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“Nao to mandei eu? Esforcga-te, e tem bom animo; ndo temas, nem te espantes; porque o
SENHOR teu Deus é contigo, por onde quer que andares.”

(Josué 1:9)
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SIQUEIRA, A. C. P. Perfil Volatil das Tangerinas Murcott (Citrus reticulata x
Citrus sinensis) E Ponkan (Citrus reticulata Blanco) por SPME E SBSE. Sao
Cristovdo: Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de Sergipe; 2019.

RESUMO

O Brasil é o maior produtor de frutas citricas, sendo elas os principais produtos da
cadeia de exportacdo agroindustrial. O cultivo das tangerinas ocupa a segunda
posicdo entre 0s citricos mais produzidos no pais e possui a maior faixa de
adaptacdo climatérica uma vez que sdo plantas flexiveis as variaches da
temperatura ambiente. O consumo da tangerina é muito apreciado pelo brasileiro
na sua forma in natura, tendo um predominio refrescante e um grande valor
nutricional, ja& que é rica em vitaminas e fibras. Existem diversas variedades de
tangerina ao redor do mundo, sendo as duas mais consumidas as variedades
“Ponkan” e “Murcott”. No entanto, ndo foram encontrados trabalhos que
apresentassem as diferencas nas composicdo volatil dessas variedades. Assim
sendo, 0 objetivo desse trabalho foi analisar e identificar os compostos volateis da
polpa de duas variedades de Tangerina: Ponkan e Murcott in natura por
cromatografia gasosa por meio das técnicas SPME (Solid Phase Micro-Extraction)
e SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction); percebendo assim as diferencas aromaticas
entre elas. A extracdo da polpa foi feita de frutos maduros das duas variedades.
Foram realizadas as analises quimicas: umidade, cinzas, lipideos, pH, proteinas,
acidez total e solidos soluveis, segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz. A determinacdo dos compostos volateis foi realizada pela técnica de SPME (
¢ SBSE utilizando duas fases de “twisters”: PDMS (Polydimethylsiloxane) e EG-
Silicone (Polyethylenglycol). Sendo utilizada a data base do NIST (National
Institute of Standards and Technology) e o indice de retencdo para a identificacdo
dos compostos. As polpas de ponkan e murcott apresentaram difencas
significativamente entre si para os parametros de pH, acidez, teor de solidos
solaveis, lipideos, cinzas, ratio e umidade, sendo similares para cada variedade em
outros trabalhos da literatura. Para as analises de compostos volateis, foram
identificados por SPME 52 e 67 compostos, respectivamente, sendo 0s compostos
de maior area o D-limoneno (69,837%) e y-terpineno (10,792%) para a Ponkan e
D-linomeno (90,17%) para a Murcott. A técnica de SBSE extraiu para o twister
PDMS com a tangerina ponkan 68 e 102 compostos, nos modos submerso e
“headspace”, respectivamente. Enquanto que para a variedade murcott foram
identificados 52 e 34 compostos, nos modos submerso e headspace,
respectivamente. Para os twisters com fase EG-silicone a quantidade de compostos
foi menor em decorréncia da menor afinidade da fase com os compostos extraidos.


https://de.wikipedia.org/wiki/Polydimethylsiloxan

Os compostos em maior presenca detectados pela técnica de SBSE foram o D-
limoneno (45-75%), linalol (10-25%) e a-terpineol (2-10%) para todos os twisters
nas duas variedades de tangerina. Concluiu-se diante desse trabalho que a técnica
mais eficiente foi a SBSE com a fase extratora PDMS, pois teve uma boa
recuperacdo dos compostos volateis, principalmente na variedade da Ponkan.

Palavras-chave: Ponkan. Murcott. Compostos Volateis. SBSE. SPME.



SIQUEIRA, A. C. P. Volatile Profile of Tangerines Murcott (Citrus reticulata x
Citrus sinensis) And Ponkan (Citrus reticulata Blanco) By SPME and SBSE. Sao
Cristovdo: Postgraduate Program in Food Science and Technology, Federal
University of Sergipe, 2019.

ABSTRACT

Brazil is the largest producer of citrus fruits, being the main products of the
agroindustrial export chain. The cultivation of powdered fruit is a second blend
between citrus and flexible varieties such as room temperature. The consumption
of tangerine is much appreciated by Brazilians in its fresh form, having a
refreshing predominance and a great nutritional value, since it is rich in vitamins
and fibers. There are different varieties of tangerine around the world, being two
popularily consumed varieties of Ponkan and Murcott. However, no papers have
been published that analyzed the volatile constituents of fruits of these varieties.
Thus, this work was undertaken to determine the volatile compounds of the pulp of
two varieties of tangerine: Poncan and Murcott by gas chromatography using the
SPME (Solid Phase Micro-Extraction) e SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction). Pulp
extraction was carried out from mature fruits of the two varieties. The chemical
analyses were performed for moisture, ash, lipids, pH, proteins, total acidity and
soluble solids, according to the analytical norms of the Adolfo Lutz Institute. Two
volatiles extraction procedures were by the SPME and SBSE technique using two
phases of twisters (PDMS and EG silicone). A National Institute of Standards and
Technology (NIST) database was used for the identification of the compounds.
The two pulps differed in pH, acidity, solids content, lipids, ash, ratio and
moisture. For the analysis of volatiles, 52 and 67 compounds were identified by
SPME with the largest area of D limonene (69.837%) and y-terpinene (10.792%)
for Ponkan and D-linomeno (90.17% for a Murcott The SBSE technique extracted
by using twister PDMS with a tangerine and 68 and 102 compounds in the
submerged and headspace modes, respectively. The highest concentrations of
volatile compounds detected by the SBSE technique were D-limonene (45-75%),
linalool (10-25%), and a-terpineol (2-10%) for all twisters in the two mandarin
varieties. It was concluded that the work of a more efficient technique was a SBSE
with a PDMS extraction phase, for a good recovery of volatile compounds, mainly
in the Ponkan variety.

Keywords: Ponkan. Murcott. Volatile Compounds. SBSE. SPME
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma producéo de 40 milhdes
de toneladas ao ano, mas participa com apenas 2% do comércio global do setor, 0 que mostra o
forte consumo interno (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2010). A citricultura é
0 ramo que mais se destaca na fruticultura mundial, o que faz dos citros as frutas mais
produzidas no mundo. O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas e o0 segundo maior de
tangerinas (EPAMIG, 2016). Em 2009, as exportacbes do complexo citricola totalizaram 2,15
milhdes de toneladas de produtos, correspondendo a US$ 1,84 bilhGes em receita, representando

a cerca de 3% das exporta¢des do agronegdcio brasileiro (NEVES et al., 2010).

As tangerinas fazem parte do segundo grupo dos frutos mais importantes da citricultura
mundial, com uma producdo de 24 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2015) e ocupam uma
extensa faixa de adaptacdo climéatica entre os citros cultivados, uma vez que sdo plantas
semelhantemente tolerantes as temperaturas ambientes extremas. Entre as cultivares mais
exploradas, ressaltam-se variedades do grupo das satsumas (C. unshiu), das mexericas (C.
deliciosa Tenore), das reticulatas (C. reticulata Blanco), tais como a Ponkan, Dancy e Cravo,
além de alguns hibridos distintos, como o tangor Murcott (C. reticulata x C. sinensis) e o tangelo
Lee [C. reticulata x (C. paradisi Macf. x C. reticulata)] (FIGUEIREDO, 1991; PIO et al., 2005).
De todas as variedades encontradas nos pomares brasileiros, a tangerina Pokan e o tangor
Murcott sdo as de maior relevancia, seguidas de Cravo e sele¢cdes de mexericas (BASTIANEL et
al., 2014).

A variedade Ponkan (Citrus reticulata Blanco) é uma das tangerinas mais populares e
apreciadas pelos brasileiros para consumo in natura. Além de ser importante fonte de vitaminas
e fibras, as tangerinas Ponkan vém sendo reconhecidas por conterem metabolitos secundarios
incluindo antioxidantes como acido ascérbico, compostos fenoélicos, flavonoides, limonoides que
sdo importantes para a nutricdo humana (JAYAPRAKASHA,; PATIL, 2007).

A tangerina Murcott pertence a familia Rutaceae e € um hibrido da tangerina (Citrus
Reticulata Blanco) com laranja doce (Citrus sinensis [L.] Osb.), apresenta algumas
caracteristicas apreciaveis como cor laranja profunda tanto na casca, quanto na polpa, bom

tamanho e um gosto muito apreciado, resisténcia ao transporte, alto rendimento de suco e

16



potencial para industrializacdo (BORGES & PIO, 2003; DONADIO, 1999). Os frutos de
tangerina apresentam 12,6° Brix, 0,92% de acidez e ratio médio de 13,7, representando 20% das

tangerinas plantadas no Estado de S&o Paulo, sendo a segunda mais cultivada (PIO et al., 2005).

O aroma apresenta-se como um dos atributos de qualidade mais pesquisados devido as
inimeras sensagdes olfativas geradas pelas distintas moléculas de uma fruta, sendo sua
intensidade influenciada por diversos fatores pré e pos-colheita, bem como ponto de maturacao,
manipulacéo, variedade e outros fatores (WEI et al., 2011). A caracterizacéo do perfil aromatico
pode representar uma ferramenta Gtil para avaliar a qualidade organoléptica e garantir a
autenticidade de um produto. Portanto, a identificagdo dos compostos volateis que caracterizem e
sejam adequados para diferenciar qualitativamente produtos alimentares de varios paises e
regides, € um requisito crucial na regulamentacao de produtos alimenticios aumentando assim a
confianga do consumidor. Esteres de acidos carboxilicos s&6 componentes de aromas naturais
utilizados na industria alimenticia que contribuem na formagdo e acentuacdo dos aromas em
alimentos, como por exemplo 0s ésteres butirato de etila e acetato de isoamila que sao

encontrados respectivamenteno morango e na banana (PASTORE et al., 1997).

O aroma fresco e agradavel da tangerina provém de uma combinacdo de diversos
compostos volateis. Ele ndo é tdo bem conhecido como o da laranja, mas parece ser derivado de
uma mistura de classes quimicas, especialmente terpenos e terpendides lipossoltveis (PEREZ-
LOPEZ & CARBONELL-BARRACHINA, 2006). Apesar da existéncia de trabalhos acerca da
determinacdo da composicdo volatil de diferentes variedades de tangerinas como, por exemplo,
“W. Murcott Afourer”, Odem, Or, Ponkan e Murcott (OBENLAND et al., 2011; OBENLAND et
al., 2013; BORGES & P10, 2003;) ndo foram encontrados estudos que reportem através do perfil
volatil as diferencas entre as variedades de tangerina utilizando diferentes técnicas de extracao.

