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RESUMO

A técnica de "headspace sampling” de Singleton e Pattee (47)foi
modificada e usada para isolar o0s componentes volateis de suco
de graviola. A captura em Porapak Q foi feita com ¢ uso de um
vacuo bhaixo e constante e de condigdes especificamente determi
nadas para os volateis de graviola. A equilibracao da amostra
nioc foi necessaria e os volateis capturades puderam ser desorvi
dos por desorgao normal ou reversa. A adigao de Nall  preveniu
as transformacbes enzimaticas dos constituintes volateis duran
te a preparacaoc da amostra de frutas frescas., Os cromatogramss
ohtidos com o uso de coluna capilar de alta resolugdo e de pro
gramacdc de temperatura demonstraram uma reprodutibilidade
maior do que qualquer outro método citade na literatura até
agora. Além disso, as quantidades relativas originais dos vola

teis foram mantidas.

Diferencas pronunciadas, qualitativa e quantitativamente, foram
ohservadas entre 05 cromatogramas do suco fresco e dos sucos o
merciais. A maioria dos picos diminuiu marcantemente e novos vg
1iteis foram formados no suco processado. Estas mudancas foram
devidas ao processo de pasteurizagdo e ndo ds modificacOes enzi
mAticas. Das duas marcas comerciais avaliadas, a marca A nao
mostrou, praticamente, diferengas entre as garrafas analisadas,
mas os cromatogramas da marca B foram mais semelhantes aos <10
matogramas do suco fresco. Portanto, © controle das etapas de

processamento foi melhor para a marca A, porem a marca B foi



sujeita a um tratamento térmico menos rigoroso,

0 método também foi usado para estudar os volateis de MAMED
usando o tempo Otimo de captura especificamente determinade pa
ra esta fruta. Os cromatogramas demonstraram consideravel varia
cdo qualitativa e quantitativa dos componentes volateis mesmo
entre frutas de um mesmo estado de amadurecimento. O numeroc e,
em geral, as quantidades dos voldteis aumentaram com o amadure
cimento. A avaliagdo preliminar da contribuicio sensorial dos
constituintes volateis por "sniffing” mostrou a importancia de

alguns volateis.



SUMMARY

The headspace sampling technique of Singleton and Pattee (473,
in which the volatiles are swept to a Porapak Q trap by suction
rather than by a sweeping gas, was modified and used to isclate
the volatile components of soursop juice. The trapping was
accomplished using fixed, low vacuum and operating conditions
determined specifically for soursop volatiles. Equilibration of
the sample was not necessary and the trapped volatiles could be
desorbed either by backflushing or throughflushing. The addition
of Na(Cl effectively prevented enzymatic transformation of the
volatile constituents during sample preparatidn from fresh fruits.
The chromatograms of the volatiles, obtained with the use of high
resolution capillary column and temperature programming, demonsg
trated a reproducibility higher than that of any other method
reported in the literature up to the present time. In addition,

the original relative amounts of the volatiles were maintened.

Pronounced qualitative and quantitative differences were observed
in the chromatograms of fresh and two commercial brands of
pasteurized juice. The majority of peaks decreased markedly and
new volatiles were formed in the processed juice. These changes
were due to the pasteurization process itself. enzymatic modifi
cation was not involved. Of the two brands evaluated, brand A
showed practically no difference between different bottles but brand B
approximated the fresh fruit better. This indicated that, although

the control of the processing operation was better for brand A,

vi



brand B was subjected to a milder heat treatment.

The method had also been used to study the volatiles of ripening
papaya fruit, using the trapping time found to be cétimum for
this sample. The chromatograms demonstrated considerable quali
tative and quantitative variation of the volatile components
even among fruits at the same stage of maturity. The number and,
in general, the amounts of the volatiles increased with ripening,
Preliminary evaluation of the sensory contribution of the volatile

constituents pointed to the importance of some volatiles.

vii



1. INTRODUCAO

Aroma e gosto sdc fatores determinantes na selegdo de frutas ou
qualguer oputro alimento. Esses dois fatores estdc inter-relacip
nados e sua sensacio conjunta é denominada sabor. O sabor basi
co & devido aos componentes ndc voldteis, como agficares e aci
dos organicos. 0 sabor caracteristico, porém, tem sido direta

mente atribuido a um vasto nimerc de compostos volateis, presen

tes em quantidades extremamente diminutas.

Estudos sobre componentes voldteis tém adquirido grande impor
tincia pratica, devido & sua fdcil perda e/ou modificagao duran
te o processamento, 0 que resulta em produtos processados que
nioc apresentam mais o sabor tipico da fruta. A composigao de vo
1ateis em frutas de clima temperado tem sido objeto de muita
pesquisa. Com poucas excegbes, o delicado e exotice sabor de
frutas tropicais tem recebido somente atencao esporadica. Consi
derando que o comércic de frutas e sucos processados no Brasil
esta em franca expansio, a necessidade desse tipo de estudo ¢

urgente, ’

A pesquisa do sabor € muito complexa, e tal complexidade pode

ser entendida pelas seguintes observagdes:

1) O sabor usualmente consiste de um grande mimero de consti
tuintes organicos que variam marcantemente em sua natureza

quimica, propriedades e concentragoes relativas;



29) Os constituintes do sabor estdo presentes em guantidades ex

tremamente pequenas (ppm, ppb ou ppt);

39) 0Os constituintes do sabor tendem a ser labeis e qualquer au
mento na temperatura durante a separacdo e concentragac po
de causar, por exemplo, rearranjos, ciclizagao, desidrata-

CAv.

4?2} Nenhum constituinte individual é totalmente responsivel por
um sabor caracteristico de um alimento especifico. Comumen
te o sabor & uma resposta integrada a uma mistura de compos
tos. Entretanto, em certos alimentos, um ou deis compostos

de cardter impacte foram reconhecides e identificados.

Basicamente, a andalise do sabor compreende as seguintes etapas:
19} isolamento e concentragac dos constituintes do sabor; 29}
separagdo por cromatografia gasosa e identificacao dos
constituintes por espectrometria de massa ou infra-vermelho;3%)

avaliagio da importancia sensorial dos comnstituintes.

0 desenvolvimento de técnicas altamente sofisticadas para a8 sg

paragio (cromatografia gasosa) de misturas complexas de volg
teis e para a identificagdo desses componentes {Espectrometria
de massa - Infra-vermelho) permitiu um grande avango na pesqui
sa do sabor. Os procedimentos dessas etapas ja foram, de um mo
do geral, estabelecidos. A etapa que causa ainda muita polémica
& a preparacdo da amostra. As técnicas existentes acarretam mu

dancas qualitativas e quantitativas, levando a uma composigaoc



completamente diferente daquela anterior ao isolamento. Portan
to, os c¢romatogramas encontrados na literatura dificilmente re

fletem a composicdo original da amostra.

A amostragem por "headspace' tem sido largamente usada em pes
guisa do sabor, pois os volateis na fase de vapor acima do pro
duto representam mais o aroma do que a prépria composigdo vold
til no alimento. Entretanto, devido &s concentracdes limitantes
da maioria dos volateis do "headspace" e a presenca de grande
quantidade de vapor de dgua, uma etapa de pré-concentracio )
geralmente necessdria. Infelizmente até agora ndo fol ainda es
tabelecido um método de pré-concentracac que fosse reproduzivel
e mantivesse a composicde volatil sobre a amostra, apesar de

que as mudancas desse tipo de isolamento sac muito menores do

gque ocorrem no isolamento total dos volateis da amostra.

Os objetivos deste trabalho sao:

19) Procurar um método pafa isclamento dos volateis do  "heads
pace" que»reﬁna as seguintes propriedades: a) nao altere a
composicdoc original da amostra, b) reproduzivel, ¢) economi
camente vidvel nas condigdes de laboratorio do Brasil e d)

tenha ampla aplicabilidade.

2°) Testar a aplicabilidade do métode na: a) avaliacdo do efei
to do processamento na composicdo volatil em suco de gra
viola e b) verificagdo de mudancas na composicdo volatil du

rante o amadurecimento em mamao.



Zz. DEFINICAO DE TERMOS

Devido 2 natureza pioneira deste trabalho no Brasil, a definicdo
de alguns termos € necessiria. Depois do termo em poTrtugues, 0
termo em inglés & colocado em parénteses. O térme em inglés foi

conservado no caso de nio se ter encontrado uma tradugdo adequa

da.

"Headspace volatiles” - mistura de vapores acima e enm equilibrio

com o5 volateis da amostra em um sistema fechado,

"Birect headspace sampling” - um método de amostragem em que cin

co ml da fase de vapor acima da amostra em um sistema fechado
sao retirados com uma seringa a gas e imediatamente injetados no

cromatografo.

Aprisionamento, capiura ou captagao em polimerc poroso - (porous

polymer trapping) isolamento dos volateis por adsorgao em uma ay

madilha de polimero poroso.

Armadilha - {trap) uma coluna de vidro, de aproximadamente 15 cm
de comprimento & 5 mm de didmetro, empaccotada com um adsorvente,

cu resfriada por gelo seco ou nitrogenio 1iguide.

Gas transportador {carrier gas) e gas de arraste {flushing,
sweeping ou entrainment gas) - o "carrier gas” foi traduzido nos
livros do Ciola (9) e do Bwing (15) come g&s de arraste e por

Otto Alcides (42}'como gds transportador. Ja que ele funciona s6



para transportar a amostra através da coluna do cromatdgrafo a
gis, neste trabalho preferimos a traducdo de gas transportador .
Portanto, podemos usar gas de arraste como tradugdoc de "flushing
gas' porque neste caso ¢ gas serve realmente para arrastar o8

voelateis a armadilha.

Fase de desenvelvimento - {development step) uma fase em que o

gds de arraste continua a passar pelo polimero depois da captura
dos volateis afim de permitir a eliminacdo de agua, alcool ou ou
tro componente em concentracao suficientemente alta para oblite

rar uma por¢do do cromatograma.

{(throughflushing) a eluicdoc é feita na mesma

!

Desorcao normal

direcdo em que os voldteis foram arrastados a armadilha.

Desorcac reversa - (backflushing) a eluigfo & feita na direcao

contraria asquela que os volateis foram arrastados a  armadilha,

sendo que a armadilha € invertida apos a captura dos volateis.

Condicionamento do polimero - (conditioning of the polymer) pas

sagem de um gas inerte a uma temperatura proxima, porém inferior
3 temperatura de estabilidade do polimero, afim de eliminar

guaisquer impurezas adsorvidas no polimero.

Equilibracdo da amostra - (equilibration of the sample] etapa em

que a amostra deixada em um sistema fechado por algum tempo para
que os voldteis do "headspace"” e da amostra atinjam o squili

hrio.



Resolucdo dos picos - (resolution of peaks) refere-se ao grau de

alargamento da banda durante o transporte de um componente atra

vés da coluna cromatografica (indicado per h ou H).

Separacdo dos picos - (separation of peaks) refere-se ao grau

que dois componentes sdo separados pela coluna. (Indicado por a)

Componente carater impacto - (chracter impact compound) componen

te que exibe o aroma caracteristico do produto.

Componente contribuitério para o sabor - {contributory flavor

compounds) componente que nac exibe o aroma caracteristico do
produto, porém contribue ac aroma, como por exemplo sugerindo no

tas florais.

"Gas make up' ~ uma outra linha do gés (Hz) ligada apSs a coluna

capilar e antes do detector para suplementar a vazao do gas para
30 ml/min., fluxo este onde ocorre a maxima sensibilidade do de
tector. £ usada juntamente com coluna capilar porque neste tipo

de coluna & necessario um fluxo muito baixo do gds transportador.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1, Isolamento dos Volateis

Existem duas maneiras de abordar o problema de isolamento de vo
lateis para cromatografia gasosa; analise total e "headspace
analysis”. Analise total compreende todos os componentes vola
teis da amostra, enquanto "headspace analysis’ compreende oS
componentes de menor ponto de ebulicdo, ou seja, os componentes

na fase de vapor acima do produts (56).

Weurman (56} salientou tres aspectos basicos na pesquisa do sa
bor, e que um preciso conhecimento de cada um desses aspectos €
essencial para uma melthor compreensao do fenomeno do sabor em

alimentos:

1%} A composigao qualitativa e quantitativa dos voldateis no ali

mento, a qual requer a aplicacfdo da analise total;

29) A composicdo dos vapores dos componentes voldteis sobre e
em equilibric com o alimento, tal como percebemos pelo nos

s0 senso do olfato e a gual requer "headspace analysis”,

3%} O estado fisico e a distribuicdo dos componentes volateis
no alimento. Esse Gltimo aspecto pode ser considerado como
a causa efetiva do sabor do nesso produto e relaciona a com
posigac do ""headspace” & composicio total dos voldteis  no

produto.



Em andlise total, destilagdc € a etapa mais usualmente emprega
da para isolar os voliteis dos materiais nao volateis, seguida
por uma etapa de concentragdo, envolvendo extragdo ou adsorgao.
Na destilaclo, seja a pressao atmosférica ou reduzida, seja de
um Gnico prato ou de virios utilizando refluxo, o material sem
pre estara sujeito a um tratamente rigorosc por um longo perio-

do de tempo, quase sempre com formagdo de artefatos (26).

Extracdo & a etapa de concentracgZo mais empregada pelos pesqul
sadores. O solvente & selecionado por sua eficiencia de extra
cdo, inertidade e ponto de ebulicao. Mudanc¢as composicionais
ocorrem nessa etapa também devido 4 solubilidade seletiva dos
volateis no solvente, introducdo de impurezas e ainda perda de

certos componentes na posterior remocao do solvente.

Nickerson e Likens {39) desenvolveram uma unidade de destilagao
e extracdo simultdneas, que tem sido usada por um grande niimero
de pesquisadores (&, 17, 66). A vantagenm € que apenas uma pegue
na quantidade do solvente orginico € usada, minimizando a  pos
sibilidade de introducdc de artefatos dessa fonte, alem da redu

gdo do tempo total do processo.

Adsorcdo, procedimento de concentragdo ndo tanto usado como  ©
anterior, & geralmente feito sobre carvido ativo (43, 50). Car
vio ativo tem a grande vantagem de ndo ser desativado por agua
e apresenta grande capacidade de adsorgao de compostos organi
cos. 0 procedimento & bastante simples e consiste de um tubo de

vidre cheio com o adsorvente, através do qual o destilado aquo



so & forcado a passar. O métode é em certa extensac seletivo
(56} com grande capacidade de produzir artefatos. Por exemplo,
compostos gue sao prontamente oxidados podem oxidar~se durante
a adsorcdc. Deve-se considerar ainda que a desorgdo nio é rea
lizada facilmente, podendo ocorrer eluigio preferencial ou par

cial.

Quanto 3 andlise direta dos vapores do "headspace', Jennings
(26) afirma que esse tipo de anadlise possul uma atraente ¢ de
sejavel simplicidade. Apresenta uma distinta vantagem em rela
¢cdo & andlise total, pois evita etapas de preparacac da amos
tra, que invariavelmente engendram mudangas composicionais dos
volateis. Jennings salienta ainda que, em muitos casos, compo
sicdes de "headspace' sdac muito mais significativas do que and

lise total dos volateis resultantes de destilacloc e/ou extracio.

Um nimero de pesquisadores utilizaram "direct headspace analy
sis' em seus esforgos de obterem cromatogramas mals representa
tivos do material inicial. Essa técnica tem se revelado espe
cialmente Util em seguir mudancas qualitativas e quantitativas
gque ocorrem durante o amadurecimento de frutas (35, 36) e pro
ducbes enzimaticas de voldteis (31, 48} pois ndo destroi a

amostra e permite andlises sequenciais.

“Direct headspace analysis" apresenta a desvantagem de que inje
¢Ges diretas de uma amostra de vapor muite diluida produzem pi
coS apenas para esses componentes que possuem pressac de vapor

relativamente alta e estac presentes em quantidade suficiente



para ativar o detector. Embora um maior tamanho de amestra  au

mentasse a quantidade do material a ser detectado, uma injegao

maior nao & consistente com alta resolugdo. Consequentegmente,
uma etapa de pré-concentra¢de dos vapores do "headspace” se
torna necessiria, a fim de enrigquecer os vapores de componen

tes MENOYEs em concentragao.

