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Resumo

A atencdo de pesquisadores em relacdo aos atributos sensoriais de macéds e
derivados tem sido crescente com o intuito de obter maior aceitacdo pelos
consumidores. Atributos como sabor, odor e aroma provenientes do perfil de
compostos volateis (CV) estédo envolvidos e determinam a qualidade tanto da fruta in
natura, quanto de seus derivados, como 0 suco. Técnicas analiticas como a destilagéo
e extragdo com solventes, podem ocasionar degradacdo térmica e extracdo
simultinea de contaminantes, prejudicando a acuracia da andlise de CV de frutas,
logo, o emprego de uma técnica de analise menos onerosa e limpa se faz necesséario.
Os objetivos deste trabalho foram fazer uma revisdo da literatura sobre a
microextracdo em fase soélida do headspace combinada a andlise por cromatografia
em fase gasosa (HS-SPME/GC-MS) ressaltando suas vantagens e apresentar as
aplicacOes praticas dessa técnica e impactos na qualidade da maca e seus derivados
poés-colheita. Este artigo demonstrou que a HS-SPME é rapida, precisa, facilmente
empregada e mais adequada, tanto do ponto de vista ambiental quanto econémico
para a andlise dos biomarcadores volateis caracteristicos de odor e aroma de macéas e
derivados.

Palavras-chave: armazenamento, aroma, atributos de qualidade.

1. Introducéo

Os alimentos sado constituidos por indmeras substancias quimicas inorganicas e
organicas ndo volateis, como &agua, sais minerais, cinzas, lipideos, proteinas,
carboidratos, entre outros compostos. Por outro lado, a constituicdo quimica
relacionada ao odor e aroma dos alimentos é composta por substancias volateis ou
semivolateis (RISTICEVIC et al., 2009). Conforme mencionado por Bangerth, Song e
Streif (2012), os volateis do aroma sdo um atributo importante do sabor em quase
todas as frutas das arvores. Esses autores mencionam que fisiologistas e bioquimicos
foram os primeiros interessados nos volateis do aroma ha um século (POWER;
CHESTNUT, 1920), porém estavam mais preocupados com a composi¢ao e estrutura
guimica desses compostos do que com seu impacto no sabor da fruta e na percepcao
do consumidor (BANGERTH; SONG; STREIF, 2012). De acordo com esses autores, 0
mercado atacadista e varejista e até mesmo o0s horticultores s6 recentemente
descobriram os volateis e os aromas como indices de qualidade importantes para a
satisfazer as demandas dos consumidores e/ou promover as vendas.
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Somente com o advento da cromatografia gasosa (GC), na segunda metade do século
XX, foi possivel obter avancos significativos na analise da fracdo volatil. Um progresso
real referente a composi¢cdo quimica e as vias biossintéticas dos volateis do aroma foi
alcancado somente nas décadas de 60 e 70 (DRAWERT et al.,, 1968; DRAWERT,
1975; PAILLARD, 1979). Em meados do século XXI, foi estabelecido por Fellman et al.
(2000) que o metabolismo de acidos graxos e aminoacidos ramificados podem servir
como precursores para a biossintese de volateis de aroma em frutas.

Com a ajuda de GC combinada com a espectrometria de massa, foi possivel identificar
centenas de compostos volateis. Além disso, o estabelecimento de “limiares olfativos”
proporcionou a oportunidade de categorizar esses compostos de acordo com sua
importancia sensorial. 1sso reduziu 0 nimero de compostos considerados importantes
sensorialmente, mas aumentou as demandas por instrumentagdo sensivel e de alta
resolugdo porque os limiares olfativos e as taxas de producdo de alguns desses
compostos pareciam ser muito baixos (BANGERTH; SONG; STREIF, 2012). Em
magas, por exemplo, mais de 300 compostos volateis foram identificados e destes,
apenas 30 a 40 sdo considerados como compostos de impacto de sabor
(CUNNINGHAM et al., 1986). Nessas frutas, o impacto de varios tratamentos pré e
pés-colheita nas taxas de producdo da maioria desses compostos volateis é afetado
em um grau semelhante, sugerindo-se que muitos compostos volateis sdo derivados
de vias bioquimicas semelhantes (BANGERTH; SONG; STREIF, 2012). No entanto,
Brackmann, Streif e Bangerth (1993) reportaram que a producdo de éster ramificado e
ndo ramificado em magd armazenada com oxigénio ultrabaixo (ULO) foi
diferentemente afetada por diferentes pressdes parciais de CO, na atmosfera de
armazenamento. Desse modo, com o emprego de metodologias experimentais, foi
possivel obter um conhecimento mais aprofundado sobre os efeitos dos
procedimentos na producdo, armazenamento e manuseio relacionados a emissao de
aromas volateis em varias frutas (BANGERTH; SONG; STREIF, 2012).