Diante do exposto sobre a importancia dos citros na economia do Brasil, esse trabalho
teve como objetivo estudar o perfil volatil de duas variedades da tangerina utilizando as técnicas
de extragdo por SPME e SBSE. Embora existam trabalhos na literatura sobre o perfil volétil da
tangerina por SPME, ndo foram encontrados trabalhos por SBSE e nem comparando as duas

técnicas com as duas variedades usadas nessa pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Analisar e identificar os compostos volateis da polpa de duas variedades de Tangerina:
Ponkan e Murcott in natura por cromatografia gasosa por meio das técnicas SPME e SBSE;

percebendo assim as diferencas aromaticas entre elas.
2.2 Especificos
e Caracterizar fisico-quimicamente as duas variedades de tangerina: Ponkan e Murcott;

e Extrair os compostos volateis por SPME; e identifica-los utilizando como pardmetros por

comparacdo o Banco de Dados do NIST e o indice de retencdo da literatura;

e Extrair os compostos volateis por SBSE, no modo submerso e headspace, utilizando o
twister de fase PDMS; e identifica-los utilizando como pardmetros por comparacao o

Banco de Dados do NIST e o indice de retencdo da literatura;

e Extrair os compostos volateis por SBSE, no modo submerso e headspace, utilizando o
twister de fase EG-silicone; e identifica-los utilizando como pardmetros por comparacao

0 Banco de Dados do NIST e o indice de retencdo da literatura;

e Avaliar qual a melhor fase do twister para extracdo de compostos volateis das duas

variedades de tangerina por SBSE;

e Auvaliar qual a melhor técnica de extracdo dos compostos volateis das duas variedades de

tangerina;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tangerina

As frutas citricas sdo originarias principalmente das regies subtropicais e tropicais do sul
e sudeste da Asia, incluindo areas da Austréalia e Africa. Foram levadas para a Europa na época
das Cruzadas e chegaram ao Brasil trazidas pelos portugueses, no século XVI (DIRCEU
JUNIOR, 2005). O género Citrus spp. pertence a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae,
tribos Citreae, subtribo Citrinae, com mais 12 géneros (SWINGLE, 1943; SWINGLE & REECE,
1967), os quais tém seus provaveis centros de origem na Asia. Espécies desse género e outras
correlacionadas manifestam compatibilidade genética, produzindo hibridos que, muitas vezes,
foram caracterizados como espécies puras (SWINGLE & REECE, 1967).

A citricultura € o ramo que mais se evidencia na fruticultura mundial, o que faz dos citros
as frutas mais produzidas no mundo. O cultivo dos citros foi introduzido no Brasil ainda no
periodo colonial, e desde entdo passou a ter grande importancia nos habitos de consumo da
populacdo brasileira (COUTO et al., 2010). Os frutos citricos sdo ndo climatéricos, pobres em
reservas de amido, sofrendo poucas mudancas na qualidade interna durante o armazenamento. O
armazenamento, normalmente, reduz os acidos acumulados convertendo-os a acucares e CO-
usados na respiracdo (DAVIES & ALBRIGO, 1994).

Sendo considerado o quarto maior produtor mundial de tangerinas, o Brasil tem
aproximadamente 52 mil hectares plantados e producéo anual aproximada de 960 mil toneladas e
0s maiores estados produtores sdo: Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Minas Gerais (FAO,
2016). O estado de Sdo Paulo corresponde a 38% desta producdo (TEIXEIRA et al., 2014).
Segundo dados da FAO (2016), o plantio da tangerina beneficia em torno de 26 mil empregos
diretos no pais, sendo considerado apenas a producdo para o cultivo da fruta in natura,
desempenhando um grande papel econdmico e social. A localizacdo geogréafica do Brasil permite
o desenvolvimento de uma citricultura tropical (predominancia de temperaturas altas) a partir da
linha do equador até as proximidades do paralelo 20, latitude sul (Espirito Santo) e, também,
uma citricultura em temperaturas mais amenas, em terras que vao desde o paralelo 20 até o Rio
Grande do Sul (EMBRAPA, 2007).
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O Brasil é um dos maiores produtores de tangerina do mundo, ficando atras da China,
Espanha e Japdo (Figura 1). No mercado nacional, a regido sudeste o principal polo produtor e a
regido sul como o segundo polo produtor da fruta (Figura 2) (IBGE — Producdo Agricola
Municipal, 2015).

Figura 1- Producdo Mundial de tangerinas, 2002.

Produ¢ao Mundial de tangerinas

30%
B China
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Fonte: Adaptacdo de Amaro & Caser (2003).
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Figura 2- Producédo de Tangerinas no Brasil
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Fonte: IBGE (2015).

3.1.1 Tangerina Ponkan

A Ponkan ¢ originaria da Asia (HODGSON, 1967), e constitui um dos grupos de
tangerinas mais cultivada no mundo: China, Japao, Filipinas (Batangas) e india (Nagpur Suntara)
e também é a mais popular no Brasil (SAUNT, 2000; PIO et al., 2005). Suas arvores sdo de porte
médio, com crescimento ereto, ricas mas tém uma disposi¢do a variacdo na producao. Sua casca

solta e o sabor doce torna seu consumo in natura bastante apreciada (P10 et.al., 2006).

A tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) pertencente & familia das Rutaceas é
considerada uma fruta pouco suculenta, aparentemente grande, de forma globulosa e achatada,
com casca fina e pouco aderente, que assim como a polpa, apresenta coloracdo alaranjada
(DETONI et al., 2009). E a mais apreciada para o consumo in natura, por apresentar sabor
agradavel e facilidade de descascar (easypeeler), o que torna suas caracteristicas externas muito
importantes, como aparéncia, firmeza e auséncia de defeitos (BASTIANEL, 2013; PIO et al.,
2001). Por ser uma fruta ndo climatérica, a tangerina Ponkan precisa ser colhida em estadio

adequado de maturagdo. De acordo com Chitarra; Chitarra (2005), o estadio 6timo de maturacéo
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de um fruto ocorre quando o contetdo de agUcares e acidos, bem como o volume de suco,
apresentam composicdo desejavel. A principal época de maturacao se da entre 0s meses de maio
e junho. Os frutos da Ponkan apresentam de 5-8 sementes, peso médio de 138 g, 43% de
rendimento em suco, 10,8° Brix, 0,85% de acidez e ratio médio de 12,7 (PIO et al., 2005). Séo
ricas em fibras, sais minerais como o potassio, calcio, magnésio e fésforo e ainda o beta-caroteno
aumentando a resisténcia as infeccdes. Aliada a uma dieta saudavel, combate ao envelhecimento
diminuindo os riscos de cancer e doencas cardiovasculares e neurodegenerativas bem como
Alzheimer, pois contém compostos antioxidantes, que atuam na inativacdo dos radicais livres
(PELISSARI, 2013).

Pio et al., (2001), Costa (1994), Parente et al., (1993), Ramalho (2005), estudaram a

tangerina Ponkan na sua composicdo fisico-quimica.

Figura 3- Tangerina Ponkan

3.1.2 Tangerina Murcott

A tangerina Murcott pertence a familia Rutaceae e é um hibrido da tangerina (Citrus
Reticulata Blanco) com laranja doce (Citrus sinensis [L.] Osb.) que teve a origem em um pomar
abandonado no Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e que foi anunciado pela
primeira vez por Charles Murcott Smith. Suas arvores e frutos possuem as caracteristicas de uma
tangerina tipica: alto vigor, crescimento ereto e folhas lanceoladas entre outras (DAVIES &
ALBRIGO, 1994). Os frutos da Murcott apresentam grande quantidade de sementes, em média

20, peso medio de 140 g, 48% de rendimento em suco, 12,6° Brix, 0,92% de acidez e ratio médio
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de 13,7, tendo como destino o mercado de frutas frescas, interno e externo, como para a industria

(P10 et al., 2005). Seu periodo produtivo é entre agosto e setembro.

Figura 4- Tangerina Murcott

3.2 Aroma
O interesse por aromas ndo é uma novidade para o homem, pois relatos historicos
afirmam que desde a época do antigo Egito ja eram empregadas especiarias e seus derivados no

preparo dos alimentos a milhares de anos (TRAJANO et al., 2009).

Conforme a Resolucdo n° 104, de 14 de maio de 1999, os aromas por definicdo séo
substancias ou misturas com propriedades odoriferas e/ou sapidas, capazes de conferir ou
intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos e s&o classificados como naturais ou sintéticos. A
sua presenca estd em quantidades pequenas na composi¢do dos alimentos, bebidas, racGes,
cosméticos, remédios, e apresentam mais de um grupo quimico como, alcoois, éteres, cetonas,
ALDEIDOS, ESTERES, FENOIS (BRASIL, 2017).

O aroma é o dominio sensorial percepitivel pelo 6rgdo olfativo via nasal e retronasal. Os
compostos volateis dos alimentos se desprendem do alimento atraves da degustacao e ativam 0s
receptores no epitélio olfativo, localizado no dorso da cavidade nasal, no septo e nos turbinados
superiores, estruturas 6sseas que formam um fluxo aéreo turbulento, que permite a presenga dos

compostos volateis pelas células olfativas (ARAUJO et al., 2011).
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Segundo Paravinisi et al., (2014), um dos principais impulsionadores da aceitagdo dos
produtos alimenticios é o aroma representando assim um grande desafio para a industria de

alimentos.

O aroma e o sabor s&o alguns dos atributos de qualidade das frutas e de seus subprodutos
mais estudados. Estes atributos sdo formados por uma mistura de diversas substancias volateis
pertencentes a varias classes quimicas presentes em quantidades reduzidas nos alimentos, que
apresentam qualidades de aroma, intensidades e concentracdes diferentes (BELO, 2009). O
conhecimento da composicdo de volateis associada as ferramentas sensoriais permite selecionar
0s compostos importantes para descrever a qualidade de um determinado fruto ou produto
(DAMIANI, 2006).

Os compostos caracteristicos do aroma sdo formados pela combinacdo de centenas de
substancias volateis de baixo peso molecular conjunto aos mais tipos de classes de produtos
quimicos incluindo os alcoois, ésteres, cetonas, aldeidos e terpenos que podem ser derivados de

acidos graxos, aminoacidos e carotendides (SCHWAB et al., 2008).

O gosto do suco da tangerina é caracterizado pela presencga de aglicares como a sacarose,
glicose e frutose, acidos citrico, malico e succinico, além de fendlicos e limondides que
conferem o amargor e a adstringéncia (TIETEL et al., 2011). Ja o aroma fresco e agradavel do
suco de tangerina vem de uma combinacdo de diversos compostos volateis, especialmente
terpenos e terpendides lipossoltveis (PEREZ-LOPEZ & CARBONELL-BARRACHINA, 2006).

