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RESUMO

O néctar de frutos muito consistentes ou com alto teor de polpa de elevada consisténcia,
segundo a legislacéo brasileira, deve conter no minimo 20% de polpa. Esse € o caso do néctar
de bacuri, fruto com alto teor de polpa de elevada consisténcia. Estudos mostram que o néctar
de bacuri € melhor aceito pelos consumidores quando 0 mesmo é produzido com teor de polpa
entre 10% e 12%. Para adequar a composicdo do néctar de bacuri a legislagdo vigente e
atingir a aceitacdo dos consumidores, Aquino (2012) utilizou a maceracéo enzimatica. O autor
atribuiu essas alteracdes no perfil de compostos volateis a hidrolise de compostos que estavam
ligados glicosidicamente, tornando-os volateis e aumentando a sua quantidade na fragéo livre.
O objetivo desse estudo foi investigar as alteracfes ocorridas durante a maceragdo enzimatica
e pasteurizacdo no perfil de compostos volateis livres e ligados (glicosilados) da polpa de
bacuri. A polpa de bacuri diluida foi homogeneizada, macerada enzimaticamente e
pasteurizada, em cada uma dessas etapas, uma amostra foi retirada para analise de volateis
livres e glicosilados. Para caracterizar o perfil de volateis livres foi utilizado a técnica de
SPME em headspace e para o perfil de volateis glicosilados foi utilizado uma coluna de
Amberlite XAD-2. Na analise de compostos volateis livres foram detectados 41 compostos na
amostra homogeneizada, 56 na macerada e 56 na pasteurizada. Observou-se que com a
maceracdo, houve aumento de compostos terpénicos, éteres e hidrocarbonetos e diminuicédo
de aldeidos. A pasteurizacdo, por sua vez, provocou a diminuicdo de compostos terpénicos,
aldeidos e cetonas e o aumento de alcodis. O estudo apontou que a macera¢do promoveu 0
surgimento de novos compostos e também o aumento na area dos picos dos compostos
presentes na etapa anterior. Na pasteurizacdo 0s compostos volateis permaneceram
praticamente 0s mesmos, ocorrendo apenas uma diminui¢do na concentracdo da maioria dos
compostos. As classes quimicas que apresentaram as maiores perdas foram o0s terpenos,
alcoois e aldeidos. Para a andlise de compostos volateis glicosilados foram detectados 56
compostos na amostra homogeneizada, 51 na macerada e 38 na pasteurizada. A etapa de
homogeneizagéo foi a que apresentou o maior numero de compostos volateis glicosilados. Na
polpa macerada a maioria dos compostos diminuiu, chegando, em alguns casos, a quantidades
tracos ou ainda a ndo serem detectados, indicando que as enzimas utilizadas na maceragéo

promoveram a quebra das ligacbes glicosidicas dos compostos volateis glicosilados,



tornando-os livres. Dentre os compostos volateis livres, os terpenos e os alcodis foram os
predominantes, enquanto o perfil de compostos volateis glicosilados foi composto
principalmente de ésteres e terpenos. A maceracdo enzimatica influenciou no perfil de
volateis livres e glicosilados, nos livres promoveu a liberacdo de compostos volateis que
estavam ligados fisicamente na matriz viscosa da polpa e nos glicosilados promoveu a quebra
da ligacdo glicosidica de véarios compostos, com a liberacdo dos respectivos compostos
volateis, como também pela liberagdo de mais compostos que estavam presos na matriz
viscosa. A pasteurizacdo promoveu perdas por volatilizacdo e/ou possivel degradacdo de

alguns compostos, como também fez aumentar a concentragdo de outros.

Palavras-chave: Bacuri; Compostos glicosilados; Maceragdo enzimatica;



ABSTRACT

The nectar of consistent or very high in high consistency pulp fruit, under Brazilian law, must
contain at least 20% pulp. This is the case of bacuri nectar, fruit with high content of high
consistency pulp. Studies show that the nectar bacuri is better accepted by consumers when it
is produced with pulp content of between 10% and 12%. To adjust the composition of the
nectar bacuri the current law and achieve consumer acceptance, Aquino (2012) used the
enzymatic maceration. The author attributed these changes to the listing of compounds by
hydrolysis of volatile compounds which were bound glycosidically making them volatile and
increasing its amount in the unbound fraction. The aim of this study was to investigate the
changes during the enzymatic maceration and pasteurization on the free and bound
(glycosylated) pulp bacuri volatile compounds profile. The pulp was diluted bacuri
homogenized and pasteurized enzymatically macerated in each of these steps, a sample was
taken for analysis of free and volatile glycosylated. To characterize the profile of volatile free
was used in the headspace SPME technique and the profile of volatile glycosides was used a
column of Amberlite XAD-2. In the analysis of free volatile compounds detected in the 41
compounds were homogenized sample, 56 and 56 in the macerating pasteurized. It was
observed that with the maceration, an increase of terpene compounds, ethers and
hydrocarbons and reduction of aldehydes. The pasteurization, in turn, caused the decrease of
terpene compounds, aldehydes and ketones and alcohols increase. The study found that
maceration promoted the emergence of new compounds and also the increase in the peak area
of the compounds present in the previous step. Pasteurization volatiles were practically the
same, with just a reduction in the concentration of most compounds. Chemical classes with
the highest losses were terpenes, alcohols and aldehydes. For the analysis of volatile
compounds glycosylated compounds were detected in the 56 sample mixed, macerated at 51
and 38 in sanitized. The homogenization step was the one with the largest number of volatile
compounds glycosylated. In most pulp macerated compounds decreased, reaching in some
cases the traces or amounts not be detected, indicating that the enzymes used in the
maceration promoted breaking the glycosidic bonds glycosylated volatile compounds, making
them free. Among the free volatile compounds, terpenes and alcohols are predominant, while
the profile of volatile compounds is mainly glycosides and terpene ester compound. The
enzymatic maceration influence on volatile-free profile and glycosylated in free promoted the
release of volatiles that were physically linked in the viscous matrix of pulp glycosylated

promoted and breaking the glycosidic linkage of various compounds, with release of the



respective volatiles but also by releasing more compounds that were trapped in the viscous
matrix. Pasteurization promoted losses by volatilization and / or degradation of some

compounds possible, but also increased the concentration of the other.

Keywords: Bacuri; Glycosylated compounds; Enzymatic maceration;
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de frutas, ultrapassado apenas pela China
e India, produzindo anualmente cerca de 39 milhdes de toneladas de frutos (FAO 2012). A
fruticultura brasileira concentra-se principalmente nas regides Nordeste, Sudeste e Sul, onde
as condi¢cdes de clima sdo bem distintas, permitindo o cultivo de um ndmero variado de
plantas frutiferas, tanto as tropicais como as de clima temperado (VIEIRA et al., 2011). No
entanto, a regido Norte apresenta uma grande diversidade de espécies frutiferas nativas e
exoticas de excelentes caracteristicas comerciais, que sdo utilizadas tanto para consumo in
natura como matérias-primas de produtos industrializados (AGUIAR, 2006). Dentre essas
frutas destaca-se o bacuri (Platonia insignis Mart.).

O bacuri é um fruto redondo, com casca grossa, de cor amarelo-citrina e polpa muito
viscosa. Apresenta grande potencial para o processamento industrial devido a suas
caracteristicas sensoriais agradaveis e riqueza nutricional, sendo comercializado como polpa
congelada para a producéo de sorvetes e sucos (SILVA et al., 2010).

Os consumidores brasileiros preferem sucos naturais, preparados na hora do consumo.
No entanto, a elaboragdo manual torna-se inconveniente ao ritmo de vida acelerado da
sociedade moderna e por essa razdo, o consumidor tem demonstrando grande interesse em
sucos prontos para o consumo. Sucos de fruta prontos para beber sdo bebidas naturais,
refrescantes e ainda agregam vantagens nutricionais, o que contribui para sua boa aceitacéo
(FERRAREZI, 2008). No Brasil, 0 mercado de sucos estd em expansdo, acompanhando a
tendéncia mundial de consumo de alimentos saudaveis que oferecem salde, conveniéncia,
inovacdo, sabor e prazer. Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Refrigerantes e
de Bebidas Ndo Alcoolicas (ABIR), durante os ultimos 5 anos, as bebidas nao-alcodlicas
nitidamente ganharam espaco, subindo de 51,6% para 53,2% de participacdo entre todas as
bebidas vendidas no pais (ABIR, 2012).

Como o mercado brasileiro se tornou altamente competitivo, as industrias de sucos
estdo diversificando a sua linha de produtos. Além dos sucos concentrado, integral e
reconstituido, o néctar se tornou outra op¢do de bebida. Por possuir menor teor de polpa, 0
preco dos néctares € menor que 0s precos empregados aos sucos integrais pasteurizados e
sucos reconstituidos (PIRILLO e SABIO, 2009; FIGUEIRA et al., 2010). O consumo mundial



de néctares vem crescendo nos ultimos anos, passando de 24 bilhGes de litros em 2004 para
39 bilhdes de litros em 2010 (CITRUS BR, 2014).

Néctar € a bebida ndo fermentada, obtida da diluicdo da polpa em agua potavel e com
adicdo de agUcares ou de extrato vegetais e acucares, podendo ser adicionada de acidos, e
destinada ao consumo direto (MAPA, 2003). A concentracdo de polpa no néctar de fruta é
regulamentado pela Instrugdo Normativa n® 12, de 4 de setembro de 2003, e determina que 0
néctar de determinada fruta, cuja quantidade minima de polpa ndo tenha sido fixada em
Regulamento Técnico especifico, deve conter no minimo 30% da respectiva polpa, exceto no
caso de frutas com acidez, consisténcia ou conteldo de polpa muito elevados ou sabor muito
forte e, que nesses casos, o0 contetido de polpa ndo deve ser inferior a 20% (BRASIL, 2003).

Esse é o caso do néctar de bacuri, fruto com alto teor de polpa de elevada consisténcia. No
entanto, Nazaré et al. (2000) conseguiram desenvolver um néctar de bacuri utilizando apenas
12% de polpa, enquanto Silva et al. (2007) relataram que o néctar com 10% de polpa foi a
formulacdo mais aceita pelos consumidores. Para adequar a composicao do néctar de bacuri a
legislacdo vigente (20% de polpa) e a0 mesmo tempo atingir a aceitacdo dos consumidores,
Aquino (2012) utilizou a maceracdo enzimatica da polpa de bacuri com uma mistura de
pectinase e celulase.

A avaliagdo da qualidade da polpa de bacuri macerada enzimaticamente revelou um
aumento de 23,3% no nimero de compostos volateis, 0s quais sdo responsaveis pelo aroma e
sabor de um alimento (AQUINO, 2012). No mesmo trabalho foi ainda observado um aumento
de 12% na éarea total do cromatograma, a qual esta relacionada com um aumento na
concentra¢do dos compostos. Os autores atribuiram essas alteragdes no perfil de compostos
volateis pela hidrélise de compostos que estavam ligados glicosidicamente, tornando-os
voléateis e aumentando a sua quantidade na fracéo livre.

No entanto, a composi¢do dos volateis depende da matriz do alimento, pois podem estar
presos pela viscosidade dos hidrocoloides, ou estrutura tridimensional de polissacarideos e
proteinas. Segundo Jones et al. (2008), os compostos volateis apresentam maior dificuldade
de se volatilizarem em meios de alta viscosidade, mas com o0 processo de maceragado ocorre a
liguefacdo do alimento, deixando-0 menos viscoso e liberando os compostos volateis.
Segundo Boulanger e Crouzet (2001), as alteracdes de alguns compostos volateis podem ser

devidas a reacOes causadas pela acdo das enzimas e pelo tratamento térmico em meio cido.