Em relacdo a analise dos compostos presentes nas frutas, procedimentos para
isolamento objetivando ao menos sua identificacdo, além da sua quantificacdo, foram
estabelecidos para aproveitar sua volatilidade. Muitas vezes, as técnicas
convencionais de preparo de amostras para que a analise seja representativa de
aroma e sabor sdo morosas ou apresentam modificagbes no perfil dos compostos
(RISTICEVIC et al., 2009). Além disso, grandes quantidades de amostras e uso de
solventes orgénicos toxicos s&@o requeridas nesses meétodos convencionais de
amostragem (KATAOKA; LORD; PAWLISZYN, 2000).

Técnicas convencionais de isolamento de compostos volateis como a destilacdo e
extragdo com solventes, embora sejam simples, possuem desvantagens como a
degradacdo térmica e extracdo simultdnea de contaminantes (PARLIMENT, 1997).
Outros estudos reportaram a comparac¢ao entre os métodos de extracdo com solvente
e analise do headspace e indicaram o uso da andlise do headspace, uma vez que
possibilitou a extracdo de ésteres com notas frutais, portanto, sendo o método mais
indicado para andlise de compostos volateis em frutas (KAFKAS et al., 2005;
VARMING et al., 2004). Nesse sentido, a abordagem que envolve a andlise de
headspace estatico e dindmico tem sido utilizada com maior frequéncia, por propiciar
uma representacdo mais fidedigna da percepgcéo do olfato (FRANCO; JANZANTTI,
2004). Portanto, o isolamento dos compostos volateis € uma etapa muito importante a
qual merece atencdo, uma vez que as impurezas dos solventes podem ser
transferidas para as amostras e causar interferéncias nas andlises ou a matriz pode
sofrer algum tipo degradacdo. Nesse sentido, para analisar esses constituintes de
alimentos, técnicas mais limpas e com pouco uso de solvente se fazem necessarias, a
técnica de microextracdo em fase sélida no headspace confinado da amostra (HS-
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SPME-do inglés Headspace Solid Phase Microextraction), ou simplesmente SPME se
apresenta como alternativa mais verde e com menores interferentes sendo carregados
para as matrizes.

A HS-SPME esté se difundindo mundialmente e inimeros pesquisadores ja utilizam
para analise de compostos volateis conduzindo para varias finalidades, atribuindo
algumas modificac6es na amostragem dependendo do tipo de matriz a ser analisada,
sendo aplicada para apenas identificar o perfil volatil, diferenciar origem geografica
(GIANNETTI et al., 2017, MEDINA et al., 2019), bem como avaliar a influéncia do tipo
de armazenamento na fracdo volatil de frutas (BOTH et al., 2017; DONADEL et al.,
2019; QIN; PETERSON; BRADIE, 2018; THEWES et al., 2017a, b).

O aroma e o odor emitidos pelas frutas e seus produtos derivados sdo atributos
importantes da qualidade, em decorréncia da presenca de substancias de diversas
classes quimicas, como alcoois, aldeidos, ésteres, acidos carboxilicos e cetonas.
Nesse sentido, o estudo do perfil de compostos volateis das frutas desempenha um
papel relevante e norteador em relacdo a avaliacdo da qualidade dos alimentos tanto
na produgdo, quanto no armazenamento, comercializagdo e consumo. Logo, 0S
objetivos deste trabalho foram: i) fazer uma revisdo da literatura sobre a microextracao
em fase soélida, pois é uma técnica analitica limpa, verde, destinada a andlise de
compostos volateis de maca e seus derivados e ii) apresentar as aplicacdes praticas
dessa técnica e impactos na qualidade da macad e seus derivados pos-colheita.
Portanto, a SPME pode ser aplicada com sucesso na analise de compostos volateis
que caracterizam as amostras de frutas, sucos e bebidas de frutas.

2. Fonte de dados e estratégia de pesquisa

Uma revisdo abrangente foi conduzida pesquisando sistematicamente na base de
dados ScienceDirect da editora Elsevier para todos os estudos relacionados aos
compostos volateis envolvendo a técnica de microextracdo em fase sélida relacionada
com volateis de macés até 03 de agosto de 2020. Titulos de assuntos relacionados ao
objeto de estudo (volatile compounds of apple by SPME) e outros termos-chave
(aroma, apple) foram considerados para pesquisas cientificas, que empregaram a
microextracdo em fase sélida para andlises tanto qualitativas como quantitativas de
compostos volateis presentes em macas e seus derivados em diversos paises do
mundo. Os critérios de exclusdo foram artigos que ndo atenderam aos critérios de
inclusdo mencionados acima. Para a redacdo desta revisdo foi selecionado um total de
80 referéncias que apresentavam as informacgdes e dados de interesse dos autores.

3. Aimportancia da macéa

A maca (Malus domestica Borkh) é um dos vegetais mais produzidos e consumidos
mundialmente. Sua producdo é uma importante atividade econdmica, uma vez que
esta fruta é produzida em escala global sendo majoritariamente consumida in natura,
sendo que 7 milhdes de toneladas foram desperdicadas em 2016 (HEUZE et al.,
2020). Somente no ano de 2017, mais de 80 milhdes de toneladas de maca foram
produzidas. Dentre estas, a producdo no Brasil alcangcou mais de 1 milhdo de
toneladas na safra 2017/2018 (KIST et al., 2019) e as cultivares ‘Gala’ e a ‘Fuji’ e suas
mutantes destacam-se no estado do Rio Grande do Sul, culminando em mais de 90%
da safra 2019/2020 (AGAPOMI, 2020).

