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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a composigéo e a qualidade de Refresco Misto
constituido de fruta e hortalica, através da analise do perfil de compostos volateis e do estudo
da estabilidade destes constituintes no produto. Polpa de abacaxi, couve-manteiga, gengibre,
limdo-tahiti e &gua potavel foram utilizados para elaboragdo do Refresco sendo
posteriormente filtrado (0,2 mesh) e armazenado em refrigeracdo a 10 °C. As caracteristicas
fisico-quimicos (pH, sélidos soluveis, acidez titulavel e ratio) foram verificadas nas amostras
e dois métodos para determinacdo de &cido citrico foram utilizados: método volumétrico
(acidez titulavel) e método cromatografico (cromatografia liquida), expressos em g.100 mL™.
A identificacdo dos compostos volateis foi realizada por meio da MicroExtracdo em Fase
Solida (MFS) e da Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM).
Trés fibras (PA, PDMS-CAR e PDMS-DVB) foram avaliadas, em diferentes condigdes de
extracdo: tempo de exposicdo (20 e 30 mim) e temperatura (65 e 85 °C). O estudo da
estabilidade foi realizado no periodo de 15 dias, seguindo as condi¢Ges cromatograficas
selecionadas apés a otimizacao da técnica de extracdo. Os resultados dos parametros fisico-
quimicos revelaram pH de 3,03, 3,05 °Brix, acidez presentaram 6,84 e 8,65 g.100"* mL em
acido citrico e ratio entre 0,35-0,45. Observou-se diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s
dois métodos usados para determinar o &cido citrico, cujos valores sdo provenientes da
interacdo de outros acidos organicos naturalmente encontrados em frutas e vegetais. A fibra
selecionada (PA, 65 °C / 20 min) foi capaz de extrair 90 compostos volateis, com elevada
intensidade em 16 picos majoritarios que compdem o perfil volatil, dividido em seis classes
quimicas: aldeido, alcool, organossulfurado, ésteres, acido carboxilico e terpenos e
terpenoides. A partir do estudo, a maioria dos compostos apresentaram estabilidade no periodo
entre 0 3° e 0 5° dia, podendo alegar a validade e a qualidade para o consumo do produto.
Logo, este estudo qualitativo apresentou resultados satisfatorios, evidenciado que as técnicas
abordadas séo aplicaveis para este tipo de produto alimenticio de composi¢do complexa, sendo
possivel identificacdo de compostos, 0s quais mostraram estabilidade durante um curto

periodo de consumo.

Palavras-chaves: MicroExtracdo em Fase So6lida, Cromatografia Gasosa, Perfil de Volateis,
Controle de Qualidade



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the composition and quality of Mixed Refreshment
consisting of fruit and vegetables, through the analysis of the profile of volatile compounds
and the study of the stability of these constituents in the product. Pineapple pulp, kale, ginger,
lime and drinking water were used to prepare the Refreshment, which was then filtered (0.2
mesh) and stored under refrigeration at 10 °C. The physicochemical characteristics (pH,
soluble solids, titratable acidity and ratio) were verified in the samples and two methods for
citric acid determination were used: volumetric method (titratable acidity) and
chromatographic method (liquid chromatography), expressed in ¢.100 mL-1. The
identification of volatile compounds was performed using Solid Phase Microextraction (MFS)
and Gas Chromatography Coupled with Mass Spectrometry (GC-MS). Three fibers (PA,
PDMS-CAR and PDMS-DVB) were evaluated under different extraction conditions:
exposure time (20 and 30 min) and temperature (65 and 85 °C). The stability study was carried
out over a period of 15 days, following the chromatographic conditions selected after the
optimization of the extraction technique. The results of the physical-chemical parameters
revealed pH of 3.03, 3.05 °Brix, acidity presented 6.84 and 8.65 g.100-1 mL in citric acid and
ratio between 0.35-0.45. There was a significant difference (p < 0.05) between the two
methods used to determine citric acid, whose values derive from the interaction of other
organic acids naturally found in fruits and vegetables. The selected fiber (PA, 65 °C /20 min)
was able to extract 90 volatile compounds, with high intensity in 16 major peaks that make up
the volatile profile, divided into six chemical classes: aldehyde, alcohol, organosulfur, esters,
carboxylic acid and terpenes and terpenoids. From the study, most of the compounds showed
stability in the period between the 3rd and 5th day, being able to claim the validity and the
quality for the consumption of the product. Therefore, this qualitative study presented
satisfactory results, showing that the techniques discussed are applicable to this type of food
product with a complex composition, making it possible to identify compounds, which

showed stability during a short period of consumption.

Keywords: Solid Phase Microextraction, Gas Chromatography, Volatile Profile, Quality

Control
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1. INTRODUCAO

As bebidas mistas séo feitas combinando uma variedade de frutas, vegetais ou ambos,
e podem ser preparadas em um ambiente doméstico ou industrial. Além disso, é de suma
importancia destacar que os consumidores buscam beneficios nutricionais nesses produtos
quando os ingerem.

As bebidas ndo alcoolicas feitas de frutas e outros vegetais também estdo ganhando
popularidade no Brasil, principalmente no setor de sucos/refrescos, com um aumento de
producdo de 492 milhdes de litros até 2018. Os consumidores destacaram 0s aspectos mais
importantes do produto, como conveniéncia, sabor, inovacado e praticidade, além de divulgar
a escolha de alimentos saudaveis/funcionais. Em razdo da grande procura por essas bebidas,
grandes empresas alimenticias tém investido em bebidas mistas que incluem uma combinacéo
de frutas e vegetais para consumidores que buscam uma forma natural de manter uma
alimentacdo balanceada sem o uso de conservantes, aglcar ou aditivos quimicos (ABRE,
2017; ABIR, 2019).

Os Compostos Volateis (CV's) sdo um grupo de compostos organicos que sao
responsaveis pela caracterizagdo de um alimento ou bebida, e tém um impacto significativo
na qualidade do produto, ndo s6 no aspecto sensorial, mas também no aspecto de ser um
alimento seguro. A existéncia de varias substancias quimicas que englobam essas percepcdes
sensoriais estd ligada a compostos organicos volateis, que se referem a uma variedade de
classes quimicas responsaveis pela qualidade dos alimentos em termos de sabor, intensidade
e concentracdes (ASSUNCAO et al., 2020; GARCIA et al., 2020; SANTOS et al., 2016).

Os CV's sdo o produto de transformacdes bioquimicas durante a maturacdo vegetal
tipica, e desempenham um papel significativo na apresentacdo, particularmente entre 0s
frutos, mas também em algumas hortalicas. Outro ponto significativo a ser considerado é
quantas perdas ou alteracGes dessas substancias ocorrem em decorréncia do processamento
industrial, resultando em produtos de alta qualidade que mantém as caracteristicas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005; THOMAZINI; FRANCO, 2000).

A Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) tem sido
considerada a técnica mais adequada para identificacdo e quantificacdo de CV's. A técnica
tem a capacidade de separar os componentes de diversos materiais complexos, como uma
bebida mista. Os analitos nas bebidas mistas devem ser baseadas nas propriedades fisicas e
quimicas dos componentes, bem como sua interagdo com a fase estaciondria interior da

coluna. A combinagdo GC-MS permite a separacdo e a elucidagdo de uma ampla gama de
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misturas sem a necessidade de padrdes analiticos para identificacdo, tornando-o0s necessarios
apenas para quantificacdo (GARCA et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Entende-se que as bebidas compostas por uma combinacéo de frutas e vegetais sao
citadas como fontes de nutrientes e como compostos bioativos (fitoquimicos), nos quais
grande parte do grupo é de Compostos Volateis. Esses compostos podem atuar como agentes
reguladores, afetando as atividades bioquimicas do organismo.

O abacaxi, a couve-manteiga, o gengibre e o limdo, além do valor nutritivo, incluem
caracteristicas alimentares da regido, como variedade, sabores, preparo e praticas alimentares.
Sabe-se que uma alimentagdo rica em frutas e vegetais pode servir de base para uma
alimentacdo equilibrada, saudavel, saborosa e culturalmente adequada. Além disso, o uso de
alimentos a base de origem vegetal tem o efeito de estimular a agricultura familiar, as
economias locais e a promogéo de um sistema alimentar socialmente justo.

Torna-se fundamental lembrar que eles estdo predispostos a sofrer uma variedade de
mudancas devido a reagcdes quimicas e enzimaticas. Como resultado, as tecnologias atuais de
processamento sdo capazes de produzir alimentos com menores perdas nutricionais, mantendo
a qualidade do produto final.

Vaérios estudos tém demonstrado que, além do contetdo nutritivo, a ingestdo de
sucos/bebidas incluindo frutas e vegetais resulta na formacéo de compostos fitoquimicos com
propriedades funcionais e bioquimicas para o organismo. No entanto, sdo poucos 0s estudos
que envolvem analises desses produtos alimenticios, principalmente bebidas mistas, em
termos de requisitos qualitativos e quantitativos para Compostos Volateis. Dada a importancia
da gestdo da qualidade de alimentos, uma ferramenta que vem sendo cada vez mais utilizada
para esse fim é a Cromatografia Gasosa, que permite a separacdo de analitos de matrizes
complexas, como bebidas mistas (EL-SHATANOVI et al., 2012; GORECKI et al., 2018;
KIM et al., 2015).

Dessa forma, o estudo qualitativo de CV’s em bebida mista de fruta e hortalica e a
analise da estabilidade do suco processado € essencial para averiguar a qualidade do alimento

e comprovar suas propriedades funcionais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Determinar o perfil e a estabilidade de Compostos Volateis no Refresco Misto de

fruta e hortalica.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente o refresco misto;

e Otimizar atécnica de extracdo dos analitos utilizando a MicroExtracdo em Fase Sélida
(HS-SPME) atraves da selecdo da melhor fibra (PA, PMDS-CAR e PMDS-DVB);

e Otimizar o HS-SPME avaliando tempo e temperatura de extracdo para caraterizacéo
do perfil de Compostos Volateis;

e Analisar aestabilidade dos compostos volateis do refresco misto no periodo de 15 dias.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Bebidas mistas de frutas e/ou hortalicas

Entre 2016 e 2018, a industria brasileira de bebidas ndo alcodlicas cresceu em ritmo
acelerado, principalmente na area de sucos prontos para beber, que cresceu 36,3 % (10,3 %
ao ano), atingindo 492 milhGes de litros em producdo. Conveniéncia, sabor, inovacao,
praticidade e propagacao da consciéncia da escolha de alimentos/funcionais estiveram entre
os fatores citados pelos consumidores como importantes na escolha de seus produtos (ABRE,
2018).

