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RESUMO

Resumo

Neste trabalho, foram determinados o perfil e o teor de aglcares (sacarose, glucose,
frutose e sorbitol) e &cidos organicos (oxdlico, tartarico, latico, acético, citrico,
malico, propidnico e ascorbico) através de métodos analiticos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) previamente validados, em trinta hortofruticolas néo
adequados ao mercado em fresco, com vista a valoriza-los como matrizes para

producao de energia e/ou extracao de compostos fitoquimicos.

Os acucares foram extraidos em &agua, usando solu¢des Carrez para clarificacado,
separados por HPLC-RI numa coluna SugarPak, com fase movel EDTA célcio (0,01
mM), a fluxo 0,6 mL/min e identificados pelos tempos de retengcdo. Os &cidos
organicos foram extraidos com tampéao fosfato, separados e quantificados por
HPLC-PDA numa coluna C18 em fase reversa, com fase mével KH,PO, (0,025 M,
pH 2,4) e acetonitrilo, 99:1 (V:V), fluxo 0,8 mL/min e detecdo a 254 nm (&cido

ascorbico) e 210 nm (outros acidos).

A validacdo mostrou bons resultados na gama de concentragfes de 1,0-30 g/L e de
0,01-4,0 g/L, para agucares e acidos organicos, respetivamente; apresentando
coeficientes de correlagéo superiores a 0,995; boa linearidade (aplicagcdo do teste de
Mandel); repetibilidade (CV,<4,5%) e precisédo intermédia (CVg<9,3%). As taxas de
recuperacao variaram de 78% a 111% para todos os analitos. Os limites de deteg&o
e quantificacao variaram de 0,6 a 2,1 g/100g e de 1,7 a 6,4 g/100g (acucares) e de
4,5 a 123,7 mg/100g e de 13,6 a 375,0 mg/100g (acidos), respetivamente.

O teor maximo de acucares foi determinado para a sacarose na beterraba (8,8
g/100g). Um teor maximo de acidez total foi obtido no alho (8,7 g/100g) que também
apresentou o teor maximo de &cido tartérico (2,8 g/100g).

Os acUcares estdo maioritariamente presentes nos frutos e os acidos organicos nos
horticolas sendo os &cidos citrico, tartarico, oxalico e malico os que mais contribuiem

para a acidez total.

Palavras-chave: Frutos, hoticolas, dados de composicao de alimentos, validagcédo de

métodos, analise cromatografica.







ABSTRACT

Abstract

In this work, the profile and content of sugars (sucrose, glucose, fructose and
sorbitol) and organic acids (oxalic, tartaric, lactic, acetic, citric, malic, propionic and
ascorbic) were determined by analytical high performance liquid chromatography
methods (HPLC) previously validated, in thirty fruit and vegetable products not
suitable to the fresh market, due to the need to value them as matrices for energy
production and/or extraction of phytochemicals.

The sugars were extracted in water, using Carrez solutions for clarification,
separated by HPLC-RI in a SugarPak column, with EDTA calcium mobile phase
(0.01 mM), flow rate 0.6 mL/min and were identified by retention times. The organic
acids were extracted with phosphate buffer, separated and quantified by HPLC-PDA
in a reverse phase C18 column, with KH,PO, (0.025 M, pH 2.4) and acetonitrile, 99:1
(V:V) mobile phase, 0.8 mL/min flow rate and detection at 254 nm (ascorbic acid)
and 210 nm (other acids).

The validation showed good results in the concentration range of 1.0-30 g/L and
0.01-4.0 g/L, for sugars and organic acids, respectively; presenting correlation
coefficients higher than 0.995; good linearity (Mandel test application); repeatability
(CV,=4.5%); intermediate precision (CVg<9.3%) and recovery rates ranged from 78%
to 111% for all analytes. The detection and quantification limits ranged from 0.6 to
2.1 g/100g and from 1.7 to 6.4 g/100g (for sugars) and from 4.5 to 123.7 mg/100g
and from 13.6 to 375.0 mg/100g (for acids), respectively.

The maximum sugar content determined was for sucrose in beet (8.8 g/100g).
Maximum total acidity content was obtained for garlic (8.7 g/100g) which also
showed the maximum tartaric content (2.8 g/100g).

Sugars are mostly present in fruits and organic acids in vegetables, beeing citric,

tartaric, oxalic and malic acids contributing most to the total acidity.

Keywords: fruit and vegetables, food composition data, method validation,

chromatographic analysis.
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1.1. Objetivos do trabalho

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, validacdo e aplicacdo de
métodos analiticos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a
determinagdo do teor de acUcares e de &cidos organicos em amostras de
subprodutos hortofruticolas de baixo valor econémico, por ndo serem adequados
para 0 mercado em fresco os quais, no texto deste trabalho serdo designados

apenas por hortofruticolas.

O trabalho decorreu no Laboratério de Quimica da Unidade de Tecnologia e
Inovagéo (UTI) do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV),
no Polo de Oeiras, no ambito do projeto ProEnergy (PDR2020-101-031856).

O trabalho envolveu:

e A escolha de trinta amostras de subprodutos hortofruticolas, que ocorreu de
acordo com a disponibilidade dos produtos em termos de época e
possibilidade de fornecimento pelas entidades parceiras do projeto,

produtores e mercados locais;

e A selecao e otimizacdo dos métodos de extracdo de aclcares e de acidos

organicos nas matrizes em estudo;

e A selecdo, otimizacdo e validacdo dos métodos de HPLC e sua aplicacao

nos hortofruticolas em estudo;

e A determinagdo do perfil de agucares e de &cidos organicos nos
hortofruticolas;

e A quantificagdo do teor de agucares e acidos organicos predominantes nos
hortofruticolas.
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1.2. Enquadramento do tema

AclUcares e acidos organicos sdo compostos amplamente representados nos
hortofruticolas constituindo os seus principais sélidos sollveis. Estes compostos
apresentam diferentes funcionalidades nas caracteristicas organoléticas, docura e
textura, bem como, um papel importante na conservacao dos alimentos. Além disso,
a concentracdo de acidos ou de acUcares individuais e suas proporcdes relativas
pode ser um parametro de qualidade em produtos como sumos de fruta, permitindo

a verificacdo da sua autenticidade (Andrés et al., 2015).

Ao nivel industrial a maior parte dos hortofruticolas é vendido em fresco, no entanto,
0 seu processamento leva ao descarte de cerca de 10% a 20% da matéria-prima
laborada, gerando subprodutos e residuos enviados para destinos de baixo valor
econdmico, como por exemplo, a compostagem e a alimentacao animal (Raimundo,
2018), levando a necessidade de novos métodos de valorizagdo econdmica destes
subprodutos e residuos hortofruticolas.

O projeto ProEnergy (PDR2020-101-031856) em execuc¢do no INIAV, no ano de
2019, tem como objetivo principal a gestao de residuos organicos e valorizacao de
subprodutos e residuos agro-alimentares, através do desenvolvimento de novos
produtos de valor acrescentado e/ou da conversado bioenergética. Fazem parte deste
projeto as Instituicdes de Investigagdo e Desenvolvimento (1&D): Instituto Superior
de Agronomia (ISA) (promotor), INIAV e Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa (FCUL); as empresas: Conservacgdo e Transformacdo de Hortofruticolas, SA
(CAMPOTEC); Produtores de Frutas, CRL (GRANFER); Cooperativa de
Hortofruticolas (FRUBACA) e Cooperativa de Produtores de Frutos e Produtos
(COOPERFRUTAS); e ainda a Associagao de Produtores Magéa Alcobaca (APMA).

Tanto para o desenvolvimento de novos produtos como para a sua valorizagcéo
energética é necessaria a quantificacdo dos constituintes destes subprodutos e
residuos hortofruticolas, tornando essencial o desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos fiaveis e robustos que permitam a determinacdo desses

compostos neste tipo de matrizes complexas.
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1.3. Hortofruticolas

1.3.1. Definicdo e composi¢do quimica

Sado designados por hortofruticolas frutos e vegetais em fresco, ou seja, ha sua
forma natural sem sofrer qualquer transformacéo, entretanto no contexto do
presente trabalho, serdo designados por hortofruticolas frutos e vegetais de baixo
valor econdémico, por ndo serem adequados para o mercado em fresco. De acordo
com o projeto ProEnergy esta classe de alimentos subdivide-se em hortaligas,
legumes e frutos, como indicado na Tabela 1.1. O grupo das hortalicas pode
subdividir-se em hortalicas folhosas e ervas arométicas, os frutos podem ser
horticolas ou ndo horticolas e os legumes incluem as raizes, bolbos, tubérculos e os
frutos horticolas. Nos frutos ndo horticolas existe ainda a subdivisdo em citrinos
(frutos citricos como laranja e limédo), pomoides (frutos de pomar como maca e
pera), prundides (frutos com caroco como ameixa e pé€ssego) e tropicais (abacaxi e

banana).

Tabela 1.1 - Grupos de hortofruticolas de acordo com projeto ProEnergy.

Grupos Tipos de hortofruticolas Estrutura botanica
Hortalicas Alfaces, canénigos, aromaticas, agrido, brécolos
. Folhas

(folhosas) e espinafre.

Cenoura, nabo, beterraba, cebola, alho francés, Raizes, bolbos e
Legumes ; - . ,

gengibre e batatas de varias espécies. tubérculos

Frutos Abacaxi, uva, maga, pera e meloa. Frutos néo horticolas
Legumes Pepino, pimento, beringela, curgete, tomate Frutos horticolas

(Outros frutos)

Projeto ProEnergy - PDR2020-101-031856

Estes alimentos sdo fontes insubstituiveis de hidratos de carbono, minerais,
compostos bioativos, como compostos fendlicos, vitaminas, acidos organicos e

fibras alimentares (Mahmood et al., 2012).

Os produtos horticolas fornecem, geralmente, quantidades relativamente reduzidas

de calorias, tém elevado valor nutricional e portanto sdo essenciais para a pratica de

5
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habitos alimentares saudaveis (DGS, 2005). De acordo com a Organizacdo Mundial
de Saude (DGS, 2005), o baixo consumo de hortofruticolas é responsavel por
grande parte das caréncias de vitaminas no organismo humano e pelo aumento do

risco de véarias doencas.

Os aclUcares e o0s 4&cidos organicos estdo amplamente distribuidos nos
hortofruticolas e sdo componentes importantes por serem responsaveis pelo sabor e
manutengdo da qualidade (Andrés et al., 2014; Wu et al., 2012). A natureza e a
concentracdo destes compostos variam de acordo com o grau de maturacdo e séo
de grande importancia devido a influéncia que tém nas propriedades organoléticas
dos hortofruticolas causando grande impacto na comercializagdo do produto (Zheng
et al., 2016). Nas propriedades organoléticas, o sabor € devido ao balanco entre: o
sabor doce (regulado pelos aclcares livres); o sabor acido (regulado pelos acidos
organicos predominantes) e a adstringéncia (regulada pela existéncia de polimeros
de flavondides como as proantocianidinas ou taninos condensados), sendo o0 aroma
devido a concentragdo de compostos volateis com odor (como esteres, alcoois,
aldeidos e cetonas de baixo peso molecular, bem como os &cidos orgéanicos
volateis: acético, propionico e butirico). Importa ainda referir que a combinacgdo de
minerais (célcio, fosforo e potassio) com os acidos orgéanicos influencia a capacidade

tampdao e a percecado da acidez nos frutos (Kader, 2008).

Em trabalhos publicados tem sido bastante utilizada uma correlagédo entre soélidos
soluveis e poder edulcorante, que no entanto € baixa, pois além dos acucares, 0s
sélidos solaveis incluem &cidos organicos, pectinas sollveis, antocianinas e outros
fendlicos, como o &cido ascorbico, que ndo sdo contabilizados nessa correlagéo
(Kader, 2008). Acucares soluveis e acidos organicos sao também importantes por
contribuirem, ainda que indiretamente, para o metabolismo fendlico, por um lado,
devido a alteracbes do pH provocadas pelos acidos e por outro, devido a
combinac6es que ocorrem entre compostos fendlicos e moléculas de aclcar (Kader,
2008).