O consumo da maca pode trazer véarios beneficios & saitde humana. Em estudos
observacionais, a ingestdo mais alta de maca estd associada ao menor risco de
doenca coronariana e derrame (LARSSON; VIRTAMO; WOLK, 2013), além de efeitos
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benéficos na funcéo vascular e pressao arterial (BONDONNO et al., 2012), de lipidios
(JENSEN et al., 2009), inflamacdo (CHUN et al., 2008) e potencial atividade anti-
hiperglicémica por inibicdo de enzimas digestivas do amido, incluindo a-amilase e a-
glucosidase in vitro e in vivo (LI et al., 2019). Além disso, as macas possuem
polifendis, como di-hidrochalconas, flavonaéis, hidroxicinamatos e fibras, que incluem
celulose, hemicelulose e pectina (VALERIO et al., 2020). Pesquisadores também
reportam que a fruta pode ser um transportador adequado para células probi6ticas,
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais (EMSER et al., 2017). Estudos
in vitro demonstraram o efeito benéfico dos componentes da mac¢a na composicao da
microbiota intestinal e no padréo metabdlico (KOUTSOS et al., 2017). Esses mesmos
autores demonstraram que polissacarideos nao digeriveis e polifendis que atingem o
cblon agiram como substratos para a fermentacdo colbnica, produzindo &cidos
fendlicos e acidos graxos de cadeia curta, cujos beneficios a satde do consumidor ja
séo conhecidos.

Os dados estatisticos dos orgdos como a Food and Agriculture Organization (FAO)
revelam uma elevada produgdo de macds no mundo todo. Em decorréncia disso,
armazena-las de forma adequada tanto em armazenamento refrigerado (AR) quanto
em atmosfera controlada (AC) torna-se essencial para reduzir perdas poés-colheita,
além de regular a oferta da fruta no periodo da entressafra no comércio local e
internacional.

No armazenamento refrigerado ha controle da umidade relativa e as macas séo
armazenadas em baixa temperatura, sendo considerada o principal fator responsavel
pela supressdo do metabolismo dos frutos (EKMAN; GOLDING; McGLASSON, 2005).
Por outro lado, a conservacao é observada apenas em um periodo restrito de poucos
meses, em que h& reducgdes significativas na suculéncia e na firmeza. Além dessas
alteracdes, aumento de danos por degenerescéncia e formagdo de polpa farinacea
podem ser evidenciados, quando esse tempo de armazenamento é ultrapassado
(SAQUET; BRACKMANN; STORC, 1997). J& quando se armazena em atmosfera
controlada (AC), além do controle da umidade relativa e da temperatura, pode-se
alterar a concentracao de gases (O, e CO,) dentro das camaras de armazenamento
(BRACKMANN et al., 2008; LUMPKIN et al., 2015), propiciando a estocagem por um
maior periodo.

No Brasil, 0 armazenamento das macas em AC pode se estender até 240-270 dias
(BRACKMANN et al.,, 2013; WEBER et al., 2013). Entretanto, embora as pressdes
parciais possam ser controladas, ainda pode ocorrer a reducédo de compostos de
aroma desejaveis presentes nas macas armazenadas, além de distarbios fisioldgicos
(BRACKMANN; STREIF; BANGERTH, 1993; ECHEVERRIA et al., 2004; MATHEIS et
al., 2005), pois em AC nao é possivel monitorar o metabolismo do fruto em tempo real.
Se as concentracdes gasosas de AC utilizadas durante o armazenamento forem
inadequadas para uma determinada cultivar (LUMPKIN et al.,, 2015), além da
ocorréncia de degenerescéncia de polpa (WEBER et al., 2013), pode haver inducdo do
metabolismo fermentativo, com consequente acumulo de acetaldeido, etanol e acetato
de etila. Caso essas substancias sejam encontradas em concentracfes muito altas,
tornam-se compostos de sabor indesejaveis (off flavor), com a possibilidade de causar
distarbios fisiolégicos (SAQUET; STREIF, 2008; WRIGHT, ARUL; PRANGE, 2015).

Nos ultimos anos, outras alternativas de armazenagem tém sido exploradas, como as
que empregam a atmosfera controlada dindmica (ACD), onde a presséo parcial de O,
varia ao longo do periodo de armazenamento (PRANGE et al., 2005) de acordo com o
limite minimo de oxigénio (do inglés low limit oxygen - LOL) tolerado pelo fruto,
diferentemente da AC, onde a pO, permanece estatica. Segundo Prange (2018), trés
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métodos tém sido empregados para detectar o LOL em ACD, incluindo o
monitoramento do O, durante o armazenamento pela produgéo de etanol (VELTMAN;
VERSCHOOR; RUIJSCH VAN DUGTEREN, 2003), monitoramento pela emisséo de
fluorescéncia de clorofila (WRIGHT et al., 2015) e mais recentemente 0 monitoramento
pelo quociente respiratorio (WEBER et al., 2017). Dessa forma, o armazenamento em
ACD tem sido uma alternativa que proporciona melhor qualidade fisico-quimica e
sobretudo promove a maior emissdo de compostos volateis caracteristicos de
qualidade de odor e aroma da maca (BOTH et al., 2017, DONADEL et al., 2019;
THEWES et al., 2017a).