Foram tentados varios métodos para concentrar os  voldteis no
“headspace’™, tais como condensagao em armadilhas resfriadas
(16, 23, 37) e enrigquecimento em carvao ative (32, 35, 58). ©Ho
uso de armadilhas resfriadas, a manipulagdo de grande quantida
de de vapores do "headspace’ leva sempre a condensagaoc de gran
de gquantidade de agua nas armadilhas. A agua nao contribui para
o aroma e pode ser comsiderada como o principal contaminante
que deve ser eliminado. Além disso, a presenga de dgua na amos
tra diminui o tempo de vida Gtil das colunas cromatograficas e
interfere na posterior identificagdo dos volateis por espectro

metria de massz ¢ infra-vermelho.

Alguns pesqulsadores tentaram & retirada da dgua através de uma
préwcoluna de dissecante {21, 44). Essas tentativas, entretanto,
mostraram adsorcido parcial ou completa no dissecante de consti

tuintes importantes para © aroma.

Por algum tempo, a concentragao dos valateis do "headspace” foi
feita através de carvio ativo. Entretanto, devido aos proble
mas que surgiram com esse adsorvente (seletividade da adsorgao,

formacio de artefatos e desorcao incompleta) polimercs porosos
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foram introduzidos para enriquecimento dos vapores do “head~

space” no injcio de 1870,

Em 1971, Dravinieks e 0'Donnell (11}, acrescentandc que a an§
lise quantitativa dos volateis do "headspace” fornece informa
¢bes mais relevantes para o aroma, sugeriram que oS problemas
do vapor de dgua e da baixa concentragdo dos voldteis poderiam
ser sclucionades pela adsorgao dos volateis em um polimero de
estireno-divinil-benzeno em temperatura ambiente. Cinco gramas
do polimero seriam suficientes para isolar os compostos ergﬁng

cos de 10 £ de ar.

Nos proximos anos, numerosas e diversas técnicas empregando "pg
rous polymer headspace collection" foram relatadas. Quatroc com
ponentes geralmente fazem parte do sistema: 1) um gas de ar

raste altamente purificado; 2) um recipiente para a amostra; 3)

uma armadilha do polimero poreso e; 4) um meio de desorgdo

Ainda em 1971, Schultz et af. (44) fizeram a andalise dos  vold
teis do "headspace’ de laranja, utilizando uma pré-coluna empa
cotada com Chromosorb 101 gue rejeita agua, mas adsorve consti
tuintes organicos. Nitrogénio, (16 ml/min.} passava pele frasco
com a amostra agitada magneticamente, arrastando os voldteis pe
la pré-coluna. Depols de um tempo determinadc de coleta, (- 12h)
o frasco com a amostra era retirado do sistema e a pré~¢01una
acoplada diretamente a um tubo de nitrogénio. A passagem de
nitrogénic foi continuada para remover a agua remanescente  na

pré-coluna. Os voldteis foram desorvidos termicamente da pré-

11



coluna através de um bloco aquecedor e transferidos pela pas
sagem de hélio purificado a uma armadilha resfriada com nitro
génio 1Tquido. A armadilha foi conectada diretamente i linha de
hélio e rapidamente aquecida por um banho de glicerol a 140QC,
assim arrastando os volateis ac cromatdégrafo. Vinte e nove cons
tituintes voldteis foram identificados por cromatografia gaso
sa - espectrometria de massa, seis dos quais ndao tinham side

ainda detectados em laranja.

Schultz ef al. avaliaram trés materiails de empacotamento: Pora
pak Q, Chromosorb 101 e Chromosorb 102, usando tres LOMPOSLos
representativos dos voldteis de laranjas. Escolheram Chromosorb
101 baseado no tempo de retengdo des componentes de menor movi
mento., Constataram, porém, o sangramento de varios compostos du
rante a sluiclo, provenientes do proprio Chromosorb 101, embo
ra o poelimero tivesse sido previamente condicionade. Entretanto,
o fato do sangramento ser constante permitiu que o3 picos fos

sem subtraidos dos cromatogramas do vapor de laranja.

0s cromatogramas chtidos pela técnica descrita acima e DOT
"direct headspace analysis' mostravam concentragoes relativas
marcantemente diferentes, devido a varios fatores tais como ad
sorgdc na coluna cromatografica,incompleta eluigaoc dos componen
tes adsorvidos na pré-~coluna, e ainda a variabilidade inerente
aos sucos de laranja, pols os volateis ndo foram retirados da
mesma amostra. Sugeriram um maior tempo de condicionamento da
pré-coluna e, para evitar a possibilidade de alteracio quimica,

jd sugeriram a remocfic dos constituintes volateis adsorvidos

12



com um fluxo reversoc do gas ¢ o uso de uma menor temperatura de

desorcao do gue a empregada em seu trabalho.

Em 1972, Tressl e Jennings (53) empregaram uma armadilha conten
‘do Porapak § para estudar a emanagao vpldtil durante o amadure
cimento de bhananas. Estas ainda verdes eram colocadas em uma
camara de vidro onde ar purificado passava sobre a amostra com
um fluxo de 300 em°/min. O gds efluente mais os voldteis pas
savam através de reciplentes com padrdes internos e depois se
dirigiam & armadilha de Porapak. Posteriormente, o© gas foi muda
do para nitrogénio purificado pois foi percebido severa degra
dacdo, tanto na resina como nos volateis, quando usavam ar como
gis efluente. Era necessdria também uma fase de desenvolvimento
para remover agua. Os volateis foram desorvidos com um fluxo re
verso de nitrogeénio, a 100°C, a um capilar de vidro resfriado

com gelo seco.

A técnica de adsorcio em polimeros poroses comeca a ganhar in
teresse e logo tem varias aplicagdes que vido desde analise do
"headspace" de bebidas alcodlicas, (3, 29, 60) anadlise de sis
temas bioldgicos (49, 67) até analise de componentes tragos em

amostras de agua {2, 20, 33).

Ffoi em bebidas alcodlicas onde a técnica encontrou sua maior
aplicagldo pois os polimeros porosos, principalmente Porapak Q
possuem baixa retengido de etanol, o principal componente das be
bidas que pode obliterar uma grande porgac do cromatograma. A

fase de desenvolvimento permite a eliminacao quase total de
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agua ¢ etanol.

Jennings ef af, (29) ainda em 1972 introduzivam um sistema in
teiramente feito com vidro para isclamento dos voldateis de bebi
das alcoolicas, consistindo em um baldo, onde a amostra era co
iocada, conectado a uma coluna empacotada com Porapak 0 (Figu
ra 1}. Nitrogénio era borbulhado através da amostra, passando
em seguida na armadilha. Depois de um pré-determinado periodo,
o balao com a amostra era removido do sistema e substituide por
um tubo vazio para a fase de desenvolvimento. O tempc de desen
volvimento foi aumentado até o ponte onde etanol cessava de ser
um problema cromatografice., Finalmente, a armadilha era reversa,
aguecida e o0s voladteis do aroma recuperados em um tubo capilar
de vidro mergulhado em gelo seco. Depois da coleta, o capilar
era selado em chama e centrifugado para dirigir a essencia obti

da em uma das pontas para posterior remogao com a seringa.

0s cromatogramas obtidos de vinhos e bebidas destiladas mostra
vam que ¢ método podia ser aplicade em uma variedade de bebidas
alcoodlicas tendo aroma complexo. O método era aparentemente
sensivel o suficiente para determinar diferengas entre amostras,
embora os cromatogramas nao fossem representatives da composi

cdo original do "headspace”.

Em 1874, Jennings ef af. {30} aplicaram a tecnica descrita aci
ma para estudar os volateis da cerveja, controlando rigorosamen
te a temperatura da amostra, temperatura da armadilha, velecida

de do gas efluente, tempo de coleta e de recuperagado. O procedi
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Fig. 1. Sistema de aprisionamento en Porapak  para bebidas

slcodlicas de Jennings et al. (29).
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mente permitiu que isclasse 100 volatels do "headspace” de cer
veja aoc inveés dos & ou 10 normalmente obtidos por 'direct head
space analysis". Bsgundo os autores, foi obtida também uma exce
lente reprodutibilidade, com coeficiente de variabilidade en

torno de * 10%, embora nac tenha sido mostrade os calculos.

Rertuccioli e Montedoro (3) criticaram a técnica de aprisiona
mento em polimero poroso Com a passagem de nitrogenioc por duas
razdes. Primeiro, as concentracoes dos volateis no "headspace”
dependem ndo somente de suas pressoes de vapor € concentragdes
na amostra {lei de Henry) mas também dos coeficientes de ativi
dade que, por sua vez, sao afetados pelo contendo de agua, lipi
deos. carboidratos, proteinas, polifendis, sais e outras maté
rias no alimento. A lei de Henry perde sua validade na rapida
retirada dos voliteis, pois o equilibrio entre os voldteis na
amostra e os voldteis na fase de vapor acima da amostra € inter
rompido. Segundoe, essa técnica geralmente requer 4 desorgdo e
transferéncia dos voldteis da armadilha ao cromatdgrafo céusag
do perdas ou mudancas de alguns componentes. Eles se propuseram
a desenvolver um método analitico que permitisse, de um lado, a
concentracio de um grande volume do vapor do "headspace' de be
hidas sem modificar sua composig¢do original, e de outro lado,
egliminar as inerentes manipulagdes na transferéncia da amostra

ac cromatografo gasoso,

Sua técnica de captura consiste em uma seringa especialmente de
senvolvida, na qual a amostra era colocada na parte superior do

pistio e a armadilha de Porapak conectada 3 propria seringa. De
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pois de um periodo de tempo em que o vapor de "headspace" atin
giao equilibric, o vapor era empurrado através da armadilha de
Porapak ) pelo lento movimento do pistdo., A armadilha era liga
da diretamente ao bloce de injecdo e & coluna  cromatografica.
BExperiéncias foram conduzidas para determinar as dimensoes oti
mas da seringa, quantidade da amostra, tempo e temperatura de
equilibrio dos compostos voldteis individuais e dimensic da ar
madilha. Para isso, fol usado um sistema-modelo reproduzindc as
condicoes do vinho, isto &, os componentes volateis em uma ma
triz contendo polifendis, aglcares, proteinas, dcides organicos
e inorginicos e pectina. 0 método desenvolvido foi aplicado a 2
vinhos brancos e os cromatogramas obtidos mostraram a presencsa
de apenas 21 voldteis, mas atestavam a sensibilidade do método
para diferenciar vinhes possuindo caracteristicas qualitativas
similares. A reprodutibilidade parecia excelente embora fosse

testada em apenas 5 componentes.

tma modificacac simples mas inteligente de “direct headspace
analysis' foil introduzida por Yabumoto et af, em 1874 (64). Es
sa modificacdo consiste na retirada dos volateis da cavidade
da fruta através de um tubo de vidro. O metodo & simples, evita
as mudancas enzimdticas que ocorrem apos descascamento e corta
gem da fruta, e também permite a retirada sequencial de amos
tras de uma mesma fruta. B portanto, bem apropriado aos esty

dos sobre maturacaoc de frutas.

0 método foi aplicado para segulr mudangas nos constituintes vo

lateis de meldo (Cucumis mefo) durante amadurecimento. Foil ob
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servado que os voldteis seguem cinco casos: 1) um aumento acele
rado em concentracdo (iscbutirato de metila, propionato de eti
ja: 2) aumento rapido por poucos dias e nivelamento (plateau)
(acetates de butila e isobutila); 3} aumento com razdc constan
te (acetato de propila, n~hexanol); 4) concentracdo constante;

e 5) flutuagio ac acaso.

Em 1975, Gill e Noble (21) desenvolveram uma técnica rapida e
reproduzivel, baseada no método de Morgan e Day {37). A amostra
era colocada em um erlenmeyer e nitrogénic com um fluxo de 50
mi/min., era usado para carregar os volateis a uma secgio TES
friada da coluna cromatcgrafica (imersa em nitrogénio liquidoe )
empacotada com Porapak Q. Entre a amostra e a pré-coluna era
inserido um tubo contendo dissecante (15 g de KZCOS}‘ Depois
da captura, a coluna era retirada do sistema, colocada no croma
tdgrafo, e a separagfio cromatografica iniciada. Usando esse
método foram isolados, quantificados e identificados 5 volateis
em suco de tomate. A reprodutibilidade foi examinada por anali

se de varidncia em 4 repeticoes dos 5 compostos,

Para resolver o problema do vapor de agua condensada na <coluna
de Porapak Q, causande severo alargamento dos picos no cromato
grama, os autores optaram pelc uso de dissecante em vez do de
senvolvimento normalmente usado para eliminacfo de agua. Os au
tores argumentaram que desOorgao Teversa remove oS componentes
mais voldteis possuindo tempo de retengao perto da dgua em Pora

pak Q. Além disso, seria necessaria a eluigao dos volateis a um

capilar resfriado antss da injecao, Gill e Noble, porém, TES
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saltaram o problema de adsorgio dos componentes polares no dig
secante. Mas, segundo os autores, o uso do dissecante, o res
friamento da pré-coluna em nitrogénio 1iquido e a inversdc da
pré-coluna quando inserida no cromatografo, permitiram a direta

introducdo dos voldteis no instrumento ¢ 2 obtencdo de picos

agudos.

Ainda em 1975, Sirikulvadhana ef af£. {49) coletaram os volateis
do aroma de rosas. Estas eram colocadas no estado de hotao en
uma camara de vidro. Ar umidificade com um fluxo de 150 ml/min.
passava pela amostra ¢ depois pela armadilha de Porapak . Nes
se casp, 08 voldteis foram capturados por cinco dias, ate que
as flores se abrissem completamente. A capacidade do Porapak Q
para a maioria dos compostos organicos nas condigdes do estudo
era muito alta e, mesmo apos cincoe dias, ndo foi detectado ne

nhum aroma no gas efluente depois de passar pela armadilha.

Polimeros porosos encontraram aplicacdo também na analise de
tracos de compostos orginicos em agua. Bertsch el al. (2) deter
minaram os voldteis por cromatografia gasosa - espectrometria
de massa, em dgua potdvel e em um rio que passa por uma area
altamente industrializada. Um grande nimerc de compostos clora
dos e bromados foram detectados em dgua potavel enquanto gue
derivados de cinfora e terpeno foram identificados na agua do
rio. Para a coleta dos volateis, nitrogeénio puro borbulhava com
um fluxo entre 40 ¢ 80 ml/min. dentro da amostra, passava pri
meiro em um condensador para reter a grande maioria do vapor de

dgua e depois as duas armadilhas que contém camadas de  carvao
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ativo e Tenax GC. O equilibrioc foi estabelecido entre a fase
gasosa e a fase 1liquida a 700C, por um aguecedor externc AG
frasco com a amostra. Substdncias organicas com particdec na fa
s¢ gasosa foram entdo continuamente removidas da dgua pelo des
locamento do equilibrio com a introducdo do fluxo de gas inex
te, Para a transferéncia dos volateis assim coletados na coluna
cromatografica, uma ponta desta foi dobrada em forma de U para
acomodar-se em um pequeno frasco de Dewar com nitrogenio lg
gquido. A armadilha era colocada no injetor do cromatdgrafo e os

volateis, desorvidos pelo calor, condensavam-se no inicio da co

tuna resfriadsa.