1.3.2. Mercado atual de hortofruticolas

Os frutos, os legumes e as hortalicas sédo alimentos apreciados em todo o mundo e

0 Seu consumo nos paises europeus estd em ascensdo na ultima década. Estes
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produtos sdo Otimas fontes de vitaminas, minerais e hidratos de carbono,
contribuindo para uma dieta saudavel e equilibrada, existem ainda pesquisas que
apontam que a ingestdo destes alimentos diminui o risco de mortalidade e de
diversas doencgas (DGS, 2005).

A China ¢é lider na producdo mundial de hortofruticolas, seguida da india, Brasil,
Indonésia, Filipinas, Estados Unidos, Turquia, México, Irdo e Espanha (Santos,
2013).

Portugal, por ser um pais de pequena dimensdo territorial, € um dos menores
produtores agricolas da Unido Europeia, possuindo cerca de 7,5% da sua superficie
utilizada para a atividade agricola de culturas permanentes e ndo permanentes, com
geracdo de empregos diretos e indiretos (INE, 2018). A producédo de hortofruticolas
em fresco estd concentrada na faixa litoral do pais, com as zonas produtoras de
entre Douro e Minho e sobretudo a do Alentejo, a ganhar importancia crescente,
devido as condi¢des naturais extremamente favoraveis como as existentes na regido
do Sudoeste Alentejano (GPP, MADRP, 2007).

De acordo com dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2018 foram
produzidas 2.351.853 toneladas de hortofruticolas entre estes batata, culturas
horticolas, frutos frescos, frutos de pequena baga, frutos subtropicais e citrinos

ocupando 1.287 hectares de terra.

Em 2018 cerca de 61% da area agricola foi ocupada com culturas permanentes
(frutos frescos, frutos de casca rija e subtropicais, frutos de pequena baga, citrinos,
olival e vinha) e 39% com culturas temporérias, onde se incluem os horticolas. Nas
culturas permanentes, 11% respeitava aos frutos frescos, 5% aos citrinos e 1% aos
frutos de pequena baga; quanto as culturas temporarias, o0s horticolas
representavam 19% e a batata 30% (INE, 2018). Pode observar-se na Figura 1.1. a

distribuicdo de culturas permanentes e temporarias pela area cultivada em Portugal.

Relativamente as culturas por regido, destacam-se as regides do Ribatejo e do
Oeste, pelas culturas horticolas (60%), da batata (31%) e dos frutos frescos (54%); a
do Algarve, devido as exploracdes de citrinos (85%) e a regido do Douro e Minho,
pela producdo de frutos subtropicais (47%), sendo as percentagens indicadas

determinadas em relagéo a producéo total do pais (INE, 2018).
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Figura 1.1- Culturas permanentes e temporarias em % da area agricola portuguesa (dados
INE, 2018).

Na agricultura portuguesa a producdo vegetal tem maior peso, em termos
financeiros, do que a producdo animal e gerando cerca de 2.869 milhdes de euros
provenientes do cultivo de produtos horticolas, batatas e frutos em que os frutos
representam a maior parcela (INE, 2018). Dos produtos hortofruticolas produzidos
as peras, magas, kiwis, tomate, cebola, couve e batata doce séo os mais exportados
(INE, 2018).

De acordo com a Organizacdo das Nac¢bes Unidas cerca de um ter¢o dos alimentos
produzidos globalmente, sdo perdidos ou desperdicados. Esse montante representa
cerca de 1,3 bilibes de toneladas/ano que vdo desde a produgdo agricola,

manuseamento pds-colheita e processamento alimentar (Gustavsson et al., 2011).

Na Europa as atividades de processamento alimentar produzem elevadas
quantidades de subprodutos e residuos na ordem das 2500 toneladas por ano
(Federici et al., 2009). No caso do processamento de hortofruticolas a maior parte
segue para o mercado em fresco mas cerca de 10 a 20% dos produtos processados
sdo descartados (Raimundo, 2018), gerando residuos e subprodutos tal como se

pode observar na Figura 1.2.

O aproveitamento destes subprodutos e residuos inclui a alimentacdo animal, a
incineracdo e a compostagem. Contudo, os produtos descartados, principalmente os
provenientes das centrais hortofruticolas, possuem elevada quantidade de nutrientes
e compostos bioativos com elevado potencial fitoquimico e/ou energético, tornando-
se necessario a criacao de novos processos que atribuam alto valor acrescentado a

este tipo de subprodutos e residuos, de modo a reaproveitar 0s compostos bioativos
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para aplicacbes na industria alimentar e/ou farmacéutica ou como substratos

energéticos na producdo de bioenergia, objetivos que fazem parte do projeto

| Horofrucolas
\ 4

ProEnergy.

Processamento
fabril D
WS 104 299,
@'i"?" .'-':'n“Ln'.lEIiﬂ'.q.3.43':‘I ?ﬂS,l

Figura 1.2 - Residuos e subprodutos gerados no processamento fabril de hortofruticolas
(Lageiro et al., 2019).

1.4. Hidratos de Carbono

Os acgucares pertencem ao grupo dos hidratos de carbono e séo aldeidos poli-
hidroxilados, cetonas poli-hidroxiladas ou compostos que, por hidrélise, se podem
transformar nos anteriores. Os hidratos de carbono podem dividir-se em simples e
complexos como apresentado na Figura 1.3 (Voet et al., 1999 e Lee et al., 1970). Os
simples podem ser divididos em monossacaridos (glucose, frutose, galactose),
dissacaridos (maltose, sacarose, lactose) e alcoois de acucar (sorbitol e manitol). Os
complexos dividem em oligossacaridos (rafinose, estaquiose, inulina) e

polissacaridos (glicogénio, amido, celulose) (Lee et al., 1970).

I— HIDRATOS DE CARBONO —l

|— SIMPLES — |— COMPLEXOsS —I
Acucares Alcoois de Oligossacaridos Polissacaridos
l- -I Acucar
Monossacaridos Dissacaridos de Glucose de Frutose
! b | !
Glucose S Glicogénio
actose . " Amido
Fratose  sacarose ol TECWSS Inulina  Fipras
Galactose Maltose A dietéticas

Figura 1.3 - Classificacdo dos hidratos de carbono (adaptado de Voet et al., 1999).
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Os hidratos de carbono séo utilizados para o consumo humano, como fonte de
energia, estdo presentes em alimentos e bebidas, ajudam a manter unidos
ingredientes de produtos alimenticios e farmacéuticos devido as suas propriedades
de adesividade e viscosidade em solucdo e sdo também utilizados como

conservantes em alimentos (Figueiredo, 2012).

Os acucares simples sdo responsaveis pelo sabor doce nos hortofruticolas, e sao
uma das principais fontes de energia na alimentacdo humana (DGS, 2005), podendo
ser encontrados principalmente em frutos e sumos, ou como aditivos em alimentos e
bebidas (Rodrigues, 2016).

O facto dos agucares nao possuirem croméforos na sua estrutura, aliado a grande
similaridade entre as varias moléculas que os constituem (muitas sao isémeros)

torna complicada a andlise destes compostos (Fountain et al., 2009).

A glucose, frutose e sacarose, constituem os mono e dissacaridos predominantes
nos hortofruticolas e nos 6rgdos de armazenamento de energia das plantas

(Georgelis et al., 2018), compostos cuja estrutura quimica se encontra representada

na Figura 1.4.
CHon CHZOH
CHaOH 20H OH o o
OH
CHQOH OH CH20H
OH OH
Sacarose Glucose Frutose Sorbitol

Figura 1.4 - Estrutura quimica dos principais aglcares encontrados nos frutos (adaptado de
Voet et al., 1999 e Stryer, 1992).

A sacarose é o0 aclcar mais consumido em todo o mundo principalmente sob a
forma de cristais (agucar de mesa) embora possa também ser encontrado sob a
forma liquida. E o dissacéarido que esta presente em abundancia na cana-de-agucar,

na beterraba e nos citrinos (Figueiredo, 2012; Karadeniz, 2004 e Zheng et al., 2016).

z

A glucose é um dos principais produtos da fotossintese e por isso este
monossacarideo esta presente nos produtos horticolas em geral (Figueiredo, 2012).
Apesar da frutose ser conhecida como o acgucar dos frutos, é a glucose que esta

normalmente presente em maior quantidade nestes, com excecdo dos frutos

10
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pomodides nos quais a frutose € predominante (Sequeira, 2012). Ambos estédo

fortemente presentes nas uvas e sdo a base quimica do vinho.

Nos hortofruticolas a proporcéo entre a frutose e a glucose é geralmente de 1:1, mas
um elevado quociente frutose/glucose, como no caso dos frutos pomdéides, pode
ocasionar problemas intestinais devido a menor afinidade de absor¢édo da frutose
pelo organismo relativamente a da glucose e sacarose. Dai que em varios estudos
de acgucares em hortofruticolas e sumos este quociente seja mencionado (Muir et al.,
2009 e Sequeira, 2012).

O sorbitol € um alcool de agucar produzido por hidrogenacéo da glucose, € soltvel
em agua e ocorre naturalmente em frutos e vegetais proporcionando dogura e
textura. No campo da nutricAo humana héa interesse crescente por frutas ricas em
sorbitol, uma vez que esse alcool de acglcar € benéfico no controle da dieta, na
saude bucal e na prevencgéo de problemas gastrointestinais, sendo ainda, bastante

utilizado na induastria alimentar como edulcorante (Font i Forcada et al., 2013).

Cada um destes hidratos de carbono apresenta uma dogura (poder edulcorante)
determinada em relagdo a sacarose na seguinte ordem: frutose (1,2) > sacarose
(1,0) > glucose (0,74), (Kader, 2008), como apresentado na Figura 1.5. A dogura da
frutose é percebida antes de sacarose ou da glucose e a sensagéo no paladar atinge
um pico (maior que o da sacarose) e diminui mais rapidamente do que a sacarose.
O poder edulcorante da frutose tem também um efeito sinergético em relacdo aos
outros acucares fazendo com que quando ingeridos em conjunto com a frutose a

sensacao doce no paladar seja superior a dos acucares em separado (Kader, 2008).

Xilose [ 0,04
Lactose [ 0,16
Galactose T 0,321
Maltose i 0,33 a 0,45

Manitol 105

Sorbitol 106

Glucose 1 0,74a0,8

Sacarose 1 1

Frutose | 1,177a 1,75

Figura 1.5 - Docura relativa de acUcares em relagdo a sacarose (adaptado de Kader, 2008).
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Alguns hortofruticolas que apresentam sacarose na sua COmposSiCa0 possuem
também glucose e frutose em maior ou menor quantidade, esses acucares juntos
conferem sabor doce e inibem o crescimento de microrganismos quando em
maiores concentracdes. Trabalhos relevantes da literatura reportam as
concentracdes de acucares determinadas em diversos produtos hortofruticolas,
apresentando-se na Tabela 1.2 uma compilagéo das referéncias em que os autores
determinaram os teores de sacarose, glucose, frutose e sorbitol em matrizes
vegetais. Para além dos dados apresentados na Tabela 1.2 os niveis de sorbitol
foram estudados por Jovanovic-Malinovska et al. (2014) em trinta e duas matrizes
hortofruticolas, entre os quais se destacam a racula (0,28 g/100g), brécolos (0,20
g/100g), amoras (3,15 g/100g) e nectarinas (1,08 g/100g).

Tabela 1.2 - Teores de acUcares em g/100g de peso fresco.

Amostra Sacarose Glucose Frutose Sorbitol Referéncia
Banana 6,85 3,50 3,11 - (a)
Beterraba 6,64 0,08 0,12 - (b)
Cenoura 4,24 0,92 0,94 - (b)
Maca 5,73 3,47 2,27 0,68 (©)
Nectarina 5,27 1,49 1,53 1,32 (d)
Péra 2,44 4,21 4,50 2,45 (c)
Péssego 6,20 0,58 0,57 - (@)
Tomate 0,17 1,66 1,28 ND (c)
Toranja 2,68 1,38 1,71 ND (e)

(ND) nédo detetado, (-) ndo analisado, (a) Pérez et al. (1997) (b) Lee et al. (1970) (c) Jovanovic-Malinovska et al.
(2014), (d) Aubert et al. (2014), (e) Zheng et al. (2016).