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de Refrigerante e de Bebidas
N&o Alcoolicas-ABIR (2019), as frutas e as hortalicas mais utilizadas sdo maca, abacaxi, coco,
limdo, uva, Kiwi, couve, gengibre, meldo, pepino, horteld, espinafre, tangerina, acerola,
cenoura, manga, abobora, uva, framboesa, beterraba e morango. A busca por alimentos mais
saudaveis/funcionais tem levado as empresas alimenticias a investir em sucos ou bebidas para
consumidores que buscam uma forma de manter uma alimentacéo balanceada sem adicao de

conservantes, acucar ou aditivos quimicos (Figura 1).

Figura 1 - Imagens ilustrativas de bebidas mistas ou "sucos verdes" industrializadas.

Fonte: ABIR (2019).

Apesar da falta de legislacdo especifica para “sucos verdes”, a Instru¢do Normativa
n° 19, de 19 de junho de 2013, tem defini¢bes para refresco, geladeira, bebida composta, cha
e refrigerante. A bebida enquadra-se na categoria de Refresco Misto, pronto a consumo, que
se define como "um produto obtido pela diluicdo de uma mistura de frutas ou vegetais em

agua potavel, ou pela combinagdo dos dois através de um processo tecnoldgico adequado”
(BRASIL, 2013).
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Nakayama (2010) classifica e recomenda as hortalicas como fontes de vitaminas e
minerais, bem como integrantes do grupo de alimentos reguladores, ou alimentos que
contribuem para a saude geral do organismo, ressaltando a importancia do uso integral da
hortalica. Outro aspecto positivo na criacdo dessas bebidas é a reducdo de desperdicios de
frutas e hortalicas, ocasionada pela falta de manuseio e/ou diminuigéo do valor da safra. A
producéo de suco (bebida ou refresco) tornou- se uma opcéo viavel e de baixo custo tanto para
o0 produtor quanto para a industria/mercado, com o objetivo de proporcionar um novo paladar
e caracteristicas nutritivas e funcionais ao consumidor (SILVA et al., 2016).

Embora o suco verde seja conhecido popularmente como suco detox, por
supostamente atuar na desintoxicacdo do corpo e na perda de peso. No entanto, ndo ha
declaracédo funcional de atividade para o uso deste termo detox, e ndo ha legislacao brasileira
vigente (BONG et al., 2017). Esses sucos sdo comercializados por estabelecimentos de food
service, alegando aos consumidores que se beneficiam da ingestdo de nutrientes ou compostos
fitoquimicos que possuem diversas propriedades funcionais, como atividade antioxidante,
melhorias nos sistemas imunologico e gastrointestinal, perda de peso, entre outras. Segundo
Atalla (2017), ndo existem artigos cientificos que afirmem que os sucos verdes causam
desintoxicacdo no organismo. O corpo humano ja possui mecanismos para eliminar toxinas
potencialmente prejudiciais, nesse caso, o figado é um Orgdo capaz de realizar essa
propriedade bioldgica de maneira eficiente.

Assim, estudos académicos com bebidas mistas de frutas e hortalicas tém sido
relatados na categoria de Alimentos Funcionais ou até mesmo Nutracéuticos, por conterem
componentes naturais de elevada concentracao, além das caracteristicas nutricionais basicas,
atuando com efeitos positivos a satde do consumidor e ndo evidenciando risco de toxicidade,
estabelecendo um carater seguro ao produto.

El-Shatanovi et al. (2012) avaliaram a bebida mista (tomate, agrido, salsa, cenoura,
aipo, alface, beterraba e espinafre) tanto quanto a atividade antioxidante (fendis totais,
flavonoides totais, carotenoides, clorofila A e B, vitaminas C e E), quanto aos efeitos
antiestrogénicos em 12 ratos machos Wister, alimentados com dieta hiperlipidica. Os autores
alegaram que o suco apresentou alto teores de compostos relevantes que agem como
antioxidantes. A analise biologica demonstrou ser significativamente maior em relacdo a
reducdo de peso corporal no grupo alimentado com dieta aterogénica e consumindo suco de
vegetais, apresentando uma melhoria no perfil lipidico, como colesterol e triglicerideos. No
exame histopatoldgico do coracdo e da aorta, confirmaram-se esses resultados, que refletem

0 papel do efeito protetor do suco vegetal contra aterosclerose e doengas cardiovasculares.
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Kim et al. (2015) avaliaram o efeito de bebidas mistas comerciais, com carater “detox”,
em 85 mulheres com dieta caldrica restritiva, com pareceres de antropometria, sensibilidade
a insulina, niveis séricos de adipocinas e marcadores inflamatorios. Eles, verificaram as
mulheres com excesso de peso antes e apds os exames de mediacdo clinica (indices
antropométricos, sensibilidade & insulina, niveis de adipocinas séricas e marcadores
inflamatorios). Selecionaram também 84 mulheres em situacdo de pré-menopausa que foram
divididas, aleatoriamente, em 3 grupos: controle sem restricdo de dieta (Normal), dieta
placebo alimentado por pares (Positivo) e dieta detox de limdo (Lemon). Realizados no
periodo de onze dias, dos quais sete dias sob a dieta detox, seguidos por quatro dias com
alimentos de transicdo, esse grupo apresentou melhoria nos niveis de leptina e adiponectina e
reducédo no indice de massa corporal e percentual gordura.

Além disso, é importante destacar que Gorecki et al. (2018) elaboraram uma bebida
mista em pd (acerola, macd, beterraba, beterraba, brdcolis, repolho, cenoura, cranberry,
tamaras, alho, couve, laranja, péssego, mamao, salsa, abacaxi, ameixa, espinafre, acucar
beterraba, tomate, Spirulina pacifica, Lactobacillus acidophilus e farelo de aveia), empregada
na forma de capsulas e distribuida para 183 pacientes em estagio pré-operatério de cirurgia de
retirada de terceiro molar. Os pacientes mantiveram sob suplementos deste suco encapsulado
por um periodo de 10 semanas, durante o pré-operatorio. Os autores evidenciaram que tal
suplementacdo minimizou os efeitos pos-operatorios e a morbidade pos-operatoria,

contribuindo para melhoria na qualidade de vida durante a recuperacédo apds a cirurgia.

4.2. Compostos Volateis- CV’s

Compostos Volateis sdo substancias organicas que apresentam alta pressao de vapor
sob as condic¢des normais. Uma enorme diversidade de moléculas organicas, como aldeidos,
cetonas, e outros hidrocarbonetos leves séo caracterizados como CV’s.

A classe quimica dos terpenos tem maior destaque em relacdo a essas caracteristicas,
essas substancias sdo formadas estruturalmente por unidades de isoprenos unidas em cadeias
poliméricas lineares e ciclicas, podendo apresentar funcGes oxigenadas (alcoois, éteres,
aldeidos, cetonas, lactonas e etc.). Uma vez que sdo formados, podem sofrer condensacdes,
pois podem reagir novamente com outros grupos quimicos originando compostos com
estruturas carbonatos, dependendo do numeros das subunidades de isopreno presentes na
molécula que recebem a classificacdo de hemi (Cs), mono (Cuo), sesqui (Cis), di (Cx), Ses

(C25), tri (Cao), tetra (Cao) e politerpenos (Cs)n. Uma das caracteristicas fundamentais desses
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compostos é a presenca de grande variabilidade estrutural decorrente da existéncia de
insaturacdes por ligacOes duplas, que conferem diminuicdo da energia de ligagcdo. Dessa
forma, sdo capazes de sofrer polimerizacdo, oxidagdo, dimerizacdo e ciclizacdo
(RODIRGUES et al., 2021; SANTOS et al., 2020).

Figura 2 - llustracdo da unidade isoprénica.
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Fonte: Adaptado de Fogaca (2022).

Os CV’s apresentam consideravel impacto econémico, como parametros de qualidade
dos alimentos e de preferéncia do consumidor. A funcao dos volateis em frutas e hortalicas €
como sinal de maturacdo e como um atrativo para abelhas e aves dispersoras das sementes
(GOFF; KLEE, 2006).

Embora uma unica fruta (ou vegetal) sintetize centenas de compostos volateis, apenas
um pequeno subconjunto dessas substancias possibilita a preferéncia dos alimentos pelos
consumidores. Dentre as caracteristicas que os volateis devem apresentar para produzir a
sensacdo sensorial, esta, além da alta pressdo de vapor para que possa ser transmitido para o
sistema olfativo, a solubilidade em &gua e a concentracdo adequada para ser capaz de interagir
com receptores olfativos. A concentracdo dos compostos volateis normalmente é baixa e pode
ser afetada por uma série de fatores, contendo os agronémicos (variedade, condi¢cbes
climaticas e amadurecimento) e tecnologicos (colheita, tratamento pos-colheita,
armazenamento e condicdes de processamento) (DUDAREVA; PICHERSK;
GERSHENZON, 2004).

Cada fruta e hortaliga apresenta caracteristicas em funcdo das diferentes quantidades

de volateis, do impacto e da presenca ou auséncia destes componentes. A determinagdo
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qualitativa e quantitativa dos compostos volateis permite monitorar a qualidade dos alimentos
in natura ou processados, além de possibilitar o desenvolvimento de novas aplicagdes desses
compostos volateis no mercado. Felipe e Bicas (2017) descrevem os monoterpenos (limoneno,
B-pineno, y-terpineno), monoterpenoides (geranial, neral, citronelal, linalol), outros
compostos (neril acetato, geranil acetato, nonanal) encontrados no limdo, os sesquiterpenos
(zingibereno, AR-curcumeno, B-sesquifelandreno, bisaboleno), monoterpenos (canfeno, f-
felandreno), monoterpenoide (1,8-cineol) no gengibre e detectados ésteres metilicos e etilicos
((E)-2-hexendico, n-dodecandico, n-hexadecandico e n-octadecandico, (Z)-9-octadecendico,
(Z,2)-9,12-octadecadiendico e (Z,Z,Z)-octadecatriendico, acetato de 2-(metiltio)-etila,

malonato de dietila, 1-nonanal e 1-dodecanol) no abacaxi (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura quimica de alguns compostos volateis em frutas e raiz.
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Fonte: Adaptado de Felipe e Bicas (2017)

A origem dos compostos volateis nos alimentos pode estar correlacionada a fatores
como:

1) matéria-prima utilizada para a producao;

2) subprodutos decorrentes de um processo anterior, por exemplo, uma fermentacao;

3) acdo de microrganismos;

4) indicadores de deterioragdo ao longo do armazenamento do produto.
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Esses compostos se apresentam, em sua maioria, como agentes de diversas
propriedades e fungdes quimicas no alimento. Logo, a determinacdo de perfil de Compostos
Volateis é capaz de proporcionar ndo so respostas de aplicacdo desses compostos, mas
também possibilidades diversas que vao, por exemplo, do aprimoramento na tecnologia de
processamento aos indicadores de presenca de substancias toxicas, tanto na industria de
alimentos quanto na de bebidas. Consequentemente, tais vantagens também beneficiam a
salde (OLANIRAN et al., 2017; PAIVA, 2020).