Em 1876, Butler e Burke (5) avaliaram a eficiéncia de vdrios ad
sorventes comercialmente disponiveis, fornecendo um método sis
tematico para escolher adsorventes baseado tanto na capacidade

do adsorvente como na eficiéncia de desorcgdo. Estudaram Tenax -
GC, Chromosorb 101 e 102, Porapak P, O, Re T. Os resultados

mostraram gue Porapak ¢ e R tém s melhor capacidade para os com
postos estudados, os quais eram representantes de classes impor
tantes. Foi percebido que adsorventes com maior drea de super
ficie tém maior capacidade. Mas pelo fato da capacidade  depen
der da natureza do adsorbato, nenhum deles sera o melhor para
todo o tipo de aplicacao. O adsorvente deve ser escolhido para
se adequar & um problema particular. O uso de Tenax GC parecia
mais apropriado para amostras coﬁSistindc apenas em componentes
de alto ponto de ebulicdo por causa de sua alta estabilidade

térmica e volume de retengdo relativamente baixo.
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Em 1977, Murray {38) descreveu sistemas para a coleta dos Volé
teis do "headspace” de amostras scélidas ¢ de solugoes AQUOsas
por armadilhas contendo o polimero Chromosorb 105 (Figura 2.
Murray inseria duas armadilhas dentro do frasco com a amostra,
o que permitia coleta perto da fonte dos volatsis, eliminando
gqualquer risco de contaminac@o ou adsorcao nas linhas de cone
xdo. A armadilha mais proxima da amostra era a principal, usual
mente retendoe todos os volateis. A outra azrmadilha era usada
para conferir o grau de adsorgdo pela primeira. Uma terceira ar
madilha, agora inserida na linha de entrada de nitrogénio no
frasco, removia qualguer contaminante orginico do gas de entra
da. Seguia-se depois da captura dos volateis a habitual fase de
desenvolvimento. A fase de desorcio e recuperacdo dos vwolidteis
era complexa, porém engenhosa, evitande a manipulagao da amos
tra. O injetor do cromatégrafo foi modificado para permitir a
introdugdc direta da armadilha no cromatdgrafo e a  ventilacdo
de uma parte da amostra i atmosfera, para evitar o alargamento

dos picos na columa capilar devido ao baixo fluxe do gids de ar
raste, Os volateis, por meio de valvula, eram entdc dirigidos a
uma pré-coluna resfriada com nitrogénic liquido. ©0s  volateis
congelados eram introduzidos entdc na coluna capilar pela subs
tituicdo do nitrogénic liquido por uma jaqueta pré-aquecida e a
anilise sepuia como normalmente. A técnica foi aplicada para:
1?) Exame dos voldteis de suce de maracujd roxo e amareio &
seus hibridos comerciais; 29) Isolamento ¢ identificacgio de
constituintes tracos de vegetais; 39) Identificagao de componen

tes volateis da secrecdoc glandular anal de coelhos selvagens,
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Fig.
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2. Arranjo de armadilhas para a coleta dos volateis do "headspace” segundo Murray {38}, para

(a) 1iquidos, (b} sélides, {c) sd1lidos densos. 1 = agitador magnético, 2 = "purge tube” ,
2 = colar de chumbo, 4 = agitador-controlador da temperatura, 5 = tubo de teflom, A = ar
madilha principal, B = armadilha secundaria, € = armadilha pars purificagio do gas de ar

raste.



significantes para o seu comportamento; 4%) Identificagao de
trimetilamina na urina de crianga como componente responsavel
pelo ofensivo odor de peixe no corpo; e 5°) Exame de volateis

de vinhos e aguardentes,

Murray testou quatro polimeros: Chromosorb 102, 105 ¢ 106 e
Tenax GC. Escolheu Chromosorb 105 pois este apresentava um
"background” baixo e estdvel. Chromosorb 106 seria uma escolha
alternativa, ja que Chromosorb 102 apresentava um alto "back
ground”, devido a quebra térmica e oxidativa da resina. Tenax
mostrava uma menor capacidade de adsorgac do que Chromosorb 105

ou 106 e deixava passar componentes de volatibilidade média,

Em 1877, Kuo et af. (33) examinaram a eficiencia da técnica
de captura em polimeros porosos-desorgdo térmica para  determi
nar voliteis organicos polares, soliveis em Agua. Alguns des
ses compostos sao potencialmente téxicos ou sido precursores de
muitos outros compostos téxicos formados no processo de desin
feccdo por cloro em dgua potidvel. Seu estudo investigou a  efi
ciéncia da recuperagas para compostos modelos. Os principais fa
tores examinados foram temperatura do processo, material adsor
vente, saturacio do adsorvente e temperatura de desorgdc. Para
a desorcdo dos volateis, a armadilha era conectada a unidade de
injecdo, uma jaqueta de aquecimento era deslizada sobre ela e a
vilvula era girada para hélio purificado carregar os voldateis
organicos termicamente desorvides da armadilha para a coluna
cromatografica. Os adsorventes estudados foram Chromosorb 101

e Tenax GC. Perceberam que ocorria deslocamento e perda de al
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coois de baixo peso molecular em Tenax GC. Esse resultado coin
cidia com os resultados anteriores de Butler e Burke (5). Tenax
foi escolhide como adsorvente, porém, por causa de susa eficien
cia de desorcido, como por sua alta estabilidade térmica. As efi
ciencias de adsorcido e desorcdo foram 75% e 80%, vespectivamen
te, para a maioria dos compostos estudados., O0s limites de de
teccio foram ao nivel de ppb. Os autores concluiram ainda  que
apesar da alta sensibilidade da técnica na determinagao de vola

teis orgdnicos polares, ela tem que ser aplicada com muito cui

dado.

Yabumoto ¢ af, (63) isolaram ¢ identificaram 47 constituintes
volateis de mel3o ("cantaloupe”), assim como estudaram sua big
génesis. Usaram 3 técnicas diferentes para o isolamento: capty
ra em Porapak Q, destilagdo - extracgdoc usando o aparelho de
Nickerson e Likens (39) e andlise direta do gas da cavidade.
Perceberam nitida diferenca entre 05 trés cromatogramas. Assim,
o gis da cavidade exibia grande guantidade dos volateis de me
nor ponto de ebuligao. O polimero era menos eficiente para cap
turar etileno, acetaide{do, acetate de metila e stanocl., Além
disso, o etanol nic estava presente na essencia obtida de Pora
pak, mas uma grande concentragdo era exibida pelo gas da cavida
de. Ja em destilacao - extracgdo, o pico do solvente obliterava
a porgdo inicial do cromatograma. Acetato de etila e etanol nao
representavam a quantidade total desses dois componentes no tg

cido do melfo, sendo que a recuperacao desses compostos ndo fol

completa apds os trinta minutos de destilagdo, que fol suficien
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te, no entanto, para uma recuperacao essencialmente completsa
dos outros constituintes volateis. A quantidade dos outros al
codis estdo em acordo tanto na esséncia de Porapak como em deg
tilagdc ~ extragdo mas difere da do gds da cavidade, gue mostra
apenas tragos desses alcoSis de maior peso molecular. Isso po
dia ser explicado pelo fato dos alcoois estarem mais fortemente
associados A fase aquosa do que ésteres. Exceto para getanol,
que estava presente em grandes quantidades, a contribuicgo dos
alcodis para a pressdo de vapor nesse sistema fechado nao foi
suficiente para o isoclamento de quantidades detectaveis. No c¢a
so de amostragem de “headspace' nao equilibrada, a continua
exaustdo da camara da amostra por periodos extensos podia recu
perar suficiente quantidade de componentes de baixa pressdo  de
vapor para detecgfo, porém em razoes diferentes do que natural

mente ocorriam no "headspace' em equilibrio.

Ainda em 1977, Jennings e Filsocof {27) continuaram a COMPATacao
das técnicas de preparacdo de amostra para cromatografia gasosa
tanto para sistemas modelo como para sistemas reais. As técni
cas estudadas foram: "direct headspace analysis”, destilagao -
extracdo e captura por Porapak @ ou Tenax GC. Nos polimeros em
pregaram duas técnicas de desorgao: desorgao reversa a 100°¢
por 5 minutos em um capilar de vidro resfriado por gelo seco e
eluicdo por solvente. Como sistema - modelo foram escolhidos
componentes que representassem grupos funcionais e pontos de
ebulicdo diferentes: etanol, 2 pentanona, n-heptano, 1 pentanol,

1 hexanol, formato de n hexila, 2 octanona, d limoneno, acetato
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de n heptila e y heptalactona. Nas condigOes usadas nesse estu
do (15 minutos de captura com 30 ml/min. de nitrogénio) nenhum
dos cromatogramas obtidos por captura em polimero, assemelhavan
-s¢ ao cromatograma obtido por "direct headspace™, o qual apre
senton maior guantidade dos trés componentes mais volateis. Li
moneno, acetatato de heptila e heptalactona dominaram os croma
togramas obtidos por Porapak Q e Tenax GC em ambas as técnicas
de desorcdo, porém, as razoes foram diferentes., Os  cromatogra
mas por destilacfo-extragdo foram os mais semelhantes iqueles
obtidos pela injec8o direta da solugdo modelo. A eficiencia da
recuperacido dos voldteis por desorgdo térmica dependia da tempe

ratura,

Com produtos enlatados de porcos, poucos Componentes volateis
foram ohservados em destilacio-extrac@o, talvez devido ao desg
parecimento de alguns componentes durante a remocio do selvente
por evaporagdc. Nas trés técnicas, as razdes dos componentes in
dividuais sio relativamente comparaveis. Porapak Q, com sug
maior capacidade, da uma essencia mais concentrada. Comparan
do amostras de vinho, vé-se reduzida quantidade de &lcoois de
baixo pesoc molecular em Porapak, apesar de sua alta capacidade
geral. Nas amostras de pessego, etilenc dominava o cromatogra
ma obtido por "direct headspace’, mas estava ausente naqueles
obtidos pelas outras duas técnicas. Porapak { exibia maiores
quantidades de componentes de menor ponte de ebuligao do  que
destilagao-extragéo. Os autores terminaram concluindo gue ne
nhum sistema de amostragem & uniformemente satisfatdrio, mas

dependendo da amostra e do que o pesquisador deseja estudar, um
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sistema ou outro pode ser superior.

Vitzhum e Werkhoff (54) avaliaram o aroma de café, chid e cacau.
Assim, os componentes voldteis dessas amostras ou suas suspen
sGes aquosas foram arrastados por hélioc purificado e aspirados
em uma coluna de Tenax por uma bomba na velocidade de 0,5 &/min.
A armadilha foi colocada na entrada do cromatdgrafo e, usando
um sistema de injecao "splitless', os volateis aquecidos a uma
temperatura de 150°C foram transferidos & coluna capilar, res
friada a -60°C. Fizeram uma comparacio comros cromatogramas de
café moido torrade obtido por essa técnica e por destilacao
(com arraste a vapor). Poucos voliteis de baixo ponte de ebuli
cdo apresentavam-se nos cromatogramas obtidos por destilagac
porgue a maioria deles foi perdida durante o isolamento. A& tég
nica de polimeros porosos resultou em um grande numerc de Compg
nentes de baixo ponto de ebulicdo o que aproximava a impressio
do aroma de café fresco. Resultados analogos foram obtides para
o cha. Os autores explicaram a escolha de Tenax pelas seguintes
propriedades: 1) baixo poder de adsorgdo, permitindo a desorgdo
térmica de compostos com alteo ponto de ebuligao; 2) excelente
estabilidade térmica; 3) ndo reacds com oS cCompostos voldteis ;

4) auséncia de produtos volateis.

Em 1977, Williams § Strauss {60) adaptaram o procedimento de
Murray {38} para concentrar os volateis do "headspace” de bebi
das alcodlicas. Para a desorcaoc dos volateis, coletados em
Chromosorb 105, usaram igualmente um complicado sistema de de

sorcdo, Uma armadilha de 10% de dleo de silicone (S?gﬁ} en
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Chromesorb A, similar em dimensdes d& armadilha de Chromosord
105, era conectada a esta Gltima, A armadilha de Chromosorb 105
foi colocada num forno cilindrico para aquecimento a temperaty
ra de 160°C e o tubo de SFy, fol resfriade por N, 1igquido. Os
volateis eram entio desorvidos pelo calor e condensados imedia
tamente na armadilha de S5Fq.. Uma extremidade do tubo de 5Fg4

era ligada a uma linha externa de gds nitrogenio, que arrastava
os voliteis desorvidos termicamente ao cromatdgrafo através de
uma agulha soldada na outra ponta do tubo. Cbservaram, como
Murray, um pequenc “backgroumd” de Chromoserb 105. Estudaram a
infludneia do fluxo do gas e do tempo na desorgac dos compostos,
enfatizando a importancia de usar condicfes adequadas de desor
cao para evitar a retencao seletiva de alguns volateis da bebi
da na armadilha de Chromoserb 105, dai distorcendo a balanga
dos voldteis individuais do aroma. Mostraram a alts reprodutibi
1idade do metodo para nove componentes de "flor sherry”, e a
sua sensibilidade para componentes tragos, tanto para amostras
ricas em volateis como vinhos e aguardentes guanto para mate

rial relativamente livre de aroma tomo "'grape spirit”,

Jennings (25) estabeleceu 2 identidade dos constituintes vclg
teis de figo. Estudou quatro variedades de figo ¢ elas apresen
tavam apenas diferengas guantitativas. Entretanto as diferengas
gquantitativas entre as amostras de uma mesma variedade foram
tao grandes quanto variachbes entre variedades. Nessa pesquisa,
observou também que algum material com forte aroma, que sugeria

a presenca de aldeidos, passava atraves da armadilha. Ao passar
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o efluente em solucdo de dinitrofenilhidrazina, um composto amg
relo se precipitava (dinitrofenilhidrazona} e por analises sub

sequentes chegou & conclusdo de que o composto era scetaldeido.

Em 1978, Bovko et af. (4) investigaram por cromatografia gasosa-
espectrometria de massa o sabor de milho congelado ou enlatade,
também usando aprisionamento em polimeros poroses, desorgéo teér
mica e transferdncia em tubo resfriado e finalmente introdugdo
direta ao cromatdgrafo, Os autores salientaram que o isclade
produzide se assemelhava mals ao aroma pefcebi&n pelo nariz do
que isolados de outros métodos como destilagdo, extragdo, etc.,
considerando a captura em polimeros porosos come uma técpnica
muite Gtil para pesquisar o aroma de vegetais. Foram cbservadas
diferencas qualitativas e quantitativas devido 3s  variedades,

tanto na amostrz enlatada como na congelada.

Preliminarsente, Bovko ¢f al. investigaram o comportamento de
alguns componentes tipices do saber em Porapak Q, Chromosorb 102
e Tenax GC. Os tempos de retencdo eram similares em Porapak Q e
Chromosorh 102, porém consideravelmente menores em Tenax. Por
tanto, durante a etapa de remocdo de agua ocorria grande perda
dos componentes de menor ponto de gbulicio na armadilha de Te
nax GC. Porapak @ foi entfio escolhido para amostras de vegetais
desde que estavam interessados em compostos Com uma grande fai

xa de ponto de ebuligio.

Heide ef af. (24), observande que por destilacl@o-extragao 0%

componentes mais voldteis de cognac eram perdidos, ressaltaram
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que os resultados assim obtidos deveriam ser compensados por
informacdes dadas pela técnica de captura em polimeros porosos.
Para eliminar a grande guantidade de vapores de dgua e etanol ,
aproveitaram o baixo volume de retencio desses dols componentes
em Chromoserb 102. A agua poéia ser completamente removida,
usando um arranjo de tubos com diferentes quantidades de adsor
vente ¢ um excesso de N, nas stapas de eluicde. Partiram de 0L,
de cognac, identificando 32 componentes mais volateis do “head
space'. Com o uso de “headspace analysis” junto Com extracio-
destilacBo, fol possivel a jdentificagio de 339 constituintes

193 dos quais ndo tinham sido previamente detectados em cognac.

Ainda em 1978, Willians et af. (59) estudaram o3 volateis de
cidra fermentada. N, purificado com um fluxo de 50 ml/min borbu
Ihava através da cidra e passava através do Porapak @, impregnz
do com 1% de Carbowax, Os volateis eram desorvidos termicamente
a 1500C, com passagem de Ny, a 30 ml/min e transferidos por uma
agulha hipedérmica a um tubo de vidro. Depois de aproximadamen
te 30 minutos, éter era adicionado ao comego da agulha ¢ o con
junto agulha~tube de vidro era centrifugado para dirigir o mate
rial ac fundo do tubo. Foram detectados 105 componentes vola
teis de cidra. Uma grande quantidade de informactes foi obtida
principalmente dos componentes mais volateis, em COMPATAGAD
com os resultados previamente obtidos por destilacio~exXtrTagao,

Do ponto de vista quantitativo, Porapak Q salientou as quantida
des de ésteres e compostos nao polares em relacao aos alcoois

mais polares. Além de minimizar a quantidade de etancl, o isola
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mento dos voldteis na fase de vapor em Porapak § também reduziu
as quantidades relativas dos alcoois maiores possibilitando a
deteccdo de componentes menores. 03 autores afirmaram que 4%
concentracdes relativas dos componentes muito voldteis se apro
ximavam aquelas presentes no ar acima da cidra, o que estd mais

diretamente relacionado com respostas sensoriais do produto.

0s constituintes voldteis de hidrolizades proteicos de vegetais
foram isclados por Withycombe ef af. (61}. Para a coleta dos vo
lateis, helio purificadoc mantido num fluxo de 60 ml/min. pas
sava pela amostra a um condensador e finalmente ao tubo de Te
nax. Os voldteis foram prontamente transferidos por desorgac re
versa, com a passagem de hélio a 15 ml/min, a um tubo de vidre
resfriade por N, liquido. O tubo capilar foi selado ¢ centrify

gado para que os voldteis ficassem na sua ponta conica, permi-

tindo sua fidcil remocdo por uma seringa.