1.5. Acidos organicos

Os acidos orgéanicos sdo essenciais para o metabolismo respiratorio, atuam como
compostos de reserva nas plantas e estdo amplamente distribuidos nos
hortofruticolas (Andrés et al., 2015). Podem ser classificados de acordo com o tipo
de cadeia (alifatica, aliciclica, aromética, heterociclica), grau de insaturacdo
(saturada ou insaturada) e quanto ao numero de grupos funcionais que contém
(monocarboxilico, dicarboxilico, etc). Os &cidos alifaticos monocarboxilicos até

guatro atomos de carbono séo liquidos, sollveis em 4gua e altamente volateis; os
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de quatro a oito &tomos de carbono tém odores desagradaveis; a partir de cinco
atomos de carbono tornam-se viscosos e pouco solluveis e os &cidos organicos com
mais de 10 atomos de carbonos sédo acidos gordos (Stryer, 1992). Os &cidos
organicos sdo caracterizados pela presenca do grupo funcional (-COOH) na sua
estrutura (Rodrigues, 2016), tornando-os &cidos fracos com baixo valor da constante
de dissociagéo (pK,). O pH é um parametro importante a ser considerado na analise
destes acidos pois influencia o grau de ionizacdo do &cido, de modo que, para evitar
a ionizacao dos acidos presentes nas amostras durante a separacao cromatografica,
o pH da fase movel deve ser menor do que a constante de dissociacdo acida do
acido orgéanico a analisar (Lu et al., 2015).

A determinagdo de acidos organicos em produtos hortofruticolas € de grande
importancia pois estes resultam de processos de sintese das plantas e influenciam o
sabor, aroma, cor, estabilidade e manutencdo da qualidade, possuindo ainda,
propriedades antioxidantes benéficas a saude humana (Andrés et al., 2015). A
acidez indica o sabor acido ou azedo dos frutos e € representada pela concentracao
dos acidos orgéanicos. Com poucas excegdes, as hortalicas possuem baixa acidez,
tornando-se mais suscetiveis a deterioragdo por bactérias (Paschoalino, 1997). A
concentracdo dos é&cidos varia com diversos fatores, tais como, a espécie de
hortofruticola, o solo, a época da colheita, o tempo de prateleira e as condi¢des de

stress a que sao submetidos (Scherer et al., 2012 e Andrés et al., 2015).

Os principais &acidos organicos encontrados nos frutos sdo o citrico, ascorbico,
tartarico e malico, representados na Tabela 1.3. Apesar destes &cidos serem 0s
predominantes existem outros em menor concentragdo, como o acético, latico,
propidnico, oxdlico, que também sdo importantes (Damodaram et al., 2010 e
Rodrigues, 2016).

A grande maioria dos frutos e hortalicas tem caracteristicas acidas, tendo os frutos
maior acidez. Os teores e tipo de acidos variam muito e assim, por exemplo, em
milho verde a acidez é baixa, mas em groselhas, amoras ou espinafres é muito alta
no entanto inferior & acidez dos frutos considerados acidos como o liméo e a lima

que contém até 3% de acidez em peso fresco total (Rodrigues, 2016).
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Tabela 1.3 - Principais acidos organicos predominantes em hortofruticolas (Damodaram et
al., 2010 e Walker e Famiani, 2018).

Acido Estrutura quimica Hortofruticolas
o]
Oxalico HO Carambola, ruibarbo, framboesa,
OH ameixa, goji, abacaxi, cereja e tomate
O
HO ﬁ
Tartarico HOW\QH Abacate, uva e citrinos
o) OH
o O OH o Lim&o, laranja, péssego, pera,
Citrico abacaxi, morango, roma, ervilhas,
couve branca, beterraba, folhosas e
HO HO OH batata.
0 OH . A
Maca, banana, cereja, péssego, uva,
Malico Ho OH ameixa, pera, cebola, cenoura,
brécolos e feijdo verde
0
HO
E 0
_ HO —0 . o .
Ascorbico Kiwi, laranja, lim&o e pimentos
HO OH

O &cido oxdlico € um importante antioxidante natural, que desempenha uma funcéo
essencial no sistema imunoldgico, sendo um forte aliado na prevencao de doencas
como o cancro. Esté presente em diversos hortofruticolas, principalmente nas folhas
dos vegetais, tais como nas folhas da beterraba, na acelga suica, espinafre e
ruibarbo, sendo este Ultimo o mais conhecido por conter altos teores de &acido
oxalico. No entanto, 0 excesso deste acido estd associado ao aparecimento de
pedras nos rins, bem como o impedimento de absor¢do de minerais no intestino o
gue torna importante a determinacao dos teores deste acido em alimentos (Walker e
Famiani, 2018).

O &cido tartarico € um componente natural das uvas, amoras, groselhas e arandos;
atua influenciando o pH, € resistente a respiracdo oxidativa e proporciona sabor forte

e amargo aos produtos em que esta presente (Rodrigues, 2016 e Sequeira, 2012).

O éacido citrico € considerado um conservante natural e portanto é adicionado a

alimentos e bebidas para conferir o sabor 4cido (Xie et al., 2011). Este &cido € o que
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mais contribui para o sabor acido em citrinos e representa 79, 71 e 45 % do total de

acidos organicos em lima, limao e laranja, respetivamente (Zheng et al., 2016).

O acido malico é também encontrado naturalmente nos frutos, sendo o segundo
mais frequente depois do citrico. Encontra-se em frutos citricos e pomoides e
também em células do corpo humano onde atua estimulando o metabolismo para o
aumento da producdo de energia. E o acidulante preferido em bebidas de baixas
calorias e em sumos de maca pois melhora o sabor e estabiliza a cor em sumos de

frutos (Rodrigues, 2016 e Sequeira, 2012).

7 s

O acido ascorbico ou vitamina C, como é vulgarmente conhecido, é um acido
fendlico nao sintetizado pelo corpo humano e por isso é exclusivamente fornecido
pela ingestdo de alimentos que o contém, como frutos e legumes, sendo uma
vitamina de consumo essencial uma vez que a sua caréncia pode ocasionar

algumas doencgas como por exemplo o escorbuto (Campbell, 2003).

Tal como para a docura dos acgUcares que toma como referéncia o poder
edulcorante da sacarose, existe uma escala de acidez para os 4cidos organicos que
usa como referéncia a acidez do acido citrico (1,0) > malico (0,9) > tartarico (0,8) >

aspartico e glutdmico (Kader, 2008).

Os &cidos organicos sdo usados na industria alimentar como aditivos em bebidas a
base de frutas e bebidas alcoodlicas devido a sua acdo conservante (Barros et al.,
2007) pois possuem poder antioxidante, antimicrobiano, acidulante e estabilizante.
Sdo frequentemente usados como acidulantes para manter a estabilidade
microbiana (Raimundo, 2018); sendo os mais utilizados o citrico, ascorbico, tartarico
e malico. Os acidos organicos sdo ainda capazes de estabilizar pigmentos e
prolongar a vida de prateleira de frutos frescos e dos seus respetivos produtos
processados (Martinez-Madrid et al., 2018). Trabalhos relevantes da literatura
reportam as concentracdes de acidos organicos, determinadas em diversos produtos
hortofruticolas, apresentando-se na Tabela 1.4 uma compilacdo das referéncias em
gue os autores determinaram os teores dos acidos oxalico, tartarico, citrico, malico e

ascorbico em matrizes vegetais.
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Tabela 1.4 - Teores de acidos organicos em mg/100g de peso fresco.

Amostra Oxalico Tartarico Citrico Malico Ascérbico Referéncia
Laranja - - 980 200 75 (@)
Lim&o - - 4000 260 50 (a)
Abacaxi - - 560 330 29 (b)
51 - - - ()
Tomate - - 505 100 - (d)
3,2 - - - - (c)
Cereja - 8 - - - (e)
. - 7 850 17 ®
6,3 - - - - (c)

(-) ndo analisado, (a) Walker e Famiani (2018), (b) Leonel et al. (2014), (c) Nguyén e Savage (2013), (d) Xu et al.
(2014), (e) Mahmood et al. (2012), (f) Girard e Kopp (1998).

1.6. Métodos de referéncia para determinacdo de aguUcares e de acidos

organicos

Os principais métodos de referéncia para determinagdo de acUcares e de acidos
organicos sdo métodos cromatograficos por HPLC de acordo com a Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) (Horwitz, 1980) e as normas ISO, International
Organization for Standardization. Para a determinacdo de agucares existem normas
ISO para analise de leites e derivados (ISO 22662:2007, 2007), bem como, 0s
métodos oficiais de analise AOAC 980.13 (1990) e para analise de xaropes a I1SO
10504:2013 (2013). Para determinacdo de &cidos organicos em sumos de frutos é
aplicado o método AOAC 986.13 (1986) que aplica HPLC em fase reversa com duas

colunas C18 em série.

1.6.1. Determinacdo simultanea de acUcares e acidos organicos

Embora exista necessidade de desenvolver métodos analiticos para a determinacgéo
simultanea de acUcares e acidos organicos presentes nas matrizes alimentares, sédo
poucos os trabalhos desenvolvidos que aplicam estas determinacbes em simultaneo
e 0s que existem mencionam colunas de HPLC como a Aminex HPX (Kelebek et al.,
2009) e a Rezex ROA (Saidani et al., 2017).
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Costa e colaboradores em 2016 utilizaram uma coluna Aminex HPX-87H numa
experiéncia de fermentacdo de lactose com produgdo de &acidos organicos com
detetor de indice de refracdo (IR) para os acucares e detetor de arranjo de diodos
(PDA) para os &cidos. Outros autores, Aubert et al. (2014) e Saidani et al. (2017),
utilizaram o mesmo método com uma coluna Rezex ROA com os detetores IR e
PDA em série para a determinacdo simultanea destes compostos. Zaky et al. (2017)
conseguiu a separacao destes compostos em simultaneo utilizando uma coluna de
HI-Plex H a 35 °C, com H,SO, (0,005 M) como fase mével e um caudal de 0,4
mL/min. O eluente da coluna foi monitorizado por um detetor IR que detetou
acucares, acidos orgéanicos e alcoois.

A analise simultanea de agucares e acidos organicos, foi também realizada por Lu e
colaboradores (2015), numa separagdo com uma coluna NH,, usando como fase
moével uma solucdo aquosa de acetonitrilo (ACN) 75 %, a pH 2,20 ajustado com
H:PO,4, com um fluxo de 1,0 mL/min. A propor¢do ACN/agua desempenhou um
papel fundamental na retencdo dos agucares e acidos organicos tendo sido testada
a gama de 60 a 90 %. Os detectores utilizados foram o PDA (com integragéo a 210
nm) para a quantificagdo de acidos organicos e IR a 35 °C para a determinacdo de

monossacaridos, com os detectores ligados em série.

1.6.2. Andlise de acUcares

Diversos métodos analiticos tém sido reportados na literatura para a andlise
gquantitativa dos hidratos de carbono (sacarose, glucose e frutose) em alimentos
(Georgelis et al., 2018). Os métodos fisico-quimicos classicos conhecidos para a
andlise destes aclUcares podem ser agrupados em métodos de titulacao,

gravimétricos e espectrofotométricos (Silva et al., 2003).

Contudo, os métodos mais utilizados sdo aqueles que envolvem técnicas
cromatogréficas por serem mais rapidos, seletivos, precisos e sensiveis (Rodrigues,
2016). Sédo exemplos, o HPLC (Molnar-Perl, 2000), a cromatografia em camada fina
(CCF) (Jovanovic-Malinovska et al., 2014) e a cromatografia gasosa (GC) (Georgelis
et al.,, 2018), no entanto, na andlise de aguUcares as técnicas de GC exigem

derivatizacdo o que torna a analise demorada (Georgelis et al., 2018). Na Tabela 1.5
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referem-se trés das publicacBes mais recentes que reportam aplicacdo de métodos

de HPLC para determinacao de acgucares em frutos.

Tabela 1.5 - Aplicacédo de HPLC na analise de acUcares com detecgéo por indice de refracéo.

Referéncia Wilson e Downs, 2012 Zheng et al., 2016 Choi et al., 2015
Matriz Anona, figo, etc. Toranja Péra
Sacarose,
) Sacarose, glucose e Sacarose, glucose,
Analito ) glucose, frutose e
frutose frutose e sorbitol .
sorbitol
Coluna RCM-Monossacarido Carbohidratos Sugar-Pak
Rezex ZORBAX Waters
Fase Movel Agua ACN:4gua (80:20, v/v) Agua
Detecédo IR IR IR

ACN-Acetonitrilo, IR-Indice de refracéo.