3.3 Cromatografia a Gas

A cromatografia foi inventada e denominada pelo botanico russo Mikhail Tswett no
comeco do século XX. Ela é uma técnica de facil execucdo, onde baseia-se em um método de
separacdo que encontra aplicacdo em todos os ramos da ciéncia. Ela foi aplicada para separar
varios pigmentos de plantas como xantofila e clorofila, no qual as solucdes desses componentes
passaram por uma coluna de vidro empacotada com carbonato de calcio suavemente dividido. Os
compostos separados apareciam como bandas coloridas na coluna, o0 que ajudou para a escolha
do nome do método (chroma: cor; graphien: escrever). A técnica de cromatografia de uma forma

geral, pode ser aplicada para a identificagdo de compostos (comparacdo de compostos ou por
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comparacdo com padrdes previamente existentes), para a purificacdo (separacdo de substancias

indesejaveis) e para a separacdo de componentes de uma mistura (SKOOG, 2002).

A classificacdo dos métodos cromatograficos varia de acordo com a natureza da fase
movel e da fase estacionaria. Assim, a cromatografia pode ser classificada em cromatografia
gasosa (GC) quando a fase movel € um gés e a fase estacionaria pode ser liquida ou sélida; e em
cromatografia liquida (LC) quando a fase movel € um liquido e a fase estacionaria é solida
(CASTANHO, 2011). A cromatografia a gas € uma técnica que permite acoplar diferentes
detectores, possibilitando a analise de misturas complexas com rapidez, elevada resolucdo e
sensibilidade. Além disto, as colunas usadas nesse tipo de cromatografia tém um elevado nimero

de pratos teodricos o0 que permite uma alta eficiéncia e seletividade (CUNHA, 2007).

Na cromatografia a gas, as substancias volateis sdo levadas por um gas na coluna, se
misturando com a fase estacionaria (liquida ou solida) que esta ligada a um material sélido, como
¢ mostrado da figura 5. Ao injetar um mistura de substancias no cromatografo gasoso, cada
componente pertencente a mistura pode se misturar e se distribuir entre o gas transportador (gas
de arraste) e o absorvente, de forma distinta. Essa interacdo, caso haja, permite que cada
componente seja retirado na coluna em diferentes tempos e temperaturas, dando a oportunidade

da separacdo e distingdo de cada substancia da mistura (PEREIRA, 2007).

A analise cromatogréafica € sujeita a fase estacionaria e ao método de analise utilizado,
pois o0 tempo de retencdo pode ser diferente para 0 mesmo composto variando estes fatores. Para
a identificacdo correta do composto utiliza-se o indice de retencdo que é baseado na analise de
um padrdo, normalmente uma série de alcanos. O indice mais utilizado € o indice de Kovats.
Para andlises com programacdo de temperatura, o indice mais adequado € o indice Aritmético,
também chamado de indice Linear (ADAMS, 2007).

25



Figura 5- Esquema geral de um cromatdgrafo a gas

1: regulador de fluxo; 2: injetor da amostra; 3: coluna; 4: Detector; 5: Amplificador do sinal; 6: Registro do
sinal.

Atualmente, o preparo de amostras tém buscado métodos de extracdo que ndo utilizem
solventes ou que pelo menos empregue apenas um volume reduzido dos mesmos. Uma nova
técnica de extracdo empregando PMDS, denominada de Stir Bar Sorptive Extraction (extracdo
sortiva em barras de agitacdo) foi recentemente criada por Baltussen e sua equipe
(BALTUSSEN, 1999). O procedimento se d& da seguinte forma: Uma barra magnética ¢ inserida
na fase aquosa a ser analisada e a extracdo/concentragdo dos compostos de interesse ocorre
durante o processo de agitacdo. Depois de algum tempo, a barra é removida da solu¢cdo aquosa e

0s compostos sdo extraidos e logo depois analisados (BICCHI, 2000).

3.4 Extracdo dos compostos volateis

A etapa de extracdo da composicdo volatil de um alimento é muito complexa mas é
considerada a mais importante. Qualquer aumento de temperatura, nessa etapa, pode causar
reacOes ou rearranjos na composicdo original do aroma. Isso se deve as diferentes propriedades
quimicas que 0s aromas possuem como também a sua quantidade pequena presente na amostra.

Existem vérias técnicas de isolamento (headspace estatico e dindmico, extracdo e destilacdo
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simultanea, Purge and Trap, SPME (Solid Phase Micro Extraction), SBSE (Stir Bar Sorptive
Extraction), cujos procedimentos tém suas limitacGes, como tempo e temperatura, favorecendo a
degradacéo e a perda dos compostos de interesse, além da introducdo de artefatos. Devido a estes
fatores, autores reportam o uso de técnicas especificas de extragdo dos compostos volateis para

as mais diferentes matrizes.

Das técnicas acima citadas para a extracdo dos compostos volateis, as técnicas SPME E SBSE
apresentam maior aplicacdo por apresentarem as seguintes vantagens: sensibilidade,
especificidade, ndo utilizacdo de solventes, pouco volume de amostra necessario e facilidade de
extragdo dos compostos volateis.

3.4.1 SPME - Solid Phase Micro Extraction

A técnica de SPME (Solid Phase Micro Extraction) foi desenvolvida por Pawliszyn em
1997. Ela consiste na extracdo rapida, sendo de facil utilizacdo e que tem como vantagem
adicional a aplicacdo direta do analito no cromatogréfo, utilizar pequeno volume de amostra, alta
sensibilidade, além de que a injecdo da amostra permanece livre de solventes e contaminantes
(PAWLISZYN et al., 1992; KATAOKA et al.,2000; KOZIEL & NOVAK, 2002; VESELY et
al., 2003; DENG et al., 2014). além disso, a SPME proporciona rapidez e praticidade na anélise
dos auténticos constituintes quimicos de sabor da fruta (KATAOKA et al., 2000).

A metodologia é baseada na técnica de sorcdo (absorcdo e/ou adsorcdo). A dessorcao €
realizada diretamente com a exposi¢do no injetor aquecido de um cromatdgrafo a gas, onde os
analitos sofrem desorcdo térmica e sdo posteriormente analisados (ZHANG et al., 2007; BOSH-
FUSTEA et al., 2007). O método de SPME é uma ferramenta sensivel e poderosa para a
caracterizacdo de compostos organicos volateis em matrizes complexas (IBANEZ et al., 1998;
HAYASAKA et al., 2003). As primeiras publicaces nessa area foram de Berlardi & Pawliszyn
(1989) e Arthur & Pawliszyn (1990). O sistema basico para SPME (Figura 6) consiste de um
“holder”, um émbolo e uma agulha de ago. Quando o émbolo ¢ deslocado para baixo, a haste
metalica é exposta, e na extremidade dessa haste contém a silica recoberta pelo polimero com
diferentes fases estacionarias, podendo ser polimero (polidimetilsiloxano - PDMS, poliacrilato -

PA, divinilbenzeno - DVB ou carbowax - CW) ou de um sdélido adsorvente (carvdo ativo
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microparticulado = carboxen - CAR). A espessura do revestimento e a sua natureza ( polar,
apolar, bipolar, semipolar, e a dotada de triplo revestimento de polaridade intermediaria séo sédo
as principais caracteristicas que governam a seletividade e a eficiéncia da extracdo
(DAMASCENO, 2007). A depender das caracteristicas dos analitos, deve-se escolher o

revestimento da fibra.

Figura 6- Dispositivo de SPME com detalhes da técnica de extracao.

|

Perfurar Extracao Retirar  Perfurar o septo  Dessorcéo Recolher a
o septo dos a fibra do injetor do térmica fibra e retirar
do frasco voléteis cromatdgrafo o amostrador

Injetor do cromatégrafo

Fonte: CANUTO et al. (2011).

A extracdo por SPME pode ser feita por dois métodos: a extracdo direta e a indireta. Na
extracdo direta, a fibra € mergulhada diretamente na amostra liquida, e € indicada para analitos
pouco volateis. Para compostos de alta volatilidade, a extracdo indireta € a mais utilizada,
conhecida como headspace (HS), onde a fibra é exposta a atmosfera confinada dentro do
recipiente que contém a amostra, deste modo a vida til da fibra € prolongada, ja que ela ndo é
imersa na amostra, (BATISTA, 2010).
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Figura 7- Métodos de extracdo por SPME: extracdo direta (a) e extracao indireta (b).

Suporte SPME Suporte\SPME
Lacuf_o\ Fibra exposta Lac[i
_ Fibra exposta
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Frasco de headspace ~ snaiito Frasco de headspace
T e 0 ___ amostra
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—"s6lida ou liquida

Fonte: BATISTA, 2010

3.4.2 SBSE - Stir Bar Sorptive Extraction

A técnica de SBSE/HSSE (Stir Bar Sorptive Extraction/ Headspace Sorptive Extration)
que foi introduzida em 1999 por Baltussen et al. (1999) como um novo e promissor método
para a extracdo de compostos. Esta técnica é baseada na extracdo sortiva dos analitos da
matriz em uma fase com um liquido ndo-miscivel. A fase PDMS € a mais usada para a
extracdo na técnica de SBSE, que € bem conhecida na cromatografia a gas por apresentar
termoestabilidade, podendo assim ser usada em um ampla faixa de temperatura (220-320°C),

e possuir propriedades interessantes de difusdo (PRIETO et al., 2010).
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O principio da extracdo por SBSE consiste em dois passos fundamentais: a extracdo ou
enriquecimento dos analitos da amostra para a barra magnética e a retroextracdo ou dessorcao
dos mesmos da fase polimérica para o sistema cromatografico. A extracdo por SBSE pode ser
realizada em dois modos: a) imerso na amostra e b) Na forma de Headspace, como mostrado na

Figura 8.

Figura 8- Modos de extracdo na técnica de SBSE: a) imerso e b) Headspace.

—

(b)

Fonte: PRIETO et al. (2010).

A técnica de SBSE é constituida por barras de agitacdo magnética (twister) incorporadas
dentro de tubos de vidro selados e revestidos no exterior que podem contar com dois tipos de
fase: PDMS (Polidimetilsiloxane) e PEG (PolietilenoGlicol). O volume substancial envolvido de
PDMS, comparativamente as fibras de SPME (até 0,5 pL para espessuras de filme de 100 um),
promove uma razdo de fase menor entre a fase polimérica e o volume da amostra, favorecendo o
aumento da capacidade de adsor¢do, podendo nesta circunstancia serem alcangadas recuperacoes
quantitativas por SBSE, em particular para solutos apolares. Esta abordagem torna possivel
incrementar a sensibilidade num fator compreendido entre 50 e 250 vezes, quando comparado
com a técnica de SPME, conseguindo diminuir muitas vezes os limites de detecdo para niveis de
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sub-tracos (ppt) (NOGUEIRA, 2012). A técnica de SBSE, especialmente utilizando o twister
com fase PDMS, mostrou-se eficaz quando se deseja quantificar compostos em quantidades de
tracos em amostras com caracteristicas apolares a médio polar, contendo compostos volateis e
semi volateis, especialmente em matrizes aquosas. De acordo com Nogueira (2012), a eficiéncia
da técnica pode ser afetada pela complexidade da matriz analisada, portanto é imprescindivel o
uso de otimizacdo e validacdo de metodologias de extracdo, a fim de determinar o

comportamento analitico da amostra.