Assim o objetivo deste estudo foi investigar as alteragfes ocorridas durante a maceracao
enzimatica e pasteurizacdo no perfil de compostos volateis livres e ligados (glicosilados) da

polpa de bacuri.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bacuri

2.1.1 Aspectos Gerais

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), espécie arborea pertencente a familia
Clusiaceae, nativa da regido Amazonica, € uma arvore frutifera e madeireira. Seu provavel
centro de dispersdo é o estado do Par4, atingindo também os estados do Maranh&o, Tocantins,
Goias, Mato Grosso e Piaui. Ocorre naturalmente em estado silvestre nas matas de terra firme
e em vegetacdo aberta de transicdo, nas areas descampadas, sendo raramente encontradas em
florestas densas. Indiferente as condi¢cdes de solos (pobres, arenosos ou argilosos), o
bacurizeiro resiste a pronunciadas deficiéncias hidricas, assim como a temperaturas elevadas.
Seu desenvolvimento é bom em areas litordneas, pois ndo exige grandes cuidados
operacionais, 0 que possibilita também o cultivo com baixo custo, em virtude do
aproveitamento de solos desgastados por culturas anuais. Sua disseminacdo ocorre pelas
sementes ou por brotacBes que surgem espontaneamente nas raizes das plantas adultas. A
arvore adulta pode alcancar de 15 m a 20 m de altura e pode produzir cerca de 500 frutos por
temporada (BEZERRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002).

O fruto do bacurizeiro, o bacuri, € uma baga uniloculada, volumosa, com formato
arredondado, ovoide ou quase circular de cor amarelo-citrico (Figura 1), podendo apresentar
de 7 cm a 15 cm de comprimento, 5 cm a 15 cm de diametro e 100 g a 1000 g de peso, com
50% a 80% de cascas, 12% a 30% de sementes e 4% a 30% de polpa viscosa e muito
saborosa. Contém, em seu interior, de 1 a 5 sementes envolvidas pelo endocarpo, que é uma
polpa viscosa e constitui a parte comestivel do fruto. Alguns tipos, de ocorréncia rara,
apresentam frutos sem sementes, 0s quais tém despertado pouco interesse, pois possuem
tamanho muito pequeno e baixo teor de sélidos solUveis totais na polpa. A maior parte do
bacuri é formada pelo epicarpo e mesocarpo, que em conjunto, constituem a casca do fruto, a
qual é de consisténcia rigido-coridcea e com espessura variando entre 0,7 cm e 2,0 cm
(BEZERRA et al., 2005; CARVALHO, NAZARE, NASCIMENTO, 2003).



Figura 1. Bacuris inteiros e com parte da casca removida

Fonte: Aquino (2012)

O bacuri tem aproximadamente o tamanho de uma laranja, redondo, com casca grossa,
e de cor amarelo-citrico, contendo polpa branca, viscosa, mucilaginosa, fibrosa, suculenta,
com sabor exotico, fortemente atraente, o que confere a esse fruto um grande potencial para
0s mercados interno e externo, podendo ser utilizado, tanto na forma in natura como para a
agroindustria. E possivel aproveitar a casca para a elaboracio de doces, sorvetes e cremes, 0

que pode aumentar consideravelmente o rendimento do fruto.

2.1.2 Composicao do Fruto

Aquino (2008) realizou a caracteriza¢do quimica e fisico-quimica da polpa de bacuri, a
qual pode ser observada na Tabela 1. Aguiar et al. (2008), trabalhando com frutos de
diferentes gendtipos de bacurizeiro, encontraram variacoes de 9,30 a 15,09 °Brix para o teor
de solidos sollveis totais (SST), valores similares ao apresentado por Canuto et al. (2010).
Para a acidez total titulavel (ATT), houve uma variacdo entre os gendétipos analisados, com
média de 1,46%, resultado semelhante ao verificado por Souza et al. (2001) ao realizar essa
mesma analise utilizando diferentes germoplasmas de bacuri. O pH e a relacdo SST/ATT
também variaram bastante, de 2,76 a 3,64 e 4,80 a 34,26, respectivamente. O valor da relacdo
SST/ATT para a polpa do bacuri maduro pode ser considerado elevado quando comparado ao
de outros frutos, no mesmo estadio de maturacdo (TEIXEIRA, 2000).



Segundo Potter (1973), as discrepancias verificadas na composi¢éo do fruto podem ser
oriundas de fatores como: genética, ecologia, métodos de cultivo, maturacdo do fruto e
condicdes de armazenagem. Carvalho et al. (2002), estudando um tipo de bacuri sem
sementes, encontraram valores de pH (3,48) e acidez total titulavel (1,12) semelhantes aos
encontrados para bacuri com sementes (CANUTO et al., 2010; ROGEZ et al., 2004;
FONTENELES et al., 2010), embora, em relagdo a acidez total titulavel, Teixeira (2000)
tenha registrado valores bem menores. O teor de so6lidos sollveis totais (10,2 °Brix) e a
relacdo SST/ATT (9,10) relatados para o bacuri sem sementes foram baixos em relacdo aos
tipos de bacuri com sementes (14°Brix) (AGUIAR, 2006). Com base nesses resultados, 0s
autores puderam concluir que o bacuri sem sementes possui pouco interesse comercial, pois

os frutos sdo pequenos, com casca espessa e polpa com baixo teor de sélidos solUveis totais.

Tabela 1. Caracterizacao quimica da polpa de bacuri.

Caracterizacéo Valores
Umidade (g.100g™) 78,79 + 1,37
Extrato etéreo (g.100g™) 1,46 + 0,08
Proteina (g.100g™) 1,31+0,12
Cinzas (g.100g™) 0,38 + 0,02
Acucares totais (g.100g™) 10,56 + 0,24
Actcares redutores (g.100g™) 5,89 + 0,27
RIA'(g.100g™) 7,59 +0,18
Pectina (g.100g™) 3,33+0,19
Hemicelulose (g.100g™) 1,67 0,31
Celulose e lignina (g.100g™) 2,59 + 0,06
Fenolicos totais (g.100g™) 0,51 + 0,00
Acidez total titulavel (g.100g™) 1,34 + 0,05
Sélidos sollveis totais (°Brix) 19,87 + 0,15
Vitamina C (mg.100g™) 3,88 + 0,00
pH 3,56+0,01
Atividade de agua 0,983+0,00

'RIA = Residuos insoltveis em alcool. Fonte: AQUINO (2008).

A comercializacdo do bacuri € realizada, principalmente, nas centrais de

abastecimentos e feiras livre de Belém-PA, Sdo Luis-MA e Teresina-Pl, mas a demanda nao



tem sido suficiente para atender a demanda crescente do mercado consumidor dessas capitais.
A polpa do fruto congelada esta alcancando alta cotacdo em algumas regiGes do pais e tem
despertado a atencio do mercado internacional. E comercializada, principalmente, nas
grandes redes de supermercados a precos superiores aos de outras frutas tropicais, como
cupuacu, caja, goiaba e graviola. Portanto, a médio e longo prazo essa espécie pode se
estabelecer como uma nova e excelente alternativa para os mercados interno e externo de
frutas exoticas. Por possuir aroma e sabor agradaveis, tornou-se bastante procurado e
consumido de diferentes formas tanto como fruta fresca para 0 consumo in natura como na
preparacdo de cremes, pudins, refrescos, sorvetes, doces, geleias, compotas, bolos e iogurte.
Mas apesar de suas diversas utilidades, apenas a polpa tem sido economicamente utilizada,
sendo o seu principal produto o néctar (SILVA et al., 2010; SOUZA et al., 2000).

Para a producdo do néctar de bacuri é necessaria a adicdo de no minimo 20% de polpa
(Instrucdo Normativa n°12, de 4 de setembro de 2003) valor exigido pela legislacdo brasileira,
no entanto estudos com néctares de bacuri, encontrados na literatura, revelam formulacdes
contendo concentragfes de polpa muito abaixo desse valor. Isso ocorre devido a elevada
consisténcia da polpa, gerada pela grande quantidade de pectina, hemicelulose, celulose e
lignina presentes na parede celular dos tecidos da fruta, que torna seus produtos muito
espessos, quando formulados de acordo com os Padrfes de Identidade e Qualidade
estabelecidos.

A producdo de néctar de bacuri de acordo com a legislacdo brasileira pode ser
conseguida com a reducdo da consisténcia da polpa de bacuri através da técnica da
maceracao, que utiliza enzimas para reduzir a consisténcia da polpa a partir da degradacédo da
parede celular dos tecidos da fruta (Silva et al., 2005). No entanto a utilizacdo desta técnica
pode provocar alteragdes no sabor e aroma do fruto, comprometendo a qualidade sensorial do
produto final (Pinto, 2006).

No estudo de eficiéncia da maceracdo enzimatica na polpa de bacuri Aquino (2008)
relatou que a polpa macerada sofreu modifica¢fes significativas, como reducgdo do teor de
pectina, aumento do teor de acUcares redutores totais e de compostos volateis, verificou ainda
através da analise sensorial que é possivel formular um néctar de bacuri com pelo menos 20%
de polpa por meio da maceragdo enzimatica, atendendo as exigéncias da legislacéo brasileira,

que diz que o contetdo de polpa néo deve ser inferior a 20% (m/m).



Aquino (2012), estudando a maceracdo enzimatica em néctar de bacuri concluiu que
dentro das concentragdes estudadas, a melhor combinagdo foi a aplicacdo de 40 pL de
Viscozyme L/100g de polpa e 100 pL de Celluclast/100g de polpa que atingiram a maxima
maceracao da polpa de bacuri, acabando totalmente com a sinerese e reduzindo a consisténcia
em torno de 80,12 %.

2.2 Compostos Volateis

O sabor, fator decisivo na escolha e aceitagdo de um alimento ou bebida, é uma
resposta integrada as sensacdes do gosto e aroma. O gosto € atribuido a compostos nédo
volateis, percebidos na lingua, que determinam o0s gostos basicos conhecidos como doce,
amargo, salgado, acido e umami. O aroma, por outro lado, é bastante complexo, sendo
devido a dezenas e até centenas de compostos volateis, representantes de diversas classes
quimicas, com diferentes propriedades fisico-quimicas e thresholds (THOMAZINI &
FRANCO, 2000). Assim, o sabor caracteristico do alimento é dado por esses compostos
volateis que impressionam os receptores olfativos atraves das narinas, antes da ingestéo, e
através da cavidade retro-nasal, que liga a boca a cavidade olfativa, durante a mastigacdo e
degluticéo.

A percepcdo do aroma ndo depende de um Unico composto, mas sim do balango global
entre eles. Nenhum constituinte individual é totalmente responsavel pelo aroma caracteristico
de um alimento, mas em alguns produtos existem um ou mais componentes que, sozinhos,
lembram o0 seu aroma, e estes sdao chamados de compostos carater-impacto. Os demais
compostos sdo 0s contribuintes que sdo responsaveis para se obter o sabor caracteristico de
um alimento (FRANCO, 2003).

Existem também compostos ligados glicosidicamente, especificamente em frutas,
incluindo frutas tropicais, 0s quais sdo considerados precursores potenciais de aroma e sabor,
podendo ser liberados por hidrélise enziméatica ou acida durante o pré-tratamento ou o
processamento industrial dos frutos. A pesquisa desses volateis glicosilados em frutas €
importante para a compreensao da biogenese do sabor durante o amadurecimento de frutos e
por abordar uma informacéo Util para predizer o sabor de produtos de frutas, como sucos e
vinhos (PEREZ et al., 1997).