4.3. Extracdo e identificacdo de Compostos Volateis

Hoje se conhece uma grande quantidade de métodos indicados para a extracdo de
compostos organicos volateis em matrizes alimenticias, incluindo as mais complexas; assim
como diversos métodos que permitem a deteccdo e identificagdo desses compostos. Os
procedimentos MicroExtragdo em Fase Sdélida — Headspace e Cromatografia Gasosa
Acoplado a Espectrometria de Massa estdo sendo os mais utilizados em pesquisas pelas
industrias, como em café (VALE, 2019), cervejas (CONCEICAO et al., 2020), bebidas
isotdnicas (SOUTELO et al., 2020), sucos de frutas (ASSUNCAO et al., 2020), como forma

de monitoramento de qualidade e seguranca do alimento.

4.3.1. MicroExtracdo em Fase Sélida — Headspace (HS-SPME)

A MicroExtracdo em Fase Solida baseia-se na extragdo e concentracdo rapida de
compostos volateis e semivolateis sem a utilizacdo de solventes organicos e que envolve a
adsorcdo/absorcdo de analitos presentes na matriz (sélida ou liquida) em uma fibra de silica
fundida ou fibra recoberta com polimero ndo volatil, revestida por uma camada polimérica
(fase estacionaria) com subsequente dessorcao no sistema cromatografico (ALMEIDA et al.,
2004; GARCIA et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2018).

A fibra de silica é um filamento capilar que fica protegido no tubo hipodérmico retratil,
adaptada em um instrumento chamado de holder, que é um equipamento robusto utilizado em
inimeras analises e se apresenta na forma de uma seringa. Comumente, as fibras mais
utilizadas quando se trata de extracdo de compostos volateis sdo: polidimetilsiloxano (PDMS),
poliacrilato  (PA), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno  (PDMS-DVB),  carbowax-
divinilbenzeno (CW-DVB), carbowax-templated resin (CW-TPR),

divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) e polidimetilsiloxano-
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carboxen (PDMS-CAR). A literatura propde a PDMS, sendo um polimero apolar mais
apropriado para compostos apolares, as PDMS-DVB e PDMS-CAR séo mais adequadas para
compostos polares (NASCIMENTO et al., 2018; SILVA et al., 2020).

A técnica de Headspace estético, relativamente simples e de facil aplicacdo, esta sendo
muito usada para analise de organicos volateis e semivolateis em amostras alimentares, com
destaque para bebidas. Na extracdo por HS, a amostra € normalmente colocada em um frasco
selado (vial) e mantido em aquecimento até os compostos alcangcarem o equilibrio com a fase
gasosa (Figura 2); a técnica de HS estatico esta acoplada a técnica de MicroExtracdo em Fase
Sélida (MFS). Essa combinacdo de técnicas oferece algumas vantagens:

1) ser uma técnica pouco onerosa;

2) néo requerer instrumentagdo complicada;

3) néo é necessario 0 uso de solvente organico;

4) diminui o tempo do preparo das amostras;

5) as fibras séo reutilizaveis, depende apenas da complexidade da matriz da amostra
(GARCIA et al., 2020; HELENO, 2009; YANG et al. 2004).

Figura 4 - Esquema das fases de extracdo do vial de Headspace.
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Fonte: Adaptado de Heleno (2009).

O procedimento HS-SPME pode ser observado na Figura 3. Esse tipo de extracdo
consiste em um recipiente (vial) lacrado com septo (silicone), no qual a amostra esta inserida.
Em seguida, é perfurado o septo com a agulha do holder, e 0 émbolo do equipamento (Figura
3A) é pressionado para expor a fibra diretamente na matriz da amostra (Figura 3B).

A fibra é exposta pela movimentacdo de um émbolo na matriz da amostra, onde é
estabelecido um equilibrio dos analitos entre a matriz da amostra e a fibra, permitindo, assim,
que a fibra ndo seja danificada (Figura 3), uma vez que a fibra ndo entra em contato direto

com a matriz analisada. Depois, os analitos da amostra sdao concentrados no revestimento
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polimérico da fibra, através de um processo de adsorcéo (Figura 3D). Decorrido o tempo de
exposicao, a fibra é retida e o holder retirado do vial (Figura 3E). Posteriormente, a agulha do
holder é inserida no injetor do GC e a fibra é exposta novamente, tornando os analitos
dessorvidos em virtude da alta temperatura e conduzidos pelo gés de arraste até a coluna
cromatografica (Figura 3F) (ALMEIDA et al, 2004; GARCIA et al., 2021; NASCIMENTO
et al., 2018).

Figura 5 - Descricéo do processo de extracdo MFS-HS. (A) Escolha da fibra, (B) Introducao
da agulha no vial, (C) Exposicao da fibra, (D) Extracdo dos analitos, (E) Recolhimento da
fibra na agulha e (F) Dessor¢éo no GC.

A fibra junto ao holder é (F)
levado ao Cromatdgrafo.
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Holder i l
Fa®
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Amostra —»

Ovial é furado Exposicdo da fibra Qs analitos s3o extraidos por
meio de afinidade com a fibra

Fonte: Adaptado de Garcia et al. (2021).

4.3.2. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (GS-MS)

A Cromatografia Gasosa (CG) é uma das técnicas mais utilizadas em analises
qualitativas e quantitativas, permitindo o estudo de CV’s, semivolateis, e simultaneamente
ndo termolabeis. A CG normalmente utiliza, na fase movel, o gas Hélio, Hidrogénio ou
Nitrogénio, enquanto, na fase estacionaria, € um liquido de elevado ponto de ebulicdo que
envolve o material solido inerte (Figura 4B). A fase mével com o gas determinado adequa-se
para carregar os analitos por toda a coluna cromatografica, uma vez que s6 ira eluir na fase
estacionaria (sélida ou liquida). A interacdo dos analitos é atribuida a similaridade com os
componentes da fase estacionaria, igualmente com a temperatura em que cada componente se
desloca na fase gasosa (Figura 4C) (COLLINS et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2018).
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Os principais componentes de um cromatografo a gas sdo: sistema de injecao, cilindro
de gés, coluna cromatogréfica, forno, detector e sistema de aquisicdo de dados (Figura 4).
Devem-se seguir as seguintes condi¢des fundamentais para que anélise aconteca:

1) o gés de arrastre deve ser de alta pureza, inerte e adequado ao tipo de detector;

2) o detector deve possuir boa estabilidade, sensibilidade, reprodutibilidade, tempo de
resposta e facilidade de manuseio;

3) o fluxo de gas de arrastre deve ser controlado por valvulas de medicgéo, o qual varia
com o tipo de coluna (empacotadas ou capilares) (NASCIMENTO et al., 2018).

Os detectores sdo componentes acoplados ap6s a coluna cromatogréafica e tém como
principal funcéo detectar os constituintes da amostra ap0s a separagdo na fase estacionaria da
coluna. Logo, o emprego do detector adequado na saida da coluna torna possivel a
identificacdo e quantificagio dos Compostos Volateis, gerando como resposta o
cromatograma. Existem diversos tipos de detectores: Detector por lonizagdo em Chama (FID);
Detector por Condutividade Termica (TCD); Detector por Captura de Elétrons (ECD);
Detector de Nitrogénio e Fosforo (NPD); Detector por Fotoionizacdo (PID); Detector
Fotométrico de Chama (FPD) e Espectrometria de Massas (EM ou MS) (COLLINS et al.,
2006; NASCIMENTO et al., 2018).

Na fonte de ionizacéo, ocorre a formacdo dos fragmentos das moléculas do analito,
devido a um alto potencial aplicado (geralmente 70 eV), transferindo os ions para o analisador
do MS, separando-os, assim, de acordo com a razdo Massa/Carga (M/Z) (Figura 4D)
(GARCIA et al., 2020; WILSON e WALKER, 2010).

Os analisadores de massas comumente utilizados sdo quadrupolo (Q) e armadilha de
fons (ion trap - IT) (Figura 4E). O acoplamento do EM a um sistema cromatogréafico tem a
vantagem de responder a um grande nimero de Compostos Volateis e Semivolateis. O
detector monitora e amplifica a corrente de ions, transmitindo o sinal para o sistema de dados.
Ao chegar a esse sistema, 0s ions sdo registrados na forma de espectros de massas (valores
m/z dos ions) em funcédo da sua intensidade, e, posteriormente, comparados com o banco de
dados (biblioteca).
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Figura 6 - Esquema dos principais componentes dos instrumentos GC-MS.
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Fonte: Adaptado de Emwas et al. (2015).

Geralmente, o espectrdmetro de massas € utilizado em duas formas: no modo
varredura completa (Full Scan), para analise qualitativa; e monitoramento seletivo de ions
(SIM), para analise quantitativa (GARCIA et al., 2021; NASCIMENTO et al., 2018). A
biblioteca de espectros padrdo do equipamento permite a identificacdo da estrutura pela
comparacgdo entre os espectros do analito e o banco de dados, gerando uma probabilidade de
confirmacéo da identidade do composto (Figura 5F) (NASCIMENTO et al., 2018; WILSON;
WALKER, 2010).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencao das matérias-primas

As frutas e hortalicas (abacaxi, couve-manteiga, gengibre, liméo-taiti) utilizadas na
elaboracdo da bebida mista foram adquiridas no comércio local de Limoeiro do Norte, Ceara.

5.2. Processamento do Refresco Misto

Como refrescos mistos ndo possuem padrao de identidade e qualidade proprio, devem
ser elaborados de forma a seguir as orientagfes da Instrucdo Normativa n° 19/2013 (MAPA),
que cita que refresco ou bebida cuja matéria-prima ndo esteja especificado na legislagdo deve
conter uma concentracdo minima de 10% v/v de suco/polpa da fruta e 5% v/v de suco/polpa
de vegetal (hortalica) (BRASIL, 2013).

Para o processamento do Refresco Misto, seguiu-se a metodologia de Fouchy et al.
(2019), com formulagédo pré-estabelecida em estudo prévio. Polpa de abacaxi (18,33%),
couve-manteiga (8,33%), gengibre (0,33%), limao-Tahiti (6,33%) e agua potavel (66,67%)
foram batidos em liquidificador industrial por cerca de 2 minutos, filtrados em peneira com
granulometria 0,2 mesh, envasados em garrafas de vidros com capacidade para 300 mL,
fechados com tampas plasticas previamente higienizadas em solucdo clorada (50 ppm) e

armazenados sob refrigeracdo a 10 °C.