0 interesse do trabalho de Withycombe et af. reside no fato de
ter comparado por avaliagdo sensorial os volateis recuperados
de Tenax GC, Chromosorb 105 e Porapak Q. Das trés resinas inves
tigadas, os autores afirmaram que Tenax forneceu 60% mais iso
lado do que as outras e foi a que melhor reproduziu as caracte
risticas sensoriais. Tal fato contradiz as conclusoces anterio
res de Boyko eZ af. (4) que optaram por Porapak Q, pelo fato
desse pci{mero ter produzido isolados que se assemelhavam mails
a0 aroma percebido pelo nariz. 0 perfil qualitativeo e quantita

tivo das trés resinas foram considerados quase  superponiveis,
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com excecdo de trés picos nfo identificados no final do croma
tograma isolado de Porapak Q, os quais foram considerados produ
tos da degradacio da resina, embora ndo fosse apresentada nenhu
ma evidéncia para tal alegacfo. Em adigio, um nimere de compos
tos tragos apareceram no cromatograma entre 40 e 60 minutcs nes
ta mesma amostra, e foram considerados também como produtes da
decomposicAc. Os autores chamaram a atengac para a necessidads
de mostrar que a resina escolhida produzia um isclado caracte

ristice organolepticamente.

Ainda em 1978, Singleton § Pattee (47) estudaram os componentes
voldteis produzidos por reagdes catalizadas por lipoxygenase.lle
senvolveram uma técnica bastante atrasnte por sua simplicidade
s economia. Como armadilha usaram o préprio tube guia do croma
tégrafo (8,3 x 0,4 cm}, 1,3 cm do qual foi smpacotado com Pora
pak Q. Usagam um frasco de fundo redonde como frascoe de reagao,
equipadc ¢om uma torneira para permitir que a reacao fosse 1is0
1ada do sistema de captura (Figura 3}. O sistema inteiro foi 1i
gado a uma trompa de Agua. A reaciao se processava por um  certo
tempo, depois a torneira era aberta e os volateis arrastados &
armadilha por 10 minutos mediante sucgdo. A armadilha era entan
removida # inserida no injetor do cramatégrafa. 0s autores sa
lientaram que o método ndo requeria nenhuma fase de desenvolvi
mento ou desorcgdc reversa em tubos capilares resfriados antes
da andilise. Estudaram os volidteis produzidos de homogensados de
amendoim ¢ soja, na presenga de lipoxygendse, enm 30 minutos de

reacdc sendo que o5 principais volateis formades eram pentanc,
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Fig. 3, Sistema para captura em polimero porosc dos volateis do
“"headspace' segundo Singleton e Pattee {473 .
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pentanal e hexanal. Pela quantidade desses componentes &  pela
presenga de alguns voldteis, os dois cromatogramas obtides eram
perfeitamente distintos, mostrando que o método era sensivel o
suficiente para diferenciar amostras. Os picos, porém nio foram
bem simétricos e bem resolvidos (Figura 4). Pentano era um pre
bhiema cromatografice devido 4% sua alta concentragdce, obliteran
do parte do cromatograma. Esse problema foi resolvido pelo au
mento do tempo de coleta, permitindo que o pentanc passasse pg
1a armadilha. Os autores salientaranm também que a armadilha,com
os volateis adsorvidos, podia ser guardada a temperatura ambien
te por periodos extensos até serem analisados & nao notaram mne

nhuma modificacio nos cromatogramas mesmo depois de 70 horas.

vabumoto ¢t af. {65) ampliando seu estudo sobre melao, comparg
ram gquatro variedades dessa fruta por captura om Porapak Q e
acompanharam o amadurecimento através dos vplateis do gas da ca
vidade. Foram discutidas as diferengas entre variedades e 085
perfis tomados pelos voldteis durante o amadurecimento, Compa
rando as duas técnicas, notaram a importancia do método na cole
ta dos \foiéteiss pois etileno, acetaldeido ¢ etanol foram picos
proeminentes nas injegdes diretas da cavidade da fruta, mas es
ses compostes ndo foram detectados nos concentrados de Porapak
Q. Isso & coerente com & observacio anterior de Jennings {251,
segundo a qual esses componentes passavan pela armadilha, enbe
ra contradiga a observagdo de Withycombe et al. (61) que acetal

deido estava presente 0o isolado de Porapak Q.

Lund & Dinsmore (34) determinaram 0S5 volateis de suco de laran
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ja & “grapefruit” por "direct headspace analysis™, que permitiu
a determinagdo quantitativa apenas dos quatre velateis mais
proeminentes: metanel, etanol, acetaldeido e limonenc, Os  de
mais volateis precisavam de uma etapa de concentragdo. O suco =z
55°C era submetido a passagem de N, (100 ml/min}, e os vapores
eram obrigados a passar pela coluna de Porapak Q, e seguia-se a
habitual fase de desenvolvimento na gqual & dgua residual, eta
nol, acetaldeido e metanol passavam pela armadilha e o resto
dos componentes podia ser entaoc analisadeo sem a interferencia
desses componentes proeminentes., Os volateis foram  desorvidos
reversamente a um tubo resfriado ou ao infcie resfriado da co
luna cromatografica. Muitos dos componentes menores, que foram
enriquecidos pela técnica, contribuem para o sabor de citros ou
para o "off-flavour”. Portanto, a técnica forneceu informagdes
muito Gteis para avaliacdo da qualidade. Além disso, os perfis
dos voliteis eram freguentemente caracteristicos da variedade e
grau de maturidade. Sugeriam, portantc, o usc da técnica para

deteccdo de adulteragdo e estocagem inapropriada dos citros.

Em um artige chamado: "Headspace Sampling: Use and Abuse”
Wyllie ef af, (6%} ressaltaram a falta de atengdo dada z in
fiuéncia dos adsorbatos e & manipulagdo da amostra na  composi
cio obtida por captura em poelimercs poroscs em comparagdo com o
grande esforco dado #s propriedades dos adsorventes. Uma preocy
pacdo principal era se os processos de adsorgdo e desorgio  fo

ram quantitativos nas condigbes empregadas. Eles, entio, inves

tigaram varios aspectos da técnica usande um sistema-modelo con
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tende componentes escolhidos para fornecer um intervalo de vola
tilidade e funcionalidade similares aos que sao encontrados em
um sistema real. A composicdo do "headspace”, determinads  por
captura em Porapak Q refletia a do "headspace” em equilibrio
quando 2 amostra era coletada por uma hora com um fluxo de 10
ml/min. de N,. Quando a coleta dos voldteis era continuada por
24 horas, uma composicdo completamente difersnte do "headspace”
era obtida. Portanto, a capacidade da armadilha, a velocidade
do gis passando pela amostra e o tempc de coleta devem ser con
siderados cuidadosamente se é desejada uma compeosiglc refletin
do a da amostra em equilibric., O vapor ndo poderia ser removido
2 uma razdec mais rapida do que o equilibrio pudesse ser mantido.
Quanto 3 desorcdo, concluiram que o seu sistema evra  altamente
eficiente, pois nic havia mudangas nitidas quande o sistema mg
delo era aplicade diretamente a uma armadilha com 14 de vidro e
sujeita ac sistema de desorgio-colegac. O sistema coensistia ne
aguecimento da armadilha (138°C), com um fluxo de N, {10 ml/
min.) & a recuperacio dos voldteis por meioc de um capilar de
vidro dobrado em #ngulec reto, mergulhado em diclorometanc, res

friado com gelo seco,

Considerando que 2z presenga do solvente muitas vezes € indeseja
vel, a eficiéncia de desorgdo ao vidro capilar resfriado com ge
1o seco foi tamhém investigada. A composigdo da amoestra recupg
rada foi bastante influenciada pela temperatura de desorgio e
fiuxo do gas de arraste. A temperatura e fluxo méinres, a

recuperacio dos componentes mails voldteis era muite baixa mas,
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3 temperatura e fluxo menores, a composigao estava em razodvel
acordo com aquela obtida por "direct headspace analysis"” da sg
iucio modelo. O sistema modelo era aplicado com uma seringa di
retamente no polimero para estudar apenas as caracteristicas de

desorcde, evitando a etapa de coleta dos volateis.

Foram comparadas também desorcao normal e desorgac reversa. A
composicdo das amostras eluidas por desorcdo normal mostrou al
guma perda dos constituintes menos volateis, principalments em
Porapak Q, com considerdvel perda de limoneno. A perda de limg
neno nic foi notdvel na eluigle por desorgdo reversa. Foram
percebidas também as caracteristicas superiores de desorgac de
Tenax GC para compostos de maior ponto de sbulicdc, o que ja
+inha sido salientado por Butler and Burke (5). A completa fal
ta de etanol na esseéncia obtida de Tenax por desorgdc  reversa

reflete a baixa adsorcdo de Tenax para alcodis menores.

Dupuy et af. (13} descreveram um método que nio requer pré-enri
quecimento dos volateis e, de acordo com os autores, & rapido
e eficiente. Seu método fez uso do préprio injetor do  cromatd
grafo (a 1?00} para efetuar a separacio dos voliteis dos nao-
voliteis. A amostra foi colocada no proprio tube guia do  injg
tor onde era segura por 1a de vidro. Os vaolateis foram rapida
mente arrastados da amostra com o gas transportador do cromatd
grafo e foram adsorvidos na porgdo inicial da coluna, mantida a
30°C. 0 tubo guia era entdo removido da entrada e a temperatura
da coluna aumentada a 100°¢C em 5 minutos., Assim analisaram

amostras de O0leo de soja com notas atribuidas conforme uma esca
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1a de sabor, e mostraram que & qualidade do sabor também podia
ser medida pelo instrumento. A comparacio entre cromatogramas
de duas amostras de Oles, com uma diferenga na escala de sabor
de apenas 1,5 unidades, revelou a sensibilidade desse método
direto de cromatografia gasosa. O método ja foi aplicado aos vo
15teis de Gleo de salada (14). Ndo foi avaliada, porém, a re
produtibilidade do método e sua habilidade em manter a composi
¢cac original da amostra. Existe também a possibilidade de que
os nio voldteis, na alta temperatura usada no injetor do cromz
tografo, possam degradar ou reagir dando origem a compostos vo
1iteis, aumentande o nivel de ruido e deslocando a linha base.
Provavelmente por isso, faltaram simetria, resolugao € separa
cdo aos picos nos cromatogramas obtidos por Dupuy ef af. (13}.
A aplicacio do método também as amostras aquosas & questiona
vel, devido aos problemas que a agua pode causar na analise cro

matografica, os quais ja foram discutidos anteriormente.

Em 1970, Noble et af. (40) desenvolveram uma técnica para a <o
jeta dos voldteis do "headspace” de vinho por deslocamento (Fi
gura 5). A amostra foi colocada em um frasco (frasco B) a 20%¢
por 20 minutos. Depois do tempo de equilibragao, N, foi introdu
rido num outre frasco {(frasco A), coleocado numa altura superior
ao primeiro e contendo o vinho de deslocamento. 0 N, com um flu
xo de 20 ml/min. controlava o fluxoc de 500 ml do vinho do fras
co superior para o inferior. Os volateis eram entac deslocados
do "headspace" do frasco B e adsorvidos em Tenax GC. Seguia-se

a fase de desenvolvimento para eluicdo de agua e etanol. 0s vo
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ldteis eram desorvidos por aquecimento da armadilha, com pas
sagem de N,, para se condensarem em uma serpentina imersa em um
banho de etancl-gele seco. Foram feitas corridas triplicadas pa
ra avaliar a precisioc do método, conseguindo alta reprodutibili

dade especialmente para 08 picos maiores.

Simpson (46}, em 1979 estudou a influsncia do volume do gas de
arraste na composigao dos va}ﬁteis de vinho. Amostras de 156
cm3 de vinho foram submatid%s 4 captura dos veldteis em Chromo
sorb 105, com um fluxo de Ny de 30 ml/min. A técnica usada foi
a de Williams e Strauss [60). Os volumes usados do gas de ar
raste variaram de 5 a 30 4, O autor verificou pelas &reas de 13
componentes {identificadas anteriormente em outlro trabalho) que
a composicio quantitativa variava conforme ¢ volume usado do
gis de arraste. As concentragOes relativas dos volateis se apro
ximavam mais das concentracoes de squilibric quando usava o vo
lume de 5 £, enquanto a concentragac relativa dos volateis para
o volume de 30 £ apresentava uma grande diferenca da composi

cao estimada dos voliateis para ¢ vinho original.

Para verificar a retencdo dos volateis no polimero, foram
usadas duas armadilhas em série em vez de uma dnica armadilha .
Com um volume de 30 £ do gas de arraste, guatro dos gquatorze
componentes voliteis do vinho foram encontrades na segunda ar
madilha., Quando o autor repetia a experiencia com uma amostra
da mesma garrafa de vinho, cansiderénda somente a primeira arma
dilha, ele conseguia replicar os valoeres obtidos apenas para

seis componentes.
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Simpson sugeria que, apesar do material representativoe do "head
space” em equilibrio ser mais apropriado para correlagdes senso
riais, o material snriquecido ou deficiente de componentes mais
voeldteis e mais hidrofébicos podia ser 0til na identificacie.
Por exemplo, quantidades de éteres formados como produtes de
fermentacio podem ser reduzidos para permitir o exame de <Compo

nentes mencres, porém significantes para o aroma.

As relag&es entre as gquantidades relativas dos componentes 8
os volumes do gas de arraste foram empiricamente lineares. Con
sequentemente, segundo o autor, a composicao calculada per  ex
trapolacdo a um volume zero de nitrogenio deveria aproximar-se
da composicdc do "headspace em equilibric do vinho original, a

28%¢.

3.2, Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa &, sem ddvida, o método analitico  mais
usado atualmente, aplicada em uma gama abrangente de produtos
alimenticios. Ao mesmo tempo, como foi salientado por Jennings
(36), é¢ o método onde ocorreram mais abusos. 0Os artigos publica

dos empregando esta técnica variam grandemente em confiabilida

de.

A cromatografia gasosa € imprescindivel na pesquisa do  sabor.
Inicialmente colunas empacotadas foram usadas. Porem colunas de
baixa resolucic ndo sio compativeis com amostras complicadas

consistinde de numerosos volateis com velatibilidade e grupos
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funcionais marcantemente diferentes. O usc de coluna capilar de
alta resolucdo (pratos tedricos em torno de 50.000, em compara
cio aos de 5.000 - 6.000 das colunas empacotadas) junto com pro
gramagdo de temperatura satisfazem as exigencias dessas amos
tras, Contudo, colunas capilares possuem uma deficiéncia ineren
te - o tamanho da amostra que pode ser introduzide & muito limi
tada. Portanto, é necessario o uso de um “splitter” ne injetor

do cromatodgrafo.

Em uma coluna capilar, a amostra deve ser introduzida em uma
banda mais estreita possivel devido ao baixo fluxe do gas de
arraste. O alargamento das bandas iniciais seTan pronunciadas
se essa precaugde nao for tomada. A escolha da fase iiquida de
sempenha um importante papel na obtengdo de um bom cromatograma.
Carbowax ¢ SF 96 CO B80 sao duas fases liquidas comumente usa

das na separacdo dos volateis.

Recentemente, colunas capilares de vidro foram introduzidas
{26} e pesquisadores nessa drea estao mudando para essa coluna.
valores de 200.000 pratos tedricos ou mais podem ser  consegui
dos. Além da alta eficiéncia. essa coluna também tem a vantagem
de diminuir a degradacdo de certos compostos durante o processe

cromatografico.

3.3, Identificacido dos Volateis

Egspectrometria de massa ¢ amplamente empregada para identifica

cdo de componentes individuais, principalmente quando o apare
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1ho & conectado diretamente ac cromatdgrafo a gds, pois permite
alta utilizacfo da amostra e grande rapidez de andlise. Além
disso, a quantidade necessdria para se obter um bom espectire es
t4 no mesmo nivel medido pelo cromatdgrafo, assim 1 ug pode dar

um espectro util (41].

0 problema mais significante do sistema combinado cromatdgrafo
gasoso - espectrometria de massa € que o cromatdgrafo & operado
com uma pressac de saida de 1 atm. (760 Torr) ¢ o espectrimetro
de massa deve ser operade a uma pressac de 10"? Torr. O sistema
de interfase deve reduzir a pressido do gas de arrsste per & or

dens de grandeza e ainda conduzir fracles Oteis da amostra  or

Aritie

ganica ao espectrometro.