A técnica de extragdo por SBSE classica por muito tempo utilizou twisters de fase
PDMS devido a suas caracteristicas especiais como possibilidade de trabalhar em temperatura
ambiente (temperatura de transicdo vitrea <40°C), estabilidade térmica (> 350°C) e excelente
difusividade e permeabilidade, sendo considerado a melhor fase extratora para o0 SBSE
(BALTUSSEN et al., 2002). No entanto, a fase PDMS possui limitagdes, como o baixo poder de
recuperagcdo de compostos com alta polaridade (DAVID et al., 2019). Na busca de suprir essa
deficiéncia encontrada com a fase PDMS novos revestimentos foram desenvolvidos. Um dos
revestimentos desenvolvidos, para uma maior recuperacdo de compostos altamente polares, foi o
filme com fase de Polietilenoglicol (PEG), conhecida comercialmente como EG silicone
(GILART et al., 2013).

A predilecdo da fase EG-silicone por compostos mais especificos, com caracteristicas
polares, foi avaliada por Aparicio et al., (2017) que usaram com sucesso uma barra de agitacao
revestida com silicone EG com velocidade de agitacao reduzida (600 rpm) para uma ampla gama
de poluentes prioritarios incluindo compostos perfluorados, plastificantes, nonilfendis,
retardadores de chama de alquilsulfonatos lineares (LAS), produtos farmacéuticos e filtros UV,

compostos esses com caracteristicas polares.

Nos ultimos anos, vém sendo desenvolvidas fases alternativas para o revestimento de
twister para extracdo de SBSE com a finalidade de aplica-las na extracdo de solutos mais polares
(DAVID et al., 2019). Parte desse interesse é catalisada pela necessidade de desenvolver
métodos para poluentes emergentes mais polares, como pesticidas polares, residuos de produtos

farmacéuticos e produtos de higiene pessoal (GILART et al., 2013).

31



3.5 Identificacdo e quantificacdo de compostos volateis

A identificacdo dos compostos volateis de amostras peculiares ¢é feita basicamente pelo
uso de espectrometria de massas acoplado ao cromatografo gasoso mais as informacoes
fornecidas por indices de retencdo e uso de padrdes puros analisados sob as mesmas condigdes
cromatograficas. No espectrdmetro de massas, 0 analito recém eluido da coluna cromatogréafica
sofre a acdo de uma fonte ionizante, fragmentando-se em ions, onde sdo encaminhados ao
analisador para classificacdo e quantificacdo de acordo com sua razdo massa/carga, fornecendo
um espectro de massas que € caracteristico de cada composto. Os compostos volateis presentes
na amostra sao identificados por comparagdo dos espectros obtidos com os espectros de massas
de substancias puras arquivados em bases de dados especificos como o do Banco de Dados do
NIST (FRANCO, JANZANTTI 2004; LANGCAS, 1993; MCLAFFERTY, 1994).

O espectrometro de massas € acoplado ao final da coluna cromatogréfica, de onde os
componentes previamente separados emergem diretamente para a cadmara de ionizacdo, onde
sofrem uma fragmentacdo gerando ions que sdo analisados e representados pelo espectro de
massas. As fontes de ionizacdo mais comumente utilizadas sdo as de impacto de elétrons e de
ionizacdo quimica. As moléculas dos componentes sdo segmentadas e seguem para o analisador
de massas, onde sdo detectadas e identificadas. Normalmente, os detectores quadrupolos e ion
trap (armadilhas de ions) sdo utilizados como analisadores de massas (SKOOG, 2009).

A identificacdo dos compostos volateis é obtido através do indice de retencdo. Esse
indice, € um componente obtido por interpolacdo, relacionando o tempo de retencdo do
componente em estudo com o tempo de retengdo de dois padrdes, geralmente hidrocarbonetos
eluidos antes e ap6s o pico do composto de interesse. Para a determinacdo dos indices de
retencdo geralmente uma mistura padrdo de n-alcanos € injetada no sistema CG-EM operando
nas condi¢Bes cromatogréaficas idénticas das amostras e seus respectivos tempos de retencdo sao
utilizados como padrdes externos de referéncia para o célculo do indice de Kovats (1) e do indice
de retencdo linear (LRI - Linear Retention Index) em conjunto com o tempo de retencéo de cada
substancia de interesse (INCZEDY et al., 1998; JENNINGS, SHIBAMOTO, 1980).

A quantificacdo dos compostos volateis pode ser desenvolvida por padronizag@es internas

ou externas. Na interna, uma pequena gquantidade de uma substancia (padrao interno) € inserida

32



em cada padrdo e amostra e a razdo entre as areas do pico do analito e do padrdo interno
funcionam como pardmetro analitico. Na padronizacdo externa, sdo realizadas uma série de
solucdes-padrdo de composices semelhantes a concentragdo do analito da amostra. Um grafico
em funcéo da concentragdo é obtido utilizando a altura dos picos, onde pode ser encontrado no
cromatograma dos padrdes. A curva atingida deve ser uma reta que passa pela origem e a

concentracdo da amostra € gerada a partir da equacgéo dessa reta (RIBANI, LANCAS, 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado de acordo com a sequéncia apresentada no fluxograma

da Figura 9.

4.1 Matéria-Prima

Neste trabalho foram utilizadas as polpas das duas variedades de tangerina (Murcott e
Ponkan). Os frutos foram comprados no CEASA — Centro de Abastecimento de Aracaju. A
selecdo da fruta foi realizada visualmente através da integridade fisica, coloragdo, buscando uma
maior homogeneidade no estadio de maturacdo maduro. Foi feita a higienizagdo da fruta e logo
em seguida foram despolpados e as polpas homogeneizadas em um liquidificador e armazenadas
sob refrigeracdo para manter o maximo de integridade possivel. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

Figura 9- Fluxograma experimental
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4.2 Métodos
421 Umidade

A umidade das amostras foi determinada em triplicata pelo método gravimétrico, onde
foi usada balanca analitica com precisdo de 0,0001g, utilizado cadinho de porcelana e estufa de
circulacdo de ar (Marconi MA035/2) sob temperatura de 105°C até peso constante. O teor de
umidade foi expresso em gramas de agua para 100g de amostra. A determinacdo de umidade foi
segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.2.2 Cinzas
Foram utilizados cadinhos de porcelana previamente tarados a 500°C em mufla, nos quais
forma pesados 5g da amostra. Inicialmente a amostra foi incinerada em placa aquecedora e

posteriormente colocada na mufla. A pesagem foi feita até a obtencdo do peso constante (IAL,
2008).

423 pH
Foi utilizada a medicdo pelo potencidbmetro diretamente na amostra. Foi pesado 10g da
amostra diluida em 100mL de agua destilada. A mistura foi homogeneizada e posta em contato

com o bulbo do pHmetro ( Marca: Hanna), previamente calibrado com solu¢des tampéo 4, 7 e 10
(1AL, 2008).

4.2.4 Atividade de Agua
A atividade de agua foi determinada através do equipamento Aqualab (Dew Point
4TEV), com metodologia prevista pela AOAC (2007).

4.2.5 Proteinas
A determinacdo foi feita pelo método de Kjeldahl onde foi pesado 2g da amostra, na qual
a matéria organica foi decomposta pelo &cido sulfirico e mistura catalitica. A amostra foi
digerida em tubos digestor e a titulacdo foi feita com acido cloridrico (0,1M). O fator de

correcdo utilizado para transformacao do nitrogénio em protidios foi de 6,25 (1AL, 2008).

4.2.6 Lipideos
Foram pesados 2g da amostra em cartuchos para Soxhlet e foi deixado em refluxo por

periodo de 6 horas em baldes de fundo chato previamente tarados em estufa a 105°C. O solvente
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utilizado foi o éter etilico. O baldo com o extrato foi transferido para estufa a 105° C até peso
constante (1AL, 2008).

4.2.7 Solidos Solaveis (°BRI1X)
Foi colocada uma amostra homogeneizada sob o refratbmetro portatii (MOD TR-30
ATC), previamente calibrado com &gua destilada. A leitura foi feita e observada temperatura da

amostra para adicionar fator de correcéo, metodo descrito no item 315/1V ( AL, 2008).

4.2.8 Acidez
A determinacdo da acidez foi realizada através da titulacdo potenciométrica com NaOH
0,1M, tendo o ponto de equivaléncia pela medida do pH da solucdo na faixa entre 8,2- 8,4.
Método 311/1V, descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.2.9 ldentificacdo da composi¢do quimica e dos compostos

4.2.9.1 SBSE
A extracdo utilizando a técnica de stir bar sorptive extraction (SBSE) foi realizada
seguindo metodologia otimizada e validada por Herrera et al., (2016), onde foram colocados 10
mL da amostra em um vial de 40 mL e utilizando os twisters: o de polidimetilsiloxano Apolar
(PDMS-Apolar) e o EG-Silicone (Polar), sendo a extracdo feita em dois métodos: submerso e
headspace. Em seguida, o vial foi levado a uma chapa magnética, na qual a amostra ficou sob
agitacdo por 1 hora em 1000 rpm.

Os compostos volateis capturados pela técnica de SBSE foram desorvidos no sistema
através de uma TDU (Thermal Desoption Unit) da marca GERSTEL (Germany), com a seguinte
programacdo: CIS: Temp. inicial: -100°C; Delay: 0,01 min; Taxa de temp.: 10°C/s; Temp. final:
230°C; TDU: Temp. inicial: 40°C; Delay: 0,10 min; Taxa de temp.: 60°C/min; Temp. final:
230°C; Tempo de espera: 3min; Temperatura da Transferline: 250°C; Sample mode: Standard;

Mode de fluxo: Splitless.

As amostras foram analisadas em cromatdgrafo a gas da marca Agilent (Modelo 7890B
GC System) acoplado a espectrdometro de massas da marca Agilent (Modelo 59772 MSD) com
coluna apolar HP-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O indice de retencdo dos compostos foi

calculado com a injecdo de uma série de alcanos (C7-C30) nas condicdes analiticas idénticas e a
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comparacdo dos espectros foi realizada com a ajuda da biblioteca do NIST. A temperatura inicial
foi de 35° C durante 10 minutos, tendo uma faixa de temperatura analitica de 50° C a 260° C, a
uma taxa de 5°C/min. A temperatura na fonte de ions foi de 280° C e a temperatura no MS
quadrupolo foi de 150° C.