3.1. Compostos volateis em macas: importancia e biossintese

Os compostos volateis (CV) constituem os atributos de qualidade de sabor, odor e
aroma. A medida que ocorre 0 amadurecimento dos frutos, esses compostos mudam
em resposta & maturidade e as condigbes de armazenamento (BANGERTH; SONG;
STREIF, 2012) e, consequentemente, sdo atributos sensoriais relevantes para a
aceitacdo das macas pelos consumidores (LOPEZ et al., 2007).

Sensacdes complexas relacionadas com o gosto, com o aroma e diversas sensacoes
bucais conferem o sabor especifico das macgéds (BALDWIN, 2002; PEREZ; SANS,
2008). Os acgucares e &acidos organicos, por sua vez, designam 0s gostos
predominantes. JA& uma mistura complexa de muitos compostos volateis percebidos
sensorialmente através da via retronasal conferem o aroma caracteristico da fruta
(NOGUEROL-PATO et al., 2012; SALAZAR; OROSCO, 2011) e sua composi¢cdo pode
variar conforme a espécie, variedade e estagio de maturagdo (CUNNINGHAM et al.,
1986; PEREZ; SANS, 2008; SANS; OLIAS; PEREZ, 1997).

A literatura cientifica reporta que ja foram detectados mais de trezentos compostos
volateis em macads (FORNEY; MATTHEIS; BALDWIN, 2009). Os compostos
predominantes sdo alcoois, aldeidos, cetonas, terpenoides, sesquiterpenos, éteres e
principalmente ésteres (BOTH et al. 2014; DONADEL et al., 2019; ROWAN et al.,
1999; THEWES et al.,, 2017a, b) e os de maior impacto sdo os alcoois e ésteres
(DIXON; HEWETT, 2001). E valido ressaltar que a contribuicdo relativa de cada um
desses compostos volateis pode ser determinada pela unidade de odor, que consiste
na razao entre a concentragcdo de um composto e seu limiar de percepcao olfativo
(TAKEOKA; BUTTERY; FLASH, 1992), sendo que dentre os compostos volateis
emitidos pelas magas, os ésteres tém um grande impacto no aroma.

Os compostos volateis sdo biossintetizados por meio do envolvimento de varias
enzimas, como lipoxigenase (LOX), alcool desidrogenase (ADH), alcool aciltransferase
(AAT) e substratos como carboidratos, proteinas e principalmente lipidios (SALAZAR;
OROSCO, 2011). Vérios autores reportam que as substancias volateis caracteristicas
das macds sdo formadas a partir de acidos graxos insaturados, destacando-se no
periodo climatérico os acidos oleico, linoleico e linolénico (DI, 2005; GALLIARD, 1968;
MEIGH; HULME, 1965; MEIGH; JONES; HULME, 1967; NIE; SUN; SONG;
BANGERTH, 2003). De acordo com Fellman et al. (2000), esses precursores de
compostos volateis sdo liberados por meio da atividade enzimatica de lipases que
atuam nos lipidios da membrana celular e sdo catabolizados através de duas rotas
oxidativas: B-oxidacdo, mais importante em frutas integras e via da lipoxigenase
(LOX), predominante quando ocorre ruptura dos tecidos vegetais (PEREZ; SANZ,
2008; SANZ; OLIAS; PEREZ, 1997).