5.3. Analises fisico-quimicas

O pH das amostras foi avaliado utilizando pHmetro de bancada, da marca OHAUS,
modelo Starter 2100, seguindo metodologia eletrométrica preconizada pelo método 943.71 da
AOAC (2012).

A determinacdo dos sélidos soltveis foi realizada por leitura da amostra, em
refratbmetro eletrdnico, modelo Optronics Abbe Refractometer, a temperatura de 28 °C, e o
resultado expresso em °brix.

A andlise de acidez titulavel (AT) foi realizada conforme método 937.05 da AOAC
(2012). Foram transferidos 5 mL de amostra com pipeta volumétrica para Erlenmeyer de 250

mL, e diluidos com 70 mL de &gua destilada. Procedeu-se a titulagio com NaOH 0,1 M
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utilizando solugdo de fenolftaleina 1% como indicador. A anélise foi realizada em triplicata,
e 0s resultados expressos em g.100 de &cido citrico.

O Ratio é comumente aplicado para sucos de frutas; o calculo foi baseado na relagéo
SS/AT. Essa relacdo é utilizada como uma indicacdo do grau de maturacdo da matéria-prima
(ARAUJO; SENA, 2018).

5.4. Determinacéo de acido citrico por CLAE-UV

5.4.1. Reagentes, solugdes e curva analitica

O padréo de &cido citrico — P.A. (CsHsO7), Sigma-Aldrich® foi adquirido com grau
de pureza > 99,99%. Os reagentes acetonitrila (CHsCN), Sigma-Aldrich®, fosfato
monopotassio (KH2POa4), Sigma-Aldrich®, acido fosforico — P.A. (HsPOs), Sigma-Aldrich®,
todos possuiam pureza superior a 98%. Agua foi obtida em sistema Milli-Q Millipore.

Preparou-se a solucdo tampédo de fosfato monopotassio (KH2PO4) 0,2 M, pH 2,4,
diluindo 27,2 g de KH2POsem 950 mL de agua Milli-Q. Ajustou-se o pH para 2,4 com acido
fosforico (H3POs), e, em seguida, o volume foi ajustado para baldo volumétrico de 1000 mL.
A solucao foi filtrada em sistema completo de filtracdo a vdcuo com membrana de 0,45 pm
de porosidade (Millipore), acondicionada em frasco de vidro, realizada a desgaseificacdo em
sonicador para remogdo de gases.

Preparou-se a solugdo estoque do padrdo analitico com concentragdo de 1000 mg.L™,
diluindo 0,1000 g do &cido citrico em 100 mL de 4gua Milli-Q. A partir da solucdo estoque,
preparou-se as diluicdes necessarias para atingir as concentracfes desejadas (100, 250, 500 e
750 mg.L1). O preparo foi realizado ao abrigo da luz. Apos essas etapas, o preparo foi filtrado
em membrana Millex (0,45um) para remocao das impurezas. Em seguida, transferiu-o para
os vials do injetor automatico, para a quantificacao instrumental obtendo a curva de calibracao

do padréo.

5.4.2. Preparo de amostra

Primeiramente, foi tratado o cartucho de extracdo em fase solida fase estacionaria C18
com 10 mL da solucdo, recém preparada, de acetonitrila: agua Milli-Q® (1:1), para remocao
do solvente — com auxilio de Manifold acoplado a bomba a vacuo — até secagem total do
cartucho, descartando o liquido. Em seguida, 10 mL da amostra no cartucho foram tratadas

também com Manifold, porém se descartando os primeiros 5 mL da amostra. Os outros 5 mL
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foram coletados em um tubo de ensaio e filtrados em membrana Millex para remocdo total

das impurezas.

5.4.3. Condigdes cromatograficas
Cromatografo liquido de alta eficiéncia equipado com sistema binario de
bombeamento 321 da Gilson®, coluna de fase reversa C18 (Hichrom, 15 cm de comprimento
x 4,6 mm de didmetro x 5 um de particula), detector ultravioleta-visivel (UV-Vis) (modelo
152, Gilson®, injetor automatico com loop de 20 ul (modelo 234, Gilson®), desgaseificador
(modelo 864, Gilson® e sistema de analise e processamento de dados (Software Unipoint 3.0)
(Figura 5).
A amostra foi disposta nos vials do injetor automatico e analisada por CLAE-UV, em
duplicata, sob as seguintes condicoes:
e fase movel: solugdo tampao de fosfato monopotassio 0,2 M, pH 2,4;
e modo de eluicdo: isocratica;
e vazdo do fluxo: 0,8 mL min;
e comprimento de onda do detector: 214 nm;
e temperatura da coluna: temperatura ambiente (25 °C);

e duracdo da corrida: 10 minutos.

Figura 7 - llustracdo do Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a Ultravioleta-
visivel.

Fonte: Autor (2022).
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5.5. Anélise dos Compostos Volateis-CV’s por CG-MS

5.5.1 Selecdo da fibra de SPME

Foram avaliadas trés fibras com diferentes recobrimentos poliméricos: poliacrilato
(PA, espessura do filme 85 um); polidimetilsiloxano-carboxen (PDMS-CAR, espessura do
filme 80 um); e polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB, espessura do filme 100
pm). Previamente, as fibras foram condicionadas no injetor do cromatégrafo de acordo com
tempo e temperatura recomendados no manual do fabricante, especificos para cada tipo de
fibra.

Para extragdo, o vial contendo 20 mL do Refresco Misto foi lacrado e mantido sob
agitacdo constante em chapa aquecedora, aquecido em bloco de aluminio, a 65 °C por 20
minutos. As fibras foram expostas no modo headspace (HS-SPME), até que fosse estabelecido
0 equilibrio (adsorgéo) dos analitos entre a matriz da amostra e a fibra polimérica (Figura 6).
Em sequida, as fibras foram inseridas diretamente no injetor do CG-EM, a 260 °C, no qual
ocorreu a dessorcdo termica dos analitos retidos no recobrimento polimérico (MARQUES,
2019; XU et al., 2021).

Figura 8 - Sistema de extracdo para HS-SPME. (A) Agulha instrumental SPME contendo a
fibra, (B) Vial ou frasco septo e (C) Bloco de aluminio em forno.

Fonte: Autor (2022).
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5.5.2. Otimizacao das condicdes de extracdo por HS-SPME

Na etapa de otimizagdo do método, apds a escolha da melhor fibra, foram avaliados o0s
parametros de tempo de equilibrio e a influéncia da variacdo de temperatura. Foram testados
20 e 30 minutos, 65 °C e 85 °C nas mesmas condig¢des de extracdo no modo headspace (HS-
SPME), descrito no item 5.5.1.

5.5.3. Condig¢des do método GC-MS

As experimentacbes foram realizadas no Cromatografo Gasoso Acoplado a
Espectrometria de Massa, marca Thermo® modelo Focus GC/ DSQII (Figura 7), equipado
com analisador quadrupolo, utilizando uma coluna DB-5MS (5% fenilmetilsiloxano), Agilent
J&W, de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum de espessura de
filme. O espectrometro de massas foi operado no modo de aquisi¢ao Full Scan, com intervalo
de varredura entre 35-400 m/z, utilizando-se ioniza¢do por impacto de elétrons- IE com
energia de 70 eV. Os CV’s foram identificados de acordo com a Biblioteca NIST (National
Institute of Standards and Technology) (Figura 7).

As condicdes estabelecidas para as experimentacdes e a programacao da temperatura,
foram:

e temperatura do injetor: 260 °C;

e modo de injecdo: Splitless;

e gas de arraste: Hélio 5.0 (99,999%);

e vazdo do fluxo: 1,0 mL.min;

e rampa de aquecimento: temperatura inicial em 60 °C, mantida durante 1 minuto, com
taxa de aquecimento em 5 °C.mint até 210 °C. Apds, a taxa foi de 15 °C.min até 300
°C, mantida durante 1 minuto. Totalizando em 38 minutos;

e temperatura da linha de transferéncia: 300 °C;

e temperatura da fonte de ions: 250 °C;

e software: Xcaliur 2.0.7.
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Figura 9 - llustracdo do Cromatdgrafo Gasoso Acoplado a Espectrometria de Massa.

Fonte: Autor (2022).

5.6. Estudo da estabilidade dos CV’s

A amostra de Refresco Misto foi avaliada considerando a estabilidade em ambiente
domeéstico. O volume de 180 mL da amostra foi mantido em frasco de vidro préprio para
envase comercial de bebidas, fechado de maneira adequada, garantindo a protecdo da amostra
do ambiente externo, e mantido sob ambiente de refrigeracéo a 10 °C.

O estudo da estabilidade do Refresco Misto foi realizado em um periodo de 15 dias de
armazenamento, conforme apresentado na Figura 8. Para cada tempo, foram retiradas
aliquotas de 20 mL, do mesmo frasco e submetidas a extracdo por MFS-HS, seguindo as
condicdes estabelecidas apos a selecdo da fibra e a otimizacdo da técnica de extracéo.
Posteriormente a extracdo, as amostras foram injetadas no CG-MS, para analise qualitativa,
seguindo as mesmas condicdes cromatogréaficas descritas no item 5.5.3.

A estabilidade foi através do percentual de degradacdo dos principais compostos,
conforme Equacdo 1 da metodologia de Herrington (2021), com modifica¢es, verificando as

mudancas nas areas cromatogréaficas (AC) ao longo do periodo do estudo.

b dacio(%) = |AC'Tempo0' — AC'Tempo4’| 100 "
egradacao(%) = AC Tempo0’ x (D
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Figura 10 - Fluxograma da andlise de estabilidade de CV's em um periodo de 15 dia.

Tempo 0 (zero)
Preparo do Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4
Refresco Misto © 3° dia D 5° dia D 10° dia D 15° dia
1° dia

Fonte: Autor (2022)

5.7. Anélise estatistica

Os valores obtidos na determinacdo de acido citrico foram expressos em média e
desvio padrdo, em triplicata. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) com nivel de confianga de 5%, utilizando-se o software Statistica 10.0
(STATSOFT, 2011); utilizou-se o teste T de Student para comparagdo de medias. Avaliou-se
a comparacdo de quantificagdo de &cido citrico entre o método por titulagdo e método

cromatografico.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Andlises fisico-quimicas da amostra

6.1.1. pH, sélidos sollveis, acidez e ratio

Os resultados relacionados as analises fisico-quimicas do Refresco Misto de Frutas e
Hortifrutis, encontram-se na Tabela 1. A combinacgéo de abacaxi, couve-manteiga, gengibre e
lim&o pode ser considerada um produto inovador, em virtude de ndo apresentar referéncias de
comparacdo dos valores analisados. Ademais, 0 Refresco pode promover uma nova
experiéncia sensorial de cor, sabor e viscosidade a linha dos refrescos mistos, tornando-se

atrativo ao publico que renuncia o consumo de frutas e hortaligas.