4.2.9.2 SPME

A extracdo dos compostos volateis da tangerina foram extraidos por SPME ocorreu
conforme metodologia de Yu, et al. (2017), onde foram transferidos 2 g de polpa para um vial de
20 mL contendo 0,2 g de cloreto de sédio (NaCl), 10 mL de agua destilada e uma barra de
agitacdo magnética. Em seguida, o vial foi selado com um septo de silicone e imerso em um
banho de &gua a temperatura constante de 40 °C. A amostra foi continuamente agitada durante
10 min a 40°C, para atingir o equilibrio, antes de expor a fibra ao headspace. Apos o periodo de
equilibrio, a fibra foi exposta ao headspace do vial durante 30 minutos a fim de adsorver os
compostos volateis da amostra. Durante o processo de extracdo, a amostra permaneceu em
agitacdo e a temperatura de 40°C. Posteriormente, a fibra foi recolhida para dentro do holder e
introduzida no injetor do cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas e mantida

durante 7 min para a dessorcdo completa dos compostos volateis da tangerina.

Os compostos volateis foram injetados em um cromatdgrafo a gas (marca AGILENT
modelo 7980C) acoplado a um espectrometro de massas (MS), voltagem de ionizagdo de 70 eV.
Os compostos foram separados em coluna capilar: DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). As
condicdes utilizadas no sistema do GC-MS foram: temperatura inicial do forno 40°C,
aumentando-se 4°C por minuto até atingir 230°C, para em seguida subir até 260°C, a uma taxa de
100°C por minuto e permanecendo nessa temperatura por 11,70 minutos, totalizando um corrida
de 60 minutos. A temperatura do injetor foi fixada em 250°C. Foi empregado hélio como gas de
arraste na vazao de 1,0mL por minuto no sistema de injecdo splitless. A temperatura da linha de
transferéncia foi de 260°C e a faixa de “scanning” de massa foi de 35 a 350 u.m.a. Os compostos
foram identificados através da comparacdo dos espectros de massas com o banco de dados
“NIST” (National Institute of Standards &Technology, E.U.A) e pelos indices de retencdo linear,
calculados com base nos tempos de retencdo de uma série de n-alcanos, analisados nas condi¢Ges

idénticas de separagéo.
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4.10 Analises estatisticas
Os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica foram tratados estatisticamente

pela analise de variancia (p<0,05) utilizando o programa STATISTICA 12.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo quimica das tangerinas Ponkan e Murcott.
Os resultados obtidos para as analises fisico-quimicas para as duas variedades de

tangerinas estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1- Caracterizagdo quimica das tangerinas ‘“Ponkan” ¢ “Murcott”

Caracteristicas Ponkan Murcott

Acidez (%) em acido citrico 0,576% + 0,025 1,406° + 0,083
pH 3,9832+0,006 3,153+ 0,175
aw 0,985 + 0,001 0,981% + 0,004
Teor de solidos soltveis (°Brix) 8,017+ 0,182  7,033"+ 0,061
Ratio 13,9112+ 0,344  5,012°+ 0,314
Umidade (%) 89,74* + 0,003 88,31° + 0,008
Lipidios (%) 0,65+ 0,001 0,82° + 0,0003
Cinzas (%) 0,49% £ 0,0003 1,00° + 0,001
Proteinas (%) 4,822+ 0,010 4,16% + 0,005

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de significancia.

Como exposto pela tabela 1, as variedades de tangerina Ponkan e Murcott diferiram
significativamente entre si para os valores de acidez, pH, teor de sélidos soluveis, umidade,
lipideos e cinzas. A acidez, calculada em relacdo ao acido citrico, das polpas de ponkan e
murcott apresentaram a maior diferenca, nos valores, entre os parametros analisados, indicando
que a tangerina murcott possui uma maior acidez quando comparada a ponkan. O teor de acidez
elevado para a tangerina murcott pode ser explicado em funcdo do grau de maturagdo do fruto,
uma vez que a medida que o fruto amadurece o teor de acido citrico diminui, assim sendo pode-
se constatar com resultado que a variedade murcott apresentava um estado de maturagdo “de
vez”, quando comparado ao estagio de maturagdo maduro da ponkan. Os valores de pH e teor de
solidos sollveis encontrados por este trabalho para a variedade ponkan estdo em concordancia
para o reportado por Belo et al., (2018) para esta mesma variedade com valores de pH e teor de
solidos solaveis de 4,12 e 8,017, respectivamente e para a tangerina mucorte com os valores
encontrados por Pacheco et al., (2017) de 4,1 para pH e 12,6 para sélidos solaveis.

Melo et al. (2013), afirmaram que a relagdo entre sélidos soluveis e acidez, conhecida
como ratio, € um importante indicativo de sabor pois reflete a proporcdo entre agucares e acidos

dos frutos. Para as variedades estudadas nesse trabalho os valores de ratio para ponkan e murcott
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foram de 13,9 e 5,012, respectivamente. Estes valores indicam que a tangerina ponkan
encontravam-se dentro do padrdo de qualidade para 0 consumo humano que recomenda minimo
de 9,0 para a de relagdo solidos solUveis/acidez total titulavel para frutas citricas, enquanto que a
tangerina murcott apresentou um ratio muito baixo em decorréncia de sua alta acidez
(CEAGESP, 2011).

Para o conteudo de lipideos, umidade e cinzas, as variedades de tangerina apresentaram
diferenga significativa entre si, como apresentado na tabela 1. No entanto, os valores estéo
similares aos reportados em outros trabalhos encontrados na literatura para as duas variedades,
como os reportados por Belo et al., (2018), Pacheco et al., (2017) e Sdiri et al., (2012) nas faixas
de 0,3 — 0,9% para lipideos; 4-5% para proteinas e 0,5-1,5% para cinzas. As variacdes no
contetdo desses componentes ocorrem devido ao fornecimento de nutrientes por parte do solo,
condicdes de plantio e desenvolvimento.

5.2. Perfil volatil das tangerinas Ponkan e Murcott por SPME

Os compostos volateis extraidos para as tangerinas Ponkan e Murcott por SPME,
utilizando a fibra DVB/CAR/PDMS, séo apresentados na tabela 2. No total foram identificados
35 compostos na variedade Ponkan e 38 compostos na variedade Murcott, sendo em sua maioria
terpenos. ésteres, aldeidos e alcoois. Os dois maiores compostos encontrados na Ponkan foram o
D-Limoneno e o y-Terpineno, totalizando aproximadamente 80% da é&rea relativa do
cromatograma. Ja na Murcott, o composto majoritario foi o D-Limonene, correspondendo a mais
de 90% da composicdo do perfil volatil. Quando comparado a outros estudos sobre a
composicao volatil dessas variedades de tangerina encontrados na literatura, o numero de
compostos encontrados foi maior, como por exemplo o trabalho de Perez et al., (2006) que
encontraram 32 compostos em uma variedade de tangerina Hernandina e Dhamawan et al.,
(2007) que identificaram 42 compostos em um cruzamento de variedades de tangerinas.

Moshonas & Shaw (1997) introduziram o primeiro estudo para desvendar a natureza do
suco da tangerina. Com 15 variedades de tangerina, eles geraram um banco de dados e
identificaram 42 compostos volateis importantes para o sabor da fruta como o limoneno,
mirceno, linalol e y-terpeno. Elmaci & Altug (2005) relataram que o limoneno e o y--terpineno
eram responsaveis por aproximadamente 88 % dos volateis na variedade das tangerinas turcas.
No presente estudo, na variedade da Ponkan também foram encontrados estes mesmos

compostos em maior quantidade e na variedade da Murcott o D-limoneno predominou. De
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acordo com o trabalho de Yu et. al., (2017), a Murcott apresentou alto nivel de limoneno

(92,29%) e uma baixa quantidade de y--terpineno. J& a Ponkan, apresentou quantidades menores

de D-limoneno (79,4%) e de y-- terpineno (4,27%). Esses resultados sdo semelhantes aos

encontrados neste estudo.

Tabela 2- Compostos voléteis identificados nas tangerinas Ponkan e Murcott por SPME

IRLLx IRLca COMPOSTOS PONKAN (X + SD) g"DL;RCOTT (X
Terpenos
941 930 a-pineno 0,85+ 0,31 0,35+ 0,09
981 973  B-pineno 0,35+0,22 1,49 +£0,36
991 986 pB-myrcene 577+ 1,08 ND
1028 1036 D-limoneno 67,77 £ 10,09 90,08 + 2,05
1047 1040 (E)-ocimeno 0,18 £ 0,05 ND
* 1047 8-p-menthadien-1,2-diol 0,11 + 0,02 0,03 +0,01
1042 1051 (Z)-ocimeno 0,03 +0,01 0,01 £ 0,00
1058 1063 y-terpineno 10,52 + 2,34 0,16 £ 0,05
1078 1064 p-cimeneo 0,39 + 0,03 0,24 +0,03
1088 1080 terpinoleno 2,81+0,12 0,44 + 0,04
1100 1109 linalool 1,26 +0,32 1,97 + 0,64
1457 1470 humuleno 0,11 +0,01 0,01 £ 0,00
1182 1172 terpinen-4-ol 0,43+0,14 0,41 +0,17
1172 1176 levomenthol 0,11 +0,08 ND
1195 1190 a-terpineol 0,39+0,10 0,15+ 0,01
1222 1222 (E)-carveol ND 0,01 + 0,00
1229 1236 citronellol 0,33 + 0,06 0,06 + 0,03
1245 1244 D-carvona ND 0,38+0,11
1242 1248 L-carvona ND 0,04 £0,02
1256 1259 3-carvomentenol ND 0,03 +0,02
1300 1294 carvacrol 0,08 + 0,06 ND
1367 1370 a-copaeno ND 0,02 £0,01
1424 1422 caryophylleno ND 0,05+ 0,01
1435 1446 y-elemeno 0,19 + 0,01 0,01 £ 0,00
1453 1459 acetona de geronila 0,19 +0,13 0,04 £ 0,00
1498 1599 a-selineno 0,08 £0,02 ND
1504 1505 cis-a-bisabolene 0,03+0,01 ND
1546 1517 elemol 0,14 + 0,05 0,07 £ 0,04
1622 1621 y-eudesmol 0,92 £0,01 0,02 £0,01
1649 1646 p-eudesmol ND 0,02 + 0,01
Esteres
605 <700 acetato de etila ND 1,44 £ 0,40
998 996 hexanoato de etila 0,19 + 0,06 0,36 + 0,07
1383 1380 hexanoato de hexila 0,04 £0,00 0,03 +0,00
1291 1306 (R)-acetato de lavanda 0,13 +0,05 0,02 £0,00
Alcoois
861 855 1-hexanol ND 0,39+0,14
974 984  1-heptanol ND 0,08 + 0,00
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735 751  3-metil-1-butanol ND 0,19 +0,16
855 852  (Z)-3-hexen-1-ol 0,01 +£0,00 0,30+0,10
1070 1077 1-octanol 0,40+0,14 ND
1272 1180 1-decanol ND 0,13+ 0,07
Aldeidos
799 801 hexanal 0,12 +0,04 0,06 £ 0,02
854 852 (E)-2-hexenal 0,18 £ 0,22 0,09 + 0,04
900 910 heptanal 0,07 + 0,06 0,06 + 0,02
1103 1103 nonanal 0,82 +0,04 0,04 + 0,00
1209 1201 decanal 1,48 +0,29 ND
1407 1405 dodecanal 0,18 + 0,03 ND
Fenois
1444 1463 2,4-di-terc-butilfenol 0,29 £0,01 0,04 £ 0,00

*: N&o encontrado na literatura. ND: N&o Determinado.