A B-oxidacdo ocorre quando os acidos graxos sofrem uma ativacdo, podendo
atravessar a membrana mitocondrial interna e chegar na matriz mitocondrial. Nesse
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processo oxidativo atuam varias enzimas, ocorrendo em quatro passos, resumidos da
seguinte forma: oxidacao de Acil-CoA, transformando em trans-2-enoil-CoA, utilizando
flavina-adenina-dinucleotideo (FAD) como cofator e O,, como aceptor de elétrons,
seguida de hidratacdo, formando 3-hidroxiacil-CoA. O terceiro passo consiste na
desidrogenacao, requerendo nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD) como cofator,
formando 3-cetoacil-CoA, entdo segue-se a tidlise, ou seja, a quebra da extremidade
tiol de 3-cetoacil-CoA, resultando em uma molécula de acetil-CoA e uma de acil-CoA,
a qual retorna ao ciclo de B-oxidacéao (BAKER et al., 2006; ESPINO-DIAS et al., 2016:
GOEPFERT et al., 2005; GOEPFERT; POIRIER, 2007; GRAHAM; EASTMOND, 2002;
MATHEWS et al., 2002). Esta molécula de Acil-CoA liga-se a um é&lcool para formar os
ésteres pela acdo da enzima alcool aciltransferase (AAT) (SANZ; OLIAS; PEREZ,
1997). A outra via oxidativa refere-se a rota da LOX, cuja ativagcdo se da em
decorréncia da ruptura dos tecidos vegetais, tendo como produtos substancias volateis
de 6 a 9 carbonos (SANZ; OLIAS; PEREZ, 1997). A LOX age principalmente sobre os
acidos graxos insaturados linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) (PEREZ; SANZ, 2008),
0s quais séo liberados a partir de triacilgliceréis, fosfolipidos e glicolipidos pela acdo
de acil hidrolases (REINECCIUS, 2006). Logo, a formacdo de metabdlitos volateis
como &lcoois, aldeidos, acidos e ésteres € o resultado da degradagéo desses acidos
graxos por processo oxidativo (PEREZ; SANZ, 2008). Outra fonte expressiva de
compostos volateis que conferem o aroma de frutas e vegetais refere-se ao
metabolismo dos aminoacidos (ESPINO-DiAZ et al., 2016). Nesse caso, enzimas
promovem transformacdes dessas moléculas precursoras e formam produtos como
aldeidos, alcoois, acidos e principalmente ésteres de cadeia ramificada (WYLLIE;
FELLMAN, 2000).

Pesquisas demonstraram que macas do grupo ‘Gala’, bem como ‘Galaxy’, apresentam
altas concentragdes de acetato de butila, acetato de 2-metilbutila e acetato de hexila,
que sao os ésteres mais importantes desse grupo de cultivares (BOTH et al., 2014;
SALAZAR; OROZCO, 2011). Ja para a maca ‘Granny Smith’, acetato de etila,
butanoato de etila, acetato de butila, propanoato de etila, 2-metil butanoato de etila e
2-metil butanoato de propila foram os principais ésteres responsaveis pelo aroma de
amostras de suco de maca (NIU et al., 2019), os compostos 1-butanol e butanoato de
butila, podem ser utilizados como indicadores de qualidade na avaliacdo da qualidade
da macéd ‘Fuji’ (LEE; JEONG; JANG, 2017). Portanto, a producdo de substancias
volateis em macas é o resultado de uma combinacdo de rotas metabdlicas em que
diversos processos fisiologicos e mecanismos de controle estdo envolvidos, em que a
presenca desses compostos é influenciada por fatores genéticos, praticas culturais,
maturac&o da safra e condi¢des de armazenamento (ESPINO-DIAZ et al., 2016).

4. Histérico, principios e vantagens da técnica de microextracdo em fase sélida
(SPME)

A microextracao em fase soélida foi introduzida pela primeira vez por Arthur e Pawliszyn
em 1990. A SPME é uma técnica avancada de pré-tratamento de amostras que integra
amostragem, extracdo, concentracdo e introdugdo de amostras em uma Unica etapa
sem solvente (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990). Baseia-se no mecanismo fisico-quimico
da particdo do analito entre a fase de extragdo imobilizada em uma fibra de silica
fundida e a matriz. Apés o equilibrio ser alcancado ou um tempo bem definido, os
compostos sorvidos na fibra podem sofrer dessorcéo térmica, quando se expde a fibra
no injetor de um cromatégrafo a gas (GC) (XU et al., 2016). Fatores como a facil
miniaturizacdo, a automacgdo de dispositivos, além da possibilidade de acoplamento
com instrumentos cromatograficos destacam-se como as principais vantagens da
SPME (XU et al., 2016). Atualmente, esse tipo especifico de extracdo de compostos
volateis € amplamente aceito e com constante crescimento de novas pesquisas na
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area de alimentos, com vastas publicagBes na literatura cientifica, o que ressalta sua
importancia para a andlise de alimentos.

Os parametros gque determinam a eficiéncia da extracdo devem ser otimizados para
gue haja a alta qualidade nas analises baseadas na técnica de SPME. Dentre esses
parametros é possivel investigar a quimica da fase de extracdo, modo de extracao,
método de agitacdo, modificacdo da amostra (pH, forca ibnica, conteido de solvente
organico), temperatura da amostra, tempo de extracdo e condicbes de dessorcao
(RISTICEVIC et al., 2009). Ainda dentro desses parametros, o revestimento de fibra €
um dos fatores mais criticos que influenciam o desempenho dos métodos de SPME. E
importante ressaltar que a polaridade do revestimento e sua seletividade em relagcéo
aos analitos de interesse, em contraste com outro componente da matriz, determina
qual deve ser o revestimento de fibra adequado para um composto especifico de
interesse.