Tabela 1 - Resultados obtidos das analises fisico-quimicos do Refresco Misto.

Caracteristicas Refresco Misto
pH 3,03+0,03
Solidos Solaveis Totais (°brix) 3,05 £ 0,09
Acidez Titulavel (AT) (9.100" mL Acido Citrico) 8,65 +0,08a
Ratio 0,35

Médias + desvio padrdo seguidas de letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente entre
si (p < 0,05) pelo teste T-Student;
Fonte: Autor (2022).

Observa-se que o valor do pH do Refresco foi de 3,03, apresentando uma caracteristica
acida, ou seja, um alimento muito acido (pH < 4,0). Esse pH traz vantagens como inibir uma
grande parcela do desenvolvimento microbiano, principalmente bactérias, reduzir o uso de
aditivos de conservacdo, apresentar menos risco para a comercializacdo, por se mostrar um
alimento menos perecivel. Em contrapartida, fica propicio quase que exclusivamente a bolores
e leveduras (FIB, 2012; FRANCO; LANDGRAF, 2005). Este valor foi préximo aos
encontrados nos estudos de Leone (2009), que elaborou sucos mistos compostos de polpas de
uva e acerola juntamente com a hortalica Rumex acetosa (azedinha), que apresentou pH muito
acido, entre 3,03 e 3,07; de Gomes et al. (2016), com valores médios de pH entre 2,82 e 3,34,

ao formular sucos mistos com maracuj, laranja, horteld e limdo-toranja; e de Silva (2019),
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com pH 3,10, ao avaliar uma marca de suco misto tendo na sua composi¢ao couve e espinafre
(liofilizados), polpas de maca e limdo-tahiti (pd alimenticio), gengibre e salsa (p6 alimenticio).

A quantificacdo dos Sélidos Sollveis Totais (SST) (°brix) permite observar o
desempenho na qualidade do produto, devido as influéncias nas propriedades termofisica,
quimica e bioldgica ocorridas pelo processamento, principalmente industrial, pois expressa o
contetido de agUcares, como glicose, frutose e sacarose, de alguns acidos organicos e de outros
componentes de cadeia simples, representando uma propor¢éo direta com o grau de dogura
do produto (COSTA et al., 2004; SILVA, et al., 2002).

O Refresco Misto apresentou 3,05 °brix. Vale ressaltar que o produto foi elaborado
com o intuito de utilizar somente 0os componentes sollveis naturalmente presentes nos
préprios ingredientes da mistura, sem emprego de aditivos alimentares e sendo diluido em
agua potavel, como recomenda a Instrucdo Normativa n° 19/2013 (BRASIL, 2013).
Entretanto, foi um valor relativamente proximo do estudo de Vilar et al. (2020), que
determinaram o valor de 5,50 °brix ao analisar o suco misto contendo abacaxi, manga, banana,
espinafre, couve, horteld e gengibre, também diluido em &agua potavel e sem adi¢cdo de
aditivos. Os autores ainda mencionam que sao poucas as literaturas que seguem essa tendéncia
de bebidas mistas que optem para uma conscientizacao de uma op¢do mais saudavel.

Outras pesquisas (GOMES et al., 2016; LEONE, 2009; SILVA, 2019), ao
desenvolverem ou até mesmo avaliarem marcas de suco/bebidas/refrescos mistos conhecidas
no mercado, verificaram a utilizacdo de aditivos, tais como maltodextrina, antiumectante,
edulcorante sucralose, acidulantes e estabilizantes para realizar ajustes nas caracteristicas do
produto.

A acidez titulavel foi expressa em &cido citrico, por ser um &cido organico existente
em maior concentracdo na composi¢cdo do Refresco Misto. Esta caracteristica pode influenciar
no sabor, odor e estabilidade do produto.

O valor obtido no Refresco Misto foi de 8,65 g.100™ mL de &cido citrico, superior a
Silva (2019), que apresentou uma variacdo de 0,10 a 0,53% de acido citrico em 7 bebidas
mistas de frutas e vegetais comercializadas em estabelecimentos de produtos alimenticios em
Belo Horizonte (MG). Machado et al. (2017) encontraram 0,13% de &cido citrico em suco
comercial Detox e 0, 26% ao elaborar o proprio suco misto de fruta e hortalica para o estudo.
Vilar et al. (2020) apresentaram 1,21% ao desenvolver suco em pé e 2,28% suco liquido
utilizando abacaxi, manga, banana, espinafre, couve, horteld e gengibre.

Essa elevada acidez do Refresco Misto pode ser explicada pela presenca do liméo e da

couve-manteiga, pois conforme Martins et al. (2017), ao caracterizar parametros quimicos de
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frutos de limeiras acidas “Tahiti” e limdes “Galegos™ cultivados em condi¢des de Cerrado
(Uberlandia, Minas Gerais), obtiveram valores para &cido citrico de 10,12% (Tahiti) e 10,36%
(Galego). Primak e Lima (2017), ao realizar a caracterizacdo fisico-quimica da couve logo
apos a colheita, em Rio Bonito do Iguacu, PR, obtiveram valores entre 4,78 e 5,72% de &cido
citrico.

O ratio € um parametro que estabelece uma relagio entre SST/AT. E uma variavel
consideravel, pois avalia o grau de dogura do produto, ou seja, o equilibrio entre o sabor doce
e 0 acido, porém esse valor € bastante influenciado pelas condi¢es da matéria-prima. Ao
utilizar frutas no preparo de bebidas, existem os fatores como estadio de maturacédo, condi¢oes
de manejo e dos estresses abioticos, além dos diversos processos agroindustriais aos quais 0
produto é submetido (MEDEIROS et al., 2014; SILVA et al., 2008).

Essa baixa relacdo indica que o Refresco Misto possui um sabor mais acido e menos
doce, de modo semelhante ao encontrado por Lima et al. (2019), que, ao elaborar um suco
misto de acerola com manjericdo, aplicando um planejamento experimental (4 ensaios) para
avaliar a melhor resposta dentre as condi¢des de formulagdes da bebida, obtiveram valores de
ratio entre 1,50 e 1,80. Esse valor distingue-se do verificado por Murakami et al. (2020), que,
a0 desenvolver um suco funcional com suco concentrado de laranja adicionado diferentes

percentuais em massa de couve (1, 3, 7 e 10%), obtiveram entre 16,3 e 17,3 de ratio.

6.1.2. Andlise de &cido citrico por CLAE-UV

O tempo de retencdo do acido citrico no método foi determinado usando um padrao
analitico, apresentando um tempo médio de retencdo de 5,53 min, conforme mostra a Figura
9.

Figura 11 - Cromatograma do pico (1000 mg.L™t) na curva analitica de acido citrico obtido
por CLAE-UV.
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Fonte: Autor (2022).
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A curva analitica foi estabelecida pela relagdo entre as areas dos picos em fungédo das
concentracdes, apresentando coeficiente de regressao de 0,9965 e coeficientes de variagao (%)
entre 0,29 e 1,27 (Figura 10). A Resolu¢do RDC n° 166/2017, da ANVISA, recomenda um
coeficiente igual a 0,99 e a anélise da curva de calibracdo seja realizada através de, no minimo,
cinco concentracdes diferentes. A partir da equacdo (y = 1387,6x-8378,3) obtida, foi
deliberada a quantificacdo do Refresco Misto. A equagdo fornece a concentragdo em mg.L™,
porém o resultado final foi convertido para g.100 mL de &cido citrico, sendo a variavel Y as
areas dos picos do Refresco Misto e a varidvel X a concentracdo de &cido citrico.

Figura 12 - Representagdo gréfica da curva analitica de acido citrico.
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Fonte: Autor (2022)

A determinacéo do acido citrico pelo método cromatografico apresentou um valor de
6,84+0,28 g.100mL*, com diferenca significativa (p < 0,05) nos resultados para dois métodos
usados. O método de acidez titulavel, apesar de corresponder a um método oficial para bebidas
com frutas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, determina, além do acido
citrico, varios outros compostos organicos naturalmente presentes no Refresco Misto ou
através de uma interacdo como os acidos malico, oxalico, succinico, ascorbico, tartarico,
isocitrico, fumarico, oxalacético e cetoglutarico, que no geral sdo encontrados em frutas e
vegetais (LIMA et al.,, 2010; SCHERER et al., 2012). Diante disso, os métodos mais
adequados para determinar a concentracdo real de acido citrico sdo os Métodos
Cromatogréaficos, devido a sua maior seletividade.

Outro ponto de vista seria explicado pela etapa de preparo de amostra durante o
tratamento do cartucho de extracdo em fase solida C18, uma vez que o material adsorvente é
capaz de diferenciar, isolar e interagir com o analito de interesse (&cido citrico),

discriminando-o de outros compostos presentes na matriz (Refresco Misto), antes da analise
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cromatogréfica. Nesta etapa, também é realizada a eliminagdo de possiveis impurezas
presentes no solvente dentro do cartucho, visto que a principal finalidade é o processo de
concentragédo do analito. Em raz&o disso, utilizou-se grande volume de amostra para reter, no
cartucho, o analitico e propiciar a eliminacao dos interferentes (CASTRO; MACCA, 2018).

Neste trabalho, a amostra apresentou 6,84 g.100g™ mL de &cido citrico por CLAE-UV.
Scherer et al. (2012) validaram um método analitico usando um sistema de cromatografia
liquida para determinagdo répida e simultdnea dos principais acidos orgénicos (tartarico,
malico, ascorbico e citrico) em sucos de frutas comerciais. Os autores usaram o sistema LC-
UV/DAD, comprimento de onda de 210 nm para 0 &cido citrico e tratamento do cartucho de
extracdo C18. Obtiveram a concentragéo de &cido citrico entre 6581 e 7023 mg.100* mL para
suco com lim&o-galego (Citrus aurantifolia), entre 5192 e 5765 mg.100™ mL para suco com
limdo-cravo (Citrus limonia) e entre 6,41 e 7,70 g.100™ mL para suco com liméo siciliano
(Citrus limon). Pereira et al. (2007) realizaram a identificagdo e quantificagdo dos &cidos
organicos que compdem a couve tronchuda na regido de Mirandela, Portugal. O estudo foi
conduzido através de sistema HPLC/UV, comprimento de onda de 214 nm para todos aos
acidos analisados, com tratamento da matriz (5 mL de metanol/agua (1:1), ultrassonicado,
centrifugado e filtrado). Os autores identificaram sete &cidos organicos: aconitico, citrico,
ascorbico, malico, quinico, chiquinico, fumarico. Ao quantificar o acido citrico, obtiveram
99746 mg.Kg* (9,97 9.100g™).