2.2.1 Métodos de Isolamento dos Compostos Volateis

Os componentes volateis normalmente sdo instaveis e termoléabeis, e podem, com
qualquer aumento de temperatura, sofrer reacdes quimicas, tais como rearranjos, hidrdlises,
ciclizagdes, oxidacOes, entre outras, alterando a composi¢do original de volateis da amostra
(THOMAZINI & FRANCO, 2000). Assim, a etapa de isolamento torna-se um ponto critico,
pois 0 aumento da temperatura ou aeracdo excessiva pode acarretar degradacdo de alguns
compostos e/ou formacdo de artefatos (compostos ndo presentes na amostra), fazendo com
que o aroma analisado ndo seja mais correspondente ao aroma original do produto. Dessa
forma, os métodos de isolamento devem ser eficientes e brandos devido a quantidade,
estabilidade e volatilidade desses compostos, de preferéncia com métodos simples, rapidos e
de baixo custo. Dentre os métodos de isolamento tradicionais, a destilacdo-extracdo
simultdnea (SDE) € extensivamente aplicada para analise de compostos volateis de aromas.
Dentre os métodos recentes para analise de volateis podem se destacar a extracdo em fase
solida (SPE, do inglés solid phase extraction) (AUGUSTO, LOPES, ZINI, 2003).

No método de extracdo SDE o isolamento e a concentracdo dos volateis sdo feitas
simultaneamente (Figura 2). A amostra é colocada em um bal&o e o solvente em outro e
ambos sdo inseridos nas duas extremidades do sistema. Os vapores da amostra e do solvente
entram em contato acima do condensador, e ap6s a condensacdo, escoam para 0 sifdo
posicionado no sistema abaixo do condensador. Como o solvente é imiscivel com a agua cada
um deles volta para os respectivos baldes, gerando um processo de extracdo continuo. Esse
sistema objetiva minimizar a degradacdo dos compostos volateis de interesse e a formacao de
artefato através de simples redugdo do tempo de analise e uso de pouca quantidade de
solvente organico (FRANCO, 2003).
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Figura 2. Sistema de destilacdo e extracdo simultanea.
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O método de SPE é baseado nos mecanismos de separacdo de cromatografia liquida de
baixa pressdo. Nesse método emprega-se uma pequena coluna aberta, denominada cartucho
de extracdo, a qual contém a fase sélida (denominada fase estacionaria em cromatografia) que
ser de varios tipos de materiais e, dependendo do tipo de interacdo, pode ser de fase reversa,
de fase normal ou adsorcdo. Os procedimentos de extracdo sdo: o condicionamento do
cartucho (ou microcoluna), adsor¢do dos volateis, a lavagem e a elui¢cdo (Figura 3). A amostra
é colocada no inicio do cartucho e aspirada com pequeno vacuo, ou pressionada levemente
com uma seringa ou gas de forma a penetrar no cartucho. Apds a drenagem de toda a fase
liquida, a amostra que fica retida no cartucho é eluido com um pequeno volume de solvente,

de forma a coletar apenas 0s compostos de interesse para anélise (LANCAS, 2004).



11

Figura 3. Procedimento para extragdo por SPE.
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Varias sdo os métodos aplicados para isolar os compostos volateis e um Gnico método
de isolamento ndo reflete exatamente o aroma presente em um alimento e suas proporcdes.
Portanto, é necessaria a combinacdo de métodos analiticos quando se deseja obter um perfil
completo dos constituintes do aroma de um determinado alimento (REINECCIUS, 2006).

Franco e Janzantti (2004) reportaram duas abordagens para o isolamento dos
compostos volateis de um alimento: a Analise Total, que determina todos os componentes
volateis presentes na matriz do alimento, e a Analise do Headspace (espaco vazio formado
pela amostra acondicionada em um sistema fechado), que engloba a anélise dos componentes
volateis presentes na fase gasosa em equilibrio sobre a amostra (liquida ou solida),

representando mais fielmente o que é percebido pelo olfato.

Na Analise Total, um método ainda bastante empregado € a destilacdo-extracdo
simultanea (SDE), desenvolvida por Nickerson e Likens em 1966. Esse sistema é muito
empregado pelos pesquisadores, por minimizar a degradacdo dos compostos volateis, reducao
do tempo de andlise e utilizar pouca quantidade de solvente, quando comparado com 0s
métodos de extracdo por solvente. No entanto, o emprego de calor na destilacdo pode

acarretar a formacéo de artefatos e compostos furanicos. Os compostos gerados incluem ainda
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os alcanos, alquenos, aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos de cadeia curta, sendo que 0s trés
ultimos possuem um baixo limiar de deteccdo (FACUNDO, 2009; WAGNER, 2008).

A Anélise do Headspace pode ser estatica ou dinamica. Na técnica de headspace
estatico, a amostra € mantida em um recipiente fechado até que atinja o equilibrio
termodinamico dos compostos volateis entre a fase liquida ou sélida e a fase gasosa,
normalmente & temperatura ambiente, e em seguida uma aliquota da fase gasosa € retirada
com uma seringa gas-tight e injetada no cromatografo gasoso. Para Thomazini e Franco
(2000), cromatogramas pobres e limitados a poucos compostos volateis sdo obtidos com essa
técnica, causados pela presenca de analitos em baixas concentracGes, devido a suas pressdes
parciais de vapor serem significativamente menores do que a pressao parcial de vapor da
agua.

No método de headspace dinamico ha uma coleta continua dos compostos volateis,
realizada por um sistema a vacuo ou pela passagem de um gas inerte. Utiliza-se uma
armadilha, recheada com material adsorvente, que coleta e concentra os compostos volateis.
Nesses sistemas, as condi¢Bes 6timas de coleta dos compostos volateis dependem do tempo
de captura, do tipo e dimensao do polimero da armadilha (THOMAZINI e FRANCO, 2000).
Posteriormente, os compostos volateis sdo eluidos da armadilha, no sentido oposto ao da
coleta, por um solvente orgéanico adequado, ou podem ser dessorvidos termicamente no
injetor do cromatdgrafo.

A andlise do headspace ¢ um dos melhores métodos disponiveis para analise de
compostos com baixos pontos de ebulicdo. A técnica fornece boa reprodutibilidade e confere
a manutencdo da integridade quimica das moléculas, eliminando a formagdo de substancias
indesejaveis. Desse modo, os volateis retidos e coletados a partir do headspace podem
representar e caracterizar fielmente o aroma de um alimento (THOMAZINI, 1998).

Outra técnica mais recente de isolamento de volateis é a microextragdo em fase sélida
(solid phase microextraction - SPME), desenvolvida por Pawliszyn (1990). SPME (Figura 2)
é¢ uma tecnica de preparacdo de amostras, isenta de solvente, que integra extracdo e
concentracdo, tanto de compostos ndo volateis de amostras liquidas, como de compostos
volateis do headspace de amostras liquidas ou sélidas. O instrumento utilizado € constituido
por uma fibra de silica fundida recoberta por um polimero, um solido adsorvente ou uma

combinacdo dos dois, numa unica etapa de extracdo. O uso de SPME apresenta algumas
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vantagens, como a facilidade de extracdo de compostos volateis, rapidez e necessidade de
pouca amostra, além de apresentar alta sensibilidade e baixo custo (KATAOKA, LORD e
PAWLISZYN, 2000; IBANEZ et al., 1998; PAWLISZYN et al., 1992).

A fibra de silica ¢ um filamento capilar mantido em uma agulha oca (tubo
hipodérmico retrétil). A extremidade exibivel da fibra (10-20 mm) é recoberta por um filme
(7-100 pm), cuja natureza quimica é semelhante a dos recheios de colunas cromatograficas
(Ex.: polidimetilsiloxano — PDMS, poliacrilato — PA, carbowax — CW, carboxen — CAR,
divinibenzeno — DVB). Esse filme age como uma esponja, concentrando os analitos organicos
na sua superficie durante a absorcdo ou adsorcdo da matriz da amostra. O recobrimento
empregado na fibra depende das caracteristicas fisico-quimicas (polaridade, peso molecular)
dos constituintes de interesse da amostra (KATAOKA et al., 2000; VALENTE e AUGUSTO,
2000).

A técnica SPME pode ser usada em dois modos: extracdo direta e headspace. Na
extracdo de modo direto, a fibra revestida é inserida diretamente em uma amostra liquida, e 0s
analitos sdo extraidos diretamente da matriz. No modo headspace, a fibra é colocada logo
acima do volume da matriz (que pode ser liquida ou sélida) em um frasco fechado. O modo
headspace € 0 método usado para analise de compostos volateis de frutos (KATAOKA et al.,
2000; PAWLISZYN et al, 1997).

O mecanismo de extracdo se da pela exposicdo da superficie ativa da fibra no
headspace, conforme a Figura 4. Primeiramente a amostra, em sistema fechado, comeca a
liberar os volateis para o ambiente até que se estabeleca um equilibrio entre as concentracdes
dos compostos volateis na amostra e no espaco superior acima da mesma (headspace). Em
seguida, a fibra & exposta para que adsorva os volateis do headspace. O tempo de exposicéo é
determinado assim que ocorrer novamente um equilibrio, agora entre o headspace e a fibra
exposta. Terminado o tempo de exposicdo, a fibra é recolhida ao interior do seu suporte
(holder) e retirada do sistema. As moléculas adsorvidas séo, entdo, expostas diretamente em
um cromatografo a gas, inserindo-se a fibra no injetor, no qual elas s&o dessorvidas
termicamente (KATAOKA et al., 2000; VALENTE e AUGUSTO, 2000).
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Figura 4. Mecanismo de exposicao da fibra no headspace.
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Fonte: CANUTO, GARRUTI, MAGALHAES, 2011.

2.2.2 Separacao e ldentificacdo dos Compostos Volateis

Os compostos volateis presentes em um alimento sdo misturas complexas, portanto
qualquer que seja o método de isolamento utilizado, a analise requer sua separagdo, pela
aplicacdo de metodologias ou técnicas bastante seletivas, sensiveis e eficientes (THOMAZINI
e FRANCO, 2000).

A cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR) € um método fisico de separacdo
dos componentes de uma mistura, adequado a pesquisa dos componentes do aroma dos
alimentos. Por ser associada as colunas capilares de silica fundida, a cromatografia gasosa
oferece alta resolugdo e eficiéncia, tornando possivel a analise de centenas de substancias de
uma mesma amostra (FRANCO e JANZANTTI, 2004; GROB, 2004).

A eficiéncia do processo cromatografico € influenciada por fatores como: técnica de
injecdo da amostra, tipo de injetor (split/splitless, on-column e programmed temperature
vaporizer), utilizacdo do insersor (liner) adequado, espessura e tipo de fase estacionaria,
comprimento da coluna, bem como o tipo e a velocidade do géas de arraste (WAGNER, 2008).

O objetivo da pesquisa é que vai ditar quais tipos de analise dos constituintes volateis
serdo realizados. Assim, quando se deseja apenas quantificar determinados compostos,
geralmente aplica-se a Cromatografia Gasosa acoplada a um detector de ionizacdo em chama

(CG-DIC), ou outro tipo de detector mais adequado ao composto analisado. Por exemplo,
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utiliza-se um detector Fotométrico em Chama (DFC) ou Nitrogénio-Fosforo (DNF) quando se
analisa compostos sulfurados e nitrogenados, respectivamente. Mas se 0 objetivo é a anélise
qualitativa dos compostos volateis, o espectrometro de massas (CG-EM) € o detector mais
adequado. Entretanto, outros instrumentos de identificacdo podem ser aplicados, como o
infravermelho proximo e a ressonancia magnética nuclear (WAGNER, 2008).

A pesquisa de aromas foi impulsionada com a introducdo do espectrometro de massas
acoplado ao cromatdgrafo gasoso. Esse sistema tem se tornado uma das ferramentas
principais na pesquisa do aroma, uma vez que alia uma técnica eficiente de separacdo com
uma técnica poderosa de identificacdo. Nesse sistema, a coluna capilar € introduzida
diretamente na fonte de ions do espectrdmetro de massas, que fornece informacdes
qualitativas dos analitos (espectro de massas), permitindo identificar e quantificar as
substancias que estdo sendo eluidas da coluna cromatografica. No entanto, o detector de
massas tem sua aplicacdo limitada para a quantificacao, pois sua sensibilidade e a faixa linear
s&o muito menores do que em outros detectores (GARRUT], 2001).