Xu et al. (2013) reportaram resumidamente 0s novos materiais de revestimento SPME.
Dentre todos o0s materiais de revestimento avaliados experimentalmente, o
polidimetisiloxano (PDMS), como revestimento liquido com superficie lisa e
homogénea, sofre menos com o efeito irreversivel de incrustagdo causado pelos
componentes da matriz do que com revestimentos sélidos (BELTRAN; LOPEZ;
HERNANDEZ, 2000). Contudo, era pouco sensivel para extrair alguns compostos de
interesse. Desse modo, para criar um novo tipo de revestimento de fibra SPME, uma
modificacdo dos revestimentos comerciais de fibra SPME existentes foi realizada,
alcancando compatibilidade com a matriz. A fibra com revestimento de
carboxen/divinilbenzeno/polidimentilsiloxano  (Car/DVB/PDMS)  possuiu maior
eficiéncia e permitiu maior nimero de extracbes com a mesma fibra, além de manter a
sensibilidade do revestimento original para os analitos de interesse, quando submetida
diretamente a uma matriz complexa (PAWLISZYN, 2009). Logo, essa fibra acabou
sendo a mais frequentemente utilizada para analise de alimentos (XU et al., 2016).

5. A HS-SPME aplicada na andlise de macas

5.1. SPME na andlise de macas e derivados

Alimentos sdo matrizes muito complexas, logo um método adequado de preparo de
amostra é uma grande preocupacdo dos analistas. A literatura reporta a avaliacdo de
compostos volateis em magds bem como em seus derivados, principalmente em
bebidas. A técnica de HS-SPME-GC/MS foi empregada para extragao e caracterizacao
de compostos organicos volateis no suco de maca. Para essa analise, uma fibra
PDMS de 65 um foi usada para SPME e mais de setenta compostos volateis foram
determinados a partir de diferentes classes quimicas (SCHMUTZER et al., 2014).

Alguns estudos que empregam a analise por HS-SPME ressaltam a composi¢éo volatil
como variavel crucial para a caracterizacao entre diferentes cultivares e seus produtos
derivados de acordo com as origens geograficas. Foi possivel distinguir duas
diferentes regides no nordeste da Italia: Alto Adige-Tirol do Sul (AA-ST) e Friuli
Venezia Giulia (FVG), pela analise de compostos volateis de quarenta e duas
cultivares de macgas encontradas nessa regido (GIANNETTI et al.,, 2017). Em
particular, a elaboracdo de perfis cromatograficos da fragdo de sabor, apOs pré-
tratamentos adequados de sinal e aplicando ferramentas quimiométricas resultou em
modelos estatisticos com alta precisdo e boa capacidade de classificacdo que
permitiram discriminar as macas cultivadas em FVG das provenientes de AA-ST, bem
como grupos de amostras de AA-ST sendo cultivados sob diferentes praticas agricolas
(método convencional ou organico). Além disso, os modelos estatisticos empregados
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evidenciaram que a informacdo discriminante estava ligada aos compostos volateis
mais caracteristicos (alguns ésteres, alcoois e terpenos) presentes na polpa de macéas
para as categorias de amostras consideradas (GIANNETTI et al., 2017).

Através da microextracdo em fase sdlida do headspace combinada com a
cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas (HS-SPME-GC/MS) em
conjunto com ferramentas quimiométricas, Medina et al. (2019) estabeleceram
caracteristicas distintas para a discriminacdo de sucos de maca de variedades
regionais (Rijo, Verde, Ribeiro e Azedo) e origem geogréfica (Prazeres e Santo da
Serra), da llha da Madeira, em Portugal.

Medina et al. (2019) revelaram que é possivel detectar compostos volateis de sabor
que estdo presentes em concentracdes diminutas em matrizes complexas e que
podem ser responsaveis pela discriminagdo entre sucos de macas cultivadas nas
diferentes regides geograficas estudadas. Os resultados obtidos revelaram uma
perfeita discriminagdo entre as diferentes variedades de magd, com sucos de maga
‘Rijo’ como amaostras com maior concentracdo relativa de etanol, butanoato de etila, 2-
metilbutanoato de etila e hexanoato de etila. Além disso, este estudo permitiu uma
classificacdo geogréfica de sucos de maca ‘Azedo’, com base na origem, destacando
como caracteristicas discriminatérias acetato de etila, 2-metil-1-propanol, hexanoato
de etila e tolueno (descritos pela primeira vez em sucos de maca).

Alguns estudos destacam os ésteres eficientemente relacionados a qualidade do suco
de maca ‘Fuji’, ‘Red Delicious’ e ‘Granny Smith’ (NIU et al.,, 2019). Esses autores
reportaram a identificacdo e quantificacdo de 20 ésteres dessas trés cultivares,
empregando a técnica de HS-SPME combinada com cromatografia em fase gasosa
com olfatometria (GC-O). Do total de ésteres encontrados, seis deles foram
selecionados como o0s principais compostos ativos de odor. Além disso, acetato de
etila, butanoato de etila, acetato de butila, propanoato de etila, 2-metil butanoato de
etila e 2-metil butanoato de propila foram os principais ésteres para o aroma da
amostra de suco de macga ‘Granny Smith’ (NIU et al., 2019). Ademais, foi reportado
que o efeito de adicdo ou efeito sinérgico ocorreu possivelmente quando os ésteres
tinham estrutura e aroma semelhantes. No entanto, isso nao significava que todos os
compostos com estrutura e aroma semelhantes pudessem apresentar um efeito
sinérgico apds a mistura. Notadamente os compostos butanoato de etila e acetato de
butila tiveram um efeito sinérgico (NIU et al., 2019). A fim de obter uma melhor
compreensdo da mistura desses dois compostos, uma avaliagdo sensorial e analise
por nariz eletrbnico foram implementadas para investigar as caracteristicas do perfil de
aroma das amostras de ésteres e suas variacbes de sabor. Foi observada diferenca
significativa nas notas frutadas, azedas e verdes entre os ésteres ndo misturados e a
mistura binaria (NIU et al., 2019).