6.2 Analise de CV’s no Refresco Misto

6.2.1 Otimizacao do método de extracdo

Para otimizacdo do método, inicialmente foi realizada a selecdo da fibra dentre as trés
testadas: PA (85 um), PDMS-CAR (80 um) e PDMS-DVB (100 pum), com as seguintes
condicdes: temperatura de extracdo de 65 °C, durante 20 minutos, sob agitacdo (Figura 11).

Os resultados obtidos no pré-teste com diferentes revestimentos de fibras estdo
representados graficamente na Figura 12, na qual a fibra PA (85 um) obteve o maior nimero
de picos (90 ao todo), seguida da fibra PDMS-CAR (80 um) com 85 picos identificados e por
altimo a fibra PDMS-DVB (100 um) com 82. Em sua maioria, 0s compostos identificados

foram encontrados em todas as fibras, porém, com concentragdo (area%) diferentes.
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Figura 13 - Sobreposi¢cdo comparativa dos cromatogramas da identificacdo dos compostos
volateis do teste entre as trés fibras PA, PDMS-CAR e PDMS-DVB.
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Fonte: Autor (2022).

Apesar da pequena diferenca entre 0os nimeros de picos dos revestimentos (90, 85 e
82), os resultados foram moderadamente melhores para a fibra PA, sendo, portanto, utilizada
para os testes de extracdo de volateis, por demonstrar uma melhor eficiéncia, ao se tratar de
uma fibra com maior afinidade aos compostos com caracteristicas apolares.

Esse comportamento dos testes de revestimentos para a eficiéncia da fibra PA teve
uma semelhanca com um dos estudos de Costa (2014) sobre a prospeccdo de compostos
volateis, caracteristicas e identificacdo quimica de resisténcia e/ou atracdo, em algumas
variedades do fruto manga (Mangifera indica L.) resistentes as moscas-das-frutas (Anastrepha
obliqua). O autor, para chegar a eficacia da PA, analisou varias fibras e comparou-as com 0s
compostos identificados e obtidos por SPME, identificando os Compostos Volateis por meio
da realizacdo de testes com as fibras PA — Poliacrilato (100 pum de espessura), PDMS —

Polidimetilsiloxano (100 um de espessura), Car/PDMS — Carboxen/Polidimetilsiloxano (75
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pm de espessura) e DVB/Car/PDMS — Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (50/30
pm de espessura). Os resultados do estudo indicaram que a fibra PA se mostrou mais eficiente
devido ao elevado nimero de identificacdo dos compostos volateis em algumas partes dos

frutos (casca, polpa, latex) e em varios niveis de maturacao do fruto.

Figura 14 - Representacdo grafica dos numeros de picos identificados por fibra de
MicroExtracdo em fase sdlida.
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Fonte: Autor (2022).

No cromatograma, é permitido determinar componentes principais (majoritarios) do
Refresco Misto, sendo considerado componentes majoritario toda espécie quimica presente
na matriz alimentar na faixa entre 1% e 100% de area (NASCIMENTO et al., 2018). Para
isso, foi avaliada a influéncia da fibra quanto a intensidade do pico. Observou-se que dentre
0s compostos majoritarios a fibra PA representou 98,42% dos 16 compostos volateis com
maiores niveis de intensidade do pico, demostrando uma percentagem expressiva de
importancia, enquanto as outras fibras foram inferiores tanto nos nimeros de majoritarios
guanto nos valores da area%.

De acordo com o nimero de compostos identificados e a analise de intensidade de pico
dos compostos classificados como correspondentes entre as trés fibras estudadas, a fibra com
melhor aplicabilidade na identificacdo e extragdo dos CV’s foi a fibra poliacrilato (PA), por
ser capaz de apresentar um nimero elevado de compostos e com niveis de area% expressivos.

Ap0s a selecdo da fibra realizou-se teste de otimizacdo de extracdo por SPME,
verificando diferentes tempos de equilibrio e influéncia da temperatura de extracdo, conforme

apresentado no cromatograma na Figura 15.
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Figura 15 - Sobreposi¢do comparativa dos cromatogramas da identificagdo dos compostos
volateis em diferentes tempos de exposi¢do (30 e 20 min) nas temperaturas de: 65 °C (A) e 85
°C (B).

7,56 14,20
/ /
[e] / o
(A) 65 °C (B) 85 °C
/
/
/ /
/ / 7,61
/ /
/ /
/ / 2021
/ /
/ 30 minutos / 30 minutos
/ 3 2047 /
/ 14,1 X /
/ 1338 2043
/ / 2,87
/ 405 | 832 20,14 / 367 | 1305|| 1986
100/ 7.60 | 10,10 208 / 1418 [IMERN 17.18 [l 54 g4 3167
] \n ikl bl ‘L,I [t 2471 3379 3678 100/ (e S -
%0 1418 / 2019 ]
1 / %0 761 /
80 / 80l /
k| / ] /
L= / 0] / 20,19
/
g 1 / o 1
§ § o /
t / g 1
= 1 i < 4
< 50 / 2 50
z 1 /
£ . s ]
5 40 3 4]
& / ﬁ 407 /
3 / 2042 ]
30 / 30 / 1338 -
1/ 20 minutos i/ o0 20 minutos
20q  / 0] /
i/ 1336 | 1984 1/ 19,84 68
2 1 /3 13,05
AN i
4/ ) 21,79 31,66 1/ g 2622
oL Az o ALl L ML L 2
o 5 1o 15 2 25 3 35 5 10 15 20 25 30 35

Time (min) Time (min)

Fonte: Autor (2022).

Com base nos resultados obtidos (Figura 15), foram observados os efeitos estimados
para as respostas de numeros de compostos majoritarios volateis dispostos na selecéo da fibra,
e pode-se constatar que qualitativamente ocorreram perdas em funcao do tempo de exposi¢édo
da fibra sob influéncia da temperatura para 0s 16 picos majoritarios.

O tempo de exposicdo de 20 minutos, sobre temperatura de 65 °C, apresentou efeito
positivo para a identificacdo de compostos volateis, como mostra 0 cromatograma na Figura
13. Ja com exposicdo de 30 minutos, ndo foi expressivo para 0 numero de picos majoritarios
e de area% dos compostos majoritarios. Nascimento et al. (2018) explica que o instante de
exposicdo da fibra na matriz da amostra tende a estabelecer um equilibrio dos analitos entre a
amostra e a fibra selecionada. O tempo de 20 minutos para adsorcao dos analitos na fibra PA
em SPME foi satisfatorio para a extracdo de volateis do headspace do Refresco Misto,
apresentando efeito expressivo quanto aos critérios (area %, nimero de picos majoritarios e

similaridade %) escolhido para avaliar a eficiéncia da extracdo para exposicao da fibra.
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Figura 16 - Representacdo grafica da variacdo da area (%) em funcéo do numero de compostos
durante a otimizacéo de tempo de exposi¢édo (20 e 30 min) e temperatura extragdo a 65°C (A)
e 85°C (B).
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Fonte: Autor (2022)

Outro parametro avaliado foi a influéncia da temperatura de extragéo, pois, segundo
Nascimento et al. (2018), a temperatura pode alterar a interagcdo do analito com o revestimento
da fibra; alguns compostos podem aumentar e/ou diminuir sua interagcdo, conforme se eleva a
temperatura. Neste estudo a temperatura de 85 °C para o Refresco Misto demonstrou um
impacto negativo nos numeros de compostos decaindo de 16 majoritarios para 11, e nos
valores das areas%, principalmente no tempo de 30 minutos como visto na representacao
gréfica, em que 54,55% demonstram terem diminuido a intensidade dos picos.

No geral, de acordo com o numero de compostos extraidos, 0 nUmero de majoritarios
e o percentual de area cromatografica, as melhores condigdes de extracdo do CV’s, com a
fibra selecionada (PA, 85 m), foram com 20 minutos de exposicdo para que alcance o
equilibrio dos analitos, sobre influéncia de temperatura a 65 °C e sob agitacao padréao.

Estudo similar foi realizado por Garcia et al. (2020) quando extrairam CV’s de polpa
do fruto acerola (Malpighia emarginata D. C.) coletada na cidade de Sete Lagoas-MG,
utilizando o método de extracdo HS-SPME/ GC-MS com analisador do tipo ion-trap. Os
autores avaliaram a eficiéncia de duas fibras polares: PA (85 pm) e CW-DVB (65 um); e trés
fibras semipolares: PDMS-DVB (65 um), DVB-CAR-PDMS (50 pum) e
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carboxen/polidimetilsiloxano (CAR-PMDS, 75 um). As condigdes investigadas para extracéo
foram: tempo de extracdo (20, 30 e 40 min), temperatura de extracdo (25, 45 e 65 °C) e
agitacdo (0, 50 e 100 rpm). Dentre as cinco fibras avaliadas, observou-se que as trés fibras
(CW/DVB, DVB/CAR/PDMS e PA) apresentaram condicOes de extracdo similares; em
contrapartida, as duas fibras (CAR/PDMS e PDMS/DVB) apresentaram comportamentos
distintos nas condicbGes de extracdo. Ao avalair o0 nimero de compostos extraidos e as
condicgdes tempo/temperatura/agitacéo, a fibra com melhor eficiéncia de extragéo de CV’s foi
a fibra de poliacrilato (PA), pois foi capaz de extrair o nUmero de compostos, 51 ao todo, nas

seguintes condicOes: tempo de extracdo de 20 min, na temperatura de 65°C e sem agitacao.

6.2.2. Perfil de compostos volateis no Refresco Misto

Apos a otimizagdo do método de extracdo, foi feita a analise no Refresco Misto por
HS-GC/MS. Foram identificados inicialmente 90 compostos volateis, sendo 17 compostos

majoritarios, conforme mostrado no cromatograma apresentado na Figura 15.

Figura 17 - Cromatograma dos Compostos Organicos Volateis identificados de acordo com
as condicdes de extracdo HS-SPME estabelecidas no estudo, 65 °C por 20 minutos.
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Fonte: Autor (2022).

Na Tabela 2, mostram-se os dados dos 16 compostos majoritarios, com seus tempos
de retengdo, classe quimica e similaridade. Dentre os CV’s majoritarios, foram encontradas
seis classes quimicas, sendo o percentual do perfil volatil: 6,25% é um aldeido, 6,25% é um
alcool, 6,25% é um organossulfurado, 12,50% sdo ésteres, 6,25% € um acido carboxilico e
62,50% sdo terpenos e terpenoides.