Os espectrometros de massas acoplados ao cromatografo gasoso sdo aparelhos
modernos e sofisticados que permitem obter a varredura dos compostos volateis. As
moléculas no estado gasoso sdo ionizadas em regides de alto vacuo (10 atm), produzindo
ions e fragmentos de ions que sdo direcionados para um analisador de massa/carga e ao final
coletados pelo detector. A representacdo dos resultados constitui-se de um espectro de
massas, 0 qual mostra a distribuicdo das espécies ibnicas e suas abundancias relativas. Cada
composto, dependendo de sua configuracdo quimica, sofre fragmentacdes particulares,
gerando um espectro de massas caracteristico. As caracteristicas dos espectros de massas sao
usadas na identificacdo de uma ampla variedade de compostos organicos. Existem bancos de
dados que auxiliam na identificagdo do composto desconhecido por meio da comparacdo do

seu espectro com espectros de padrées puros.

2.2.3 Compostos volateis de bacuri

Alves e Jennings (1979), estudando os constituintes volateis de varias frutas
amazonicas identificaram, através da destilagido-extracdo simultanea (SDE), a predominancia

de linalol e seus Oxidos cis e trans na polpa de bacuri e que os compostos linalol, 2-heptanona



16

e de acetato de cis-3-hexenila seriam 0s responsaveis pelo aroma caracteristico de bacuri.
Concluiram que o aroma tipico do bacuri ndo é devido a um Unico composto, mas é
provavelmente o resultado de uma resposta integrada de um amplo espectro de compostos.
Villachica et al. (1996) também relataram a presenca de linalol e 2-heptanona em polpa de
bacuri. Boulanger et al. (1999), por meio da técnica de isolamento SPE, encontraram, na
fracdo livre da polpa de bacuri, alcoois terpénicos, entre eles, o linalol e compostos
relacionados, linalol furanoxidos e pirandxidos, hotrienol e varios dimetil-octadiendidis.
Foram ainda encontrados grandes quantidades de 4-metoxi-2,5-dimetil-3-(2H)-furanona.
Nesse mesmo estudo relatam a presenca dos compostos: alcool benzilico, 2-feniletil, (E)
linalol furandxido e glicosideos (S)-linalol e benzil, 2-feniletil, e rutinosideo (S)-linalol como
os glicosideos mais importantes na polpa de bacuri.

Boulanger e Crouzet (2001), ao estudarem as alteracdes dos compostos volateis da
polpa de bacuri durante tratamento co utilizando a técnica simultanea de destilacdo / extracao
(SDE) em pH 3 (natural do bacuri) e a pH 7, observaram um aumento da quantidade de
terpenos oxigenados e hidrocarbonetos terpenicos e aldeidos em menor quantidade, em
relacdo ao outro método utilizado, o extracdo em fase solida (SPE), foram encontrados 0s
compostos: linalol, linalol furanoxidos, R-terpineol, hotrienol, 6xido de nerol, geraniol e
nerol. Estes resultados podem ser parcialmente explicados pela hidrélise de compostos
glicosidicamente ligados identificados na polpa de bacuri. Rearranjos também foram
observados durante o tratamento térmico, como por exemplo, a formacdo de linalol e R-
terpineol, compostos resultantes do rearranjo do 2,6-dimetiloct-1-en-3,7-diol. Assim
concluiram que as reacBes de oxidacdo que ocorreram durante SDE a pH 3, mais
particularmente em relacdo aos Oxidos de piranoides de linalol, foram parcialmente
resultantes da oxidagdo ndo enzimatica do linalol. Houve um aumento de furfural e 4-metoxi-
2,5-dimetil-3(2H)-furanona foi observado quando o SDE realizou-se em pH de 3. As
modificagdes da concentracdo de aldeidos alifaticos, conhecidos como compostos de oxidacéo
lipidica, e de esteres de &cidos graxos foram concordantes com a reducdo observada de
concentragOes de &cido palmitico e linoléico durante este tratamento. Além disso, quantidades

importantes de 2 - acetil - 1 - pirrolina foram encontradas no extrato obtido por SDE a pH 7.
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Aquino 2008, ao pesquisar o efeito da maceracdo enzimatica na polpa de bacuri
observou um aumento no numero de picos e contagem de é&rea total dos picos do

cromatograma na polpa macerada em relacdo a polpa ndo macerada.

Aquino (2012), estudando os volateis da polpa de bacuri macerado enzimaticamente
encontrou 31 compostos volateis no isolado da amostra controle (polpa sem adicdo de
enzima), 34 na polpa macerada com viscozyme (PMV), 42 na polpa macerada com viscozyme
e celluclast (PMVC) e 37 na polpa macerada com pectinex e celluclast (PMPC). Observou-se
um aumento da area do (E) 6xido de linalol e B-linalol e diminuicdo da area do decanal apds a
maceracao enzimatica. O composto terpeno hotrienol tornou-se um dos compostos com maior
contagem de area ap0s a maceracdo. Relatou ainda que houve um aumento do ndmero de
cetonas de 1 (amostra controle) para 4 (PMV), 6 (PMVC) e 3 (PMPC). Esse autor concluiu
que algumas dessas mudangas, possivelmente, deveram-se a hidrdlise dos compostos

glicosidicamente ligados, aumentando a quantidade de compostos na fracéo livre.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
Foi utilizada polpa de bacuri obtida de frutos adquiridos no Centro de Abastecimento
do Piaui (CEAPI), Teresina/Pl, e transportados para a Embrapa Agroindustria Tropical, onde

foram submetidos ao processamento conforme o fluxograma apresentado na Figura 5.

Figura 5. Fluxograma do processamento da polpa de bacuri.
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Fonte: Aquino 2012
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3.1.1 Recepcéo/Pesagem

Os frutos foram recebidos e pesados no Laboratério de Processos Agroindustriais da

Embrapa Agroindustria Tropical

3.1.2 Selegdo inicial

Foram selecionados os melhores frutos e aqueles muito injuriados ou que se
encontravam em fase de senescéncia muito avancada foram descartados como também

pedacos de folhas, caules, pedras e outras sujidades.

3.1.3 Pré-lavagem

Foi utilizada agua corrente para a remoc¢do de terra aderida aos frutos e outras

sujidades.

3.1.4 Selecgéo final

A selecdo final dos frutos teve como finalidade padronizar o seu estadio de maturacéo,
utilizando como critério frutos com casca sem danos e com colora¢do, predominantemente,

amarela.

3.1.5 Lavagem

Os frutos foram lavados em agua contendo 100 mg.L™ de cloro livre com imersdo de

20 minutos.

3.1.6 Corte

A abertura dos frutos ocorreu com o auxilio de um martelo de borracha.

3.1.7 Descascamento

A separacdo da casca da polpa foi realizada manualmente.
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3.1.8 Despolpa

A polpa foi separada da semente em despolpadeira BONINA modelo 0,25 df .

3.1.9 Embalagem/Armazenamento

A polpa recém-extraida foi embalada em sacos de polietileno, fechados com seladora e

finalmente, armazenada em freezer a -20 °C.

3.2 Maceracédo enzimatica e pasteurizacdo da polpa de bacuri

A finalidade da maceracdo enzimatica foi reduzir a consisténcia da polpa de bacuri
para permitir que o néctar dessa fruta atenda aos padrbes da legislacdo vigente (20% de
polpa). Essa operacéo foi realizada com a polpa de bacuri j& diluida, como se estivesse sendo
preparada para a producdo de néctar (embora o processo de producéo de néctar ndo tenha sido
concluido), e ap6s a incubacdo, o material foi pasteurizado para interromper a acdo das

enzimas. As etapas sdo apresentadas no fluxograma da Figura 6.

Figura 6. Fluxograma da preparagdo da polpa para o processamento do néctar de bacuri.
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Inicialmente foi pesada uma quantidade suficiente de polpa para que a formulacéo do

néctar contivesse 20 % de polpa de bacuri.

3.2.2 Diluicao

A polpa foi diluida com &gua potavel.

3.2.3 Homogeneizacao

Foram homogeneizados 4,5 L de polpa diluida durante 2 minutos. Essa etapa foi

realizada em um reator BIOFLO 3000 (Figura 7) com capacidade para 12 L,.
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Figura 7. Homogeneizacgéo da polpa de bacuri em reator BIOFLO 3000.

Fonte: Produgdo do proprio autor.

3.2.4 Maceracdo Enzimatica (Adicdo de enzima e Incubacao)

As preparacGes enzimaticas utilizadas foram Viscozyme L e Celluclast, ambas
adquiridas comercialmente. A escolha por essas preparacGes enzimaticas, bem como a
quantidade a ser adicionada, o tempo e temperatura de incubacdo, foram baseadas no estudo
de Aquino (2012). A maceracdo ocorreu no reator BIOFLO 3000 com capacidade para 12 L, &

temperatura de 30°C, por 80 min.

3.2.5 Pasteurizagao

ApOs a maceracdo enzimatica a polpa diluida foi envazada em garrafas de vidro de
250 ml e em seguida foram pasteurizadas. A pasteurizagdo foi realizada em banho-maria a 90
°C por 15 segundos sob constante agitacdo manual com posterior resfriamento em banho de
gelo até a temperatura atingir 52 °C (AQUINO, 2012).
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3.3 Analise dos Compostos Volateis

3.3.1 Amostras

Para a identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis foram coletadas amostras
do néctar de bacuri em diferentes etapas do processamento:
e homogeneizacao (polpa diluida ndo macerada);
e maceracao (polpa diluida macerada);

e pasteurizacdo
3.3.2 Extracdo dos componentes volateis

3.3.2.1. Extracdo dos compostos volateis livres

Para a extracdo dos compostos volateis livres foi utilizada a técnica de microextracao
em fase solida (SPME). Foi empregada neste estudo a fibra de revestimento misto
DVB/CAR/PDMS, de 30 um de espessura de filme e 10 mm de comprimento (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). A fibra de SPME foi pré-condicionada a 270°C por 60 min no injetor
do cromatdgrafo gasoso.

As amostras (5 g) foram colocados em um vial de 20 g para coleta de volateis e
adicionadas de 5 mL de agua deionizada, 300 pl de acetato de butila (padrdo interno) e 30%
NaCl p.a. para promover a inibicdo enzimatica (no caso das amostras ndo pasteurizadas) e
aumentar a pressao de vapor, facilitando a remocdo dos compostos. As analises foram feitas

em triplicatas.

3.3.2.1.1 Otimizacao das condigdes de isolamento dos compostos volateis livres

As condigdes analiticas para o isolamento foram determinadas a partir da metodologia
de anélise de superficie de resposta (MSR), onde o efeito combinado da temperatura, tempo
de equilibrio (Tequ) € tempo de exposicao (Tes) (Varidveis independentes) sobre a intensidade
de aroma do extrato, quantidade de picos e area total do cromatograma (variaveis

dependentes) foi avaliado através de um delineamento fatorial 2% completo do tipo composto
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central rotacionado com 3 repeticbes no ponto central (RODRIGUES; IEMMA, 2005),
gerando 17 tratamentos (ensaios cromatogréficos) (Tabela 2).

Ap0s o tempo de equilibrio, a fibra de SPME foi introduzida no vial através do septo e
exposta no headspace. Apdés o término do tempo de exposicdo da fibra, ela foi recolhida,
removida do vial e inserida no injetor do cromatografo gasoso para dessorcdo térmica dos
analitos e realizacdo da separacdo cromatografica. A quantidade de picos e area total foi
obtida do relatério do cromatograma, e as respostas sensoriais (intensidade do aroma do
extrato) foram obtidas por meio do olfatdmetro Olfactory Detection Port (ODP-3) da Gerstel,

acoplado ao injetor do cromatografo.