Em estudos realizados por Kebede et al. (2020) marcadores em potencial para
mudancas volateis durante a vida Util em ambiente e acelerada do suco de maca
pasteurizado foram revelados. As mudancas volateis foram monitoradas a 20, 30 e 40
°C usando um método de impressao digital aplicando HS-SPME/GC-MS. Utilizando
quimiometria moderna e selecéo de caracteristicas, hexanal, trans-2-hexenal, sulfeto
de dimetil, furfural, acetato de etila e 1-pentanol foram escolhidos como potenciais
marcadores de vida em prateleira. Os volateis associados ao aroma de maca verde,
graminea e fresca, como hexanal e trans-2-hexenal, diminuiram durante o
armazenamento, enquanto a carga térmica e 0s compostos associados ao
escurecimento, como sulfeto de dimetila e furfural, aumentaram durante o
armazenamento. Hexanal e trans-2-hexenal podem ser marcadores para monitorar a
alteracdo de carater semelhante a maca verde. O furfural e o sulfureto de dimetil
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podem ser marcadores de abuso de temperatura durante o processamento e o
armazenamento do suco. E furfural também pode ser um indicador para o
escurecimento do suco (KEBEDE et al., 2020).

Perestelo et al. (2019) focaram seus estudos na diferenciacdo de sucos de frutas
frescas e processadas utilizando composigao volatil. Esses autores estabeleceram que
a atencdo especial deve ser dada aos sucos de frutas processados para evitar 0os
possiveis efeitos deletérios associados a formagdo de compostos furénicos (por
exemplo, tratamento térmico), uma vez que seu conteudo furénico foi
significativamente maior em comparacdo ao dos sucos de frutas frescas. O
conhecimento obtido neste trabalho permite a introducéo de modificagdes no processo
envolvido no processamento de sucos, para que se melhore as caracteristicas
sensoriais dos sucos processados, contribuindo para uma melhor aceitacdo pelos
consumidores.

Outros estudos reportam a relacdo entre compostos volateis com a percepcdo de
docura da macd (APREA et al., 2017). Quarenta lotes de macas, pertencentes a 17
diferentes cultivares, foram coletados e submetidas a analise. Treze compostos foram
positivamente correlacionados com docura de um total de dezesseis significativos
relatados (p<0,05), sendo que o principal grupo de compostos foram os ésteres (7 dos
16 compostos). Os ésteres de propila apresentaram 0s maiores coeficientes de
correlagé@o positivos para a percepcéo de dogura, como o 2-metilbutanoato de propila,
hexanoato de propila e propanoato de propila, respectivamente, jA& 0s compostos que
foram negativamente correlacionados foram 1-octen-3-ona, 2-heptenal e 1-octen-3-ol.
(APREA et al., 2017). Diante do que foi abordado, a SPME combinada a analise por
GC/MS associada a tratamentos estatisticos adequados, pode ser vista como uma
metodologia analitica de extracdo de compostos volateis versatil, possibilitando assistir
0 monitoramento de marcadores volateis de inUmeras cultivares. A presenca desses
compostos, que mesmo em pequenas quantidades, servem como indicadores de
qualidade em pesquisas relacionadas a origem geografica e de biomarcadores de
sabor, odor e aroma.

5.2. SPME aplicada ao armazenamento de macéas

No armazenamento de macds, concentracbes de O, e CO, na atmosfera de
armazenamento podem ocasionar alteragdes metabdlicas na fruta e podem refletir na
gqualidade pés-colheita da maca. Nesse sentido, compostos volateis biomarcadores de
odor e qualidade de macas das variedades ‘Royal Gala’, ‘Fuji Kiku’, ‘Galaxy’ e ‘Fuji
Suprema’ foram reportados por Both et al. (2017), Donadel et al. (2019) e Thewes et
al. (2017a, b), respectivamente, com destague para a classe dos ésteres de acetato e
ésteres etilicos.