No Refresco Misto, incluem-se compostos como o cis-3-hexenal, cis-3-hexen-1-ol e 0

isolatiocianato de alila, uma vez que eles possuem importancia comercial para industrias de
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alimentos e de perfumarias, pois, conforme os 6rgdos FAO (Food and Agriculture
Organization), FDA (Food and Drug Administration EUA) e FEMA (Flavor and Extract
Manufacturers Association) sdo compostos volateis utilizados como agentes aromatizantes.
Os compostos cis-3-hexenal e cis-3-hexen-1-ol atribuirdo caracteristicas aromaticas intensa
de grama, folhas verdes recém cortadas e frutado, sendo muito comum em hortali¢as, mas
podem ser encontrados em tomates maduros, condimentos e temperos (MATSUI, 2006;
PUBCHEM, 2004, 2021). Quanto ao isolatiocianato de alila, € responsavel pelo sabor
pungente de mostarda, raiz-forte e wasabi. Na industria de alimentos, € uma alternativa
utilizada como conservante quimico em alimentos (antimicrobiano) por ser capaz de inibir o
desenvolvimento de bactérias e fungos micotoxigénicos e deteriorantes (DHINGRA et al.,
2004).

Tabela 2 - Perfil de compostos majoritarios volateis do Refresco Misto.

Tempo. ¢ Lo
Composto Formula Estrutura Quimica de Area - Similaridade
Molecular R ~ (%) (%)
etencao
Aldeido
0
cis-3-hexenal CsH200 HBC\/=\)J\H 2,84 2,68 45,94
Alcool
HaC
cis-3-hexen-1-0l  CeHi0 T o 365 163 54,05
Organossulfurado
. No
'So'a“‘;fi'f‘;ato g CHeNS A e 41 101 80,85
Esteres
Hexanoatode -\ o I 495 3,00 88,28
metila a2 Hac/\/\)LcVCH3 ' ' '
. = 0
Acetato de nerila C12H2002 | o )K 16,59 2,70 43,71
Acido Carboxilico
A (o]
Acido caprilico CsH160: NN . 10,1 1,48 74,92
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Fonte: Autor (2022); PubChem (2021); Nist (2022).

Os ésteres sdo desenvolvidos a partir de uma reacdo de condensacdo catalisada por

enzima entre um acido graxo ativado (acil-Coa) e um alcool (VERSTREPEN et al., 2003).

Segundo o sistema informativo da TGSC (The Good Scents Company) (2021), os dois

compostos ésteres sao utilizados pelos ramos de alimentos e de perfumaria como agentes

aromatizantes ou fixadores de aroma, entdo o hexanoato de metila é responsavel pela sensacéo
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de frescor, frutado, muito comum em abacaxi, mas j& foi identificado nos frutos pequi
(Caryocar brasiliensis Camb.) e noni (Morinda citrifolia L.) (ANDRADE; MAIA, 2007,
PINO et al., 2010); e o acetato de nerila é comumente encontrado em 06leos essenciais em
vegetais de caréater citrico sendo responsavel por conferir aromas florais e frutados, sensacéo
de citrico, frescor e doce.

O composto acido caprilico, presente no Refresco Misto, € um nome comum para o
acido graxo também conhecido como acido octanoico, de gosto desagradavel e rangoso.
Comercialmente, a producdo desse éster é usada em perfumaria e na fabricacdo de corantes
para industrial em geral. Também tem sido usado em tratamentos especificos para pacientes
que sofrem de ma absorcao, insuficiéncia pancreatica, com déficit ou auséncia de sais biliares.
Este acido graxo tem sido usado em dietas para pessoas subnutridas, criancas prematuras e
outros disturbios, devido a grande facilidade em fornecer energia (SAMPELAYO et al., 2007;
VANDENBERGHE et al., 2017).

Os resultados mostraram que a classe quimica terpenos e terpenoides é a principal
fracdo volatil no Refresco Misto. Com ampla aplicacdo na perfumaria e cosméticos, mas tais
compostos também tem sua relevancia aplicabilidade na industria alimenticia por contribuir
no reforco ou na melhora da qualidade sensorial dos alimentos (RAVINDRA; KULKARNI,
2015). Alguns compostos como:

O terpineol de odor agradavel obtido naturalmente tem sido extraido de diversas fontes
como o6leo de cajeput, 6leo de pinho e 6leo de petitgrain (BAPTISTELLA et al., 2009).

O cis-nuciferol, atualmente o 0¢leo essencial de séndalo (Santalum
austrocaledonicum), demostra ser a unica fonte natural do composto volatil, podendo ser
obtido numa 5-15% do composto ao extrair 6leo essencial (Page et al., 2010). A caracteristica
aromatica é descrita como amadeirado-doce, balsdmico animal e muito adesivo. O composto
estd associado a atividades bioldgicas, tais como: elevar o humor, por agir diretamente no
sistema nervoso central, acalmar a mente, a agitacao e a ansiedade, sendo muito utilizado em
casos de depressdo (BUSSE et al., 2014).

O trans-a-bergamoteno, € um composto quimico encontrado em uma variedade de
vegetais, principalmente em 6leos essenciais. O composto volatil ja foi encontrado nos 6leos
de cenoura, bergamota, lima, cidra, semente de algoddo e kumqua. Também muito utilizado
para biossintese de antibidticos (SCHEE et al., 2006; ZHOU et al., 2017).

O a-pineno ja foi detectado em Oleos essenciais em espécies de arvores coniferas
(pinheiro), aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. Allem), também foi identificado

o isdbmero em alecrim (Rosmarinus officinalis), 6leos de eucalipto (Eucapyptus) e lavanda
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(Lanandula officianalis) (BAKKALI et al., 2008; KIM et al., 2015). O a-pineno vem instigado
a curiosidade académica por ser apontado como um grande potencial nas func¢@es bioldgicas,
porque é anti-inflamatdrio, antitumoral e antimicrobiano (MATSUO et al., 2011; NAM et al.,
2014; SILVA et al., 2012).

O d-limoneno, é encontrada em frutas citricas, principalmente em 6leos essenciais das
cascas de limdes e laranjas. Industrialmente tem apresentado destaque devido a sua capacidade
como solvente biodegradavel, pois se decompde naturalmente pelos microrganismos e
apesenta baixa toxicidade (nula) — tem sido usado na substituicdo de componentes toxicos em
defensivos agricolas e em alguns processos de biotransformacao farmacéuticas (PARKDEL;
PANTEA; ROY, 2001). Por apresentar essa baixa toxicidade, alguns estudos apontam
propriedades antioxidantes (ROBERTO et al, 2010; SUN, 2007), vasodilatadoras
(ANDRADE et al., 2017; SOUSA et al., 2015) e anti-hipertensivas (NASCIMENTO et al.,
2019).

O citral possue forte aroma de liméo/laranja, naturalmente encontrados em capim-
limdo (Cymbopogon citratus/flexuosus), citronela (Cymbopogon nardus), erva cidreira
(Melissa officinalis), litsea cubeba (Litsea cubeba) e outras matrizes. Esse composto pode ser
encontrado como citral A (geranial, trans-isdmero), responsavel pelo forte aroma citrico, e
citral B (neral — cis-isdbmero), expressa um aroma mais suave e doce. Para a industria, € um
material quimico de importancia comercial, pois proporciona a fabricacdo de aromas e
fragrancias (cosmeticos, perfumarias e alimentos), além de alguns exemplares de biocidas e
farmacos (AZAMBUJA, 2009). Através de estudos, o composto oferece beneficios
terapéuticos, tais como: diminuir a pressdo arterial (OLIVEIRA; ARAUJO, 2007), sendo um
excelente calmante (PEIXOTO et al.,, 2015) e diurético (NUNES; BERNARDINO;
MARTINS, 2015), e potencializar o efeito do antibiotico em bactérias resistentes (LUCENA
et al., 2015).

Os compostos (-)-zingibereno, o-farneceno, p-atlantol e o-sesquifelandreno
identificados nesse estudo sdo constituintes predominantes no Zingiber officinale, podendo
encontrar cerca de 30% ao todo e responsaveis pelo sabor caracteristico do gengibre (RANI,
1999). Estes compostos quimicos apresentam forte acdo antimicrobiano, como principal
atividade bioldgica, frente a varios patdgenos alimentares (AHMED et al., 2012; SA-
NGUANPUAG et al., 2011; YOUSUFIL, 2012). De acordo com pesquisas com finalidade de
certificar a acdo fitoterapica desses compostos volateis, observaram-se, dentre elas, as agdes
anti-inflamatorias, causando a sensacdo de alivio dos sintomas de doengas inflamatorias

(colite ulcerosa, artrite reumatoide, entre outras), antitumorais, antioxidantes, bactericidas e
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antivirais (NAGENDRA CHARI et al., 2013); e o efeito termogénico, potencial controle da
glicemia e do colesterol (PALATTY et al., 2013), como também de dores musculares, dores
de garganta, colicas, prisdo de ventre, indigestdo, vomitos, febre e doencas infecciosas
(SILVA et al., 2017).

6.3. Estudo de estabilidade dos CV’s

Ao longo do estudo de estabilidade, as condigdes foram as mesmas até o Gltimo tempo,
definidas para extracdo em fase sélida pela técnica HS-SPME, com a fibra PA (85 um) sobre
influéncia de temperatura a 65 °C com tempo de exposicdo da fibra em 20 minutos.
Proporcionou a identificacdo inicial (Tempo 0) de 90 compostos volateis e 63 no Gltimo
periodo de anélise da estabilidade (Figura 16).

O Refresco Misto foi simulado ao sistema de refrigeracdo doméstica, mesmo
utilizando uma embalagem apropriada para bebidas, ainda é necessario que haja protecéo da
influéncia externa (ambiente), com a finalidade de monitorar os CV’s como medida de
qualidade do produto final, pois, em apenas em curto periodo de dias de armazenamento, €
perceptivel a queda de nimeros de compostos volateis.

Autores como Muller et al. (2006) e Uekane, Rocha-Leéo e Rezende (2013) citam que
geralmente as principais causas dessas perdas de volateis s@o a evaporacéo, a degradacdo e a
oxidacdo de alguns constituintes (presenca de acidos graxos), e que sdo influenciadas pela
solubilidade em &gua, reatividade dos componentes, temperatura, umidade e presenca de
oxigénio. A presenca de oxigénio atmosférico e peroxido de hidrogénio pode iniciar o
processo oxidativo, situacdo comum ao abrir qualquer bebida (sucos, vinhos, refresco etc.),
como também metais de transicdo, como o ferro (II), capaz de desestabilizar
indiscriminadamente diversos compostos volateis (Jofre et al., 2010).

Lopéz et al. (2006) e Jofré et al. (2010) relatam que a matriz alimentar sofre perdas
significativas de compostos volateis durante as etapas de processamento, pois a presenca de
substancias oxidativas como metais ou a ocorréncia de luz provocam a instabilidade desses
compostos. Além disso, Muller et al. (2006) expdem fatores como a extracdo com agua, as
interacdes com outros compostos da matriz portando a captura do analito, formando ligac6es
covalentes, a presenca de acido organicos e 0s produtos de degradacdo por temperaturas

elevadas.
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Figura 18 - Sobreposi¢do comparativa dos cromatogramas na identificagdo dos compostos
volateis no Refresco Misto a partir das condi¢Ges de extracdo definidas no estudo ao longo do
periodo de armazenamento de 15 dias.
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Fonte: Autor (2022).