Embora cromatografia gasosa ~ espectrometria de massa seja o
sistema mais util na identificacav em pesquisa do sabor, fre
quentemente a completa estrutura do composto nao pode ser elu
cidada com os dados de espectrometria de massa e surge a neces
sidade de se obterem mais dados espectrométricos como infra-
vermelho, raman ou ultra-vicleta. Para se obter esses dados -1
amostra deve ser coletada em alguma especie de armadilha e

transferida 3 célula especifica do espectrometro (45).

Espectrometria infra-vermelho ¢ aqui de grande valia para iden
tificacdo dos grupos funcionais, 0 maior problema em infra-ver
melho & que o tamanho médio da amostra manuseada no cromatogra
fo gasoso analitico & consideravelmente menor do que o normal

mente usado nesse tipo de espectrometria. A requisigao da amos
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tva varia de 1 ug para uma banda forte e 100 ug para uma banda

fraca no caso de uma célula de secgao de 0,1 cng As dificulda

des em se obter bons espectros aumentam com amoestras menores. A
amostra pode ser introduzida no espesctrometro no estade liguide
ou gasoso. A principal vantagem de amostras liguidas & que o5
espectros de liquidos sdo muito mais familiares do que os de
gases e dai uma dada amostra poderda ser identificada por compi
lacdes gerais de espectros, ou por assinalagao de diferentes
bandas a determinadas estruturas moleculares. A principal vanta
gem de se usar amestras gasosas & que nao héa necessidade de con

densacao {45).

Intimeras armadilhas e métodos para infra-vermelho sao descritos
na literatura (55, 22). Os mais comuns sao: 1) condensagdoc  da
fracao em alguma especie de tubo (micropipeta por ex,.}; 2) cole
ta da fracdoc nos solventes comumente usados em infra-vermelho ;

3) coleta da fracdo em uma c¢oluna adsorvente.

Em geral os métodos de captura em armadilha sao lentos ¢ inefi
cientes para amostras pequenas devido a efeitos de aerosol, ma
nuseio geral e problemas de transferéncia. Essa captura € parti
cularmente diffcil no efluente de colunas capilares, nos quais
05 picos Seguem uns a0s OutTOS COM apenas uns poucos segundos
de separagio. Outro problema comumente encontrado com amostras
coletadas & oxidacio ou polimerizagdoc do componente pure. Em
uma solucdo diluida, compostos atives sao protegidos de auto-
oxidacfo ou auto-pslimerizagio, mas no estado puro reagem e dai

destroem sua propria identidade (55).
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3.4, Avaliacdo Sensorial

Devido a remarcaveis desenvolvimentos em cromatografia gasosa-
espectrometria de massa assistimos desde 1960 a uma atividade
considerdvel de pesquisa sobre a composicdo volatil de alimen-
tos. Um nimero impressionante de compostos volateis ja foi iden
tificado, ate 1976 ja tinham sido identificados 2.300 compostos
(12).Infelizmente nao houve um esforgo correspondente na deter
minacio da contribuigio sensorial desses compostes apesar dos
pesquisadores admitirem que as pesquisas de sabor sd adguirem
importancia na medida em que os dados guimicos sdo correlaciona

dos com avaliacdo sensorial.

A avaliacac da importidncia desses componentes para o sabor e,
sem divida, muito complexa e ainda nac houve nenhum desenvolvi
mento revolucionario das técnicas da avaliagdo sensorial. O jul
gamento humano deve ser usado em conjuncdo com o cromatdgrafoc a
gas para determinar quais compostos (Se houver) contribuem para
o aroma caracteristico do produto. Deve ainda descrever a inten
sidade e qualidade dos picos individuais ou grupo de picos e de

terminar sua relacac ao aroma de todo o isolado (52}.

InvestigacGes do aroma seriam grandemente simplificadas se cer
tos volateis do produto de interesse obviamente exibissem o aro
ma caracteristico do produte estudado., Em tais casos, cheirar o
efluente da coluna do cromatdgrafo pode fornecer facil guia agos
componentes de maior importdncia olfatdria. A esses pede entdo

ser dada atencio primiaria e sua identidade pode ser determinada,
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Tais compostos sic denominados compostos de carater  impacto,
o aroma de cada uma dessas substincias traz imediatamente a men
te a fonte do produto (8}, Como exemplo temos nona=-Z2-trans-6-
cis-dienal em pepino (19), e etil-Z-metil-butirato em maca {16}
e etil-trans-2-cis-4-decadiencato em pera (28). Mas na maioria
dos casos, tais compostos de cardter impacto nao sdo encontra
dos. O aroma tipico de um alimento parece ser mais uma resposts
integrada a um nUmero de compostos chamados contribuitdrios ao

ATOMA

Aproximagdes empiricas para a selecdo e identificacao de compos
tos contribuitdrics ao aroma podem obter sucessoc. Se a aprecia
cio nasal direta do efluente da coluna {"sniffing")} nao ajudar,
a coleta sistematica e avaliagdo sensorial de fragoes podem ser
de grande valor. Com sorte, pode-se as vezes encontrar a fra
cdo que contenha os componentes individuais indispensaveis a0

ayoma (52}

Em tais esforgos € melhor usar uma coluna de menor resolucao
pois uma coluna altamente eficiente pode separar oS componen
tes de tal maneira que o aroma devido 4 interacao desses compo
nentes pode ndo ser notado (52). Em avaliagles desse tipo, é
aconselhdvel avaliar o efluente total menocs a porcao do croma
tograma de possivel interesse. Picos cuja ausencia causar  uma
diferenca ao aroma sdo importantes. Para esses estudos, a sele
rao de um meio apropriado para avaliar os COmpOsStos suspeitos
de serem contribuintes ao aroma & vital. O melhor € usar uma

versio nic aromatica do produto sob estudo, ou seja, uma matyiz
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da amostra.

1.5, Estudos da Composicdo Voldtil em Mamdo e Cupuacgu

Existem alguns trabalhos na literatura sobre composigdo volatil
de mamdo (7, 17) e apenas um sobre capuacu (1), mas naoc temos

conhecimento de trabalho sobre a composicdo volatil de graviola.

Cupuagu foi estudada por Alves § Jennings (1) e, devido as re
gras que centrolam importacgac nos E.U., as frutas chegaram ao
pais na forma de polpa ou suco enlatado. As frutas foram sujel
tas a 85°C por 12 a 15 minutos e enlatadas. Os autores optaram
entdo por destilagdo~extragac e usaram uma unidade modificada
de Nickerson e Likens, Para a separacgao dos componentes, usaranm
uma coluna capilar de vidro de alta resolucao e obtiveram 50 pi
cos no cromatograma. Os autores ndc identificaram todos os  pi
coes, pois nao conseguiram localizar espectros semelhantes na 11
teratura. 0s compostos que posSsuem aroma agradavel foram princi
palmente esteres: butirato de etila, acetato de etila e isobutil
rato e butirato de butila. Os autores concluiram que esses éste
res contribuem para o aroma de cupuagu e que o aroma tipice da
fruta nio & devido a um composto, mas £ uma resposta integrada

a2 um largo nimero de compostos.

¥lath & Forrey (17) estudaram os componentes velateis de mamio
fresco isolados por varios métodos de destilagao. As frutas ma
duras, a julgar pela coloragdo externa e grau de maciez, foram

analisadas por 4 métodos de concentragio, usande de 4 - 7 kg da
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amostra: A) destilacfo a vdcuo com recuperagdo dos voldteis em
armadilhas resfriadas com nitrogénio liquido; B) destilagdo-
extracde simultianecs a pressdo reduzida: C) destilacado a vacuoe
e depois extracfo com €ter; D) destilagdo-extragdo simultaneos
a pressac atmosférica. Este (ltimo concentrado apresentou um

forte aroma de cozido.

Linalool era o componente maior em todos os extratos, seguido
por isotiocianato de benzila. A gquantidade dos componentes indi
viduais variou consideravelmente entre os diferentes concentra
dos. Algumas das variagbes era devido provavelmente a variabili
dade da amostra fresca. Entretanto, muitas das variagOes podiam
ser correlacionadas com o tratamento recebido nas etapas de iso
lamento. Por exemplo, quando a pelpa da fruta era deixada  per
longo periocdo de tempo, antes e durante a etapa de isolamento,
a concentracdo de isotiocianato de benzila aumentava em relacao
4 concentracdo de linalool, como aumentavam também os dxidos de
1inalool. Altas temperaturas, ou a presenca de ar, aumentavam 3
concentracao de fenilacetonitrila, presente em grande quantida

de no concentrade D,

Flath e Forrey conseguiram detectar e identificar 106 compostos,
porém, a maioria estava em concentracao muito baixa. Apenas 4
componentes tinham concentracao maior de 0,5% e 0s proprios au

tores admitiram a presenga de varios compostos como artefatos.

Em outro artigo, Chan et af. (7) estudaram o desenvolvimento de

“off-flavour” em puré de mamao. Acidos butirico, hexandico &
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actanfico e seus esteres metilicos foram encontrados em pure
sem tratamento especial e eles apresentavam forte odor. Em pure
preparado com acidificagdo e inativagzo de enzimas pelo calor
naoc houve o desenvolvimento de tais compostos. Observaram  tam
bem que o concentrado preparado pelo método comercial continha
muito mais isotiocianato de benzila relative @ concentracdo de

iinalool, em forte contraste a fruta fresca.
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4, MATERIAL E METODO

4.1, Selecio da Matéria-Prima

Nz avaliacfo da aplicabilidade do métede de analise direta do
gas da cavidade em frutas brasileiras, duas frutas foram esco
1hidas: cupuagu {aroma forte) e mamio [aroma suave}. Duas fru
tas também foram utilizadas na avaliaclo do métodc de captura
por sucgdc em Porapak Q: graviola (aroma forte) e mamdo {aroms

suave) .

Cupuacu (Theobroma grandiflora) apresenta um gosto acido e for

te aroma. F usada para fazer sucos, sorvetes e doces. A fruta

estudada tem procedencia de Manaus,

Graviola (Amnona murdicafa), cresce livremente no nordeste brasi
leiro. Seu sabor & acido e, devido ao aroma e gosto intensos, &
consumida sob a forma de refrescos e néctares. As frutas estuda
das tém procedéncia de Recife e chegaram a Campinas poy trans
porte aérec, ainda verdes. A medida que atingiam plena maturida
de {2 - & dias apos chegada}, eram entdo utilizadas. Foram usa
das tambem duas marcas comerciais de suco de graviola (marca A
e marcaz B} processados no Nordeste, Estes produtos foram adqui

rides no comércic local e a amostragem fol ao acaso.

Mamio (Carica papaya) € uma fruta muito popular e seu consumo &
feito geralmente ao natural. A fruta apresenta aroma e 2OSLO

spaves. Blas foram adquiridas no comércio local conforme a  ne
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cessidade, pois durante todo o ano havia disponibilidade de ma

maa em diferentes estados de amadurecimento,

4.2, Amostragem e Preparo da Amostra

0s sucos processados de graviola foram muito bem misturados e
100 g foram colocados no aparelho para a coleta dos volateis.As
frutas frescas e maduras de graviola foram divididas em quatro
no sentido longitudinal e as sementes foram extraidas manualmen
te de duas seccdes opostas. A polpa foi batida com NaCl p.a. em
um ligquidificador e diluida com dgua até a obtengao de um Brix
final igual ao suco processado (80 Brix). O cloreto de sadio
fora previamente aquecido em estufa a 150 “c por duas horas.
¥oi colocado 100 g do suco assim obtido no aparelho para a colg

ta dos volateis.

Para obtenclo das amostras de mamdo, foi feito também um quarte
jamento e foram tomadas duas secgoes opostas. ApGs a eliminacdo
manual das sementes, a polpa foi cortada em cubos e estes foram
muito bem misturados com 30% de Nall p.a. Trezentas gramas da

amostra foram colocados no aparelho para a coleta dos volateis.

4.3, Isolamento dos Voliteis

4.%.1. "Direct headspace analysis"”

Eoram colocados 100 g do suco de graviola processado em um  ba
130 redondo de 1 £, com agitac@o magnética durante duas horvas.

Para tampar o baldo, na ausencia de uma rolha de teflon, foi



usada uma rolha de borracha com um orificio central para permi
tir a entrada da agulha da seringa para gds, e essa rolha esta
va envolta completamente em papel aluminio para evitar adsorcgao
dos volateis na borracha. Cinco ml do vapor acima da amostra fo
ram retirados por meio da seringa para gas e imediatamente in

jetades no cromatbgrafo. A atenuacdo neste caso foi de 1 x 4.

4.%.%2. Analise direta do gas da cavidade

Raseada na tecnica de Yabumoto et af. (64}, um tubo de vidro
foi inserido na cavidade da fruta e sua extremidade externa foi
selada com um septo a fim de permitir a introducao da agulha da
seringa para gds. A parte do tubo de vidro em contato com a su
perficie da fruta foi imediatamente selada com uma resina de
secapem rapida. Foram retirados 5 ml do gas da cavidade e  ime

diatamente injetados no cromatdgrafo.

4.3.3. Captura por sucgao em Porapak Q

0 sistema de captura foi baseado na tecnica de Singleton &
Pattee (47), com algumas modificacdes. Foi usado um vacuo de
(,64 psi para todas as amostras, um vacuo muito mais baixo do

gque o de 30 psi, usado por Singleton et Pattee.

A amostra foi colocada em um baldo redondo de 1 £ & agitada le
ve e magneticamente. O baldo fol conectado a uma armadilha de
Porapak que, por sua vei, foi conectado a um kitassato ¢ a umg
trompa de Agua {Figura 6). Todas as conexdes sac de vidro ou

tubos de teflon (PTFR} para evitar adsorgao dos volateis da
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Fig. 6. Sistema de aprisionamento em Porapak ¢ por succdo, usade neste trabalho.



amostra em tubos plésticos e ou rolhas de borracha. Os volateis
da amostra foram arrastadeos por succio a armadilha de Porapak Q,

onde ficavam retidos por adsorgio.

Para a armaditha foi usada uma coluna de borossilicato de vidro
de 4 mm de didmetro internc por 14 cm de comprimento, dos
quais 4 cm foram empacotados com Porapak Q, retido entre mechas
de 13 de vidro silanirzadas. Essa coluna normalmente serve COmo
um tubo guia no injetor do cromatografo. Isso permite um efi
ciente condicionamento do Porapak Q pela simples introdugdc do
tubo guia no injetor do instrumento. O condicionamento 2 feito
a 200 %C, com um fluxo de nitrogénio de 30 ml/min, por duas ho

ras.

As condicdes de captura neste trabalho, tais como comprimento
da armadilha, volume do solvente e tempo de captura dos vclé
teis, diferem das de Singleton e Pattee e foram especificamente

determinadas para cada tipo de amostra.

Para a desorcio dos voldteis foram feitas duas tentativas: inje
cdo direta e eluigac por solvente. Injecdp direta consiste na
simples introdugdo da armadilha com os voldteis adsorvidos no
injetor do cromatdgrafo a 200°C. Das infimeras tentativas feitas
o que sempre ccorreu fol uma desorcao gradativa, incompativel
com os requisitos cromatogrdficos para obtengao de picos agudos
e bandas estreitas. O grupo de Jennings el al. (62) também nao
conseguiu uma desorglo suficientemente rapida dos volateis para
permitir uma boa resclugdo e separacac dos picos no cromatogra

ME .
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0 meic de desorcdc escolhido foi eluigaoc por solvente usando
Srer stilico de alto graw de pureza, Merck, para anali
ses espectrograficas. 0 solvente fol aplicado em minima quanti
dade no topo da armadilha de Porapak e Pressac pneumatica de
uma seringa para gas era aplicada a fim de forgar o sglvente
mais os voliteis para a parte inferior da armadilha, onde eram
coletados em um tubo de ensaio resfriado a O °c. Poram tomados
4 ui da solucdo de volateis com uma seringa de 10 pf e imedia

tamente injetados no cromatografo.

4.4, Cromatografia Gasosa

0 aparelho usade foli um cromatdografo a gas Perkin Elmer modelo
990 com detetor de ionizacdo de chama. O cromatdgrafo foi adap
tade para uso de coluna capilar, necessitando a introdugao de
um "splitter” Perkin-Elmer n® 009.0598 com um restritor n% 1 no
injetor. A coluna utilizada foi uma coluna capilar {(WCOT} de
aco incxidavel de éita resolucio, de 500 pés de comprimento por
0.02 polegadas de difimetro interno. A fase 1iquida escolhida

foi Sleo de silicone SF 96 contendo 5% de Igepal CO 880.