As principais dificuldades existentes na determinacéo e identificacdo de acucares
em matrizes alimentares consistem: i) na utilizacdo maioritaria de sistemas de
dete¢do universais e menos sensiveis como a detecdo por indice de refracado (IR); ii)
na necessidade de derivatizacdo da amostra para que possam ser aplicados
métodos de detecdo mais sensiveis como fluorescéncia ou ultravioleta (Goeij, 2013);
iii) no recurso a técnicas de espectrometria de massa (Georgelis et al., 2018). Existe
ainda a possibilidade de utilizacdo de um detetor eletroquimico (ECD) que néo
requer derivatizagdo e a sensibilidade é maior do que a do detetor IR (Georgelis et
al., 2018).

1.6.3. Andlise de acidos organicos

Varios métodos tém sido relatados na literatura para a quantificacdo de acidos
organicos, tais como espectrofotometria, técnicas de titulacéo, eletroforese capilar e
métodos cromatograficos como HPLC que se tornou cada vez mais popular para a
andlise de misturas de acidos organicos devido ao desempenho, simplicidade,

velocidade e estabilidade do método (Scherer et al., 2012).

Pelo facto dos acidos orgéanicos terem baixo peso molecular e funcionalidades

polares, a fase mével mais usada é um tampao aquoso. Uma solucdo tampao com
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pH baixo é utilizada para assegurar que todos 0s grupos acidos estdo protonados,
permitindo assim uma melhor interagdo entre os acidos organicos e a fase
estacionaria C18. No entanto, a utilizacdo uma fase mével 100 % aquosa pode fazer
com que colunas C18 convencionais entrem em colapso, resultando em perda de
retencdo. Para restabelecer a estrutura da cadeia e desempenho da coluna é
necessario proceder a lavagem com fase mdvel organica que é um passo demorado
(Kowalski, 2019).

Sena Aquino et al. (2015) comparou métodos de cromatografia liquida e eletroforese
capilar para a identificacdo e quantificacdo de acidos organicos, em vinhos,
identificando os &cidos lactico, acético, propionico e butirico por HPLC com uma
coluna de fase reversa C18, detetor de arranjo de diodos a comprimento de onda de
220 nm, usando como fase movel KH,PO, (0,02 M) a pH 2,9, ndo obtendo
diferencas significativas entre os métodos em termos de desempenho analitico. No
entanto, a eletroforese capilar apresentou vantagens em compara¢cao com o método
de HPLC em termos econémicos, ao utilizar menor volume de efluente e necessitar

de menor tempo de analise (< 2 min).

Na Tabela 1.6 apresentam-se publicagfes recentes que referem métodos de HPLC

para a determinacdo de acidos organicos em frutos.

Tabela 1.6 - Aplicagdo de HPLC na andlise de 4cidos orgéanicos.

Referéncia Leonel et al., 2014 Zheng et al., 2016 Saidani et al., 2017

Matriz Abacaxi Toranja Péssego

. L L Acido oxalico, tartarico,
Acido citrico, ascorbico

. . o Acido malico, quinico e
Analito malico quininico e

e mélico citrico citrico
Coluna Aminex HPX-87H ODS C18 Rezex ROA H'
Fase movel H,SO, (0,005 M) Fosfato diaménico H,S0,4 (0,005 M)
Detecéo PDA PDA PDA

PDA - Detetor de arranjo de diodos.
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1.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

1.7.1. Fundamentos teéricos

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, que consiste na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, devido as diferentes
interacdes que estabelecem com duas fases imisciveis, sendo uma fixa,
denominada fase estacionaria (presente na coluna) e outra moével designada por
fase movel, (fluido que se desloca através da coluna) que arrasta a mistura a
analisar. Os componentes da amostra vao sendo separados a medida que

atravessam a coluna (Neto e Nunes, 2003), como ilustrado na Figura 1.6.
Analito

v Fase estacionaria

Fase movel = 701,

Separagao —» .- .. =
- - .. .. » Q. - -

Dete¢cao —»

Figura 1.6 - Esquema de separac¢do em cromatografia (adaptado de Phenomenex, 2018).

O termo cromatografia foi empregado pela primeira vez, em 1906 pelo botanico
russo Mikhael Semenovich Tswett que descreveu as suas experiéncias de
separacdo dos componentes de extratos de folhas. Mikhael foi o primeiro a
compreender e interpretar este procedimento tal como é descrito atualmente,
utiizando o termo cromatografia para descrever as zonas coloridas que se
deslocavam dentro da coluna. Por este motivo a técnica ficou conhecida como
cromatografia (chrom = cor e graphie = escrita), embora 0 processo seja

independente da cor (Figueiredo, 2012).

A partir dai, a técnica foi sendo aperfeicoada e em conjunto com 0s avangos
tecnolégicos, foi levado a um alto grau de sofisticacdo que resultou no seu grande
potencial de aplicacdo em muitas areas (Degani et al.,1998). Atualmente é possivel

contar com uma variedade de métodos cromatograficos que podem ser classificados
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considerando o tipo de superficie no qual ocorre a separacdo, sendo dividida em
cromatografia de camada fina e cromatografia em coluna (Neto e Nunes, 2003)
como apresentado na Figura 1.7.

Cromatografia

l )

Cromatografia de Cromatografia de
camada fina coluna
Cromatografia Cromatografia
Liquida Gasosa

I
' )

Classica HPLC

Figura 1.7 - Métodos cromatogréaficos (adaptado de Figueiredo, 2012).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em inglés High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), trata-se de um método analitico de separacdo para
fins quantitativos e qualitativos. Esta técnica e posteriormente a Ultra High
Performance Liquid Chromatography (UHPLC) representam o culminar da
modernizacdo da Cromatografia Liquida (LC) sendo, atualmente, as técnicas de
separacdo mais utilizadas em quimica analitica (Snyder et al., 2010). O elevado
crescimento destas técnicas ao longo dos anos esta relacionado com a sua elevada
eficiéncia, sensibilidade e reprodutibilidade, além da possibilidade de quantificar
compostos ndo volateis e termicamente instaveis, ou ainda amostras mais ou menos
complexas como biomoléculas, antibidticos, pesticidas e substancias inorganicas.
HPLC é também frequentemente usado para a analise de uma imensa variedade de
compostos presentes em alimentos tais como vitaminas, &cidos orgéanicos, hidratos
de carbono, aditivos, proteinas, entre outros. Esta técnica tem vasta aplicacdo em
diversos campos da ciéncia, pois requer apenas que a amostra seja soluvel na fase
movel, separavel pela fase estacionaria e identifichAvel por um método de detegéo
(Tonhi e Collins, 2002).
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A instrumentacdo necessaria para a cromatografia liquida moderna € mais complexa
e sofisticada do que a usada em cromatografia liquida classica (Lancas, 2009),

apresentando-se a configuracao instrumental na Figura 1.8 (Lindle, 2013).

Detetor

Residuos \\'//

Sistema de aquisicao e
tratamento de dados

Reservatorio
de fase movel

Sistema de
bombagem

Figura 1.8 - Esquema com os principais componentes de um sistema de HPLC (Lindle,
2013).

No reservatorio da fase moével encontram-se 0s solventes que vao servir como fase
movel no sistema. E composto por um ou mais reservatorios que podem ser de
vidro, plastico inerte ou aco inoxidavel, sendo este ultimo, ndo apropriado para fases
méveis com baixo valor de pH pois podem ocasionar a corrosdo do recipiente
(Cecchi, 2003).

O sistema de bombagem forca a passagem da fase médvel ao longo da coluna
cromatogréfica (fase estacionaria) sob um fluxo especifico e constante a elevadas
pressdes. As bombas devem permitir um fluxo estavel e isento de pulsa¢bes, de
modo a minimizar o ruido de fundo no detetor e consequentemente garantir uma boa
resolucdo da andlise. Devem ser facilmente programaveis para variar a proporgao
dos componentes da fase moével ao longo da corrida cromatografica, caso se

pretenda uma eluicdo em gradiente (Chust, 1990).

O injetor automético introduz as amostras liquidas no fluxo da fase mével sem
perdas de pressdo, que as transporta até a coluna cromatogréfica e através dela
(Chust, 1990).
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A coluna de guarda ou pré-coluna, € instalada entre o injetor e a coluna
cromatogréfica e é utilizada para prevenir que impurezas e compostos fortemente

retidos a contaminem, aumentando assim o seu tempo de vida util (Aradjo, 2004).

s

A coluna cromatografica é o constituinte mais importante e critico do sistema
cromatogréfico, pois € onde se d4 a separacdo dos constituintes da amostra, que
devido as suas distintas estruturas moleculares e grupos funcionais possuem uma
maior ou menor afinidade de retencdo na fase estacionaria e uma eluicdo a
diferentes velocidades de migracdo e tempos de retencéo, (Chust, 1990). Assim, a
substancia com maior afinidade com a fase estacionaria é aquela que elui por dltimo
e a substancia que elui em primeiro lugar ser4 a de menor afinidade com a fase

estacionaria (Silva, 2016).

O forno da coluna garante que a temperatura se mantenha constante durante a
separacdo do(s) composto(s) quando atravessam a coluna, permitindo uma maior

reprodutibilidade da analise.

O detetor cromatografico é um dispositivo conectado logo apds a coluna
cromatogréfica que tem por objetivo, monitorizar o fluxo da fase mével na saida da
coluna. Quando em contacto com os analitos presentes no eluente, os detetores
emitem sinais elétricos para o sistema de aquisicdo e tratamento de dados. Os
detectores de HPLC devem possuir alta sensibilidade, seletividade, linearidade
(correspondente ao aumento da concentracao do analito), serem pouco sensiveis as
variacdes de temperatura e fluxo, no caso de eluicbes em gradiente e, devem ainda
ser precisos e ter boa reprodutibilidade (Figueiredo, 2012). Atualmente existe uma
vasta gama de detetores para HPLC e a escolha dependera fortemente das
caracteristicas quimicas e fisicas dos compostos a serem detetados, sendo o0s
principais os detetores de: ultravioleta-visivel (UV-Vis), fluorescéncia, indice de
refracdo (IR), eletroquimico, condutimétrico e de espectrometria de massa (MS)
(Chust, 1990).

O sistema de aquisicao e tratamento de dados transforma o sinal elétrico emitido
pelo detetor em picos, que correspondem ao(s) componente(s) da amostra cujo
conjunto se denomina como cromatograma. Cada um destes picos é tratado pelo
sistema, obtendo-se areas (integracdo do pico), alturas do pico e tempos de
retencdo que, por sua vez, podem ser correlacionadas com resultados obtidos para

compostos padrdo, tornando-se possivel identificar e quantificar o analito de
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interesse (Chust, 1990). O software de aquisicdo e tratamento de dados como o
Millenium® ou o Empower permitem ainda programar uma série de parametros
operatdérios tais como fluxo da fase movel, volume e nimero das injecbes, entre
outros (McMaster, 2007).

1.7.2. Modos de separacéo

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia a separacdo dos diferentes analitos
presentes na amostra ocorre através de varios mecanismos de interacdo com a fase
moével e a fase estacionaria. A classificacdo dos modos de separacao deve-se aos
diferentes tipos de enchimento na coluna cromatografica, que podem ser a base de
silica, quimicamente ligada ou materiais poliméricos (Tonhi e Collins, 2002). Importa
salientar que qualquer que seja o material de preenchimento da coluna
cromatogréfica é este que ir4 determinar, juntamente com a fase moével, a eficiéncia
da separacgéo pretendida. Por isso a etapa de sele¢éo do tipo de coluna adequada
para uma determinada separacao constitui uma das decises mais importantes para
o desenvolvimento de um método analitico, pois as suas caracteristicas afetam
significativamente a seletividade e eficiéncia de separagdo dos analitos e,

consequentemente, a qualidade da resolugcéo dos cromatogramas (Chust, 1990).

A separacdo dos diferentes analitos pode dar-se por particdo, adsorcdo, exclusédo
molecular ou por troca iénica, dependendo do tipo de coluna utilizada e dos analitos
em analise (Chust, 1990).

