfil volatil tem sido uma
importante ferramenta para verificar a qualidade de alimentos minimamente
processados.

Neste estudo, foi possivel verificar que as amostras de abacaxi armazenadas a 4
°C e no quarto dia de armazenagem apresentaram um perfil cromatogréafico
semelhante, se comparado com as amostras analisadas no primeiro dia de
armazenagem. Com estes resultados, nota-se que o aroma da fruta fresca e suas
caracteristicas foram preservadas durante este tempo de armazenagem.

Para as amostras armazenadas a 25 °C e a -12 °C, o resultado revelou que o
perfil cromatografico apresentou grandes diferencas entre o primeiro, o quarto e o
décimo dia de armazenagem, 0 que prova que as caracteristicas da fruta fresca néo
foram mantidas durante a armazenagem em ambas as formas. Esta ocorréncia nédo é
interessante para frutos minimamente processados armazenados em supermercados,
devido a possibilidade de perda da qualidade antes do consumo do produto.

Deste modo, seré possivel a elaboracdo de um artigo cientifico com submisséo
em revista da area, levando em consideracdo que a metodologia proposta utilizando a
técnica de HS-SPME para alimentos minimamente processados e armazenados a
diferentes temperaturas e periodos de armazenagem ainda ndo foram apresentadas

pela literatura.
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