Tabela 2. Delineamento experimental para obtencdo das condi¢fes de isolamento
(temperatura, tempo de equilibrio e tempo de exposicdo) dos compostos volateis (valores reais
e codificados).

Valores reais Valores codificados
Ensaios  Temperatura T. Equilibrio T. Exposicdo X1 X, X3
1 31 6 25 -1 -1 -1
2 49 6 25 +1 -1 -1
3 31 24 25 -1 +1 -1
4 49 24 25 +1 +1 -1
5 31 6 55 -1 -1 +1
6 49 6 55 +1 -1 +1
7 31 24 55 -1 +1 +1
8 49 24 55 +1 +1 +1
9 25 15 40 -1,68 0 0
10 55 15 40 +1,68 0 0
11 40 0 40 0 -1,68 0
12 40 30 40 0 +1,68 0
13 40 15 15 0 0 -1,68
14 40 15 55 0 0 +1,68
15 40 15 40 0 0 0
16 40 15 40 0 0 0
17 40 15 40 0 0 0
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a. Anélise sensorial

Para a andlise da intensidade do aroma de bacuri do extrato, foram recrutados 20
voluntarios dentre os funcionarios e bolsistas da Embrapa Agroindustria Tropical, os quais
foram selecionados quanto a sua sensibilidade olfativa. Para tanto, utilizou-se uma solugéo
padréo de hexanoato de etila 100 pg.L™ diluida cinco vezes de modo serial 1:10, obtendo-se,
assim, 6 amostras. Cada diluicdo foi analisada contra agua deionizada através do teste
triangular, comecando-se com a diluicdo mais concentrada. Os provadores que erravam 0
teste eram rejeitados e ndo participavam mais do teste da diluicdo seguinte. Foram
selecionados 0s quatro julgadores que acertaram o teste triangular da solu¢do mais diluida, ou
seja, conseguiram perceber o odor uma solucdo de hexanoato de etila a 0,001 ug/L,
diferenciando-a da agua.

No cromatografo gasoso, uma transferéncia instantdnea dos compostos sorvidos na
fibra de SPME foi necessaria para possibilitar a avaliacdo do extrato como um todo, evitando
o seu fracionamento na coluna. Assim, uma coluna inativada de 1 m de comprimento foi
instalada ligando o injetor do cromatdgrafo a gas (VARIAN modelo 3800) a um olfatdmetro.
A vazdo na coluna foi de 1,5 mL.min-1 de gas hidrogénio e o seu efluente rapidamente
carreado por nitrogénio até o nariz do provador, através do olfatdmetro.

As temperaturas utilizadas no injetor para a dessorcao térmica dos volateis (injetor), na
coluna e na base do olfatbmetro foram de 180°C. Individualmente, os provadores colocaram-
se a frente do olfatdmetro e cheiraram o efluente do sistema (Figura 8). Quando a fibra era
exposta no injetor, os compostos volateis dessorviam-se instantaneamente da fibra e os
provadores ja respondiam com o estimulo olfatério, marcando em uma escala ndo estruturada
de 9 cm ancorada seus extremos com o0s termos nenhum e igual ao padrdao (Figura 9),
comparando com o aroma padrdo (bacuri in natura), sentido no inicio da analise. Analise foi

realizada em 3 repeticoes.
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Figura 8. Cromatografo gasoso acoplado a um olfatdmetro (A) e anélise olfatométrica (B)

Fonte: Ferreira, 2013

Figura 9. Ficha de avaliacdo de intensidade de aroma.

Nome: Data: [/ [
Amostra: Obs.:
Por favor, avalie a intensidade do AROMA CARACTERISTICO DE BACURI da amostra,

utilizando a escala abaixo. Faga um trago vertical no ponto da escala que melhor expressa a sua
opinido.

l ] |
1
nenhuma igual ao padrdo

Comentarios:

b. Condic6es cromatograficas

As condicBes cromatograficas para a obtencéo das respostas nimero de picos e area
total do cromatograma foram as descritas a seguir.

Foi utilizada uma coluna de silica fundida DB-5, com 30 m de comprimento, 0,25
mm de didametro interno e espessura do filme da fase ligada de 0,25 um e injetor do tipo
split/splitless a uma temperatura de 200 °C, no modo splitless. A temperatura do detector
de ionizacdo de chama (DIC) foi de 250°C e o géas de arraste H, foi mantido em fluxo
constante de 1,5 mL.min™. Antes de iniciar as analises com o bacuri foi realizada uma

corrida do branco no cromatografo nas mesmas condi¢@es da amostra.
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Com o auxilio da fibra de SPME, os voléteis isolados foram injetados e dessorvidos
diretamente no injetor. A programac&o da coluna teve inicio com temperatura de 50 °C por
8 min., sendo elevada até 110 °C a 4 °C min™ e em seguida até 200 °C a 16 °C min™,

totalizando 37 minutos de tempo de separacdo dos compostos.

c. Anédlise estatistica

A relacdo entre a temperatura, o tempo de equilibrio e o tempo de exposicdo na
resposta de quantidade de picos, area total do cromatograma e intensidade de aroma foi

estabelecida por meio de modelos matematicos. O modelo utilizado foi uma equacdo de

Kk

segunda ordem (Equacéo 1) , em que Y representa as respostas (picos, area e aroma), Z BX
i=1

k

k k-1
representa o efeito linear, Zﬂ“xf o efeito quadratico, ZZ,B” X;X; 0 efeito da interagdo e ¢

i1 i=l j>i
0 erro.

y=5 +iﬂixi +iﬁiixi2 +k21iﬂijxixj +é&

i=L j>i

(Equacdo 1)

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar o ajuste da qualidade e a
importancia dos efeitos linear e quadratico e de interacdo. Os termos ndo estatisticamente
significativos (P> 0,05) foram excluidos do modelo basico e remodelados. Os coeficientes de
determinacéo (R?), o coeficiente de determinagdo ajustado (R%adj.) e a analise da falta de
ajuste foram usadas para avaliar a qualidade dos modelos, e as superficies de resposta foram

gerados. Todas as andlises foram realizadas com o programa Statistica 7,0.

3.3.2.2 Extracao dos compostos volateis glicosilados

A extracdo dos volateis ligados glicosidicamente foi realizada pelo método de extracao
em fase solida (SPE) segundo metodologias descritas por BOULANGER et al. (1999) e
PEREZ et al. (1997) adaptadas as condicbes do laboratério (utilizou-se como solvente a

mistura de hexano-diclorometano ao invés de pentano-diclorometano; a microdestilacdo foi
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substituida pelo rotaevaporador na concentracdo do extrato antes da hidrolise enzimatica e
apos a hidrolise utilizou-se nitrogénio gasoso para concentragdo da amostra).

Uma aliquota de 100 g de polpa foi misturada com 100 mL de &gua destilada e
adicionada do inibidor gluconolactona, para inibir a hidrolise enzimatica antes do isolamento
dos glicosideos. A mistura foi centrifugada (Centrifuga refrigerada Heraeus Instruments -
modelo Biofuge) a 10000 g durante 30 min a 4°C e filtrada em papel filtro. O suco obtido
passou por uma coluna de Amberlite XAD-2 (12,0 x 0,8 cm d.i.), previamente lavada com
metanol, em fluxo de aproximadamente 1,5 mL.min™. Em seguida a coluna foi lavada com
hexano-diclorometano (2:1 v/v) para retirar os compostos livres. Apds essa lavagem, 0s
compostos glicosilados aderidos na coluna foram eluidos com 50 mL de metanol. O eluato foi
concentrado em rotaevaporador sob pressdo reduzida a 45°C, e depois redissolvido em 1 mL
de tampdo citrato-fosfato (pH 5,0) e lavado cinco vezes com hexano-diclorometano (2:1),
para remover qualquer composto volatil livre remanescente.

Ao residuo foi adicionado 1 mL da preparagdo enzimatica (12,5 mg de hemicelulase e
20 mg de B-glucosidase em 1 mL de tampdo citrato-fosfato-pH 5,0). Essa mistura foi
incubada a 40 °C por 16 h, para hidrolisar as ligacGes glicosidicas. Apds a incubacdo, a
mistura foi resfriada em temperatura ambiente, e logo adicionou-se 10 g de acetato de butila
como padrdo interno. Os volateis liberados pela hidrolise foram extraidos cinco vezes com
hexano-diclorometano (2:1) e o extrato foi concentrado até um volume de 300 pL com

nitrogénio gasoso. A extracao e as analises cromatograficas foram realizadas em triplicatas.

3.3.3 Anélise Cromatogréafica

A analise cromatogréafica foi realizada em cromatdgrafo gasoso (Varian, modelo
CP-3800) acoplado a um microcomputador equipado com o programa STAR
WORKSTATION verséo 6.00. Foi utilizada uma coluna de silica fundida DB-5, com 30 m
de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e espessura do filme da fase ligada de 0,25
MM e injetor do tipo split/splitless a uma temperatura de 250 °C, no modo splitless. A
temperatura do detector de ionizagdo de chama (DIC) foi de 250°C e o géas de arraste H, foi
mantido em fluxo constante de 1,5 mL.min™. Antes de iniciar as analises com o bacuri foi

realizada uma corrida do branco no cromatografo nas mesmas condic¢Ges da amostra.



29

3.3.3.1 Compostos volateis livres

Com o auxilio da fibra de SPME, os volateis isolados foram injetados e dessorvidos
diretamente no injetor. A programac&o da coluna teve inicio com temperatura de 35°C por
5 min., sendo elevada até 140 °C a 3 °C min™ e em seguida até 200 °C a 15 °C min™,

permanecendo 6 min, totalizando 50 minutos de tempo de separacdo dos compostos.

3.3.3.2 Compostos volateis glicosilados

Com o auxilio de uma seringa, foi injetado 1 pl do extrato concentrado. A
programacédo da coluna teve inicio com temperatura de 35°C por 5 min, sendo elevada até
150 °C a 5 °C min™ e em seguida até 200 °C a 10 °C min™, atingindo uma temperatura final
de 250 °C a 10°C min-*, permanecendo 12 min, totalizando 50 minutos de tempo de

separagao dos compostos.

3.3.4 ldentificacdo dos Compostos Volateis

Os compostos volateis foram identificados no cromatdgrafo gasoso (GC2010) da
marca SHIMADZU acoplado a um espectrometro de massas (QP2010). Foi utilizada uma
coluna de silica fundida VF (equivalente a DB-5), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didametro interno e espessura do filme da fase ligada de 0,25 pm e injetor do tipo
split/splitless a uma temperatura de 250 °C, no modo splitless. E o gas de arraste He foi
mantido em fluxo constante de 1,5 mL.min™". Antes de iniciar as analises com o bacuri foi
realizada uma corrida do branco no cromatdgrafo nas mesmas condi¢des da amostra. A
programacdo de temperatura da coluna foi idéntica a utilizada no item 3.3.3.1 para o0s
compostos volateis livres, e idénticas a utilizada no item 3.3.3.2 para 0s compostos volateis
glicosilados A identificacéo foi realizada pela comparagdo dos espectros obtidos com os
espectros de padrdes puros da biblioteca do proprio equipamento (NIST, 2010) e também

pela comparacdo dos indices de retencdo (IR), calculados a partir de uma série homdloga
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de alcanos (C7 — C30), com os valores de IR dos compostos mais provaveis, na mesma
coluna cromatogréfica, relatados na literatura (NIST, 2012; PHEROBASE, 2012).