Nesses estudos foram utilizados diferentes tipos de armazenamentos (atmosfera
controlada convencional, comparada com atmosfera controlada dindmica monitorada
por fluorescéncia de clorofila e monitorada pelo quociente respiratério com pressdes
parciais extremamente baixas de oxigénio), onde os ésteres foram o0s compostos
marcadores de odor e aroma mais importantes para as variedades de macas.
Notadamente, os compostos volateis mais abundantes e importantes emitidos para o
odor e aroma sao os ésteres. Além disso, uma avaliagdo metabdlica comparativa de
macas ‘Granny Smith’ e ‘Red Delicious’ foi abordada para explicar processos comuns
e divergentes quando essas frutas fossem submetidas a condicdes de
armazenamento com baixos niveis de oxigénio (Ultra Baixo oxigénio, ULO, a 0,9 kPa
de oxigénio e ACD-CF, entre 0,2 e 0,55 kPa de O,) ao longo de 6 meses de
armazenamento. Foi possivel elucidar que, particularmente, ésteres etilicos foram
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produzidos mais abundantemente por macéas 'Red Delicious' e essa resposta afetou
outras caracteristicas composicionais, (BRIZZOLARA et al., 2017).

Outro estudo focou em compostos indesejaveis, denominados off flavor, incluindo 1-
butanol e butanoato de butila. Foi evidenciado que a quantidade desses volateis em
macas ‘Fuji’ tratadas com 1-metilciclopropeno (1-MCP) diminuiu ao longo de 5 meses
e depois aumentou apdés 7 meses. Por outro lado, nas macas que nao foram tratadas
com o fitorregulador, ndo houve alteracdes significativas desses analitos durante os 7
meses de armazenamento (p<0,05) apresentando também os niveis mais altos desses
compostos que as magas tratadas com 1-MCP (LEE; JEONG; JANG, 2017). Assim, 0s
autores desse estudo concluiram que 1-butanol e butanoato de butila podem ser
indicadores de qualidade na avaliacdo da qualidade da maca ‘Fuiji'.

As alteragbes nos componentes volateis das macgds ‘Fuji’ foram analisadas em
amostras integras usando HS-SPME. A qualidade foi avaliada durante o
armazenamento a longo prazo em temperatura de 4 °C por 3, 6 e 9 meses. A
aplicacao de alcoois precursores (butanol, hexanol e 2-metilbutanol) resultou em
maiores emissodes de oito ésteres. Dentre eles, acetato de butila, butanoato de butila,
2-metilbutanotato de butila ou acetato de 2-metilbutii estavam altamente
correlacionados com as de seus alcoois precursores (LEE et al., 2017).

Donadel et al. (2019) compararam a producdo de compostos volateis do headspace
das camaras de armazenamento, do headspace dos frutos no shelf life (7 dias a 20
°C) e do suco extraido de maca ‘Fuji Kiku’ apds os 7 dias de shelf life. Esses autores
reportaram maiores concentracfes dos ésteres etilicos de cadeia ramificada
caracteristicos de odor dessa cultivar, como 2-metil propanoato de etila, 3-metil
butanoato de etila e 2-metil butanoato de etila em atmosfera controlada dindmica
monitorada por quociente respiratério (ACD-QR), sobressaindo-se daqueles
encontrados em atmosfera controlada (AC), devido a inducdo do metabolismo
fermentativo, com maiores emissfes de etanol, que serve como precursor para a
formacéo desses ésteres.

Outros estudos identificaram, por meio da HS-SPME, os compostos que contribuem
significativamente para o aroma de maga ‘Fuji’, sendo eles o acetato de 2-metilbutila,
2-metilpropanoato de etila, 2-metilbutanoato de etila e hexanoato de etila (NIU et al.,
2019; THEWES et al., 2017a). Além disso, Thewes et al. (2017a) mostraram, através
dessa técnica, que aplicacdo de 1-MCP suprimiu a producdo de compostos volateis
macds ‘Galaxy’, principalmente os ésteres principais ap6s 0 armazenamento em
atmosfera controlada estética e dinamica.

6. Consideracdes finais

A composic¢ao volatil das macas e derivados pode ser um indicador de qualidade, tanto
de classificacdo em relacdo sua origem geogréfica, como pode-se estimar o periodo
de armazenamento até a fruta ser lancada ao mercado consumidor sem haver perda
dos atributos sensoriais da fruta in natura e seus derivados.

A combinacado da técnica de microextracdo em fase sélida no headspace combinada
com a cromatografia em fase gasosa, associada aos métodos de classificacdo
quimiométrica, oferece uma ferramenta valiosa e mais vantajosa, por ser rapida,
facilmente aplicada, menos onerosa e confiavel para avaliar a rastreabilidade
geogréfica de diferentes variedades de frutas, além de verificar a autenticidade das
frutas provenientes do cultivo organico e caracterizd-las em relacdo aos diferentes
tipos de armazenamento.
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A andlise por microextracdo em fase solida no headspace combinada com a
cromatografia em fase gasosa pode ser implementada para a avaliagcdo da qualidade
de macas, tanto na condicdo de consumidas in natura como em situacfes de
armazenamento.

O conhecimento sobre os volateis pode se tornar muito vantajoso economicamente,
uma vez que é possivel agregar valor ao produto ao estipular sua denominacéo de
origem geografica baseada no perfil volatil, além de identificar qual melhor tipo de
armazenamento pode ser implementado baseado na producao de compostos volateis-
chave que denotam os odores caracteristicos de diferentes cultivares.
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