As condicdes da andlise foram: fluxo de N, 8 ml/min, fiuxo de
ar, 300 mi/min, e fluxo de Hz, 30 ml/min. A temperatura do inje
tor & do detetor fol de 200°C., A coluna foi mantida isotermica
mente a 60°C por 24 minutos e a programagao de temperatura foi
entac iniciada com um aumento de 1°¢/min até atingir a tempera
tura final de 110°C e a coluna foi mantida nessa temperatura
até o final da andlise. A menos que seja especificado, a atenua

cap foi 1 x 8.
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Uma coluna capilar de Carbowax também foi testads, mas 2 separa

cdo e a resolucdo dos picos foi inferior a coluna SF96C0880.

4.5, Determinacio das Condi¢des Otimas para a Captura dos Vola

teis de Graviola em Porapak Q.

Virios aspectos do método de isolamento foram investigados para
determinar as condigdes otimas, tais como (1) comprimento da
armadilha: (2) volume do solvente; (3] duragao da coleta dos
volateis: (4) necessidade da equilibragiao da amostra antes da
coleta: (5) direcdo da eluicdo dos veldteis durante a desorgdo.
Para evitar a influsncia da variabilidade inerente das frutas e
das transformacfes enzimdticas na composicao dos volateis, es
ses pardmetros foram avaliados usando o suco de graviocla proces
sado e as amostras para cada Item foram retiradas de uma mesma

garrafa.

0 melhor volume de &ter para a desorcic dos volidteis foi  sele
cionade para um determinado comprimento da armadilha. Foram teg
tados 308, 400 e 500 p3 de éter para 4 cm de comprimento da ar
madilha & 200, 300 e 400 pf de &ter para 2 cim de  comprimento,
com o tempo de coleta dos volateis fixade arbitrariamente em 1
h. Dessa série de 6 cromatogramas obtidos fol escolhide o me
lhor cromatograma. Fixadas as duas variaveis, comprimento & vo
lume, foram testados os seguintes tempos de duracao da coleta

dos voldteis: 1/2., 1, 2. e 3 horas.

raras verificar a necessidade de equilibragdo da amostra antes
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da coleta, foram feitas duas tentativas. Na primeira, a amostra
era deixada em repousc no baldo do sistema de capturd  durante
1/2 hora e apds esse tempo dava-se inicic 3@ coleta dos voldteis.
Ma segunda tentativa, a coleta dos voldteis era iniciada imedia
tamente apds a introducdo da amostra no balao do sistema de cap

tura.

Para verificar o efeito da direglo de eluiclo dos voldteis du
rante a etapa de desorcdo foram testadas duas configuracdes da
armadilha. Na primeira configuragiac, o solvente era aplicade no
mesmo sentido em gue o3 volateis foram arrastades através do po
1imers {desorcao normal). Na segunda configurag¢dc, ¢  solvente
foi aplicado no sentido inversc ao arraste dos voldteis através

do Porapak {desorcac reversa).

Além das varidveis descritas acima, a atuagfo enzimatica em fru
tag frescas apbs o corte foi verificada por duas experiencias.
0 suco proveniente de duas secgoes opostas de uma fruta de gra
viola, sem adigdo de sal, foi imediatamente submetido i goleta
dos voldteis e andlise cromatografica. O suco proveniente  das
outras duas secdes opostas fol misturado com 30% de NaCl e dei
xado em repouso por 4 horas antes de ser avaliado. A experien
cia foi repetida, invertendo a sequeéncia de anadlise, isto &, a
samostra com $a3l fol imediatamente analisada, enguanto a amostra

sem sal ficava em repouso por 4 horas antes da analise.

4.6. Avaliacdo da Reprodutibilidade do Método de Isolamento.

Foram feitas trés tentativas de avaliagac da reprodutibilidade
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do método de isolamento, Para cada tentativa, amostras duplics
tas {100 g) de umé mesma garrafa de suco de graviola (marca A)
foram submetidas 3 coleta dos velateis por sucgac em Porapak
e analise por cromatografia gasosa. A reprodutibilidade foi
avaliada pelos cosficientes de variabilidade, calculados a par

tir das areas dos picos.

Para verificar a habilidade da técnica de captura por SUCga0
em Porapak para concentrar os voldteis sem modificar as suas ra
z5es guantitativas, os cromatogramas obtidos por esta  técnica
foram comparados com os cromatogramas obtides por "direct head

space analysis”,

4,7, Aplicabilidade do Método

4.7.1. Comparacio do perfil dos veldteis em sucos frescos e pro

cessados de gravieola.

Usando as condicSes dtimas de captura, determinadas especifica
mente para graviola, isolados de sucos frescos e de sucos co
merciais A e B foram obtidos e submetidos 4 cromatografia gaso
sa. Foram analisadas 3 amostras de suco fresce, 4 de suco comer

ciazl A & 5 de suco comercial B,

4.7.2. Comparaciio do perfil dos volateis de mamdo em varios es

tadoes de amadurscimento,

Usando os cutros parametros determinados para suco de graviola
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(4 cm de comprimento, 300 u? de éter) foram testados os seguin
tes tempos de duragio para coleta dos veliateis de mamdo: 4, 6
e 8 horas. Com o tempo escolhido, isolados de mam@o no estado
verde, intermedidric e maduro foram avaliados. Pelo menos &
amostras foram analisadas para cada estado de amadurecimento.
A principal caracteristica usada para classificacdo do estado
de amadurecimente foi a textura. A fruta verde & dura ao tato e

a fruta madura apresenta textura macia.

4,8, Avaliacdo Sensorial

4.8.1., Teste de preferéncia

As mesmas amostras de sucos frescos e processados de graviola
foram submetidas A andlise sensorial, Todas as amostras  foram
apresentadas acs provadores com 14% Brix em béqueres devidamen
te rodificados. O suco foi apresentado gelado, que & a tempera
tura em que © suco € normalmente consumido. Sendo a graviola
uma fruta do norte, os provadores foram divididos em dois gru
pos: os nortistas, que conhecem a fruta e o3 sulistas, que nao
conhecem bem a fruta. O teste aplicado foi o de preferencia em
uma escala hedénica de 9 pontos, através de um delineamento em

Blocos ac Acaso.
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4.8.2, "Sniffing"

Em uma tentativa de determinar a contribuicfo sensorial dos pi
cos individuais, foi feito um estudo preliminar por "sniffing”.
Para isso, uma saids através de um tubc de teflon foi colocado
antes do detector afim de permitir que os componentes emergen
tes da coluna cromatografica fossem cheirados individualmente,
As concentracoes limitantes dos compostos separados dificulta
esse tipo de estudo. Portante, ele & geralmente feito com o
uso de um detector de condutividade térmica, pois & um detec
tor nao destrutive e permite a passagem dos® componentes pelo
detector. Sua desvantagem € que oS volatels sap cheirados bem
quentes. Com o detector de ionizacao de chama, um "splitter” g
colocado entre a coluna e o detector para dividir o efluente
entre a saida e o derector. Para consseguir quantidades sufi
cientes tantc para a detegao como para a cheiragem, os _pesqui
sadores sdao obrigados a usar ceolunas com digmetros maipres mas
menos eficientes. Nesse trabalho, na ausencia de um detector
de condutividade térmica e para permitir o uso da coluna de al
ta resolucac duas injegSes das amostras foram feitas cada vez.
A primeira fol usada para registrar o cromatograma. A segunda
injecao foi feita para o "sniffing", seguindo o cromatograng
ja registrade. Fazendo as duas injectbes uma atras da outra di
minuica possibilidade de erros intreduzides pela mudanga dos
tenpos de retencan, Além disso, para cada amostra foram feitas
6 avaliacBes. O "sniffing” foi feito por uma equipe ndo treina

da de 10 provadores, usando suas proprias palavras para a des
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ericac do aroma percebide. Cada provador cheirava durante 10
minutos para diminuir o efeito desagradavel do nitrogénio na
membrana nasal. 05 provadores foram distribuidos de tal manei

ra a nao cheirar a mesma regiao do cromatograma,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Estudo dos Volateis de Graviola

Das virias técnicas encontradas na literatura, a de Singleton e
Pattee pareceu-ncs particularmente atraente por sua simplicida
de e economia, evitando o uso de nitrogénio ou heélio altamente
puro para o arraste dos volateis. A amestra usada por eles con
sistin de apenas cinco componentes & faltaram simetria e resolu
cio aos cromatogramas. Entretanto, a tecnica em si nos pareceu
perfeitamente aplicavel a sistemas mais complexos Como Sucos ou
frutas, desde que as condigdes de aprisionamento dos volateis e

da cromatografia gasosa fossem otimizadas.

5.1.1. Otimizacho do método de isolamento dos volateis

Volume do solvente e comprimento da armadilha

Obviamente, para um determinado comprimento da armadilha existe
"um volume ideal do solvente para a desorgao dos volateis., 0 vo
iume ideal do solvente & aquele que permite uma eluigac eficien
te dos voliteis sem uma diluigao desnecessiaria da amostra. Essa
dependéncia entre comprimento e volume & demonstrada na Figura
7. Evidentemente, o volume ideal par& a armadilha de 4 cm & 300

yi e para a armadilha de 4 cm, 200 uf.

Tempo de coleta dos voljteis

0s cromatogramas na Figura 8 mostram um nimero limitado de vola
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Fig. 7a. Cromatogramas ilustrando a relagao entre o com
primento da armadilha (2 cm) e o volume do sol
vente: (a) 200 ul, {b) 300 ul, (c} 400 ul.
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mento da armadilha (4 cm) e o volume do solvente:
(a} 300 ul, (b) 400 ul, {¢y 500 ul,
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Fig. &. Cromatogramas ilustrando o efeito do tempo de
coleta: {a) 1/2 hora, {(b) 1 hora, (c} 2 horas,
{d) 3 horas.
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teis apods uma hora de coleta {29 componentes}. Com duas horas
de coleta apareceram 45 componentes, sem modificacdo das razdes
dos picos gque j& tinham sido detectados com menor tempo de cole
ta. 05 picos apareceram um pouco maiores com 3 horas de colstsa,
mas com ¢ mesme numero de componentes que ¢ temps anterior. Por
tanto, o tempo de 2 horas fol escolhido, j4 gque nio existe uma
justificativa para um tempo maior. Cabe salientar que volume,
comprimento e guantidade de amostra estio inter-relacionados e
uma mudanga em qualquer umz d4e5sas varidveis afetard as ou

tras.

Fguilibragdo da amostra antes da coleta dos volateis.

Apenas dois grupos de pesquisadores (3, 40) consideraranm a ne
cessidade de uma stapa de equilibracio da amostra imediatamente
antericr ao processc de captura dos yolateis. Fica evidente nsa
Figura 9 que, nas condigdes usadas neste trabalho, ndc hd neces
sidade de um tempo prévio para pgrmitir gque a amostira atinja.
equilibrio. Os cromatogramas da amostra equilibrada e nd3o equi
1ibrada sio idénticoes, indicando que o arraste lento dos volé
teis por sucgén com vacuo muito baixo permite a equilibracao
dos voliteis durante a coleta, em contraste ac arraste  ripido

dos voldteis pela passagem de gas.

Desorgdo normal e reversa

A Figura 10 apresenta os cromatogramas obtidos por desorgao noy

mal e reversa. Em geral, as razfes gquantitativas dos voldateis
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sio semelhantes, indicando que guaisquer das duas maneiras de
desorcio poderiam ser usadas. Com excegdo do pico 1, uma mailer
concentracio dos volateis foi obtida por desorgdo reversa. Ape
sar disso, escolhemos desorgdo normal, pois aiém de niaoc perder
o pico 1, parece que o cromatograma aproxima-se mais aquele ob
tido por "direct headspace analysis” (Tabela 3). A  concentra
cdo ligeiramente malor do pico 20 em relacdo ac pico 18, inver
tendn a razao desses picos no cromatograma obtide por "direct

headspace sampling” fica mals perce tivel na desorcdo reversa.
g

0s pesquisadores que empreganm polimeros porosos normalimente
usam desorcao reversa. Wyllie et al. (62} apresentaram eviden
cia que favorece a desorgio reversd. Porem eles usaram um siste
ma-modelo e para separar a influencia da etapa da captura dos
volateis, aplicaram a solucaoe diretamente no polimero. No caso
da desorgao normal o polimero foi imediatamente colocado ne sis
tema de recuperacio dos volateis com aquecimento e fluxo de ni
trogénic. Ja em desorcdo reversa, a amostra foi arrastada ao
polimerc por 5 minutos com nitrogénio ¢ depois a armadilha foi
invertida e colecada no sistema de recuperacac dos volateis.
Portanto, o tempo de arraste foi muito menor do que seria neces

sArio para amostras reais.

Adicho de sal nas amostras frescas

A adigdo de sal foi recomendada por Murray (38) para prevenir a
transformacio enzimitica dos velateis durante a preparacac da

amostra, porém nao foi apresentada nenhuma evidencia para con
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firmar a validade dessa afirmacdo.

Neste trabalho foram comparados os cromatogramas de amostiras
de suco natural de graviola com ¢ sem adicao de sal (figura 11).
Primeiramente foram comparades os cromatogramas da amostra com
sal sujeita @ colegio imediata dos voldteis, e da amostra  sem
sal deixada 4 horas em repouso antes da coleta. Verifica~se uma
grande modificacdc na composicdo dos voliteis da amostra sem
sal, pois aumentaram os pices 6, 10, 11, 23, 2% e 26, aparece
ram os pices 17, 21, I7 e desapareceu © pice 49, aparentemente

devido B agio enzimidtica. Portanto, a adigac de sal € indispen
sivel na manutencio da composigdo original durant$ o isclamento

dos volateis de frutas frescas.

Quando comparamos 0s cromatogramas das amostras, sem sal analji
sada imediatamente e com sal, deixada 4 h em repousc antes da
coleta, verificamos que os cromatogramas foram mais semelhantes.
0 aparecimento dos pices 17 e Z1 no cromatograma da amostra sem
sal mostra que ocorreu um certo grau de atividade enzimatica naﬁ
intervalo de tempo entre descascamento introdugdco dos vold
teis no cromatografo (2 horas). No cromatograma da amostra <com
sal deixada em repousc 4 horas antes da coleta, um tr¥ago do pi
co 17 ainda aparece, mostrando que 03 enzimas podem atuar mesmo
na presenga de sal, porém em grau muito menor. Portanto, a cole
ta dos volateis deve ser feita imediatamente, ainda que sal tg

nha sido adicionado 3 amostra.
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Fig. 11. Cromatogramas ilustrando o efeito de adigao de
sal nas amostras frescas: {a) amostra sem sal
coletada imediatamente, (b} amostra com sal
deixada 4 h antes da coleta, {¢} amostra 5€em
sal deixada 4 h antes da coleta, (d) amostra
com sal coletada imediatamente.
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5.1,2. Rewrodutibilidade do métode de isolamento

Poucoes trabalhos mcétram a reprodutibilidade dos métodos para a
concentracdo de volateis. Noble (40) citou apenas dois traba
1hos anteriores ao seu gue incluiam uma sstimativa da reproduti
bilidade (10, 51). Na realidade, trés putros trabalhos a inclui
ram €3, 21, 60), porém apenas sobre alguns componentes princi
pais (5 - 9). Na Tabela 1 estdc apresentados os resultados de
3 tentativas feitas para avaliacHo da reprodutibilidade do nos
5o metodo de isclamento. £ evidente que a maloria dos picos tem
reprodutibilidade muito alta (CV < 0,1). As maiores variagdes
ocorrem nos componentes mais velateis do inicio do cromatograma.
Noble &t af., por sua vez, encontraram reprodutibilidade pobre

nos picos menores.

Para se ter uma base de Comparaciao, Agrupamos os coeficientes
de variabilidade em graus de reprodutibilidade de acordo com a
classificacfo de Noble (Tabela 2). Os dados de Noble e  Coope,

tais como foram encontrados em seu artigo, também foram inclui

dos nessa tabela.