A separacgdo por particdo € uma das mais utilizadas e depende da polaridade dos
analitos da amostra e da sua afinidade para com as fases mével e estacionaria, cuja
polaridade determina o tempo de retencéo dos diferentes analitos na coluna (Siouffi
e Nollet, 2000). Existem dois tipos de separacdo em cromatografia de particdo: a
separacdo em fase normal (NP-HPLC) e em fase reversa (RP-HPLC). Em fase
normal, a fase estacionaria utilizada é polar (normalmente de silica) e a fase movel é
apolar sendo os solutos mais apolares eluidos primeiramente, enquanto que 0s
polares séo retidos pela fase estacionaria e eluidos por ultimo (Harris, 2005). Na
fase reversa a fase estacionaria é apolar (geralmente composta de silica
guimicamente ligada a cadeias de hidrocarbonetos, classificadas consoante o

namero de hidrocarbonetos adicionados como € o caso das colunas C8 e C18), e a
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fase mével polar, permitindo que os compostos mais polares sejam eluidos primeiro

e 0s mais apolares eluidos posteriormente (Harris, 2005).

As técnicas em fase reversa apresentam maior reprodutibilidade e maior
aplicabilidade, sendo utilizadas em mais de 80 % de todos 0os métodos envolvendo a
aplicacdo de HPLC (Siouffi e Nollet, 2000). Estas caracteristicas devem-se aos
diversos mecanismos de separacdo possiveis de executar (baseados em interacdes
hidrofébicas e hidrofilicas), juntamente com a disponibilidade de um grande numero
de fases estacionarias de elevada qualidade e diferentes niveis de hidrofobicidade.
Atualmente as técnicas de RP-HPLC permitem, realizar a separacdo de uma grande
variedade de substancias, entre as quais os edulcorantes (Claessens, 2001,
Engelhardt, 2011), &cidos orgéanicos (Scherer et al., 2012), compostos fendlicos
(Saidani et al., 2017), vitaminas (Barcia et al., 2010) etc.

1.8. Validacdo de um método analitico de HPLC

Qualquer método analitico de ensaio envolve manipulagfes tornando-o suscetivel a
erros (sistematicos e/ou aleatdrios), que poderdo alterar de forma significativa o
valor do resultado final da analise (Relacre, 2000). Por isso, é fundamental a
existéncia de um sistema de controlo e garantia de qualidade, de modo a que os
laboratérios disponham de meios e critérios objetivos para demonstrar que o0s
métodos de ensaio que executam conduzem a resultados adequados com a

qualidade pretendida (Martins, 2016).

Partindo deste principio, membros da comunidade cientifica, da industria e das
agéncias reguladoras como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil
(ANVISA), a Food and Drug Administration dos Estados Unidos (US-FDA) e a
Eurachem da Unido Europeia (EU) (Eurachem, 2014) definiram parametros de
validacdo, que posteriormente foram uniformizados pela International Conference on
Harmonization (ICH) (ICH Guideline, 2005; Cassiano et al., 2009). Esses parametros
tém o objetivo de demonstrar, através da validagdo, que um determinado método
analitico € adequado para os fins previstos, gerando resultados analiticos

consistentes, confiaveis e exatos (Ribani et al., 2004).

De acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada 17, validacdo é o ato

documentado que atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento,
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material, atividade ou sistema realmente é consistente e conduz a resultados
esperados (RDC, 2010).

Em Laboratérios Portugueses Acreditados, a validacdo completa dos métodos é
exigida pelo Instituto Portugués da Acreditacdo (IPAC) de acordo com normas de
qualidade como a ISO/IEC 17025:2005, garantindo assim, que os métodos internos
de ensaio que executam, satisfazem as especificacbes exigidas, de modo a que em
qualquer futuro ensaio de andlise de rotina, se obtenham resultados muito proximos

ao verdadeiro valor do teor do analito presente na amostra (Relacre, 2000).

A validacdo de um método € um processo continuo que implica a preparacao de
padrdes, planeamento da estratégia analitica, aplicacdo do método até a verificagao
da validade dos resultados propriamente dita e caso haja alteragdes num método ja
implementado no laborat6rio, é necessario a sua revalidacao (Ribani et al., 2004).

E fundamental que o protocolo de validacdo esteja devidamente descrito num
procedimento laboratorial, que o0s ensaios de validacdo sejam executados por
técnicos competentes, realizados em equipamentos e instrumentos dentro das
especificagbes e adequadamente calibrados de acordo com o Guia ICH, adaptado

pela European Medicines Agency (ICH Guideline, 2005).

A validacdo, embora possa ser uma atividade exigente e morosa, é necessaria pois
um método nao validado pode gerar resultados erréneos, com consequéncia direta
ou indireta de desperdicio de tempo, dinheiro e recursos, podendo colocar em causa
a fiabilidade do produto (Huber, 2010).

1.8.1. Parametros de validacdo de métodos analiticos

As agéncias reguladoras disponibilizam guias para a validagdo de métodos
analiticos que descrevem o0s parametros a avaliar (Huber, 2010). Na validagcédo de
métodos cromatograficos, o laboratério tem liberdade para definir o seu plano de
validacdo, sendo suficiente efetuar uma validagcdo parcial do método com
parametros de validacdo adaptaveis a cada caso, ou seja, depende do objetivo do
método (Relacre, 2000 e Martins, 2016). Em Portugal foi elaborado o Guia Relacre
13 que considera o0s seguintes parametros de validacdo: seletividade e
especificidade, gama de trabalho e linearidade, sensibilidade, limite de quantificagéo,

limite de detecdo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermédia), eficiéncia de

26



REVISAO BIBLIOGRAFICA

extracdo (recuperacao), estabilidade e robustez; (Cassiano et al.,, 2009), com o
objetivo de uniformizar os critérios utilizados e demonstrar que os métodos de
ensaio usados possuem as caracteristicas necessarias para a obtencdo de
resultados com a qualidade exigida (Relacre, 2000).

Seletividade e especificidade

A seletividade e especificidade estdo diretamente relacionados com a etapa da
detecdo, pois indicam a capacidade que um determinado método possui de
guantificar exatamente o analito de interesse em presenca de outros componentes
da matriz da amostra (Ribani et al., 2004). Estes parametros indicam o grau de
interferéncias no ensaio cromatogréfico e a sua influéncia nos resultados da analise.
Uma vez que a matriz da amostra €, frequentemente, complexa, pode conter
componentes que interferem no desempenho da medicdo, tais como, solventes,
impurezas, produtos de degradagdo, componentes da matriz, € outros compostos

com propriedades semelhantes as do analito (Martins, 2016).

De acordo com o Guia da Relacre 13, o termo seletividade representa a capacidade
de um determinado método analitico, identificar e distinguir um analito numa mistura
complexa sem a interferéncia dos outros constituintes da amostra, enquanto o termo
especificidade consiste na habilidade do método em discriminar o analito
relativamente a outras substancias, eventualmente presentes na amostra a analisar,
ou seja, 0 método garante que a grandeza medida provém apenas do analito de
interesse (Cassiano et al., 2009).

A seletividade é o primeiro parametro a ser avaliado na validacdo de um método
cromatogréfico e deve ser reavaliada continuamente durante todo o processo
analitico e subsequente a etapa de validacdo, dado que algumas amostras podem
sofrer degradacéo, gerando compostos que nao foram observados inicialmente mas

gue podem co-eluir com o analito de interesse (Ribani et al., 2004).

A seletividade de um método cromatografico pode ser avaliada de varias maneiras,
tais como, pela comparagdo de uma matriz contendo o analito de interesse com uma
matriz isenta (ICH, 1995), sendo que, neste caso, nenhum interferente deve eluir no
tempo de retencdo do analito de interesse cujo pico cromatogréafico deve estar bem

separado dos demais compostos presentes na amostra (Ribani et al., 2004) ou
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através da avaliacdo com detetores eficientes como o0 de arranjo de diodos, e o
espectrémetro de massa, que comparam 0 pico do espectro obtido na separacao
com o de um padrao, facilitando a identificacdo (Ribani et al., 2004). Podem ainda,
realizar-se testes de recuperacédo utilizando uma série de amostras, com a mesma
matriz, em que apenas varia a concentracdo do analito em propor¢des conhecidas e
ao longo de toda a gama de trabalho. Neste caso, convém que as amostras sejam
analisadas em duplicado e em condi¢cdes de repetibilidade sendo o método
considerado especifico e seletivo quando se confirmarem percentagens de taxas de
recuperacao dentro dos critérios de aceitacdo pré-definidos, ou seja, préximas de
100 % (Relacre, 2000).

Gama de trabalho

Para métodos que envolvam o tracado de curvas de calibragdo existe uma faixa de
concentragcdes na qual o método pode ser aplicado com determinado nivel de
precisdo e exatiddo designada por gama de trabalho. Os primeiros valores desta
gama correspondem aos limites de dete¢cdo e de quantificacdo e os ultimos
dependem da resposta do equipamento de medicdo (Relacre, 2000). Os pontos
definidos no intervalo de concentracfes escolhido devem estar distribuidos

equitativamente sobre a faixa linear dindmica (Sargaco et al., 2017).

7

A adequabilidade da gama de trabalho ¢é avaliada segundo o teste de
homogeneidade das variancias e/ou pelo teste t de Student de acordo com a ISO
8466-1 (1990). O teste de homogeneidade de variancias, é um teste estatistico,

normalmente designado por teste F, que consiste na analise de dez réplicas

independentes do primeiro (821) e ultimo padrao (8210), gque sao 0s pontos extremos
da curva de calibragdo, como indicado nas equacdes 1.1 e 1.2, com 0 objetivo de
verificar se existe diferenga significativa entre as variancias, nos limites da gama de
trabalho (Costa, 2014).

_ Zj1=01 |yi‘j - )_/i|2
n;-1

o (1.1)

Em que,
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(1.2)

Parai =1 e i = 10. Onde: i - 0 nUmero do padrdo; j - o numero de repeticbes
efetuadas para cada padréo; Siz - variancia; y, - o valor do sinal no padrdo i; y; - a

média dos valores de y; n; - 0 niumero de réplicas.

Em seguida as diferencas entre as variancias sao testadas efetuando o calculo do

valor teste PG, através das equacdes 1.3 e 1.4.

S2

PG = £ ,se 8%, >s? (1.3)
1
S2

PG = S—; ,se S?> 8%, (1.4)
10

O resultado obtido é entdo comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de

Snedecor/Fisher, para (N - 1) graus de liberdade e a decisado estatistica é a seguinte:

- Se PG > F, as diferencas de variancias sdo significativas e a gama de trabalho
deve ser reduzida até que a diferenca entre as variancias relativas ao 1° e ultimo

padrao permitam obter PG < F.

- Se PG < F, a diferenca entre as variancias nao € significativa e a gama de trabalho

esta bem ajustada (Relacre, 2000).

Linearidade e curva de calibracéo

Denomina-se linearidade a capacidade do método analitico em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra dentro de uma

determinada faixa de aplicagdo (Ribani et al., 2004).

Para garantir que isto ocorra realiza-se a calibragcdo analitica do equipamento
através da preparacdo de uma série de solucbes padrao de concentracdo pré
definida; estas serdo medidas no equipamento analitico, nas mesmas condi¢des das
amostras a analisar (Relacre, 2000). Em seguida, de acordo com a nhorma ISO 8466-
1 (1990) para modelos lineares, estabelece-se uma curva de calibragédo através da

correlagdo entre o sinal medido pelo detetor (area ou altura dos picos) e a
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concentracdo do analito. No caso de a curva de calibracdo ser linear é descrita pela

equacao 1.5.

y=m.C+b (1.5)

Onde: y - resposta medida (altura ou &rea do pico do cromatograma); b - ordenada

na origem; C - concentracao do analito; m - declive da curva de calibracéo.

A linearidade da curva de calibrac@o pode entdo ser avaliada através do coeficiente

de determinacéo (R?) ou do teste de Mendel.