Barboni et al., (2009) quantificaram 44 compostos volateis em sucos de vérias tangerinas
hibridas, sendo o limoneno e y-terpineno, 0s compostos de maior contribuicdo no aroma desses
hibridos, sugerindo ainda que a razdo entre esses dois compostos poderia ser usada para
discriminar diferentes hibridos de cruzamentos entre tangerina (Citrus reticulata Blanco) e

Clementine (Citrus reticulata x Citrus sinensis).

Pérez-Lopez et al., (2006) quantificaram 12 volateis do aroma do suco de duas variedades
de tangerinas espanholas e concluiram que o limoneno, mirceno, sabineno, a-pineno e linalol
foram os compostos predominantes nestes sucos. Além disso, eles sugeriram que o limoneno,
linalol, o-terpineol e terpinen-4-ol podem ser utilizados como parametros de controle de
qualidade em sucos de tangerina, uma vez que um aumento no contedo desses dois compostos
podem aumentar devido ao processamento nos sucos, diminuindo a aceitacdo pelo consumidor,
ja que os mesmos sdo caracterizados por aumentarem a intensidade pelo sabor citrico, terpenico,
em frutas citricas, mesmo em pequenas concentracdes. Para este trabalho foram encontrados na
composicdo volatil por SPME a presenca do linalool, a-terpineol e terpinen-4-ol nas duas
variedades de tangerina estudadas, sendo que para a tangerina murcott, a concentracdo do
linalool foi maior (1,97%), em comparacdo a ponkan (1,26%), ocasionando possivelmente uma

maior acidez da polpa de tangerina murcott, como demonstrado nas analises fisico-quimicas.

5.3. Perfil volatil das tangerinas Ponkan e Murcott por SBSE
As extracgdes das duas variedades de tangerina apresentadas neste estudo por SBSE foram
feitas com dois tipos de twister: 0 PDMS e o EG-Silicone; e com cada tipo foram analisados em

duas situagdes: Headspace e Submerso.
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5.3.1 Tangerina Ponkan e Murcott em PDMS — Headspace e Submerso

Os compostos volateis identificados das variedades estudadas neste trabalho por
SBSE/PDMS- submerso e headspace, estdo apresentados na tabela 3. Foram encontrados 52
compostos para a variedade ponkan em ambos 0s modos submerso e headspace. Enquanto que,
para a variedade murcott foram encontrados 37 e 31 compostos volateis nos modos submerso e
headspace, respectivamente. Os compostos majoritariamente encontrados foram o D-limoneno e
linalool, assim como encontrado nas extracbes por SPME realizadas nesse trabalho. Para a
variedade Ponkan as concentrac6es de D-limoneno e linalool foram, no modo submerso, 66,02%
e 10,40%, respectivamente. Enquanto que para o modo headspace as concentracGes desses
compostos foram 56,31% para o limoneno e 13,04% para o linalool. Na variedade murcott foram
encontradas o D-limoneno e linalool, nas concentragdes de 20,40% e 25,48%, respectivamente
no modo submerso. Para 0 método de extracao por headspace, foram encontrados 70,67% para o
D-limoneno e 12,12% para o linalool. Em frutas com caracteristicas citricas, os principais
compostos volateis sdo o limoneno e o linalol, que sdo considerados marcadores volateis de
aroma citrico (TAO et al., 2012).

Nédo foram encontrados trabalhos utilizando SBSE para determinacdo de volateis de
tangerina das variedades ponkan e murcott. A maior parte dos trabalhos desenvolvidos para
andlise de frutas citricas por SBSE foi reportada apenas para a analise de agrotoxicos em laranja
(BLASCO et al., 2002), conservantes em suco de laranja (XU et al., 2013) e tiabendazol em
amostras de citros (TURIEL & MARTIN-STEBAN, 2012).

Um dos pioneiros estudos encontrados foram os realizados por Herrera et al., (2016) que
desenvolveram um método por SBSE para determinacdo de compostos volateis em sucos de
laranja frescos, industriais e da variedade “Nadorcott” de tangerina, onde a condic¢do analitica
mais adequada para a extracdo dos compostos estudados foram: volume de amostra 10 mL,
tempo de extracdo 60 min, velocidade de agitacdo 1800 rpm, NaCl quantidade 30% (peso /
volume) e comprimento do twister 10 mm. O método mostrou-se adequado para a determinacéo
do aroma de suco de laranja, sendo o limoneno o principal composto volatil em todas as

amostras estudadas, mesmo resultado obtido para as variedades de tangerinas estudadas.

Herrera et al., (2016), o limoneno foi o composto volatil mais abundante (acima de 90%

do total) encontrado, e nas trés amostras de suco de laranja frescos, sua concentracdo estava
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acima da faixa linear da curva de calibracdo utilizada para quantificacdo utilizada (acima de
33,00 mg/L). O a-pineno foi encontrado em maior concentracdo na amostra de tangerina em
comparagdo com o0s trés sucos de laranja frescos analisadas. Para este trabalho foram
encontrados valores de area para 0 a-pineno para a ponkan nos modos submerso e headspace
foram 0,12% e 2,67%, respectivamente. Para a murcott, o a-pineno foi encontrado apenas na

amostra por headspace na concentracdo de 0,37%.

As concentracdes de a-terpineol e 4-vinilguaiacol para a tangerina ponkan, neste estudo,
foram de 8,24% para o modo de extracdo submerso e 3,68% para 0 modo de extragdo no
headspace. Enquanto que para a variedade murcott os valores de concentracdo foram de 7,10%
no modo submerso e 2,59% para 0 modo headspace. Uma maior concentracdo do a-terpineol
para a tangerina ponkan pode estar relacionado ao aroma mais suave e com mais notas frutais
citricas, quando comparado ao aroma da tangerina murcott, caracterizado como “menos doce”.
Em relagdo ao 4-vinilguaiacol, este composto foi encontrado apenas na extracdo da tangerina
murcott no modo submerso com uma concentracdo de 3,43%, contribuindo possivelmente para

um aroma menos intenso a nota citrica.

O principal grupo quimico encontrado no suco de frutas citricas sdo os terpenos, com 0
limoneno, um monoterpeno, como principal composto do grupo, cuja concentracdo € de até 40 a
90% da concentragdo total (BRAT et al. 2003; HERRERA et al., 2016). Outros terpenos também
podem ser encontrados no aroma de frutas citricas que podem ser utilizados para caracterizar a
qualidade do seu aroma. O o-terpineol tem sido relatado em suco espremido fresco
proporcionando um aroma frutado e adocicado, mas quando sua concentracdo é alta, devido a
sua formacdo por degradacdo oxidativa do limoneno, contribui com um sabor ndo desejavel
semelhante ao terpénico (BALDWIN et al., 2012). O 4-vinilguaiacol é outro terpeno derivado da
decomposic¢ao do acido fertlico inodoro e contribui para um carater de “fruta velha” e “podre”
quando seu teor é superior a 100 ppb (ROUSSEF et al., 1992; WALSH et al., 1997). Ambos 0s
compostos sdo geralmente considerados como sabores desagradaveis em sucos de laranja e sdo
produzidos por abuso térmico durante 0 processamento ou armazenamento a alta temperatura
(MCGORRIN et al., 2007).
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Tabela 3 - Compostos volateis identificados na tangerina Ponkan e Murcott por SBSE/PDMS-Submerso e Headspace;

IRLLit. IRLcac. COMPOSTOS PONKAN (X + SD) MURCOTT (X = SD)
SBSE-PDMS HSSE-PDMS  SBSE-PDMS HSSE-PDMS
Terpenos
941 934  a-pineno 0,12 £ 0,07 2,67 £0,50 ND 0,37 £ 0,06
981 976  B-pineno 0,18 +0,01 0,39+ 0,05 0,27 £ 0,24 0,55+ 0,54
991 992  B-myrceno 0,62 0,05 1,08 £ 0,02 0,35+0,01 1,65+0,30
1022 1026  o-cymeno 0,12 £ 0,06
1028 1033  D-limoneno 66,02 £ 14,58 56,31 £10,97 20,40 £ 13,13 70,67 £ 16,35
1047 1040 (E)-ocimeno 0,21+0,14 0,69+0,17 ND 0,40+ 0,01
* 1047  8-p-menthadien-1,2-diol ND ND 1,28 + 0,62 ND

1042 1051 (Z)-ocimeno 0,14 + 0,00 0,56 + 0,05 ND 0,17 £ 0,02
1058 1061  y-terpineno 1,96 + 0,10 6,25+ 0,29 ND ND
1088 1090 terpinoleno 0,26 + 0,08 1,57 +0,08 ND 0,49 + 0,06
1100 1103 linalool 10,40 £ 2,81 13,04 £ 2,13 25,48 + 2,30 12,12 +£1,92
1128 1123  (E)-p-2,8-menthadien-1-ol 0,51 + 0,03 0,39+ 0,06 3,92 +0,29 0,39+ 0,02
1138 1138  cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol 0,31 +0,02 0,18 £ 0,04 2,94 +£0,30 0,23+ 0,00
1144 1148 cis-verbenol 0,13+ 0,08 0,07 £ 0,04 ND ND
1172 1176  levomenthol ND 0,08 £ 0,00 ND ND
1182 1181 terpinen-4-ol 2,05+1,01 1,70 £ 0,20 6,65 + 0,02 1,30 +0,31
1195 1195 o-terpineol 8,24 + 1,27 3,68 + 0,30 6,16 £ 0,77 0,83+0,28
1200 1213  carveol 0,04 + 0,03 0,08 + 0,03 4,18 + 0,84 ND
1208 1204  (Z)-carveol 0,28 + 0,08 0,11+ 0,00 0,44 £ 0,05 0,30+0,12
1222 1222  (E)-carveol 1,00 + 0,68 0,42 + 0,06 5,05+0,75 ND
1229 1231 citronellol 1,49 + 0,95 1,05+0,16 1,08 +0,11 ND
1235 1237  metiltimol 0,13+ 0,07 0,35+ 0,06 ND ND
1240 1244 B-citral 0,09 + 0,06 0,08 + 0,04 ND ND
1245 1244  D-carvona 0,02 +0,01 0,30+ 0,02 ND ND
1242 1248 l-carvona 0,48 £ 0,31 ND 0,57 +0,12 ND
1253 1257  geraniol 0,26 = 0,02 0,14 + 0,05 ND ND
1256 1259  3-carvomentenol 0,16 £ 0,00 0,13+ 0,07 0,04 £ 0,00 ND
1272 1279  aldeido de perila 0,52 +0,32 0,32+0,10 ND ND
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<700
1001
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1387
1927
1995
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878
863
751
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1074
1174
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903
957
1106
1207
1308
858
960

carvacrol

a-copaeno
caryophylleno
v-elemeno

acetona de geranila
humuleno
[-eudesmene
a-selineno

Esteres

acetato de etila
hexanoato de etila
(R)-acetato de lavanda
decanoato de etila
hexanoato de hexila
hexadecanoato de metila
hexadecanoato de etila
palmitato de isopropila
Alcoois
(2)-3-hexen-1-ol
3-hexen-1-ol
3-methyl-1-butanol
1-heptanol