Deve ser salientado gue, além da técnica de aprisionamento, nos
so trabalho difere do de Noble ef af. em tres aspectos: {1} a
introducdo da amostra no cromatdgrafo (injegac por seringa &
injecio por valvula); (2) o cdlculs das areas dos picos {(altura
do pico x largura na metade da altura § integracas com Autolab
Minigrator): e (3} o material analisado (suco de gravicla § vi

nhol}. O cdlcule da veprodutibilidade da téenica de aprisionamen
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Tabela 1. Reprodutibilidade do método de captura DpoOr SUCCAO0 em
Porapak Q,l
Tentativa I Tentativa 1I Tentativa I11
Picos
A s OV Iy s ¥ A s OV
H 220 198 0,889
2 368 0 ¢ 520 79 (1,152 584 260 (0,445
3 176 11 0,064 tr. - - tr. -
4 192 b 0 172 51 0,285 164 17 0,103
5 124 5 0,039 156 62 0,398 186 40 0,201
& 804 5 0,007 728 34 0,040 944 68 0,672
7 164 & 0,034 132 40 0,299 138 8 0,061
10 182 0 0 120 23 0,188 96 0 0
11 2488 11 0,004 2688 6 0 2512 204 0,081
13 174 8 0,048 132 34 0,257 102 8 0,083
14 2832 2% 0,007 3744 204 0,054 3776 45z 0,118
18 Bl 4 0,052 78 8 {,108 570 8 4,014
20 144 0 87 4 0,048 H87 38 4,055
25 204 17 0,083 130 14 G,108 150 14 0,094
30 2464 136 0,055 2928 294 0,100 1912 57 0,029
31 100 o 0 80 g0 0 27 o qQ
33 444 o0 0 456 34 0,074 = - -
34 80 0 O 80 g 0 - - -
35 8384 815 0,097 8352 317 0,037 15168 815 0,053
37 300 85 0,282 192 o 0 64 11 0,176
40 44 0 o Y. - - tr. - -
42 545 70,012 368 23 (4,061 tr. - -
43 170 i4 0,083 185 7 0,045 670 156 0,232
45 232 11 0,048 270 14 0,052 tY. - -
47 1451 70,012 100 g ¢ tr. - -
52 144 %4 0,235 136 11 0,083 192 o0 0

As tentativas T e I1 foram feitas com o suco Marca A € a tentativa 11T com o suChD
Marca B. A - média das areas, s ~ desvio padrdo, CV - coeficiente de variabilidade.
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Tabela 2. Comparacdo da reprodutibilidade.

Porcentagem dos picoes em cada categoria

Classe de o ~
Reproduti Faixa de CV Nosso Método MetOdO %e Metodo %e
. - Noble {oope

bilidade
1o2s)° 11 2?1 (19)° A (48)3 B (48)° (4737
Muito alta CV < 0,1 9z (13} 65 {15) 63 {12) 25 {123 21 (107 13 (6}
alta 0,1 < &V < 0.5 8 (2) 380 (7} 26 (8} 4% (22} 37 {18) 19 (9)
média 0,3 < CV < 0,5 - 4 (1) 5 (1) 12 (6} 22 (1i1) 34 (16)
baixa vy » 0.5 - - S (1) 17 (8) 20 (9) 34 (16)

1 Noble et al. (40)

Z Coope {(10)

O nimero em parenteses indica o nimero de picos em cada categoria.

s outroes picos se encontram COme LTAgos.
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to em nosso trabalho foi prejudicado pelo uso de seringa e céi
culo manual dos picos. Foi por isso que a reprodutibilidade di
feriu nas tres tentativas. Apesar dessas desvantagens, & repro
dutibilidade da nossa técnica ainda & muito alta., A técnica de
Noble et al. apresentou alta reprodutibilidade, enquanto a de

Coope, meédia e baixa.

5.1.3. Retencdo da composicao original

Reprodutibilidade apenas nio & suficiente, mais importante & a
preservacio da composicdo original da amostra. Esse aspecto foi
discutido somente em alguns trabalhos e principalmente com sis
temas-modelo (3, 27, 62). Os sistemas-modelo ndo refletem dire
tamente as condicBes no alimento, ja que € bem conhecido que a
composicdo dos velfiteis no "headspace” & dependente nido sd das
concentragdes e pressces de vapor dos componentes volateis, mas
também da matriz, isto &, os comstituintes ndo voldteis  como
proteinas, lipideos, sal, etc... Nos casos em gue amostras reals
foram usadas (27, 62) as quantidades vrelativas, obtidas Doy
"direct headspace sampling” e por aprisionamento em Porapak Q,

foram diferentes,

Neste trabalho, além da reprodutibilidade do métode,  tentamos
mostrar a retencao da composigac original dos volateis do
"headspace’” da amostra {Tabela 3}. Issoc foi feito comparando-se
as proporcdes quantitativas dos picos principais ubtidos por
“direct headspace analysis” e a captura por sucgdo em Porapak Q.
Com excecdo do pico 18, os outros picos aumentaram proporcional
mente no cromatograma do isolado de Porapak Q, mantendo as ra

z5es quantitativas dos picos no cromatograma obtide por "direct
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Tabela 3. Quantidades relativas dos volateis obtidas por "direct
headspace'” e por captura por succao em Porapak Q.l

“"Direct headspace” Captura em Porapak @
N? do pico g 11 111 1 11 111
6 Y. Ir, tr, 1264 1040 1360
11 180 126 138 4448 324090 4160
14 192 150 224 5824 4992 8160
18 48 32 49 1008 8560 10408
20 ty. Y. tr. 1072 1138 1216
30 144 110 96 2220 2512 2048
35 840 760 780 233690 19712 22272
1 Para cada tentativa, foram retiradas amostras de uma MEeSMaA

garrafa para comparagac entre "direct headspace’ e captura em

Porapak Q.

tr - trago.
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headspace sampling™. A ligeira modificacio causada pelo pico 18

& muito menor do que as mudancgas produzidas por outros métodos

de isolamento.

Uma outra indicacde de que ndo houve acumulacio seletiva dos
voliteis durante a coleta & o aumento proporcional dos voliteis
com o tempo (Figura 8). Componentes preferencialmente concentra
dos deveriam apresentar, comparativamente, maiores quantidades
com o tempe mais curto. Por outro lado, nao houve ainda nos
periodos de tempo testados, a perda de certos voliteis por pas

sagem pela armadilha.

Aparentemente, a manutengac da composicao original dos volateis
do "headspace'” no concentrado obtido por nossa técnica de apri
sionamento foi possivel pelo uso de um vicuo muito baixo e a
cuidadosa padronizacao das condigdes duvante a coleta dos vola
teis. Resultados znalogos foram obtidos com sistemas envolvendo
um gas de arraste. Wyllie et af. (82) conseguiram duplicar a
razdc quantitativa dos volateis do headspace de um sistema mode
lo quando a captura em Porapak Q era feita por 60 minutos em um&
fluxo de nitrogenio de 10 ml/min. Quande o tempo de captura era
aumentado até 24 horas, as razdes guantitativas foram completsa
mente alteradas devido & passagem dos constituintes mais vold
teis através da armadilha. Em um trabalho anterior do mesmo la
boratdric (27), a esseéncia obtida de Porapak Q, por 15 minutos
de captura com um fluxo de nitrogénio de 30 ml/min., nao se as

semelhava 3 composigido do headspace da solugao modelo.

Simpson (46) mostrou gue a composigdo quantitativa dos volateis
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variou com o volume total do gas usado ns captura, Observande
que a variacac com o volume de gas foi quase linear, ele suge
riu a extrapolaciic das concentragoes para um volume zero de ni

trogénioc para obter as concentragoes de egquilibrio.

Jennings e Filsocof (27} salientaram que nao existe nenhuma tég
nica que poderia ser usada satisfatoriamente para varios tipos
de amostra. Dependendo do tipo de amostra, porém, poderia  ser
encontrada uma técnica mails apropriada. 0 gue estd parecendo em
nosse trabalho € que ndc é tanto a prdpria técnica de  capturs
que nic permite a obtengio de cromatogramas representativos,.mas

em muitos casos a escolha impropria das condigbes de operagao.

5.1.4. Comparacdo de sucos frescos e processados

A Pigurs 12 mostra o3 cromatogramas tipices do suco fresco &
dos sucos processados marca A e B e ainda gue os picos nao te

nham side identificados, vdrias informagdes podem ser deduzidas,

Uma comparacio dos coeficientes de variabilidade dos sucos fres
zos e processados (Tabela 4) com os coeficientes de variabilida
de apresentado no estudo de reprodutibilidade {Tabela 1) mostra
que houve variagdes entre as amostras do suce fresco e dos su
cos processados. Devide 2 variabilidade inerente das frutas, o
suco fresco apresentou as maiores variagdes. Esta variabilidade
diminuiu nos sucos processados devido 3 homogenizaCio que  0COT
re pela mistura de grandes quantidades da fruta. Das duas MAr

cas de suco processado, a marca A apresentou mencr variabilida
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TEMPO EM MINUTOS

Fig, 12. Cromatogramas tipicos dos volateis de suco de graviola:

{a) suco fresce,

{b} suco processado marca A,

processado marca B.
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Tabela 4. Comparacdo entre a composicdo dos volédteis do suco fresco

e dos sucos processados.l

Marca A Marca B Suco Fresco
Picos — — e
A S TV A s cv A 5 v

1 tr. - - tr. - "y

2 336 214 0,64 334 76 0,23 240 - -

3 tr. - - 1tr. - - - - -

4 161 25 0,15 164 15 4,08 140 40 0,28

5 110 12 6,11 212 55 0,26 - - ~

& 785 128 0,16 983 373 0,38 1114 218 0,20

7 187 47 0,30 135 38 0,28 148 8 9,192

g tr. - - tr. - - 80 - -

g tr. - - T, - - tr, - -
10 149 L 0,23 113 41 0,36 207 73 0,24
11 3046 575 0,19 3034 1029 0,34 14016 12860 8,922
12 tr. - - T, - - &0 - -
12 169 46 0,27 204 112 0,55 185 101 0,52
14 ' 3287 325 DL10 4924 2187 0,44 21675 10522 0,48
15 Lr. - - tr. - - tr. - -
16 tr. - - tr. - - tr. - -

18 118 52 0,44 864 8% 0,11 170 106 0,62
14 tr. - - tr. - - 181 121 0,67
20 103 63 0,61 1141 324 0,28 613 297 0.48
22 LY. - - tr, - - 178 a1 3,53
23 tr. - - tr. - - 88 11 0,13
24 Ty, - - tr. - - tr. - -
25 174 29 0,16 190 101 0,53 6513 492 G,Sﬁz
26 . - -~ tr. - - 100 -
28 tr. - - - - - tr. -
28 tr. - - Ty, - - 7% 12 .16
30 3113 57 0,18 1611 467 0,29 77T 19457 0,51
3 34 11 0,11 ¥ 31 0,38 869 173 0,20
32 tr. - - triz - - tr. -
33 726 317 0,44 tr.s - - - n
4 119 47 {1,349 tr, - - - -
35 8842 1304 0,15 14474 2850 0,18 70570 16962 0,24
36 . - Tr. - - - - -
37 314 120 0,38 74 23 0,31 453 45% 1,00
38 tr. - - tr. - - - - -
39 Y. - - tr. - - 224 85 0,383
40 36 & 0,12 43 g 0,21 44 6 0,13
41 ty. ~ - - - - - -
42 533 128 0,24 tr. - - - -
4% 187 32 0,17 697 150 0,22 5a1 387 0,67
44 tr. - - ty. - - - -
45 345 12 0,36 . -~ - 36 5 0,16
45 tr. - - 1. - - tr. -
47 1580 54 0,33 T, - - - "
48 Tr. - - tr. - - 3z -
49 tr. “ - tr. - - 264 100 0,42
548 tr. - - - - - - -
51 tr. = - - - -~ - -
52 147 37 0,25 160 51 0,32 935 356 8,39

1 Foram analisadas 4 amostras do Suco marca A, 5 do suco marca B e 3 do suco fresco.
? Detectado em um cromatograma. - 3. Detectado em dols cromatogramas.
ty - trago
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de, mostrando que a indistria envolvida exerceu um bom controle

das etapas de processamento.

Comparando-se as areas dos picos entre suco fresco e processado,
percebe~se uma modificacdo drdstica da composigdo quantitativa
e gualitativa dos componentes volateis nos produtos processados.
Houve uma diminuicdo marcante da maioria dos picos, demonstran
do a grande perda dos volateis durante o processamento. Entre
tanto, nenhum componente volatil da fruta desapareceu completa

mente nos sucos processados.

No suco processado A, o malor decréscimo ocorreu nos picos 10,
11, 14, 19, 20, 22, 25, 30, 31, 35, 39, 43, 48, 4% ¢ 50. Por
outro lado, houve um aumento notavel no pico 45 e formagdo de S
componentes {(picos 5, 33,‘34, 42 e A7) gue nao apareceram na
fruta, e ainda os picos 41, 50 e 51, que apareceram apenas como

LTacos.

No suco processade B, a diminuicaoc fol maior nos picos 10, 11,
14, 19, 22, 25, 30, 31, 35, 37, 39, 48, 45 e 52, O pico 18 au
mentou bastante e os picos 20 e 43 aumentaram ligeiramente. Fo
ram formados também os picos 5 e 42, porém o Gltimo apareceu so
mente em tracos. 0Us picos 33 e 34 também apareceram em tragos
em um cromatograma. Comparativamente, a marca B assemelhava-se

mais ao suco natural, indicando que este suce fol submetido a
um fratamento térmico menos rigoroso que ¢ suco processado mar

ca A, apesar de que o controle do processamento fol melhor para

o altimo.
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Quande os cromatogramas da Figura 11 sdc comparados, torna-se
sbvio que nenhuma agdoc enzimdtica foi responsavel pelas diferen
cas entre os sucos fresco e pasteurizado. Isto indica que as
frutas., depois do corte e descascamento, foram sujeitas a
branqueamento ou processamento imediatc nas plantas de proces
samentc. As diferencas composicionais entre os sutos fresco e
processade foram entdo introduzidas pelo proprio processo de

pasteurizagaoc.

Deve ser salientado que a inibicdo da atividade enzimdtica du
rante a andlise da amostra fresca & uma etapa necessaria neste
tipo de estudo comparativo. Se ela ndo fosse feita, poderia ser
conciuido erroneamente que a auséncia dos picos 17, 21 ¢ 27 no
suco processado era devido a perda desses picos durante o  pro

cessamento.

As informacgdes descritas gcima demonstram que o método de  apri
sionamento poderia gervir na industria como um imstrumento obje
tivo para varias finalidades, tals como localizay & etapa daz
processamento que causa a maior modificagde do aroma do produ-
to final, determinar ou comparar os efeitos dos vdrios métodos
de processamento, avaliar produtos existentes e auxiliar o seu

melhoramento e padronizacdo em termos de sabor.

5.1.5. Teste de preferencia

0s resultados da andlise sensorial demonstraram uma preferencia

significativa a 1% do suco fresco pelos nortistas em relacac aos
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SuUCos processados € rambém uma preferencia pelo suco marca B em
relacdo ap Suco marca A nesse mesmo nivel de significancia. Os
resultades dos sulistas diferirvam completamente, Bles ainda de
ram a melhor media ao suco fresco, porém a diferenga ndo foi
significativa em relagao A marca A, mas significativa a 1% en
relacdoc 4 marca B. Entre 08 sucos processados, & marca A foi
mais preferida do que a marca B a um nivel de significancia de

1%.

Esses resultados estio coerentes com os dades instrumentais. O
fato dos nortistas conhecerem e apreciarem a fruta justifica a
preferencia pelo suco fresco, @ entre o0f SUCOS processados 4
preferencia pela marca B, que apresentou um perfil dos volateis
hem semelhante ao suco fresco, A coersncia entre os resultados
da cromatografia gasoss e da anilise sensorial ndo foi  demons
trada pelos sulistas, que ndo conhecem bem a fruta. Eles nio
conseguiram distinguir entre o suco fresco ¢ o suco marca A,
que apresentaram 0S cromatogramas mais diferentes e ainda prefe

vivam este ultimo ao suco marca B,

Existe muita discussao na literatura quanto a possibilidade de
se ytilizar cromatografia gasosa para avaliagao do sabor em vez
de analise sensorial, que sendo uma avaliacao subjetiva, esta
sujeita a muites fatores decorrentes dos priprios provadores
(52, 57). Muitas vezes, porém, foi afirmado que o cromatograma
nio representa o sabor como ele & percebido pelo consumidor. En
tretanto, & muito provdvel que isto ocorra devide ao fato que,

na maioria dos casos, os cromatogramas nao sao representativos
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da compusicdo original da amostra. Nossos resultados indicam
que, se o isolamento dos voléteis € feito de tal maneira que
preserve as quantidades relativas dos volateis, a cromatografia

gaspsa poderia servir como uma avaliacdo objetiva do sabor.