O coeficiente de determinacéo (R?) traduz a adequabilidade de um modelo linear aos
valores experimentais, bem como o coeficiente de correlacdo de Pearson (R), que
guanto mais proximos de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de dados e menor a
incerteza dos coeficientes de regresséo (m e b) estimados. O Guia da Relacre 13,
adaptado pelos critérios internos do INIAV, aconselha um coeficiente de correlagdo
superior a 0,995, no entanto, a ANVISA recomenda um valor igual ou superior a 0,99
e o |Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) um valor acima de 0,90, como indicativo de um bom ajuste linear
(Ribani et al., 2004 e INMETRO, 2016). De ressalvar que este teste de linearidade
deve ser bem interpretado, pois os coeficientes de correlagdo sdo bons indicadores

de correlagédo, mas ndo necessariamente de linearidade (Relacre, 2000).

O teste de Mandel implica o calculo das funcbes linear e polinomial bem como os

respetivos desvios-padrdo residuais (Sy € Sy) (Relacre, 2000) pelas equacdes 1.6

e 1.7. A diferenca de variancias (DSZ) € calculada pela equacéo 1.8.

_ Zi (yi - yi)z 1.6
Syy,= N-2 -0
~\2
s, i('il/i:;/i) (1.7)
DS? = (N - 2).8Jx - (N - 3).8% (1.8)

Sendo: Sy/ - 0 desvio padrao residual da curva de calibracdo linear; Sy2 - 0 desvio
X

padrdo residual da curva de calibracdo polinomial; N - o nimero de padrbes de

calibragdo; y, - o valor do sinal no padrdo; §, - o valor estimado pela reta de
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calibracdo linear ou polinomial; 83,X - a variancia da funcéo linear; 832 - a variancia
da funcdo polinomial. Posteriormente, calcula-se o valor teste, PG, através da

equacao 1.9:

O valor de PG obtido € comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de

Snedecor/Fisher:
- Se PG < F: afuncéo de calibracéo € linear.
- Se PG > F: a fungé&o de calibragdo é néo linear.

No caso de PG > F, deve-se avaliar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho ou

de se aplicar uma fungéo de calibragéo néo linear (Relacre, 2000).

Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade do equipamento ou do método em distinguir, com
determinado nivel de confianga, duas concentragdes préoximas do analito (Amarante
et al., 2001). Em métodos analiticos de calibracdo linear, a sensibilidade sera
constante ao longo de toda a gama de trabalho e corresponde ao declive (m) da reta
sendo determinada simultaneamente com testes de linearidade através da razéo
entre a variacdo do sinal medido (Ay) e a variacdo da concentracdo de analito (AC),

como representado pela equacéo 1.10.

Sensibilidade = (1.10)

Ay
AC
Este pardmetro depende da natureza do analito e da técnica de detecdo utilizada;
um método é considerado de elevada sensibilidade quando uma pequena alteragéo
na concentracdo do analito é capaz de resultar numa alteracéo significativa no sinal
obtido (Relacre, 2000).

Limiares analiticos

Em amostras com baixos teores de analito € importante determinar qual o menor

valor de concentracdo de analito que pode ser detetado e quantificado pelo método
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utilizado (INMETRO, 2016). O calculo dos limiares analiticos envolve a determinacéo
dos limites de detecédo (LD) e de quantificacdo (LQ), ou seja, os limites inferiores da
curva de calibracéo, que correspondem a baixos niveis de concentracdo (Leite, 1996
e IPAC, 2011).

Estes limites dependem de diversos fatores que variam no tempo, tais como,
contaminacgoes, tipo de amostra, equipamento, operador, etc., devendo assim ser
reavaliados sempre que haja variagdo de equipamento, técnicos, critérios ou quando

se trabalha com gamas baixas de concentracéo (IPAC, 2011).

Os limites de detecédo e quantificacdo da curva de calibracdo devem ser confirmados
através da realizac@o de ensaios de recuperacgéo (Sargaco et al., 2017).

O limite de detecdo (LD) corresponde a concentracdo minima de analito que pode
ser detetada numa amostra, com uma certeza estatistica razoavel, mais néao

necessariamente quantificada como um valor exato (Relacre, 2000).

Este parametro é expresso em unidades de concentracdo e calculado de acordo

com a equacao 1.11.

335,
= 2=

LD (1.11)

Onde: Sy/x - é 0 desvio padréo residual da curva de calibracdo e m - o declive da

curva de calibragao.

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracao a partir da qual
€ possivel a quantificacdo do analito, com uma determinada exatidao e precisao. Na
pratica, corresponde normalmente ao padrao de calibracdo de menor concentracao.
Tal como o (LD) é também expresso em unidades de concentracdo e pode ser

calculado através da equacao 1.12.

_10 Sy

LQ (1.12)

Este limiar, apos ter sido determinado, deve ser testado para averiguar se a exatiddo

e precisdo conseguida é satisfatoria.

Embora a equacgédo referida seja a principal forma de calcular este parametro, em

métodos em que utilizam curvas de calibracdo, também é possivel considerar o
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primeiro ponto da curva de calibracao linear como LQ (Relacre, 2000). Neste caso, 0

valor de LD é um terco de LQ.

Precisao

O célculo da precisdo tem como objetivo avaliar a dispersao de resultados obtidos
numa série de medidas efetuadas numa mesma amostra e também identificar
possiveis erros sistematicos ou aleatérios, garantindo a qualidade dos resultados
(Ribani et al., 2004). E normalmente expressa em termos de variancia, desvio
padréo e coeficiente de variacdo sob condi¢cdes de repetibilidade, reprodutibilidade e
de precisdo intermédia também conhecida como variabilidade intralaboratorial.
(Relacre, 2000).

Através da avaliacdo da preciséo € possivel verificar se 0 método tem capacidade
de repetir e reproduzir os resultados obtidos em analises da mesma amostra ou

padréo.

A repetibilidade exprime a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de uma mesma amostra obtida em condi¢cdes idénticas de medicdo
(mesmo analista, mesmo laboratério, mesmo equipamento e mesmos reagentes) e
analisadas pelo mesmo método de ensaio, durante um curto intervalo de tempo, ou
seja, em condigcbes de repetibilidade (Relacre, 2000). Para se determinar este
parametro deve-se analisar um conjunto de amostras ou padrdes contendo o analito
de interesse em trés niveis de concentragdo (Ministério da Agricultura, 2011). Para
cada nivel, a analise deve ser realizada em, pelo menos, seis réplicas
independentes, calculando-se a concentracdo para cada réplica. Esta avaliacdo é

feita pelo célculo do coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,), que é
numericamente igual a razdo entre o desvio-padrao da repetibilidade (S;;)) e a média

dos resultados obtidos, (X), de acordo com as expressfes 1.13 e 1.14.

n
1 \2
Si= | o4 Z (Ve -9) (1.13)
k=1
S.
CV, (%) = 100 ?” (1.14)
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Em que: S,; - € o desvio padrdo absoluto dos valores de concentracdo de n tomas
analisadas em condi¢des de repetibilidade; n — o nimero de amostras; y, - o valor
individual obtido; y - a média aritmética dos valores individuais obtidos e X - a média

dos valores de concentracdo considerados.

A precisdo intermédia também conhecida por variabilidade intralaboratorial, indica
o efeito das condi¢cdes que podem sofrer alteracbes no laboratério (operadores
diferentes, equipamentos diferentes e intervalo temporal diferente) no método de
andlise da mesma amostra ou padrao (ISO 5725-3; Relacre, 2000).

O objetivo da validacdo da precisdo intermédia é assegurar que, nO Mesmo

laboratério, o0 método fornecera os mesmos resultados (Relacre, 2000).

A precisao intermédia poderd ser expressa por varios métodos, sendo um destes,
através do calculo do desvio padrao absoluto (Sgi) ou ainda pelo desvio padrédo

relativo (CVR) como descrito nas expressoes 1.15. e 1.16.

n
1 \2
Sgi = mkz:;(yk -Y) (1.15)

Sendo: Sg; - 0 desvio padrdo absoluto de precisdo intermédia; n - nimero de

amostras; y, - valor individual obtido e y - a média aritmeética dos valores individuais

obtidos.

S .
CVg = 100 % (1.16)

Onde: CVR - é o coeficiente de variacao relativo de precisdo intermédia e X - a média

das concentra¢des do numero de ensaios realizados.

Taxa de recuperacao

A taxa de recuperacdo é um parametro que avalia a eficiéncia do procedimento de
extracdo, ja que na maioria dos métodos analiticos, as etapas de extracdo podem
levar a perdas do analito de interesse e provocar alteracdo do resultado final da
andlise, obtendo-se apenas resultados inferiores a concentracdo real do analito na

amostra.
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Assim, a taxa de recuperacao representa a relacdo entre o resultado teérico e o
resultado experimental de uma andlise a uma amostra fortificada com uma
guantidade conhecida do analito. Sendo assim, torna-se necessaria a avaliacdo da
guantidade de padrdo de analito que devera ser adicionada a amostra, extraida e
quantificada (INMETRO, 2016).

Deste modo, a uma amostra sdo adicionadas diferentes concentracdes de padréo,
de acordo com a concentracdo esperada de analito, por exemplo, préxima da
concentracdo maxima de utilizacdo, proxima do LD, préxima da concentracao
intermédia da gama de trabalho do método ou entre 50 a 150 % da concentracao
esperada do analito, em amostras com maiores concentragdes (Relacre, 2000)

A taxa de recuperacao é calculada através da seguinte equagéo 1.17:

C . -C .
Taxa de recuperagéo (%) = 100 Ctoriicada - Croat) (1.17)

Cadicionada

Onde: Ciortificada - € @ concentracdo da amostra fortificada; Cmariz - @ concentracao

da amostra e Cagicionada - @ concentracdo de analito adicionada nas amostras.

Os valores de taxa de recuperacdo obtidos através da equacdo 1.17, irdo indicar o

desempenho da extragdo. Assim, se:

< 100%: corresponde a baixas taxas de recuperacdo que podem indicar que o modo
de preparacdo da amostra deverd ser otimizado, ou seja, deverdo ser feitas
alteracdes ao procedimento de extracdo como por exemplo tipo de solvente, tempo

de agitacao, entre outras;

> 100%: representa elevadas taxas de recuperagdo que podem resultar de outros
componentes da matriz produzirem resposta analitica quantificavel a um mesmo

comprimento de onda ocasionando interferéncia na analise (Silva, 2016).

No INIAV consideram-se valores aceitdveis de taxa de recuperagdo 0s que se
encontrem na gama de 80 a 120% (INIAV, 2018). Brito et al. (2003), apresenta,
também, uma tabela de valores aceitaveis da taxa de recuperacdo em funcdo da

concentracao do analito que pode ser (til a avaliacao deste parametro.
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MATERIAIS E METODOS

A metodologia desenvolvida para a determinacdo de acgUcares e acidos organicos
em matrizes hortofruticolas teve como base as orientacbes dos métodos de
referéncia da AOAC anteriormente mencionados na secdo 1.6. do capitulo 1. Os
procedimentos foram adaptados as matrizes a estudar de acordo com as pesquisas
bibliograficas realizadas, manuais das colunas, bem como, os equipamentos

disponiveis no laboratorio.

Realizaram-se testes de determinacdo conjunta de aguUcares e acidos organicos
utilizando uma unica coluna no sistema cromatogréafico com dois detetores em série,
o IR que deteta os aguUcares e alguns &cidos organicos e o PDA que deteta os
acidos orgéanicos. Nestes ensaios preliminares foram testadas varias colunas
cromatogréficas C18 apresentadas na Tabela 2.1, com base em trabalhos
anteriormente desenvolvidos, na analise de sumos de frutos nos laboratorios do
INIAV.

Para a determinacdo dos aguUcares foram adaptadas a 1SO 22662:2007 (analise de
leites e derivados) e o método AOAC 980.13 (1990), por HPLC-RI. Para a
determinag&o dos acidos organicos adaptou-se o método AOAC 986.13 (1986) e as
técnicas descritas por Costa (2012), Reuter (2015) e por Scherer et al. (2012)
usando o HPLC-PDA em fase reversa com detec¢éo a 254 nm para o acido ascoérbico

e a 210 nm para os outros acidos.