1-octanol

1-nonanol

Aldeidos

hexanal

heptanal
benzeneacetaldeido
nonanal

decanal

undecanal
(E)-2-hexenal
(2)-2-heptenal

0,60 + 0,36
ND
0,92+0,19
ND
0,92 +0,20
0,07 +£0,05
0,09 +0,00
0,06 + 0,00

ND
0,29 +0,05
1,07 + 0,00
1,07 £ 0,00
0,06 + 0,00
0,11 + 0,06
0,12 £ 0,07
0,86 + 0,46

0,14 + 0,02
0,09 + 0,03
ND
ND
0,96 + 0,03
0,12 £ 0,07

0,53 £ 0,02
0,05+0,03
ND
0,41 +0,02
0,38+0,19
ND
ND
0,06 + 0,05

0,21 +0,05
ND
0,74+0,14
0,09 £ 0,00
0,53+0,13
0,20 £ 0,00
0,20 + 0,04
0,14 + 0,06

ND
0,73+0,20
ND
0,87 +0,15
0,16 +£ 0,00
ND
ND
ND

0,43+0,18

0,13+0,01
ND
ND

1,21+0,16
ND

0,99 +0,41
0,15+0,05
ND
0,44 +0,13
1,14 + 0,15
0,13 +0,02
0,19+0,12
0,11 +0,00

ND
ND
ND
ND
0,05+0,01
ND
ND
ND

0,14+ 0,01
1,02 +£0,20
1,16 + 0,70
0,29 + 0,05
0,91+0,15
0,06 + 0,02
0,03+ 0,00
ND

5,48 + 0,05
0,04 £ 0,00
3,89+0,24
0,71+0,11
2,32 +0,06
ND

0,68 + 0,02
0,12 + 0,04
0,46 + 0,07
1,46 £ 0,42
ND
ND
0,11 + 0,08
0,24 +0,03

0,03+0,01
ND
0,09 +0,01
NDN
0,01 +0,00
0,09 £ 0,00
ND
ND

1,14 + 0,28
1,05+ 0,08
ND
0,51+0,13
0,88 +£0,21
ND
ND
ND

2,34+1,15
ND

3,81 +2,88
ND

0,67 +0,03
ND

0,72+0,19
0,02 +0,02
ND
1,00 £ 0,23
0,72 £ 0,07
ND
0,03 +0,00
0,02 +0,00
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(E)-2-decenal
(E)-4,5-epoxy-(e)-2-decenal
dodecanal

Acidos

acido acético

acido tetradecandico
acido hexadecandico
Furanos

furfural

furaneol
5-hydroxymethylfurfural
Fendis
2-methoxy-4-vinilfenol
2,4-di-tert-butylphenol
Cetonas
6-methyl-5-hepteno-2-ona

ND
0,15+0,01
0,04 +0,00

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
0,19 £ 0,02

0,14 + 0,08

0,04 +0,00
ND
0,19 +0,03

0,14 +0,01
0,38 +£0,28
0,67 +0,48

ND
ND
ND

ND
0,31+0,03

0,30+ 0,02

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

3,43+1,28
0,31+0,18

0,31+ 0,02

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
0,20+ 0,01

ND

*: ndo encontrado na literatura; IRLit: Indice de retencao linear de literatura; IRLcac: Indice de retengéo linear calculado; SBSE: Stir Bar Sorptive

Extraction; PDMS: Polydimethylsiloxane; HSSE: Head Space Sorptive Extraction.
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Uma combinacdo de mais de 100 compostos contribui para o aroma do suco de diversas
frutas citricas. Estes compostos sdo aldeidos, ésteres, alcoois alifaticos, terpenos, cetonas e
acidos carboxilicos. Os aldeidos contribuem para o aroma de citros com, notas verdes,
gordurosas e metélicas, enquanto os ésteres seriam responsaveis para as notas frutais presentes
em muitos suco citricos frescos (PLOTTO et al., 2008; PEREZ CACHO e ROUSEFF, 2008). Ja
foram reportados na literatura, mais de trinta compostos foram identificados como aromatizantes
em citrus. Entre eles, butanoato de etila, hexanal, hexanoato de etila, octanal, nonanal, decanal,
acetaldeido, etanol, a- pineno e mirceno sdo 0s mais relatados (HINTERHOLZER e
SCHIEBERLE, 1998; BAZMORE et al., 1999; BUETTNER e SCHIEBERLE, 1999, 20012 °;
REGA et al., 2003; MAHATTANATAWEE et al., 2005; ARENA et al., 2006; BERLINET et
al., 2007; OBENLAND et al., 2008, 2009; PLOTTO et al., 2008; QIAO et al., 2008; SELLI e
KELEBEK, 2011; TIETEL et al., 2011; MIYAZAKI et al., 2012; CHUNG et al., 2012). Neste
trabalho foram encontrados compostos pertencentes as classes citadas acima, como por exemplo,
acetato de etila, hexanoato de etila; heptanal; hexanal; nonanal, octanal, 1-heptanol; 3-metil-
1butanol, para todas as variedades de tangerina estudadas.

5.3.2 Tangerina Ponkan e Murcott em EG-Silicone — Submerso e Headspace

Os compostos volateis das duas variedades de tangerinas identificados com o EG-
Silicone no modo submerso e headspace esta descrito na tabela 4. Pode-se observar que a
quantidade de compostos extraidos na fase EG silicone foi menor quando comparado a
quantidade de compostos extraidos com a fase PDMS. Em relacdo a quantidade de compostos
extraidos, a variedade ponkan apresentou uma maior quantidade de compostos extraidos, 26
identificados, pela fase EG silicone no modo submerso, contra 17 identificados, na variedade
murcott. J& para 0 método de extracdo headspace a variedade que teve mais compostos extraidos
foi a murcott, com 32 compostos, enquanto que a ponkan teve 13 compostos identificados. O
composto identificado em maior concentracdo com o EG-silicone foi o limoneno para as duas
variedades, nos dois modos de extragdo headspace e submerso, 59,52% e 73,86%, para a ponkan,
no modo submerso e headspace, respectivamente. Enquanto que, para a variedade murcott as

concentragdes no modo submerso e headspace foram de 60,53% e 52,77%, respectivamente.

Para este trabalho, a quantidade reduzida de compostos extraidos pela fase EG silicone
pode ser explicada, devido a menor presenca de compostos volateis polares na extracdo. Muitos

compostos volateis possuem polaridade intermediaria ou caracteristicas totalmente apolares, o
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que facilitaria sua adsorcdo pela fase PDMS, com caracteristicas apolares. Outra recomendacéo
para 0 EG silicone é a recomendacédo de sua utilizacdo em headspace, imobilizado no liquido (e
usando uma barra de mistura inerte) ou usa-lo em combinagdo com uma barra de mistura PDMS
classica, ja que é menos estavel que o revestimento PDMS cléssico, permitindo assim um maior
poder de extracdo (OCHIAI, et al., 2013).

A fase EG-silicone foi usada com sucesso na extracdo de fendis ndo derivados,
demonstrando uma afinidade superior em comparacdo com o PDMS (CACHO et al., 2013;
CACHO et al., 2014). Esse sucesso na extracao de fenois pode ser comprovado neste trabalho, ja
que para 0 composto 2-methoxy-4-vinylphenol (4-vinilguaiacol) encontrado apenas na tangerina
murcott a concentracdo desse composto (5,47%) foi maior na fase extratora EG silicone com do
que na fase PDMS (3,43%).
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Tabela 4 - Compostos volateis identificados nas tangerinas Ponkan e Murcott por SBSE/EG-Silicone-Submerso e Headspace;

IRLLit. IRLcac. COMPOSTOS PONKAN (X £ SD) MURCOTT (X £ SD)
SBSE-EG- HSSE-EG- SBSE-EG- HSSE-EG-
Silicone Silicone Silicone Silicone
Terpenos
941 934  a-pineno 0,48 +£0,08 3,55+0,18 ND 1,70+ 0,10
1028 1033 D-limoneno 59,52 +17,24 73,86+ 25,75 6053+10,86 52,77 +27,23
1047 1040 (E)-ocimeno ND ND ND 0,29 £ 0,05
* 1047  8-p-menthadien-1,2-diol 4,63 + 0,36 ND 2,46 £ 0,78 0,21+0,01
1058 1061 y-terpineno 2,91 +1,78 3,52+0,21 ND 4,93 +0,79
1100 1103 linalool 7,42 +2,49 7,42 +2,01 9,68 +2,72 6,77 £1,21
1128 1123  (E)-p-2,8-menthadien-1-ol 4,14 £ 0,42 ND ND 0,81 +0,01
1138 1138 cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol 3,23 +1,62 1,53 + 0,08 0,24 £ 0,06 0,56 +0,21
1182 1181 terpinen-4-ol 4,51 +0,86 2,07 +0,35 3,09+0,19 0,96 + 0,88
1195 1195 a-terpineol 7,10+ 2,42 2,52 + 0,66 3,28 +5,79 1,08 £0,13
1208 1204  (Z)-carveol 4,80 + 2,43 1,04 +0,10 0,04 £0,01 0,30 £ 0,02
1220 1213 carveol 4,35+ 1,40 ND ND ND
1222 1222 (E)-carveol ND ND 0,12 £ 0,05 1,89+0,11
1245 1244  D-carvona ND ND 0,03 +£0,00 0,14 £ 0,13
1242 1248 I-carvona 1,66 + 0,06 ND ND ND
1256 1259  3-carvomenthenone ND ND 0,08 £0,01 ND
1272 1279 aldeido de perila ND ND 0,01+ 0,00 ND
1300 1294  carvacrol ND ND ND 0,01 £0,00
1424 1429 caryophylleno ND ND ND 0,03+0,00
1453 1455 acetona de geranila 0,32 +£0,03 ND ND 0,07 £ 0,02
Esteres
998 1001 hexanoato de etila ND 0,05+0,01 0,81 +0,38 0,64 £0,10
1380 1381 decanoato de etila 0,90+0,18 ND 0,01 +£0,00 ND
1383 1387 hexanoato de hexila 0,01 £0,00 0,07 £0,01 0,04 £ 0,00 0,04 £ 0,00

Alcoois
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(2)-3-hexen-1-ol
3-methyl-1-butanol
1-heptanol
1-octanol