3.3.5 Quantificacéo dos compostos volateis
Compostos volateis livres

Os compostos volateis foram quantificados utilizando-se o acetato de butila puro como
padréo interno, este foi diluido em &gua até a concentragdo de 2643 pg.L™. A forma de

quantificacdo utilizada foi semi-quantitativa que foi realizada através do calculo a seguir:

Area do pico da amostra (CG-DIC) * Concentracdo do padrdo
Area do pico do padrdo na amostra (CG-DIC)

Compostos volateis glicosilados

Os compostos volateis glicosilados foram quantificados utilizando-se o acetato de
butila puro como padréo interno, este foi diluido em hexano até a concentracdo de 440,5 pug.L”

', A forma de quantificago utilizada foi semi-quantitativa que foi realizada através do calculo

a sequir:

Area do pico da amostra (CG-DIC) * Concentracdo do padrdo
Area do pico do padréo na amostra (CG-DIC)

3.3.6 Analise dos dados

Os valores de concentracdo (ug.L™) determinados para cada composto foram
submetidos a Analise Multivariada de Analise de Componentes Principais (ACP),
separademente para 0os compostos livres e ligados, usando o programa XLSTAT-MX Excel

software (versdo 2011.4.01),
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo das condigdes de extracdo dos volateis livres por SPME

Com base nos resultados obtidos (Tabela 3), foram calculados os efeitos estimados
(Tabela 4) para as respostas de intensidade de aroma, nimero de picos e area total dos
cromatogramas. Pode-se observar que apenas os termos lineares das varidveis independentes
foram estatisticamente significativos (p < 0,05), com excecdo do termo quadratico do tempo

de exposicao para nimero de picos.

Tabela 3. Resultados do delineamento experimental para as variaveis: intensidade

de aroma, nimero de picos e area total do cromatograma.

. Intensidade Numero  Area total do
Ensaios Temperatura Tequii Texp

aroma de picos cromatograma
1 31 6 25 7,0 75 19175
2 49 6 25 7,5 97 35030
3 31 24 25 8,4 76 18561
4 49 24 25 6,3 93 36267
5 31 6 55 1,0 92 32974
6 49 6 55 1,6 107 41999
7 31 24 55 7,8 90 31297
8 49 24 55 7,2 109 45328
9 25 15 40 6,6 85 22499
10 55 15 40 7,2 111 43796
11 40 0 40 2,6 92 30162
12 40 30 40 7,6 98 36457
13 40 15 15 6,5 79 20942
14 40 15 65 4,2 88 40970
15 40 15 40 6,9 97 34501
16 40 15 40 53 93 32519
17 40 15 40 59 92 32694

Tequit => Tempo de equilibrio; Tey, = Tempo de exposicéo
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Tabela 4. Efeitos estimados para a intensidade de aroma, quantidade de picos e &rea total dos

cromatogramas.
Intensidade de aroma  NUmero de picos C':‘J;i:g;ﬁﬁa
Fatores Esliifr?ri:\%lo P Eftrr?r:;%lo P Esl%cifrerigzjo P
Temperatura (L) -0,100 0,843 17,163* 0,006 1359,000* 0,002
Temperatura (Q) 0,690 0,299 3,044 0,196 1,074 0,988
Tempogquir (L) 3,075* 0,020 1,032 0,546 188,164 0,087
Tempogqi (Q) -0,612 0,343 0,884 0,634 12,954 0,863
Tempog,, (L) -2,292* 0,036 10,622* 0,017 1120,328* 0,002
Tempog,, (Q) -0,437 0,472 -7,395* 0,043 -156,246 0,142
Temperatura X Tempogqi -0,948 0,245 -0,250 0,905 171,250 0,158
Temperatura X Tempog,, 0,373 0,587 -1,250 0,572 -262,750 0,077
Tempogquii X TemMpPOey, 3,043* 0,034 0,750 0,727 25,750 0,772

O efeito da temperatura foi positivo e altamente significativo para area total e nimero
de picos, porém nao foi significativo para intensidade do aroma de bacuri, indicando que,
dentro da faixa estudada (25 °C a 55 °C), o0 aumento da temperatura de extracdo dos volateis
favoreceu a extracdo dos volateis, porém ndo correspondeu a uma variacao na intensidade do
aroma de bacuri no extrato.

De modo inverso, o tempo de equilibrio (0 min, 6 min, 15 min, 24 mim e 30 min)
apresentou efeito positivo significativo para o termo linear do aroma, porém ndo foi
significativo para o numero de picos e area total do cromatograma, indicando que a
volatilizacdo dos compostos responsaveis pelo aroma do bacuri € imediata, mas o seu
enriquecimento no headspace € lento e o diferencial de concentracdo desse enriquecimento na
fase gasosa é pequeno, ndo contribuindo de modo significativo para o aumento da area total
do cromatograma.

Das trés variaveis estudadas, o tempo de exposi¢do (15 min, 25 min, 40 min, 55 min e
65 mim) foi a que apresentou maior influéncia na extracdo de volateis do headspace do
bacuri, apresentando efeitos significativos em todos os critérios escolhidos para avaliar a

eficiéncia da extracdo. O tempo necessario para adsorsao dos compostos volateis na fibra de
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SPME apresentou efeito negativo para intensidade de aroma e positivo para nimero de picos
e area total do cromatograma. No entanto, o efeito da interagéo Tequil X Texp fOi significativo
para a intensidade de aroma, indicando uma influéncia de uma variavel na outra, ou seja, 0
comportamento do tempo de equilibrio ndo foi 0 mesmo para todos os niveis de tempo de
exposicao estudados, ou vice-versa.

O modelo matemaético para a intensidade de aroma de bacuri mostrou-se significativo
(p < 0,05). A falta de ajuste do modelo néo foi significativa (Tabela 5) e apresentou-se baixa
demonstrando, que o modelo é preditivo. O coeficiente de determinagdo (R?) indica que o
modelo pode explicar até 94,9% da variabilidade das respostas. Assim como no trabalho de
Grizotto et al. (2005), os coeficientes da regressdao foram ajustados apenas com termos
estatisticamente significativos, e um novo modelo estatistico foi construido para descrever a
intensidade de aroma de bacuri prevista pelo modelo em funcdo das variaveis apresentadas

(Equacéo 2). O modelo ajustado pode explicar 84,3% da variabilidade das respostas.

onde: Aroma = intensidade do aroma de bacuri no extrato
Tequit = Tempo de equlibrio

Texy = Tempo de exposigéo

Tabela 5. Analise de variancia para a intensidade do aroma de bacuri.

Fonte de variagéo SQ GL MQ Fca Frao
Regressao 73,38 9 8,15 14,46* 3,68
Residuo 3,94 7 0,56

Falta de ajuste 2,58 5 0,52 0,75 19,3
Erro puro 1,36 2 0,68

Total 78,39 16

*Significativo ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05)
R?dj = 84,3%.

A Figura 10 ilustra a superficie de resposta para 0 modelo obtido. Observou-se que o
tempo de exposicdo associado ao tempo de equilibrio apresentou grande influéncia na
intensidade do aroma de bacuri, sendo que os maiores valores de resposta foram encontrados

tanto nos niveis mais baixos quanto nos niveis mais altos dessas duas variaveis. Como no caso
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de um método analitico, a reducdo do tempo de analise é sempre desejada, a melhor condicdo
para analise dos volateis do headspace do bacuri foi de 15 minutos para ambos tempo de
equilibrio e tempo de exposicao, a qual fornece um extrato de compostos volateis altamente

representativo do aroma caracteristico do bacuri.

Figura 10. Superficie de resposta e curvas de contorno para a intensidade de aroma em funcgéo
do tempo de equilibrio versus o tempo de exposic¢ao.
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Para 0 numero de picos do cromatograma, a ANOVA mostrou significancia (intervalo
de confianga de 95%) para o modelo de regressdo obtido. A falta de ajuste ndo foi
significativa e apresentou-se baixa, demonstrando que o modelo ¢ preditivo. O coeficiente de
determinacdo (R?) indica que o modelo pode explicar até 93,3% da variabilidade das
respostas. Os termos néo significativos foram excluidos e um novo modelo foi gerado (Tabela
6), com coeficiente de determinago ajustado (R?adj) explicando 89,8% da variabilidade das
respostas, sugerindo que o modelo empirico ajusta os dados reais de forma satisfatoria,
definindo o comportamento real do sistema.

Utilizando-se os coeficientes da regressdo ajustados foi construido o modelo estatistico
que descreve o numero de picos dos cromatogramas previsto pelo modelo em fungdo das

variaveis de temperatura, tempo de equilibrio e tempo de exposicdo (Equagdo 3).

Picos = 14,17 + 0,95T + 1,82 Tgxp — 0,02 Ty (3)
onde: Picos = numero de picos dos cromatogramas
T = Temperatura

Texp = Tempo de exposicéo

Tabela 6. Analise de variancia para a quantidade de picos dos cromatogramas.

Fonte de variacéo SQ GL MQ Fca Frao
Regressao 1567,08 9 174,12 4,38* 3,68
Residuo 277,93 7 39,70

Falta de ajuste 263,93 5 52,79 7,54 19,3
Erro puro 14,00 2 7,00

Total 413752 16

*Significativo ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

R%dj = 89,8.

A Figura 11 ilustra a superficie de resposta para 0 modelo obtido. Pode-se observar
gue a temperatura apresentou maior influéncia no aumento do nimero de picos que o tempo
de exposicdo, porém o tempo de exposicdo apresentou efeito positivo para o termo linear e
negativo para o termo quadratico, indicando que essa variavel atingiu a regido maxima (ponto
com temperatura de 55 °C com tempo de exposi¢do de 40 min) e um aumento do tempo de

exposicao podera diminuir a quantidade de picos no cromatograma.



Figura 11. Superficie de resposta e curvas de contorno para a quantidade de picos dos
cromatogramas em funcéo da temperatura versus o tempo de exposigao.
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A ANOVA mostrou significancia no intervalo de confianca de 95% para o modelo de

regressdo obtido com relagdo a area total dos cromatogramas. A falta de ajuste do modelo néo
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foi significativa. O coeficiente de determinagdo (R?) indica que o modelo pode explicar até
98,6% da variabilidade das respostas.

Como no caso do numero de picos, o efeito do tempo de equilibrio ndo foi
significativo (Tabela 4), e um novo modelo estatistico foi construido (Tabela 7), utilizando-se
os coeficientes da regressdo ajustados, com coeficiente de determinagdo ajustado (R%adj)
explicando 89,8% da variabilidade das respostas, sugerindo que o modelo empirico ajusta 0s
dados reais de forma satisfatoria. Assim, o modelo descreve a &rea total dos cromatogramas
previsto pelo modelo em funcdo das variaveis de temperatura e tempo de exposic¢éo (Equacéao
4).

Area =-1248,44 + 75,50T + 37,35 Tgyp (4)
onde: Area = Area total dos cromatogramas
T = Temperatura

Texp = Tempo de exposicédo

Tabela 7. Analise de variancia para a area total dos cromatogramas.

Fonte de variacéo SQ GL MQ Fca Frap
Regressao 10900472,8 9 1211163,6 38,31* 3,68
Residuo 221289,2 7 31612,7

Falta de ajuste 196837,7 5 39367,5 3,22 19,3
Erro puro 244515 2 12225,8

Total 11073306,6 16

*Significativo ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05)

coeficiente de variancia ajustado (R?adj) = 89,8.