Para a determinacdo de acucares foram testadas trés colunas de HPLC existentes
na UTI do INIAV (Rezex RCM da Phenomenex, Carbohidrates e SugarPak da
Waters). Foi selecionada para o trabalho a coluna SugarPak da Waters semelhante
a Rezex RCM, e utlizada em condicdes cromatograficas baseadas nas
especificacbes do fabricante e em outros autores (Choi et al., 2015 e Snow et al.,
2015), tendo-se selecionado como fase mével EDTA célcio 0,01mM em &gua.

Para a determinacéo de acidos orgéanicos, selecionou-se a coluna de HPLC Aquasil
C18 da Thermo Scientific em uso no laboratério. Coluna que foi selecionada com
base nos estudos desenvolvidos em queijo por Costa (2012), que adaptou o método
descrito por Akalin et al. (2002). A escolha inicial das condi¢Bes cromatogréficas foi
baseada nas especificagfes do fabricante da coluna e em condi¢cbes referidas por
Reuter (2015), tendo-se selecionado como fase mdvel uma mistura de tampé&o
fosfato 0,025 M a pH 2,4 com acetonitrilo (99:1 V/V) por ter proporcionado uma

melhor separagéo dos varios acidos.
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As amostras hortofruticolas foram provenientes de industrias parceiras do projeto

ProEnergy, produtores e mercado locais, tendo sido tratadas de modo a manterem a

sua heterogeneidade. Realizou-se a extracdo de acUcares (adaptada de 1SO

22662:2007) e de &cidos organicos (adaptada de Costa 2012) das amostras para

posterior quantificacdo de analitos de interesse através de HPLC pelo método de

padréo externo e com base no tracado de curvas de calibracéo.

2.1. Equipamentos

Os equipamentos utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho foram os

seguintes:

HPLC Linha 1 (aplicado para determinagcdo de acglUcares) - Sistema
cromatogréafico de elevada resolucdo, marca Waters, com injetor automéatico
modelo 717plus Autosampler, equipado com 2 bombas, modelo 510, coluna e
respetivo forno de coluna, modelo (Col. HTR.) e 2 detetores, sendo um de arranjo

de diodos UV-Vis, modelo 2996, e outro de indice de Refragéo, modelo 2414;

HPLC Linha 2 (usado para determinacdo de &cidos organicos) - Sistema
cromatogréfico de elevada resolugdo, marca Waters, modelo alliance 2690,
equipado com injetor automatico e bomba quaternaria; coluna e forno de coluna,
modelo Jetstream 2 plus e 2 detetores, sendo um de arranjo de diodos UV-Vis,

modelo 996 e outro de fluorescéncia, modelo 474;

Sistema de aquisi¢cdo e controlo dos sistemas cromatogréficos, Software marca

Waters, modelo Millennium *, versdo 4.00; computador HP Compag;
Potenciometro, marca Cole-Parmer, modelo 05669-20;

Placa de aquecimento e agitacdo magnética com controlo de temperatura e

velocidade, marca Selecta, modelo Agimatic, Ref.243;

Vortex, marca Heidolph, modelo Reax top, com controle de velocidade;
Sistema de filtracdo a vacuo com bomba, marca GAST, modelo DOA-P104-BN.
Banho de ultra-sons, marca Bransonic, modelo Branson 5200;

Banho de ultra-sons, marca Bransonic, modelo Branson 2200,

Ultra-turrax, marca IKA-Labortechnik, modelo T25;
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Sistema de purificacdo de agua tipo Il (agua destilada), marca Millipore, modelo
Elix;

Sistema de ultrapurificacdo de agua tipo | (dgua Milli-Q) com resistividade 18,2
MQ a 25 °C, marca Millipore, modelo Milli-Q 7000;

Balanca analitica de preciséo, marca Mettler Toledo, modelo AG245;
Balancga analitica, marca Mettler, modelo 4000;

Centrifuga marca Sigma, modelo 2K15 e rotor 12139;

Frigorifico combinado 4 °C e -20 °C, marca Whirlpool;

Arca congeladora horizontal a -20 °C marca Fricon;

Micropipetas marca Gilson (de 10 mL a 20 uL);

Estufa marca Memmert, modelo 854 Schwabach;

O tipo de pré-colunas e colunas utilizadas nos ensaios de cromatografia, bem como

as suas principais caracteristicas, podem ser observados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Colunas cromatogréficas utilizadas durante o desenvolvimento do trabalho e
respetivas especificacdes do fabricante.

Tamanho Dporo Pmax

Coluna Pré-coluna Marca i
(mm) (Hm)  (psi)
Spherisorb ODS 2 Nova-Pak C18 Waters 4,6 x 150 5 4000
Nova Pak Nova-Pak C18 Waters 3,9x 150 4 4000
Aquasil C18 KJ0-4282 Thermo Scientific 4,6 x 250 5 4000
Synergi Hydro KJ0-4282 Phenomenex 4,6 x 250 4 2200
Rezex RCM Sugar-Pak Phenomenex 300 2000
Carbohydrates Carbohydrates Waters 4,6 x 250 4 6000
Sugar-Pak Sugar-Pak Waters 6,5 x 300 2000

D - didametro; P - pressdo; max - maxima

2.2. Materiais

Para desenvolver este trabalho foi necessario utilizar os seguintes materiais:

Baldes volumétricos certificados de 10 a 2000 mL;
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- Erlenmeyers de 100 a 250 mL;

- Copos de 20 a 1000 mL;

- Provetas de 100 a 2000 mL;

- Frascos Schott de 1000 a 5000 mL;

- Filtros de membrana, marca Filter-Lab e diametro 47 mm, com membrana de

nylon 0,22 ym de diémetro de poro;

- Filtros de seringa com diametro de 25 mm, marca Whatman, com membrana de

nylon de 0,45 ym de didmetro de poro;
- Filtro de papel rapido marca Whatman N° 1, 150 mm diametro;
- Vials de HPLC de 1 ml e 2 mL e inserts redutores de capacidade 200 pL;
- Funis;
- Kit de filtragcdo a vacuo em vidro;
- Pipetas volumétricas certificadas de 1, 2, 5, 10 e 25 mL;
- Pipetas de Pasteur de plastico de 3 mL;
- Seringas de 3 mL;
- Tubos de centrifuga graduados de 15, 30 e 50 mL.
- Magnetes

- Espéatulas

2.3. Reagentes

Os reagentes utilizados na preparacdo de solugbes, suas formulas quimicas e
respetivas especificacbes do fabricante, encontram-se apresentados na Tabela 2.2.

Todos os reagentes foram de grau pré-analise ou de pureza adequada para HPLC.

A agua utilizada na preparacao das amostras, solucdes-padrdao e fase movel
apresentou pureza de grau | (resistividade 18,5 MQ cm, a 25 °C), tendo sido obtida a

partir do sistema Milli-Q de purificacdo de agua.
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Tabela 2.2 - Reagentes utilizados e especificagfes do fabricante.

Reagente Formula Marca N° CAS
Acetato de zinco (p.a.) ZnC4.HgO,4.2H,0. Merck 5970-45-6
Acetonitrilo (para HPLC) CH;CN Carlo Erba 75-05-8
Acido orto-fosforico (85%) H;PO, Merck 7664-38-2
Di-hidrégeno fosfato de potassio (= 99%) KH,PO, Panreac 7778-77-0
EDTA célcio (99%) C4oH12CaN,;Na,Og Sigma 62-33-9
Hexacianoferrato de potassio (> 99%) K4[Fe(CN),].3H,0 Merck 14459-95-1

Os padrdes de acucares e de acidos organicos foram selecionados com base nos

resultados encontrados na pesquisa bibliografica e nos perfis obtidos para os

hortofruticolas. Foram utilizados os padrbes de acglUcares que se encontram

apresentados na Tabela 2.3. onde se apresentam também as respetivas férmulas

guimicas e especificacoes.

Tabela 2.3 - PadrBes de acUcares e especificacbes do fabricante.

Padréo Formula Marca N° CAS
D (-) Arabinose (= 98%) CsH1905 Merck 10323-20-3
D (+) Glucose (99,5%) CgH12056 Sigma-Aldrich 50-99-7
Estaquiose (= 98%) Co4H420,4 Sigma-Aldrich 54261-98-2
D (-) Frutose (99%) CgH4206 Sigma-Aldrich 57-48-7
D (+) Galactose (99%) CeH 1206 Sigma-Aldrich 59-23-4
D Maltose (= 95%) C4oH41041.H,O Merck 69-79-4
D (+) Manose (= 99%) CeH 1206 Merck 3458-28-4
Rafinose (= 98%) C41gH35,046 Difco 512-69-6
L (+) Rhamnose (= 99%) CgH4505 BDH 10030-85-0
Sacarose (= 99,5%) C42H2,044 Sigma-Aldrich 57-50-1
D-Sorbitol (98%) CgH14056 Sigma-Aldrich 50-70-4
D (+) Xilose (99%) CsH400s5 Sigma-Aldrich 58-86-6
Manitol (98%) CgH14056 Sigma-Aldrich 69-65-8
Mio-inositol (= 99%) CgH12056 Sigma-Aldrich 87-89-8
Lactose (= 98,0%) C1oH2 044 Sigma-Aldrich 63-42-3
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Os padrdes de &cidos organicos que foram utilizados estao indicados na Tabela 2.4,
onde se apresentam também as respetivas férmulas quimicas, valores de pK, e

especificacdes.

Tabela 2.4 - Padrdes de acidos organicos e especificacdes do fabricante.

Padréo Férmula Marca N° CAS pKa

Acido acético (99,8%) C,H40, Riedel-de Haén 64-19-7 4,75
Acido ascorbico (> 99,5%) CgHgOg Sigma-Aldrich 50-81-7 4,17e 11,6
Acido citrico (= 99,5%) CgHgO4 Sigma-Aldrich 77-92-9 3,15,4,77 € 6,40
Acido lactico (90-92%) C3HeO3 Riedel-de Haén 50-21-5 3,85
Acido malico (99%) C4HgOs5 BDH 6915-15-7 3,4e5,13
Acido oxalico (99%) C,H,04.2H,0 Alfa Aesar 144-62-7 1,25 e 4,28
Acido propionico (= 99,0%) C3Hg0, Merck 79-09-4 4,87
Acido tartarico (99,5%) C4HgOg Merck 87-69-4 4,37

2.4. Amostras

\

Procedeu-se a recolha de trinta amostras de hortofruticolas/subprodutos que
incluiram frutos, horticolas, raizes, bolbos e tubérculos, sem valor comercial para o
mercado em fresco. Deste modo, a operacdo de amostragem foi realizada em
hortofruticolas que ndo poderiam ser vendidos em fresco, fazendo parte dos
subprodutos/residuos de baixo valor econémico devido a estarem danificados, com
mau aspeto, com cortes, fora de calibre, etc, os quais, geralmente, tém como destino
a alimentacdo animal, a inceneracdo ou a compostagem. Estes produtos foram
fornecidos por parceiros do projeto ProEnergy, por produtores locais ou oferecidos
pelo mercado local, no periodo de maio a julho de 2019, conforme a Tabela 2.5. A
seleccdo dos hortofruticolas dependeu da sua disponibilidade na época do ano e da
possibilidade de fornecimento pelas entidades fornecedoras durante o periodo de

recolha.

Dada a diversidade das amostras, foi feito o agrupamento dos hortofruticolas de
acordo com as suas principais caracteristicas a tendo por base a estrutura botéanica
apresentada na Tabela 1.1, segundo a qual os frutos analisados séo divididos em
dois grupos: frutos horticolas (beringela, chuchu, curgete e tomate) e frutos néo

horticolas. Os frutos ndo horticolas, foram ainda subdivididos em quatro subgrupos:
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frutos pomdides (maca e pera), frutos prundides (alperce, ameixas, cereja, néspera
e péssego), frutos citricos (laranja e limédo) e frutos tropicais (abacaxi, banana e
melancia). Restam o0s grupos das raizes, bolbos e tubérculos (alho, batatas;
beterraba, cebola e cenoura) e das folhas que foram subdivididas em hortalicas
folhosas (alface, brécolos, couve e espinafre) e ervas arométicas (coentros,

manjericao e salsa).

Tabela 2.5 - Amostras de hortofruticolas, fornecedor e data de fornecimento em 2019.