Aldeidos

hexanal

heptanal

octanal
benzeneacetaldeido
nonanal

decanal

undecanal
dodecanal

Acidos

acido acético

acido hexadecanoico
Furanos

furfural

furaneol

5-hydroxymethylfurfural

Fenois

2-methoxy-4-vinifenol

2 4-di-tert-butilfenol
Cetonas

6-methyl-5-hepteno-2-ona

ND

ND

ND
3,26 £ 0,27

1,25 + 0,02
ND
ND

1,17+0,99

0,60 + 0,02
ND
ND

0,17 + 0,05

ND
1,78 + 0,81

9,72 +233
2,41+0,18
8,40 + 1,07

ND
0,34 + 0,04

0,63 +0,03

ND

ND

ND
1,99 + 0,38

ND
ND
ND
ND
1,05 + 0,52
1,46 £ 0,26
ND
ND

ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND

ND

ND
0,02 +0,01
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

1,76 £ 0,31
ND

ND
ND
ND

5,47 £ 0,97
ND

ND

2,22 +0,56
1,64 +0,13
0,34 + 0,02
0,75+ 0,02

ND
1,24 + 0,66
0,31+0,01

ND
0,53 £ 0,04
0,28 + 0,04
0,04 £ 0,00
0,02 +0,00

1,84 £ 0,05
ND

0,33+ 0,08
ND
ND

ND
0,25+ 0,02

9,41 + 3,84

*: n3o encontrado na literatura; IRLit: Indice de retencdo linear de literatura; IRLcac: Indice de retencéo linear calculado; SBSE: Stir Bar Sorptive
Extraction; PDMS: Polydimethylsiloxane; HSSE: Head Space Sorptive Extraction.
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5.4. Comparacao entre as técnicas de SPME e SBSE

A caracterizacéo e diferenciacdo da variedade ou origem dos frutos e produtos derivados
pela andlise de sua composigdo volatil tém sido amplamente relatadas. Portanto, a escolha da
técnica de extracdo desses compostos, € uma das etapas mais importantes na analise do aroma. A
depender da técnica é possivel atingir uma recuperacdo maior dos compostos que formam o
aroma da amostra e assim obtendo um perfil volatil mais fiel ao aroma real da amostra. Ao longo
dos anos, as técnicas de extracdo de compostos volateis vém evoluindo, com o objetivo de
aumentar seu poder de extracdo e eliminar a utilizacdo de solventes quimicos. Nesse contexto,
duas técnicas de extracdo vém ganhando atencdo devido a sua capacidade de extracdo, sao elas
SPME e SBSE.

A maioria das pesquisas tem se dedicado a andlise do HS com o SPME (RIU-
AUMATELL et al., 2004; STEFFEN e PAWLISZYN, 1996; WANG et al., 2009) e em menor
extensdo, com o SBSE ( BICCHI, CORDERO, LIBERTO, SGORBINI, & RUBIOLO, 2008).
Logo, estudos comparativos entre as duas técnicas podem fornecer melhores informacdes sobre o
aroma e ajudar na escolha de qual extrag&o utilizar.

Pode-se observar, como apresentado na figura 10, que neste trabalho a quantidade de
compostos extraidos foi maior na técnica de SBSE, quando comparado a técnica de SPME.
Foram extraidos pela técnica de SPME 35 compostos para a variedade Ponkan e 38 para a
variedade Murcott. Enquanto que, para a técnica de SBSE foram extraidos 52 compostos
utilizando o twister PDMS para a variedade Ponkan e 37 compostos para a variedade Murcott no
modo submerso e 31 compostos no modo headspace para nesta mesma fase extratora. Para as
andlises com a fase EG silicone os resultados foram inferiores a todas as outras técnicas, ja que
foram extraidos apenas 26 compostos no modo submerso e 13 compostos no modo headspace
para a variedade Ponkan. Ja para a variedade Murcott, nesta fase, foram 17 compostos no modo
submerso, nimero abaixo do encontrado para o0 mesmo modo de extracdo na fase PDMS,
entretanto, para 0 modo de extracdo headspace utilizando fase EG, a quantidade de compostos
foi similar ao encontrado nesse mesmo modo de extragédo para a fase PDMS.
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Figura 10- Gréafico de quantidade de compostos extraidos por técnica de separagédo
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A maior capacidade de compostos volateis extraidos pela extracdo por SBSE pode ser
explicada devido ao maior volume da fase polimérica utilizado na SBSE, com esta técnica €
possivel obter maiores recuperacdes, maior capacidade de amostragem e menores limites de
deteccdo em comparacdo com o SPME (BICHI et al., 2002; POOP et al., 2003; MAGGI et al.,
2008).

As maiores recuperagdes dos compostos obtidas com a técnica SBSE-PDMS em
comparacdo com aquelas obtidas com a fibra de SPME-PDMS séo exclusivamente devidas ao
maior volume de revestimento polimérico. Ambos os sistemas operam no modo de sor¢édo, e 0
enriquecimento é controlado pelas constantes de particionamento de agua (orvapor) /PDMS dos
analitos. Para este trabalho os maiores valores de recuperacdo por classe de compostos pode ser
observado nos gréaficos das figuras 11 e 12 por técnica de extracao.
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Figura 11- Recuperacgdo das classes de compostos de aroma para a técnica de SPME.
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Figura 12- Recuperacdo das classes de compostos de aroma para a técnica de SBSE.
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Vérios autores observaram que as fibras mais eficazes de SPME, com recuperacédo
simultaneamente alta de analitos apolares e polares, eram aguelas contendo PDMS (operando no
modo de sor¢do) com um ou dois outros componentes (DVB ou Carboxen), operando
principalmente no modo de adsor¢do (BICCHI et al., 2002; ROBERTS et al., 2000). Este
fendmeno depende principalmente das caracteristicas fisicas da superficie do adsorvente, de sua
interacdo especifica com cada analito e das interagbes mudtuas competitivas entre os analitos e o
adsorvente. HSSE e SBSE geralmente d&o boas recuperacdes qualquer que seja a natureza dos
compostos e, embora PDMS seja um polimero de polaridade relativamente baixa, discrimina
menos do que os analitos de SPME com diferentes estruturas e polaridades amostradas de uma
matriz complexa ou 0s mesmos analitos amostrados de diferentes matrizes (BICCHI et al. 2002).

A eficiéncia de recuperacdo dos compostos, entre as técnicas, pode ser observada pela
concentragdo dos compostos que caracterizam a qualidade e especificidade do aroma da

tangerina e de outras frutas citricas, como pode ser observado nas figura 13 e 14.
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Figura 13- Recuperacdo dos compostos de aroma para a variedade Ponkan
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Outra vantagem da técnica de SBSE é sua capacidade de retencdo de compostos volateis
e semi-volateis por trabalhar nos modos de extracdo submerso e headspace. Permitindo assim
uma maior capacidade de reter diferentes compostos. Caso contrario acontece na SPME, onde
guando um composto € adsorvido na fibra em grande quantidade, acaba por gerar uma
competividade no fase da fibra dificultando a adsor¢éo de compostos em concentragdes menores
(GILART et al., 2013).
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Figura 14- Recuperacdo dos compostos de aroma para a variedade Murcortt
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Apesar das diversas vantagens do SBSE ainda é dificil encontrar pesquisas que tratem da
analise direta do suco de frutas - uma matriz que contém tanto volateis quanto semivolateis. De
fato, as aplicacGes mais notaveis desta técnica para matrizes aquosas foram para o café (BICCHI
et al., 2002), uisque, (DEMYTTENAERE, SANCHEZ MARTINEZ, VERHE, SANDRA, & DE
KIMPE, 2003) sendo também aplicado em matrizes sélidas como fruta crua (MALOWICKI,
MARTIN, & QIAN, 2008; SALINAS, ZALACAIN, PARDO e ALONSO, 2004).

Bicchi et al., (2002) avaliando a eficiéncia das técnicas de SBSE e SPME para a analise
de café arabica normal e torrado encontraram que as barras de agitacdo PDMS sempre
mostraram maior capacidade de concentracdo do que as fibras de SPME aplicadas. As
recuperacdes de barra de agitacdo estdo entre 20 e 80 vezes mais altas comparadas aquelas da
fibra HS-SPME PDMS, o que foi inteiramente devido ao maior volume de revestimento de
PDMS.

Uma das vantagens das barras de agitacdo PDMS é que elas podem ser usadas
indiferentemente para SBSE ou HSSE sem afetar a eficacia da amostragem, proporcionando

assim correlacao entre a composi¢do do espaco de topo e da amostra, em particular entre aqueles

57



componentes com volatilidades diferentes caracterizando a matriz organoléptica com

caracteristicas como, por exemplo, cheiro e sabor (DAVID et al., 2019).

A principal desvantagem da técnica de SBSE é sua pouca variedade de fases disponiveis
comercialmente para a extracdo, apenas duas (PDMS e EG Silicone). No entanto essa é uma das
vantagens da técnica de SPME, a possibilidade de utilizacdo de uma ampla gama de
revestimentos para extracdo. Na pratica, entretanto, o PDMS ¢ a fase mais popular no modo de
imersao, enquanto o DVB/Carboxen/PDMS é frequentemente usado no modo de headspace para
compostos volateis. Outros polimeros comercialmente disponiveis sdo pouco utilizados
(HAWTHORNE et al., 2009; WANG et al., 1996).

Concluindo, ambas as técnicas sdo simples e faceis de automatizar e ndo requerem
qualquer etapa preliminar de preparacdo de amostras, evitando o uso de solventes toxicos ou
prejudiciais a0 meio ambiente As barras de agitagdo PDMS mostraram melhor capacidade de

concentracdo do que todas as fibras SPME.
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6. CONCLUSAO

De um modo geral, diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir em

relacdo aos objetivos especificos deste trabalho que:

A caracterizagdo quimica mostrou-se dentro das faixas encontradas para cada
parametro analisado na literatura, exceto pela acidez da Murcott que apresentou valor
muito abaixo do demonstrado em outros trabalhos para essa variedade;

Foram extraidos por SPME e identificados para a variedade Ponkan 35 compostos
volateis e para a variedade Murcott, 38 compostos;

Para as extracBes por SBSE foram extraidos e identificados para a Ponkan 52
compostos para ambos 0s modos submerso e headspace para a fase PDMS enquanto
que para a fase EG silicone foram encontrados 26 e 13 compostos, nos modos
submerso e headspace, respectivamente;

Para as extragdes por SBSE foram extraidos e identificados para a Murcott 37 e 31
compostos para os modos submerso e headspace, para a fase PDMS, respectivamente.
Enquanto que para a fase EG silicone foram encontrados 17 e 32 compostos, nos
modos submerso e headspace, respectivamente;

A melhor fase extratora na técnica SBSE foi a PDMS, que extraiu mais compostos
que a fase EG silicone;

A SBSE provou ser uma técnica, mais eficiente que a SPME na recuperacdo dos

compostos volateis das duas variedades de tangerina.
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