No presente estudo, foram determinados, de acordo com a Tabela 2, o perfil volatil,
sendo 16 componentes, do Refresco Misto. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3, na
qual foram representados em valores do percentual de estabilidade, utilizando as areas
cromatograficas, durante o periodo de 15 dias, em que foi possivel observar oscilacfes nos
valores ao longo do periodo avaliado.

Os valores percentuais de degradacédo séo apresentados como valores absolutos, porém
podem ocorrer nimeros negativos e/ou positivos. Nesse estudo, os valores em destaque foram
negativos e correspondem aos compostos cis-3-hexen-1-ol, acido caprilico, trans-o-
bergamoteno e cis-nuciferol. Os percentuais negativos sdo comumente encontrados em
estudos de estabilidade de compostos volateis (AHN; DEEP; KIM, 2016; HERRINGTON,
2021; SILVA et al., 2016), onde citam como uma das causas desse comportamento a adsor¢ao
dos analitos no método utilizado para extracdo dos compostos volateis, reacdes quimicas com

égua OU outros compostos presentes.
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Tabela 3 - Valores da area cromatografica dos compostos volateis que compdem o perfil
volatil do Refresco Misto, mostrando o percentual de degradacéo de cada composto ap6s 15
dias.

Area Cromatogréfica (x10")

Compostos TempoO Tempol Tempo2 Tempo3 Tempo4 Degrg/dagao
(Odia)  (Pdia) (5°dia) (10°dia) (15° dia) °
cis-3-hexenal 9,79 7,48 7,45 1,25 1,31 86,62
cis-3-hexen-1-ol 3,31 6,14 9,81 4,54 5,31 -60,42
Isolatiocianato de alila 0,46 0,47 0,46 0,18 0,25 45,65
Hexanoato de metila 9,92 11,01 12,41 5,73 6,31 36,39
a-pineno 1,65 2,10 1,59 0,68 0,55 66,67
d-limoneno 83,98 96,45 92,15 43,13 40,15 52,19
Terpineol 4,47 5,47 521 2,57 2,412 46,04
Acido caprilico 5,23 4,58 3,78 0,85 10,86 -107,65
Citral 81,37 71,64 66,93 25,43 4,65 94,29
Acetato de nerila 6,77 8,99 8,43 5,19 0,56 91,73
trans-a-bergamoteno 1,43 1,38 1,14 0,72 3,35 -134,27
cis-nuciferol 6,02 7,18 6,59 337 18,58 -208,64
(-)-zingibereno 37,29 37,34 22,14 18,2 10,17 72,73
a-farneceno 17,81 18,45 11,71 8,48 5,99 66,37
B-at|a_nto| 13,48 11,49 10,48 6,43 6,55 51,41
a-sesquifelandreno 13,00 12,63 8,63 8,68 ND 33,23

ND — N&o Detectado.
Fonte: Autor (2022).

Ja os percentuais positivos podem ser atribuidos a particdo dos compostos volateis,
como citado pelos Wootton et al. (1978), que relatam que uma parcela dos compostos, no caso
dos refrescos mistos, poderia estar atuando na derivacdo, na formacédo de outros compostos
ou agindo como agente reguladores (antioxidantes). Esses autores refizeram essas
observacGes quando, ao estudarem seis méis australianos armazenados em temperatura
ambiente no periodo de 44 dias, perceberam o surgimento inesperados de outros compostos
(11 picos) e a diminuicdo da area cromatografica dos 15 compostos que estavam previstos
pelos pesquisados. Esses resultados de percentuais positivos com valores altos também podem
ser obtidos por meio da degradacdo microbiana e das atividades enzimaticas, conforme
demonstram Mo, Xu e Fan (2010) Para isso, eles consideraram as eventualidades do
catabolismo microbiano e da atividade enzimatica envolvidas nas oscilag@es durante o estudo
e consequentemente no aumento do percentual de degradagéo ao estudarem as caracteristicas
aromatica do vinho de arroz chinés e os possiveis fatores que influenciariam no sabor do

vinho.
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Conforme a metodologia de Herrington (2021), os compostos que apresentam
percentual de degradacao < 30% s&o considerados estaveis ao longo periodo de estudo em 30
dias. Enquanto, nos trabalhos de Ahn, Deep e Kim (2016) e Silva et al. (2016) a estabilidade
do composto estaria nos valores < 25%. Os resultados deste experimento, no cenario de 15
dias de armazenamento, com valor médio de alteracdo percentual entre os compostos foi de
72,84, e indicam que nenhum dos compostos foi considerado estavel, pois os valores de
degradacdo aumentam a partir do 10° dia de armazenamento, mas poderiam ser citados 0sS
compostos com 0s percentuais mais proximos dos autores, que seriam 0 Hexanoato de metila
(36,39%) e a-sesquifelandreno (33,23%), porém o a-sesquifelandreno ndo foi identificado no
ultimo periodo de estudo.

Ademais, ha existéncia de compostos que ultrapassaram valor de 100% e que, para
alguns autores, sdo conhecidos como anomalias. Castro-Vazquez et al. (2012) também
observaram essa anomalia em alguns compostos volateis com o avanco do periodo 12 meses
de armazenamento sob temperatura de 40 °C, em méis frescos da Espanha, relatando que esses
compostos também poderiam estar transitando pelos processos fermentativos, afetando a
qualidade do mel, apresentando as perdas de compostos volateis.

A validade de um produto é determinada pela empresa com base no tempo em que o
produto mantém suas propriedades e permanece adequado para consumo. Em decorréncia
disso, refrescos ou bebidas de frutas ou vegetais, ou ambos, sdo geralmente consumidos em
um prazo de trés dias, com ou sem conservantes, apos aberto, como é informado pelo produtor
(SOUZA, 2010). Com base nessa concepg¢do, 0 Refresco Misto poderia ser consumido entre
0 3° e 0 5° dia, pois nesse intervalo foram observados 6 compostos volateis (cis-3-hexenal, a-
pineno, acido caprilico, Citral, B-atlantol e a-sesquifelandreno) com estabilidade < 27,72%,
0S quais sdo apontados como com promissoras propriedades bioldgicas como acgdes anti-
inflamatdrias e antimicrobianos, calmante, na diminuicdo da pressdo arterial, diuréticos entre
outros.

Souza (2010) realizou um estudo semelhante a este, ao implementar uma
pesquisa de estabilidade do perfil volateis em néctar de laranja industrializado, sem
conservante, com o produto aberto e mantido sob refrigeracdo no periodo de trés dias, como
indicado no rétulo. E constatou que sete compostos (etanol, butanoato de etila, mirceno,
octanal, linalol, B-terpineol e a-terpineol) mantiveram um percentual de estabilidade entre 0,3
e 11,1%, com excecdo do limoneno, que apresentou 63,6%, sendo percebido que o composto
é mais suscetivel a degradacdo. Apontaram, também, a confiabilidade na estabilidade dos

compostos volateis do néctar de laranja industrializado, vendido em estabelecimentos, se
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consumido no periodo de trés dias ap6s aberto, e que pode ser aplicado a outros sucos ou
bebidas nas mesmas condigdes.

Os Compostos Volateis estdo presentes no Refresco Misto devido a sua solubilidade
em &gua, logo sdo considerados importantes quando se tratar de uma avali¢do qualitativa,
sensorial e tecnoldgica do produto. Além disso, tem o aspecto da adequagdo da matéria-prima,
devido as caracteristicas de cada ingrediente, pois, na composi¢do volatil, foi observada uma
satisfatoria variacdo de substancias quimicas, que podem ter sido influenciadas por diversos
fatores, podendo citar condi¢des climaticas, fatores culturais, época de colheita e maturacdo
do material vegetal utilizado (DAMIANI et al., 2009).



54

7 CONCLUSAO

O Refresco Misto elaborado com abacaxi, couve, limdo e gengibre pode ser
considerado um produto inovador, ainda pouco explorado comercialmente. O presente estudo
auxilia no impacto que esse produto pode ter no mercado, por ser de baixo risco para o
desenvolvimento microbiano — é classificado como bebida muito &cida — e por apresentar
razoavel teor de sélidos sollveis totais, que aproveita o grau de dogura, expressado apenas
pelo contetdo de agucares sollveis que estdo naturalmente presente no material vegetal, sem
emprego de aditivo alimentar. Apesar de apresentar diferenca estatistica, 0 estudo mostrou
que os dois métodos sdo capazes de determinar cido citrico em refrescos mistos de frutas e
hortaligas, todavia acidez por titulacdo pode ndo ser o mais adequado para determinar a
concentracgéo real do acido organico, visto que os métodos cromatograficos apresentam maior
seletividade, preciséo e exatiddo. O ratio indica um sabor mais acido e menos doce.

Na analise de CV’s, apds o0 experimento de otimizacdo, o método que emprega 0 uso
da fibra PA (85 um), extraida por HS-SPME, exposta a uma temperatura de 65 °C por 20
minutos de exposicao, a fibra apresentou a melhor eficiéncia para identificacdo dos compostos
volateis, sendo 90 ao todo. No perfil volatil, foram classificados 17 compostos majoritarios
volateis  divididos nas classes quimicas, sendo 5,88% aldeido, 5,88%
organossulfurado,17,65% alcool, 23,53% ésteres, 23,53% terpenos e 23,53% sesquiterpenos.

O estudo de estabilidade dos CV’s mostrou uma degradacao muito perceptivel de 90
para 60 compostos no periodo de 15 dias. Possiveis causas dessa reducdo na quantidade de
compostos sdo os fatores externos ao abrir a garrafa de vidro contendo o Refresco Misto até
0 momento da analise. Tratando-se do perfil volatil, alguns compostos se mostraram estaveis
no intervalo de 3 a 5 dias, com niveis percentuais de estabilidade abaixo de 27,72%, podendo
garantir as propriedades funcionais e bioldgicas do Refresco Misto com validade de até 5 dias,
armazenado sobre refrigeracdo em ambiente domestico.

Como perspectivas de trabalho, sdo necessarios mais estudos com diferentes
temperaturas de armazenamento e tipos de embalagem com o propdsito de investigar como
estes fatores influenciariam no comportamento dos compostos organicos volateis, no perfil
volatil majoritario e na estabilidade dos compostos presentes nos refrescos mistos de frutas e
hortalicas, como também averiguar a influéncia microbiolégica no produto ao longo do

armazenamento.
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