5 2. BEstude dos Volateis de Mamdo

5.2.1. Comparacdo da composigdo dos volateis em tres estades de

amadurecimento

A Tabela 5 apresenta a composicio de componentes voldteis de ma
mio nos estados verde, intermediario e madurc. Esta tabela, jun
to com as Figuras 13, 14 e 15 mostram a grande variabilidade
dos constituintes volateis de mamao, ccorrendo até entre frutas
de um mesmo estado de amadurecimento. Diferencas pronunciadas
podem ser notadas na Figura 15, apesar de que foram incluidos
somente os cromatogramas da fruta madura com bom cheiro. Estas
variacGes devem-se até certo ponto i classificacgaoc das  frutas
de acordo com o grau de macliez, em vez da contagem do tempo apds
fiorescimento. As frutas verdes e maduras foram classificadas
com grande confiabilidade, porém no estado intermedidrio poderéd
scorrer alguma sobreposigd@c com ambos °s estados, verde ¢ madu
ro. Apesar disso, & evidente que a malor parte da variabilidade
sbservada & inerente ao mamao. Na gravicla, para a gual o mesmo
critério foi usado {(maciez) para indicar o estado maduro da fru
ta, as variagoes foram apenas quantitativas e em grau muitc me

nor do que OCOTTETdEM no MAMA0.
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Tabela 5 - Componentes voliteis de mamdo em trés estados de amadurecimento. ™

N% dos Verde Intermediario Maduro
PLLOS
Faixa Media Faixa Média Faixa Media
1 40~160(67 91 12-192(6) 114 te-92 43
2 O=-tr{l} - O-tr {1} - f-tr{l} -
3 0-tr(2) - g-tr{5) - 0=ty (1) -
4 0-tr(3) - O-tr{5) ~ - -
5 f-tr{d) - O-tr {2} - O-tr (2} -
6 0-tr (3) - U~tr{2) - O~y (2} -
7 f-tr{l) - O-tr{2) - - -
8 O~tr (1) - 0~tr{2) - O-48(1) 10
9 8960-129024(6) 60693 56-200704(6) 92169 10240~158720(5) 110450
10 16-440(6) 200 136-976(6) 375 56-1256{5) 534
11 0-264(3) 59 0-252{5) g5 32-120{%) 66
12 - - O=t1{1) - - -
13 - - 0=t {1} $-216(1) 43
14 - - 0-60{1) 10 - -
15 - - 0-228(3) 68 208-824(5) 558
16 - - 0-64{2) 12 tr-48{5) 5
17 - - 0-48(3) 15 tr-112(5) 52
18 - - 0-80(1) 13 - -
18 - - O-tr{1] - - -
20 - - O-tr (1) - - ~
21 0-tr (1) 0-100(5) 67 32-432(5) 180
22 - - 0-36(1) & - -
23 0-320(5) 104 0-3584(5) 1181  6484-11776(5) 88256
24 - - O-tr (1) - -
25 - - 0-144{4) 74 120-640(5) 354
26 - 0-48(1) 8 - -
27 - O-tr(2) - -
28 - 0-tr{l) - -
79 - - 0-64(2) 12 - -
30 0-40(1) 7 0-400(2) 77 - -
31 - - 0-tr (1) - -
32 0-220(4) 91 60~520(6) 256 168-680(5) 344
33 0-240{1) 41 tr-504(6) 155 40-380(5) 159
34 - - O-tr(1) = D-tr (1) -
35 0-480(4) 119 0-360(5) 241 80-720(5) 256
36 336-10080(6) 3699 144~14304(6) 5939 408-8960(5) 4091
7 - - g-tr (1) - 0-140(3) a0
38 - - - - 0~100{2) 37

1 0s nimeros em parenteses indicam o nimero de amostras em que o pico foi detectado,
Seis amostras foram analisadas para os estados verde e intermedidric, ¢ 5 para o

estado madurc.
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Apesar destas variacGes marcantes e © fato de uma andlise se
gquencial da mesma fruta ndo ter side possivel, algumas tendén
cias definitivas podem ser observadas quanto is mudancas na com
posicdc dos volateis durante o amadurecimento. O nimero de volid
teis, por exemplo, aumentou claramente durante o amadurscimento.
No estade verde estavam susentes os picos 15, 16, 17, 21, 25,
37 & 38, No estado intermedidrioc os cinco primeiros componentes
estavam ausentes sm alguns cromatogramas, porém no estado wmadu
ro eles sempre aparsceram, apesar de que oF componentes 16 e 17
apareceram somente em 1racos em dois cromatogramas. Os picos 37
¢ 38 apareceram somente em trés e dois cromatogramas da  fruta
madura, respectivamente. No estado intermediario, o pico 38 es
rava ausente & o picoc 37 apareceu como TYagos apenas em um  OTQ

matograma.

De acorde com as médias (Tabela 5}, os voldteis também aumenta
ram quantitativamente durante o amadurecimento. Os picos 11 e
36 sio excecbes, pois houve um aumento desses componentes ne
estado intermedidrio e depois um decréscimo no estado maduro. O
pice 23 foi o que mais aumentou até a fruta madura & os  picos
32, 3% e 35 aumentaram até o estado intermedidrio e depeis nao
aumentaram significativamente no estado maduro. Devido 3s am
plas faixas para cada estads (causando a sobreposigdo do maxime
de um estado e o minimo do estado seguinte) estas rudangas

quantitativas dos picos individuais devem ser confirmadas em um

estudo sequencial de uma mesma fruta.

A composicdo dos componentes volateis de mamio madure ja foi o
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objeto de trabalho de Flath e Forrey (17). Partindo de 7.4 kg
de fruta, os voldteis foram concentrados por viarios tipos de
destilagac. Foram identificados 106 componentes, dos quais 27
apresentavam-s¢ en quantidades calculidveis ¢ apenas 4 componen
tes tinham concentracbes maiores que 0,5%. Os demais componen
tes apresentavam-se COmMO TTAcOs. Nem todos os componentes iden
rificados sdo realmente compostos de mamdc. Os proprios autores
admitem a formacdo de artefatos e contaminacio durante a prepa

racho da amostra para cromatografia gasosa.

0 perfil dos voldteis obtide por Flath e Forrey (Figura 16} di
fere completamente dos cromatogramas obtidos por nossa técnica
de captura em Porapak Q. 0 pico maior em nosso cromatograma &
o 9, seguido pelo 23 e 36, 0 Ultimo, pelas suas caracteristicas
de retencac, deve ser o 1inalecl. No cromatograma de Flath, o
maior componente & o linalool, seguido por isotiociaznate de ben
2ila ¢ pelos oOxidos A e B de linalool,. 03 autores salientaram
que as quantidades relativas dos componentes principais eram de
pendentes do tratamenio recebido pelo tecide da fruta antes @

durante a concentracdo dos volateis,

Chan et al. (7) compararam oS CTOmAtOgramas da fruta fresca &
pures preparados comercialmente € no seu iaboratério usando um
método especial. 0Os veldteis foram isclades por destilacdo a
vacue, evitando o uso de extracao pela coleta de um pegueno vg
iume do destilado em uma armadilha resfriada com nitrogénio

1fquido. Da fruta fresca foram detectados apenas ¢ componentes:

acetato de etila, butanol, 6xidos A e B de linalool, tinalool
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e isotiocianato de benzila. Acetato de etila aparecia como tra

¢cos no trabalho de Flath e Forrey.

0s cromatogramas obtidos de puré de mamzo, principalmente do
produto comercial, apresentavam un numerc muito maior de compo
nentes que a fruta fresca. A quantidade de isotiocianato de
benzila aumentava bastante ultrapassando a quantidade de lina

iool.

5.72.2, Resultados do "sniffing”

Na Tabela 6 encontram-se o$ resultados da avaliacao do aroma
dos picos individuais por tgniffing”. Apesar de que a equipe
nic foi treinada e deixada livre para usar Suas préprias  pala
vras na descricido do aroma percebide, houve uma coeréncia na
descrigao do aroma parsa varios picos, embora oS jufzes usassem
palavras diferentes. Por exemplo, o pico 11 foi percebido por
dois juizes e descrito como remédio e desagradavel. A maior con
cordancia entre 0S8 quatro juizes ocorreu na descricdo do pico
36, percebido por todos eles e descrite como possuindo aroma
floral, rosa & jasmim (duas vezes). O componente 9 também foi
percebido pelos quatro juizes e descrito como mamdo bem maduro
e acido (duas vezes) maracuja acido e tutti frutti. 0 componen
te 23 foi percebido trgs vezes, com descrigdes de perfume (duas
vezes) e adocicado. Os picos 32 e 33 foram percebidos &uaé ve
zes € pOsSSuem aroma descrito como doce. Nos componentes 10, 15,
25 e 35 houve uma malor discordancia na descrigédo, mas todos

eles foram percebidos e contribuem para o aroma.
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Tabels 6 - Avaliacio Sensorial dos picos individuals por

. . o 1
"sniffing”.
Picos Descricdo do Aroma
g mamio bem maduro, fortissimo, meio acido (2} maracuii,

acido (1) tutti frutti (1)

10 2

etéreoc {1}, doce, caramelo (1)

11  desagradavel, (1}, remédio (1}

15 doce, acgicar queimade {1), apresenta aroma {1}, picante (1)
29 adocicade (1), perfume, forte (2}

25 adocicade (1) fragante (2} acetona (3} remédio (4}

32 doce, adocicado, caramele (2)

33 adocicado {2} (lembra mamac)

35 manga verde {1}, perfume (1), adocicado, lembra mamac (1)

36 flor (1), rosa {1}, jasmim, fortissimo (2}

nesultados de 4 tentativas com duas frutas (2 tentativas para

cada fruta)
0s niimeros em parenteses indicam o nimero de vezes que O termo

foi empregado pelos juizes.

2 O pico apareceu muito pequenc em uma das frutas,.
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Este estudo foi apenas preliminar, mas jd deu uma idéia dos com
ponentes que mais contribuem para o aroma, € em alyuns casos ain
da de que maneira o componente contribul, COmMC nos Casos dos pi
cos 36 (floral intenso) 23 (perfume fortel 9 (dcido forte. lem

bra mamic maduro) 11 (desagraddvel,fraco) 32 e 33 (doce, fraco).

A importanciz dada aos picoes D ¢ 306 pelo estudo de "spniffing”
verifica-se nos cromatogramas da Figura 16. Us cromatogramas de
mamio com bom cheiro diferem claramente, porsm todos eles tive
ram quantidades substanciais do pico 9, gue parece Ser componen
te de carater impacto, e do pico 36, que parece ser <omponente
contribuitdrio dando aroma perfumado. De fato, dois cromatogra
mas de mamdo com bom cheiro, nao incluidos na Figura 16,apresen
taram quase exclusivamente o pico 2, COm 05 OULIYos componentes
ausentes ou somente em tracgos. Um outro cromatograma, que apre
sentou quase exclusivamente o pico 36 fol obtide de mamdo tendo

bom cheiro (perfumade), mas nac caracteristico de mamio.

5.3, Limitacdes do Método de Aprisionamento em Porapak Q

0 método de aprisionamento em Porapak Q esta ainda limitado sob
dois aspectos: 1%} a presenga do pico do solvente gue oblitera
a porcgao inicial do cromatograma; 2%) a nap possibilidade de um

estudo sequencial em uma mesma fruta.

0 pico large do seolvente pode mascarar pilcos de componentes Vo
lateis importantes no sabor do produto analisado. No caso de

graviola, dois picos aparecem nesta area no cromatograma obtido
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por '‘direct headspace sampling’. Nenhum aroma, entretanto, fol
percebido quando fel feito um "sniffing" destes pices. Por ou
tro lado, em mamdo, um dos trés picos obliterados pelo solvente
foi apontado como tendo aroma reminiscente de mamdo. Neste caso,
5 necessaric trocar ¢ processo de desorgio ou complementar 08
cromatogramas obtides por aprisionamento em Porapak Q com 08

cromatogramas obtidos por 'direct headspace sampling”.

A desorcio térmice dos voléteis adsorvidos no polimeroc evita es
te problema. Porém, surgem outros problemas, devido principal
mente 3 ficil alteracdo da composigdo dos voldteis com pequenas
flutuagbes da temperatura de desor¢do. Apesar de que nossas nu
merosas tentativas con deSorgéo direta no injetor do cromatﬁgra
fo nioc tiveram sucessc, gsta técnica de desorcao merece mais
investigag¢ao. Nesse caso, 0s volateis desorvidos diretamente po
deriam ser retidos no comego da coluna capilar por resfriamento

antes do inicio do processo cromatografico.

Para seguir as mudangas durante o amadurecimento, haveria neces
sidade de andlises sequenciais de uma mesma fruta,especialmente
no caso de frutas como ¢ mamao, que apresentam grande variabili
dade na sua composicao de voldteis. No caso de frutas de tama
nho pequeno, este problema ¢ facilmente resolvido. As frutas in
teiras poderiam ser colocadas dentro do recipiente com tamanho

um pouco maior do que o usade neste trabalho.

©. 4. AnAlise do GAs da Cavidade de Mam3o e Cupuacy

Alem de ser limitado 3s frutas com cavidade, Yabumoto et al.(64)

98



observaram que s analise direta do gds da cavidade era ainda res
trita sos componentes de baixo ponto de ebulicio, apesar de¢ que
o nimero dos picos detectados era maior do que em "direct head-
space analyses’, quandoc ambos os métodos foram aplicados a melao
Apesar destas desvantagens, a simplicidade do métode e a possibi
1idade de estudos sequenciais em uma mesma fruta nos levou a uma
tentativa de aplicar o© método para segulr as mudangas nos compg

nentes de mamic e cupuagy durante o amadurecimento,

Com mamdo completamente maduro foram obtidos cromatogranmas de
apenas 3 componsntes. gubstituinde 2 coluna capilar por uma coly
na empacotada, que permite & introducac de uma amostra com tama
nho maior, os cromatogramas apresenlaram um numero maior de pl
cos (7 picos), mas faltaram resolucio e separagac. Portanto, uma
combinacdo de andlise do gas da cavidade e aprisionamento em Pg
rapak Q foi tentada; o tubo de vidro inseride na cavidade da fru
ta foi conectado & armadilha de Porapak Q. A fruta, porém, nio

SUpOTtou & SUCgA0.

A analise direta do gas da cavidade também fol tentada em <upua
cit, uma fruta rica em aroma. Bla ndo apresenta cavidade e fol ng
cessiric forcar uma no seu interior. Os cromatogramas obtidos
apresentavam um nGmero muito maior de picos do que os de mamdo.
Foram detectados 16 compornentes com coluna capilar. Se os  compo
nentes importantes do ponto de vista sensorial estiverem pPresen
tes, o método & entde suficiente para seguir o amadurecimento da
fruta. Com a técnica de captura em Porapak Q foram detectados 50

componentes.
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0 método de anflise do gas da cavidade, portanto, parece mais
adequado as frutas ricas em aroma. Porém, com o uso do ''gas make
up', que aumenta a sensibilidade do detector com colunas capila
res, o método também parece promissor para frutas com aroma fra-

COo.
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6. CONCLUSOES

A& captura de componentes voldteis em uma armadilha de Pora
pak Q por sucgdo (vacuo baixo) & aplicavel A& amostras complg
<as como volateis de frutas. O método € altamente reproduti
vel e nao altera a composigdo original da amostra, desde que

sejam cuidadosamente escolhidas as condigoes de captura.

0 método & aplicdvel tanto para frutas com aroma forte como
frutas com aroma fraco e pode ser usado amplamente na indds

tria e na pesqulsa.

A adicaoc de NaCl inibe transformacoes enzimaticas dos vela

teis durante a preparacao de amostras frescas.

As mudancas gue oCorTEeram Nos Sucos processados foram a dimi
nuiclo da maioria dos picos e a formacao de novos componen
tes. Tais mudancas foram devidas ao proprio processc de pas

teurizacao.

E evidente pelos cromatogramas obtidos que o controle das
etapas de processamento foi melhor para o suco processado de
graviola marca A, porém o tratamento térmico fol menos rigo

roso para a marca B.

A composicac dos componentes volateis de mamdo €  grandemen
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te varidvel, mesmo entre frutas de um mesmo estado de amadu
reciments. O nimerc e de uma maneira geral, as quantidades
dos voliteis aumentaram com o amadurecimento. Os componentes
correspondentes aos picos & e 36 sdc¢ importantes para 0 arp

ma do mamdo.

0 processo de desorcao deve ser mudade quando o pice do  sol
vente obliterar os picos de componentes importantes ao sabor
do produto ou os cromatogramas obtidos por aprisienamento te
rio que ser complementados por cromatogramas phtides poY
ndirect headspace''. O sistema também deverd ser modificado

quandc estudos sequenciais forem necessarios.
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