Na Figura 12 observa-se que com o aumento dos fatores temperatura e tempo de
exposicdo houve um consideravel aumento na area total dos cromatogramas. Os pontos da
superficie de resposta que atingiram a regido maxima do plano foram os dos ensaios 6
(temperatura de 49 °C e tempo de exposicdo de 55 min) e 10 (temperatura de 55 °C e tempo
de exposicdo de 40 min.), e qualquer modificacdo dessas condigdes podera diminuir a area
dos cromatogramas. Bencomo et al. (2012) otimizando as condi¢Ges de isolamento para
obtencédo do perfil de volateis da cerveja, relataram que um aumento no tempo de exposicao

fez aumentar a area do pico do cromatograma.
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Figura 12. Superficie de resposta e curvas de contorno para a area total dos cromatogramas
em funcédo da temperatura versus o tempo de exposigéo.
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Fazendo-se uma analise conjunta dos resultados, observa-se que, para se obter um
cromatograma rico em compostos volateis do headspace do bacuri, com elevado nimero de

picos e com grandes areas dos picos é necessario utilizar temperatura e tempo de exposi¢ao



39

elevados (55°C e 40 min de exposicdo), com minimo tempo de equilibrio. No entanto, essa
grande quantidade de compostos ndo é necessaria para reproduzir o aroma do bacuri, visto
que com apenas 15 minutos de exposicdo, 0 aroma de bacuri do extrato atingiu valores
elevados de intensidade de aroma. Além disso, observou-se que a temperatura nao influenciou
na intensidade do aroma. Como 0s componentes volateis das frutas sdo instaveis e
termol&beis, ou seja, qualquer aumento de temperatura pode gerar rearranjos, hidrélises,
ciclizagOes, oxidacOes, entre outras, acarretando em mudancas na composicdo original de
volateis da amostra, 0 aroma caracteristico da fruta no extrato torna-se o fator mais importante

na avaliacdo do seu perfil de volateis.

Assim, na faixa de valores estudados, as condi¢cdes de isolamento dos compostos
volateis escolhidas para a andlise dos compostos do headspace do bacuri foram aquelas
encontradas nas superficies de resposta para a intensidade de aroma, que desconsideram o
aumento de temperatura e nos mostram que a utilizacdo de 15 minutos de tempo de equilibrio
e 15 minutos de tempo de exposicdo da fibra de SPME sdo suficientes para a captura de

compostos importantes para o aroma do bacuri.

4.2. Componentes volateis livres

A identificacdo e a quantificagdo dos compostos volateis livres, detectados na polpa do
bacuri nas etapas de homogeneizagdo, maceracdo e pasteurizacdo séo apresentadas na Tabela
8, e 0s respectivos cromatogramas na Figura 13. Foram detectados 41 compostos na amostra
homogeneizada, dos quais 35 foram identificados; 56 compostos nas amostras macerada e
pasteurizada, com 46 compostos identificados em cada.

Dentre as classes quimicas dos compostos identificados, os terpenos foram os mais
abundantes (14), seguidos de alcoois (12), hidrocarbonetos (7), aldeidos (6), éteres (5),
cetonas (3) e ésteres (2). A Figura 14 mostra o nUmero de compostos de cada classe quimica
de acordo com cada etapa estudada. Com a etapa de maceracao, houve aumento de compostos
terpénicos, éteres e hidrocarbonetos e diminuicdo de aldeidos. A pasteurizacéo, por sua vez,

provocou a diminuicdo de compostos terpénicos, aldeidos e cetonas e 0 aumento de &lcoois.
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Os compostos majoritarios presentes na polpa de bacuri diluida (etapa
homogeneizacdo) foram os terpenos linalol (alcool monoterpénico, pico 30), seu éxido (2)-
oxido de linalol (pico 28) e um estereoisdmero do 6xido de linalol desidrogenado (pico 22), 2-
heptanona (pico 14), a-metoxitolueno (pico 23) e 1-butanol (pico3). O pico do linalol foi o
maior pico do cromatograma, porém ele co-eluiu com outro composto. Sabe-se que ndo se
tratava apenas de linalol, pois o espectro de massas se modificava ao longo do pico, porém
ndo foi possivel identificar o outro composto. Assim, esse pico foi identificado como linalol +
NI (ndo identificado).

Boulanger, Chassagne e Crouzet (1999) também relataram o linalol e os compostos
derivados Z-linalol furanosideo e Z-linalol piranosideo, como sendo 0s majoritarios na polpa
de bacuri, além de um diol (3,7-dimethyl-2,6-octadienol), uma furanona (4-methoxi-2,5-
dimetil-3(2H)-furanona) e o limoneno. No presente trabalho ndo foi detectado o Z-linalol
furanosideo, mas os compostos Z- 6xido de linalol piranosideo e limoneno foram encontrados
como compostos minoritarios e o diol e a furanona foram detectados em quantidades tragos
apenas nas polpas de bacuri macerada e pasteurizada. Alves e Jennings (1979) também
encontraram linalol e (Z)- 6xido de linalol como majoritarios. Para Villachica et al. (1996), o
linalol é a substancia responsavel pelo sabor e 0 aroma do bacuri e o 2-heptanona seria um
composto contribuinte no aroma da polpa de bacuri. Franco (2003) provou, através de
olfatometria dos compostos volateis de bacuri, que o linalol e 0 hexanoato de metila sédo os
principais responsaveis pelo aroma da fruta, no entanto, o éster (pico 16) ndo foi detectado, no

presente trabalho, na polpa de bacuri in natura diluida, apenas apds a maceracao enzimatica.

Tabela 8. Compostos volateis livres da polpa de bacuri diluida nas seguintes etapas do
processamento: homogeneizacdo, maceracdo e pasteurizagéo.

Pico IK-EM Composto Concentraco (ug/L)
Homogeizacdo  Maceracdo  Pasteurizacdo
1 <700 isopropanol 44,26 12,83 53,61
a <700 acetato de metila nd tr nd
b <700 2-butanol nd tr nd
C <700 2-metil-3-buten-2-ol nd tr Tr
2 <700 (Z,2)-2,4-hexadiena 196,90 214,05 79,86
3 <700 1-butanol 727,89 938,96 223,94
4 <700 1-penten-3-ol 208,13 229,69 15,27
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748
764
771
778
801
805
860
861
872
876
893
907
931
946
950
962
968
970
974
990
992
995
1001
1007
1027
1033
1042
1052
1063
1074
1084
1087
1087
1089
1092
1102
1105
1112
1115
1125
1133
1140
1156
1173

3-pentanona
2-metil-1-butanol
(E)-2-pentenal
tolueno
(2)-2-penten-1-ol
octano
hexanal
(E)-2-hexenal
(2)-3-hexen-1-ol
(E)-2-hexen-1-ol
1-hexanol
2-heptanona
2-heptanol
hexanoato de metila
NI
NI
NI
benzaldeido
NI
2-eteniltetrahidro-2,6,6-trimetil-2H-pirano
a-metoxitolueno
mirceno
1,2,3-trimetil-benzeno
(E)-2-(2-pentenil)furano
octanal
NI
limoneno
(2)-ocimeno
(E)-ocimeno
4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
(E)-6xido de linalol
NI
1-metil-4-(1-metiletilideno)-ciclohexeno
terpinoleno
(2)-6xido de linalol
o-isopropeniltolueno
linalol + NI
hotrienol
(2)-Rose oxido
2-feniletanol
NI
(E,E)-2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraeno
NI
3,6-dihidro-4-metil-2-(2-metil-1-propenil)-2H-pirano
6xido de linalol piranosideo

11,04
13,65
26,32
382,48
nd
nd
8,87
401,45
284,81
137,07
105,20
1477,93
9,93
nd
94,94
nd
230,22
319,07
nd
734,19
973,84
323,34
nd
nd
tr
tr
34,11
239,13
36,16
nd
tr
tr
nd
tr
2473,87
146,02
11964,12
687,89
43,44
tr
nd
nd
116,83
tr
8,48

19,84
tr
67,01
588,72
tr
tr
tr
532,93
484,38
326,96
250,50
3217,26
27,49
155,31
234,41
246,81
549,39
734,23
tr
1726,43
2205,41
663,12
tr
tr
tr
tr
93,28
498,50
116,91
tr
tr
tr
nd
tr
4156,71
124,18
23559,68
1663,25
73,52
32,99
tr
nd
185,31
tr
21,34

41

13,16
tr
50,24
1687,29
tr
tr
24,89
198,98
375,92
219,05
172,88
1277,77
240,70
131,13
194,77
102,65
303,12
465,53
23,15
1134,70
943,64
166,81
tr
tr
tr
tr
109,94
180,20
96,47
tr
tr
tr
tr
nd
627,60
tr

11780,61

527,62
17,94
13,89

tr
tr

200,11

tr
17,86
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r 1178 a,4-dimetil-3-ciclohexeno-1-acetaldeido nd tr tr

S 1186 NI tr tr tr

t 1189 (p)-cimen-9-ol nd nd tr

u 1191 NI nd tr tr
36 1196 a-terpineol 61,58 95,80 14,14
\ 1254 (2)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol nd tr tr
37 1409 (E)-a-bergamoteno 24,07 tr tr

(*) Padréo interno nd= ndo detectado no CG-DIC NI= ndo identificado letras de a-h representam compostos
detectados apenas no CG-EM

Figura 13. Cromatogramas de CG — EM das etapas de processamento da polpa diluida de
bacuri: Homogeneizacdo (A), Maceracdo (B) e Pasteurizacao (C).
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Figura 14. Diferentes classes quimicas dos compostos volateis livres identificados nas
amostras estudadas.
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Como podemos observar na Tabela 8, além do hexanoato de metila, a etapa de
maceracao enzimatica promoveu o surgimento de outros compostos: acetato de metila (pico
a), 2-butanol (pico b), 2-metil-3-buten-2-ol (pico c), (Z)-2-penten-1-ol (pico d), octano (pico
e), 1,2,3-trimetil-benzeno (pico f), (E)-2-(2-pentenil)-furano (pico g), um acetaldeido (pico r)
e a furanona (pico j) e o diol (pico v) j& mencionados. A atuagdo das enzimas também fez

aumentar a concentragcdo da grande maioria dos compostos presentes na polpa, com destaque
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para 0s compostos de importancia odorifera para o aroma do bacuri: linalol e 2-heptanona
(VILLACHICA et al., 1996; FRANCO, 2003), hexanol e Z-3-hexen-1-ol (BOULANGER et
al., 1999). Resultado semelhante foi encontrado por Aquino (2012), que ao estudar a
ampliacdo da escala na producdo de nectar de bacuri com aplicacdo de preparacdes
enzimaticas comerciais, concluiu que durante a maceracéo enzimatica, houve um aumento na
quantidade de picos e contagem de area de alguns picos do cromatograma de compostos
volateis da polpa de bacuri.

O composto hotrienol teve um aumento consideravel do tamanho de sua area apés a
etapa de maceracdo, passando de 687,89 pg.L™' na homogeneizagdo para 1663,26 pg.L™ na
maceracdo. Segundo Boulanger e Crouzet (2001), o hotrienol pode ser produzido por
rearranjo ndo enzimatico do 2,6- dimetilocta-3,7-dieno-2,6- diol em meio &cido (Figura 15).

Apds a etapa de pasteurizacdo, os compostos volateis permaneceram praticamente 0s
mesmos, ocorrendo apenas uma diminuicdo na concentracdo da maioria dos compostos. As
classes quimicas que apresentaram as maiores perdas foram os terpenos, alcoois e aldeidos;
no entanto o isopropanol (pico 1) e o 2-heptanol (pico 15) estdo entre 0os compostos que
aumentaram a sua concentracdo apés a pasteurizagdo. Outro composto que aumentou muito
com o tratamento térmico foi o tolueno (pico 8), que passou a ser composto majoritario,
menor apenas que o linalol. Outros compostos foram detectados apenas na polpa pasteurizada:
(p)-cimen-9-ol (pico t) e dois hidrocarbonetos ciclicos insaturados (picos m e p), indicando
qgue podem ser produtos de rearranjos ou ciclizacbes devido a alta temperatura empregada

nessa etapa.
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Figura 15. Proposta de formag&o do hotrienol a partir do composto 2,6- dimetilocta-3,7-dieno-
2,6- diol
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Para melhor visualizar as diferengas entre o perfil de volateis da polpa de bacuri
diluida, macerada e pasteurizada, os dados foram submetidos a analise multivariada de
componentes principais (ACP). Observa-se na Figura 16 que os Componentes 1 e 2
explicaram juntos 77,96 % da variacdo entre as amostras, indicando que 0s compostos
identificados discriminaram satisfatoriamente as amostras analisadas. O gréafico da Figura
16A apresenta as coordenadas das amostras. Pode-se observar que as amostras de polpa de
bacuri ficaram bem separadas, cada uma em um quadrante diferente, indicando que as
amostras apresentaram diferentes perfis de compostos volateis. No gréafico da Figura 16B
estdo as coordenadas das variaveis (vetores), ou seja, dos compostos volateis. Analisando-se
os dois graficos simultaneamente observa-se que a polpa macerada apresentou um perfil mais
rico que as demais, pois esta situada no lado direito da Componente 1, onde estad a grande
maioria dos compostos volateis, indicando que essa amostra possui maior concentracdo desses
compostos. Como visto na Tabela 8, processo de maceragdo enzimatica promoveu a liberacdo
de alguns compostos que ndo estavam presentes no headspace da polpa diluida e também o
aumento da concentragdo de outros compostos. No entanto, com a pasteurizacdo, ocorreu uma
diminuicdo na concentracdo de grande numero desses compostos. Isso era esperado pelo
efeito do aquecimento do produto e a consequente volatilizacdo desses compostos altamente

volateis. Por outro lado, o tratamento térmico provocou o aumento dos compostos localizados
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no quadrante inferior esquerdo da Figura 16B: isopropanol, hexanal, tolueno, 2-heptanol e um

composto ndo identificado (pico 21).

Figura 16. Analise de componentes principais - ACP dos compostos volateis livres da polpa

diluida de bacuri nas diferentes etapas estudadas.
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4.3. Componentes volateis glicosilados

A identificacdo e as concentragcdes dos compostos volateis glicosilados detectados na
polpa do bacuri nas etapas de homogeneizacdo, maceracdo e pasteurizacdo sdo apresentadas

na Tabela 9, e os respectivos cromatogramas na Figura 17. Foram detectados 56 compostos na
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amostra homogeneizada, porém apenas 22 foram identificados; 51 compostos na amostra
macerada, dos quais 20 foram identificados e 38 compostos na pasteurizada, com apenas 16
identificados.

As classes quimicas dos compostos identificados foram: ésteres (6), terpenos (6),
éteres (5), alcoois (4), aldeidos (2), cetonas (2), hidrocarbonetos (1), acidos carboxilicos (1) e
fendis (1). A Figura 18 apresenta 0 numero de compostos de cada classe quimica de acordo
com cada etapa estudada. Na etapa de maceracdo houve um aumento no nimero de ésteres e
aldeidos, enquanto que na etapa de pasteurizacao foi detectado mais um terpeno e uma cetona.

Os compostos volateis glicosilados majoritarios na polpa de bacuri diluida (etapa
homogeinizagao) foram: 3-penten-2-ol (pico 1), acetato de isobutila (pico 2), linalol (pico 10),
2,3-dihidrobenzofurano (pico 21), 4,5-dimetoxi-6-(2-propenil)-1,3-Benzodioxole (pico 36) e
diversos compostos ndo identificados (picos 22, 27, 30, 35 e 41).

Para facilitar a visualizacdo das diferencas entre os perfis de compostos volateis
ligados das amostras de bacuri, os dados foram submetidos & Andlise de Componentes
Principais (ACP) (Figura 19). Os Componentes 1 e 2 explicaram 65,27% da variagdo ocorrida
entre as amostras, indicando que os compostos detectados discriminaram satisfatoriamente as
amostras analisadas.

A amostra homogeneizada (polpa diluida) caracterizou-se por apresentar maior
concentracdo dos compostos localizados nos quadrantes do lado direito da Componente 1,
com destaque para 0s éteres 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4H-piran-4-ona, 2,3-dihidro-
benzofurano e 4-metoxi-6-(2-propenil)-1,3-benzodioxole, os terpenos linalol, a-terpineol e
(E)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol, a cetona benzofenona, o acetaldeido e seu derivado «, 4-
dimetil-3-ciclohexeno-1-acetaldeido, o 2-metoxi-benzil alcool e os picos 16, 18, 27, 33, 35,
40 e 41.

Na polpa macerada a maioria dos compostos diminuiu, chegando, em alguns casos, a
quantidades tracos ou ainda a ndo serem detectados (Tabela 9), indicando que a enzimas
utilizadas na maceragdo promovendo a quebra das ligacdes glicosidicas dos compostos
volateis glicosilados, tornando-os livres. Logo eles ndo foram detectados na metodologia

utilizada para extragdo dos compostos volateis glicosilados.
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Tabela 9. Compostos volateis glicosilados da polpa de bacuri diluida nas seguintes etapas do

processamento: homogeneizagio, maceragao e pasteurizagéo.

Pico IK-EM Composto Concentracéo (ug.L™)
Homogeneizaco Maceracdo  Pasteurizagdo
a <779 Ciclohexano nd tr tr
1 <779 pent-3-en-2-ol 4,55 5,94 5,00
2 779 acetato de isobutila 3,56 16,78 tr
b 862 2-hexenal nd tr nd
3 886 n-butil éter nd 0,15 nd
4 912 propionato de butila 0,33 0,39 tr
5 930 3-metil-4-heptanona 0,27 0,44 tr
c 949 NI tr tr tr
d 952 NI tr tr tr
e 997 NI tr tr tr
6 1039 &lcool benzilico 0,54 1,41 1,25
7 1062 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4H-piran-4-ona 1,06 0,28 tr
8 1074 (2)-6xido de linalol 0,76 0,41 2,07
9 1079 NI 1,16 0,61 1,98
f 1081 NI nd tr nd
g 1086 NI nd tr nd
h 1089 (E)-6xido de linalol nd nd tr
10 1100 linalol 4,53 1,73 tr
11 1104 NI nd 3,60 8,42
12 1116 2-feniletanol 1,47 1,57 tr
13 1128 NI nd 22,82 8,67
14 1177 a,4-dimetil-3-ciclohexeno-1-acetaldeido 0,42 tr tr
15 1182 NI 0,29 tr tr
16 1101 NI 1,34 tr tr
17 1108 a-terpineol 0,89 tr tr
18 1206 NI 1,03 tr tr
19 1215 NI 0,40 tr tr
20 1220 NI 0,47 tr nd
21 1220 2,3-dihidro-benzofurano 3,07 nd tr
22 1232 NI 2,92 1,99 2,81
23 1254 (E)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol 1,20 tr tr
24 1260 NI 0,44 tr nd
25 1288 alcool 2-metoxibenzilico 1,55 tr tr
26 1293 p-cimen-3-ol 0,49 0,93 0,27
21 1297 NI 5,99 tr tr
28 1299 NI 2,83 10,00 7,08
29 1312 NI 0,57 1,58 2,09
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

1345
1365
1366
1393
1451
1509
1526
1546
1600
1621
1626
1642
1717
1726
1757
1770
1867
1906
1911
1927
1962
2019
2051
2103
2129
2141
2170
2183
2260
2285
2314
2322
2393
2415
2443
2452
2499
2542
2560
2567
2575

NI

NI

NI

NI

NI

2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol
4-metoxi-6-(2-propenil)-1,3-benzodioxole

NI

NI

NI

4,5-dimetoxi-6-(2-propenil)-1,3-Benzodioxole
benzofenona

NI
tetradecanoato de metila

NI

NI

NI

NI

NI
hexadecanoato de metila
acido n-hexadecandico

NI

NI

(2)-9-octadecenoato de metila

octadecanoato de metila

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

nd
nd
nd
nd
39,00
0,47
0,58
0,91
0,45
20,34
11,35
2,34
2,48
2,00
1,83
nd
nd
nd
5,07
nd
0,83
0,32
0,58
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
43,05
tr
tr
tr
0,89
tr
78,60
nd
1,13
7,02
0,30
tr
tr
nd
1,38
6,10
40,04
0,20
1,13
6,98
tr
0,37
tr
0,61
tr
nd
0,38
tr
tr
nd
0,29
tr
tr
0,61
tr
tr
tr
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tr
tr
tr
tr
36,54
tr
tr
nd
0,33
tr
33,19
tr
tr
35,92
tr
tr
tr
tr
tr
tr
6,54
tr
4,34
3,53
tr
tr
nd
nd
tr
nd
nd
nd
tr
nd
nd
tr
tr
nd
tr
nd
tr
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nd= ndo detectado no CG-DIC NI= ndo identificado letras de a-z representam compostos detectados apenas no

CG-EM

Figura 17. Cromatogramas de CG — EM para 0s compostos volateis glicosilados nas etapas de
processamento da polpa diluida de bacuri: Homogeneizacdo (A), Maceracao (B) e
Pasteurizacéo (C).
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Figura 18. Diferentes classes quimicas dos compostos volateis glicosilados identificados nas

amostras estudadas
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Figura 19. Anélise de componentes principais - ACP dos compostos volateis glicosilados da

polpa diluida de bacuri nas diferentes etapas estudadas.
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Por outro lado,

acetato de isobutila,

tetradecanoato de metila,

0S seguintes compostos foram concentrados na polpa macerada:
alcool benzilico, 4,5-dimetoxi-6-(2-propenil)-1,3-benzodioxol,

hexadecanoato de metila, &cido hexadecandico e alguns compostos

ndo identificados (picos 28, 29, 30, 34). Outros foram detectados somente ap0s a maceracao,

como os ésteres hexadecanoato de metila, Z-9-octadecenoato de metila e octadecanoato de

metila e diversos picos ndo identificados (Tabela 9). Esses compostos provavelmente estavam



53

presos na matriz viscosa do bacuri, e foram liberados com a reducdo da viscosidade pelas
enzimas de maceracao.

As amostras maceradas e pasteurizadas apresentaram perfis de volateis glicosilados
semelhantes, no entanto o processo de pasteuriza¢ao causou perdas na maioria dos compostos,
com excecdo dos compostos (Z)-0xido de linalol, tetradecanoato de metila e os compostos

ndo identificados 9, 11, 29 e 45, 0s quais aumentaram apos a pasteurizagao.

4.4. Componentes volateis livres versus compostos glicosilados

Comparando os perfis dos compostos volateis livres e glicosilados da polpa de bacuri
nas etapas estudadas, observou-se que apenas os compostos livres linalol e a-terpineol, que
aumentaram a concentracdo na polpa macerada, foram encontrados entre os compostos
glicosilados que diminuiram a sua concentracdo ap0s a maceracao.

Assim, presume-se que 0S compostos que aumentam a concentracao ou surgem apos a
maceracdo enzimatica estavam presos na matriz de forma fisica, devido a alta viscosidade da
polpa. Segundo Jones et al. (2008), os compostos volateis apresentam maior dificuldade de se
volatilizarem em meios de alta viscosidade, e como o processo de maceracdo liquefaz a polpa

deixando-a menos viscosa, 05 Compostos presos nessa matriz foram liberados.

5. CONCLUSAO

Dentre os compostos volateis livres encontrados na polpa de bacuri, os terpenos e 0s
alcoois foram os predominantes, enquanto o perfil de compostos volateis glicosilados foi
composto principalmente de ésteres e terpenos.

A maceracdo enzimatica da polpa de bacuri influenciou positivamente o perfil de
volateis livres, pois promoveu a liberacdo de compostos volateis que estavam ligados
fisicamente na matriz viscosa da polpa.

Os compostos volateis glicosilados da polpa de bacuri também sofreram influéncia da
maceracao enzimatica, tanto pela quebra da ligacdo glicosidica de varios compostos, com a
liberacdo dos respectivos compostos volateis, como também pela liberagdo de mais

compostos que estavam presos na matriz viscosa.
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A etapa de pasteurizacdo da polpa de bacuri promoveu mudangas nos perfis dos
compostos volateis livres e glicosilados, pois o calor envolvido nesse processo fez com que
ocorressem perdas por volatilizacdo ou possivel degradacdo de alguns compostos, como

também fez aumentar a concentragédo de outros.
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