Grupos Hortofruticolas Fornecedor Data
Beringela Mercado 26 Junho
Chuchu Mercado 26 Junho
Frutos horticolas
Curgete Mercado 26 Junho
Tomate Mercado 26 Junho
Maca alcobaca Campotec 19 Margo
Frutos pomoéides
Pera rocha Campotec 19 Marco
Alperce Mercado 26 Junho
Ameixa amarela Produtor 26 Junho
Ameixa vermelha Produtor 26 Junho
Frutos prundides
Cereja Produtor 9 Maio
Néspera Produtor 9 Maio
Péssego Mercado 26 Junho
Laranja Campotec 9 Maio
Frutos citricos
Limao Produtor 3 Julho
Abacaxi Campotec 19 Marco
Frutos tropicais Banana Mercado 3 Julho
Melancia Campotec 26 Junho
Alho Mercado 26 Junho
Batata Mercado 26 Junho
Raizes. bolbos Batata doce Produtor 3 Julho
e tubérculos Beterraba Mercado 3julho
Cebola Mercado 26 Junho
Cenoura Campotec 19 Marc¢o
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Grupos Hortofruticolas Fornecedor Data
Alface Mercado 3 Julho
Brocolos Mercado 3 Julho
Hortalicas folhosas

Couve portuguesa Mercado 3 Julho
Espinafre Campotec 19 Marcgo
Coentros Mercado 3 Julho

Ervas aromaticas Manjericao Mercado 3 Julho
Salsa Campotec 19 Marco

Foram ainda tratadas, extraidas e analisadas amostras de maca liofilizada e
amostras de residuos de outra industria parceira do ProEnergy, no entanto, devido a
regras de confidencialidade do projeto ndo se apresentam o0s resultados desses
trabalhos.

2.5. Procedimento experimental

2.5.1. Preparacao de solucdes

As solugbes foram preparadas de acordo com adaptagdo das metodologias
referenciadas em normas internacionais, procedimentos indicados nos manuais das
colunas, bem como adaptados da bibliografia consultada. De seguida descreve-se o

procedimento de preparacdo destas solugdes.

Solucéo de Carrez I: Esta solucdo foi preparada através da adicdo de 15 + 0,05 g
de hexacianoferrato de potassio tri-hidratado para um bal&o volumétrico de 100 mL e
depois perfez-se o0 volume do baldo com agua destilada, o que resultou numa

solugdo com uma concentracao de 15 % (p/V).

Solucéo de Carrez Il: Procedeu-se a pesagem de 30+0,05 g de acetato de zinco
para um baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume completado com agua

destilada, resultando em uma solugéo com concentracao de 30 % (p/V).

Solucao tampéo fosfato (0,025 M): Pesou-se numa balanca analitica 3,4 g (pesado
com aproximacao de 0,0005 g) de di-hidrogeno fosfato de potassio para um copo

volumétrico e adicionou-se agua Milli-Q até aos 800 ml. Em seguida, utilizando o
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potenciébmetro, acertou-se o pH a 2,4 numa placa de agitacdo magnética com uma
solucgédo de &cido fosforico a 85 % e transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000
mL, completando o volume com &gua ultrapura. Por fim, procedeu-se a filtracdo a
vacuo da solugéo com filtro de membrana de nylon seguida de desgaseificacdo com

ultra-sons durante 30 minutos.

Solucdo tampéo fosfato (0,05 M): Numa balanca analitica pesou-se 6,8+0,0005 g
de di-hidrogeno fosfato de potassio para um copo volumétrico e dissolveu-se com
agua Milli-Q até aos 800 mL, em seguida, utilizando o potenciémetro, acertou-se o
pH a 2,8 numa placa de agitacdo magnética, com uma solugéo de acido fosférico a
85 %, transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume
com agua ultrapura. Em seguida filtrou-se a vacuo a solugéo com filtro de membrana
de nylon e procedeu-se a desgaseificacdo com um equipamento de ultra-sons

durante 30 minutos.

Solucédo EDTA calcio (0,01 mM): Pesou-se na balanga analitica 0,05 £+ 0,0005 g de
EDTA calcio, dissolveu-se com 4gua ultrapura e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 1000 mL completando o volume com agua Milli-Q. Por fim, procedeu-
se a filtragdo a vacuo da solugdo com filtro de membrana de nylon e desgaseificou-

se por 30 minutos num banho de ultra-sons.

Solucéo de regeneracdo da coluna SugarPak: Na balanga analitica de precisao,
pesou-se 0,5 + 0,0005 g de EDTA calcio e dissolveu-se com agua ultrapura, em
seguida transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 1000 mL completando
o volume com agua ultrapura. Por fim, procedeu-se a filtracdo a vacuo com um filtro
de membrana de nylon e desgaseificou-se por 30 minutos num banho de ultra-sons.
Esta solugéo de EDTA (0,001 M) foi utilizada para condicionamento e regeneragao
da coluna SugarPak quando invertida, operacdo a efetuar sempre que necessario
devido ao aumento de pressdo do sistema e ao fim do consumo de 5 L de fase

movel.

Fase madvel (acUcares): Solugcdo aquosa de EDTA célcio (0,01 mM) filtrada e

desgaseificada.

Fase movel (4cidos orgénicos): Solu¢do de tampéo fosfato (0,025 M a pH 2,4) e

acetonitrilo na proporcao 99:1 (V/V) filtrada e desgaseificada.
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SolugBes-mée e padrdes de aclUcares: Para a preparacéo das solucdes-mae (s-m)
padrdo pesou-se cerca de 10 + 0,0005 g de cada um dos padrbes de aglcar numa
balanca analitica cujas solucBes foram preparadas em balbes volumétricos com
volume (V) de 50 mL e usando agua Milli-Q. As solucbes assim preparadas

apresentaram concentracéo final de 200 mg/mL.

A partir das solu¢des-mae, foram preparados sete padrdes mistos de acgUcares a
diferentes concentracfbes para a mistura de compostos: sacarose, glucose, frutose,

manitol e sorbitol, tal como descrito na Tabela 2.6.

Os calculos para a preparacao das solugbes padrao misto de trabalho recorreram a
equacédo 2.1.

Cs-m . Vs-m= Cfinal . Vbaléo (2-1)

Onde: Cg_, - € a concentragdo da solugdo mae; V. - 0 volume da solugdo mae;

Ciinal - @ concentragcdo do padrdo de trabalho e Vp,5.- 0 volume do baldo de diluigdo

onde se prepara a solugédo padréo misto de trabalho.

Tabela 2.6 - Preparacdo de solu¢des padrdo misto de sacarose, glucose, frutose, manitol e
sorbitol a partir da solugdo mée de cada padrédo (Cs.m de 200 mg/mL).

Padrédo Misto Vbaao Vsm Crinal
(mL) (mL) (mg/mL)

P1 100 0,5 1

P2 100 25 5

P3 100 5 10
P4 100 7,5 15
P5 100 10 20
P6 100 12,5 25
P7 50 7,5 30

Solucdes-mae e padrbes de acidos organicos: A gama de trabalho (zona de
concentragcbes de padrbes a utlizar na reta de calibragdo) foi escolhida
especificamente para cada um dos acidos, dado que a intensidade de sinal é
diferente para cada um dos analitos (nomeadamente acido oxdlico e ascorbico).
Deste modo, foi escolhida uma gama de concentracBes que permitisse uma

intensidade de sinal equivalente para todos os analitos a fim de se obter um
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cromatograma adequado.

Para a preparagéo das solu¢cdes méae foram utilizados oito acidos orgéanicos: acético,
ascorbico, citrico, latico, malico, oxalico, propidnico e tartarico, com concentragao
massica de 40 g/L (2 g/L para o oxalico e 25 g/L para o ascorbico) pesaram-se cerca
de 0,8 + 0,005 g de cada &cido (0,1 £ 0,005 g para o oxdlico e 0,5 + 0,005 g para o
ascorbico) numa balanca analitica, para baldes volumétricos de 20 mL (50 mL para
0 &cido oxalico) e o volume foi completado com agua Milli-Q.

Foram preparados padrbes mistos de trabalho com todos os &cidos organicos
adicionando-se volumes pré-definidos de cada solu¢cdo-mae de acido, para balbes
volumétricos de capacidade adequada a concentracdo do padrdo em preparacgao,

seguindo o esquema pré-definido indicado na Tabela 2.7.

Tabela 2.7 - Preparacgéo de solu¢des de padrao misto de 4cidos.

Padrdo Misto Viaizo Vsm St AT
(mL) (mL) Oxalico  Ascorbico Outros
o1 200 0,5 5 62,5 100
02 100 0,5 10 125 200
03 100 1 20 250 400
o4 100 2,5 50 625 1000
05 20 1 100 1250 2000
06 20 1,5 150 1875 3000

2.5.2. Amostragem e preparacdo das amostras

Cada variedade de hortofruticolas foi cortada com sementes, cascas e talos em
pedagos pequenos de cerca de 2 mm de modo a obter uma amostra o mais
semelhante possivel aos desperdicios gerados pela ndo comercializagdo ou pelo
processamento fabril, mantendo a heterogeneidade da matriz até a extracdo de
modo a amostragem ser 0 mais representativa possivel dos subprodutos do

processamento de hortofruticolas.

As amostras foram devidamente acondicionadas em sacos com fecho, tendo-se
definido uma massa de amostra de aproximadamente 250 + 0,05 g, conforme o

procedimento ilustrado na Figura 2.1. De seguida pesaram-se fracdes de 3 £ 0,0005
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g de cada amostra de hortofruticola para tubos de centrifuga graduados que foram

armazenados na arca congeladora a temperatura de -20 °C até utilizagéao.

As determinagfes de agucares e acidos organicos foram efetuadas em extratos

resultantes de trés extragbes independentes para cada amostra de hortofruticolas

segundo procedimentos descritos na se¢éo 2.5.3 que se encontra a seguir.

2 mmw  ———
= o - - >

< ,< K”’—J-

B -—

v

Figura 2.1 - Preparagdo de amostras dos hortofruticolas. (a) Corte; (b) Acondicionamento
em sacos de conservacao; (¢) Pesagem em tubos de centrifuga para extracéo.

2.5.3. Extracéo de acucares e acidos organicos

A extracdo de acuUcares de amostras de hortofruticolas foi adaptada da norma I1SO
22662:2007 e para tal adicionou-se a cada amostra previamente pesada (3,0 *
0,0005 g), 20 mL de agua Milli-Q morna. A mistura foi homogeneizada no ultra-turrax

durante aproximadamente 1 minuto.

Em seguida, transferiu-se para baldes volumétricos de 100 mL, adicionando-se ao
respetivo baldo 2 mL de solucédo Carrez | e 2 mL de solugédo Carrez Il de modo a
precipitar as proteinas e gorduras que interferem na analise (como ilustrado na
Figura 2.2) e quando frio completou-se o volume do baldo com agua Milli-Q. O
extrato obtido foi entéo filtrado com filtro de papel e uma aliquota do filtrado foi entéo
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mais uma vez filtrada com filtro de seringa para vial devidamente identificado. Este

procedimento foi realizado em triplicado para cada hortofruticola.

Os vials devidamente identificados foram colocados no carrocel do injetor
automético do HPLC e através da programagédo prévia do equipamento, 0s extratos
preparados foram injetados em duplicado para detec¢éo, identificagdo e quantificacédo
dos agucares presentes nos respetivos hortofruticolas.

Figura 2.2 - Clarificacdo de extratos com solu¢des Carrez para determinacéo de acUcares.

A extracdo dos acidos organicos da matriz dos hortofruticolas foi realizada de acordo
com o trabalho de Costa (2012), adicionando-se 20,0 mL do solvente de extragéo
(solucdo de KH,PO,, 0,05 M, a pH 2,8) a cada amostra previamente pesada (3,0 +
0,0005 g), efetuou-se wuma homogeneizacdo no ultra-turrax durante
aproximadamente 1 minuto e colocou-se 2 minutos no ultra-sons para ponteciar a
extracdo dos analitos. As misturas com volume de 23,0 mL foram depois
centrifugadas durante 20 minutos a uma temperatura de 5 °C e a velocidade de
4500 rpm. De seguida, uma aliquota do sobrenadante foi filtrada com filtro de
seringa para vials devidamente identificados. Este procedimento foi aplicado em
triplicado para cada hortofruticola. Cada extrato assim preparado foi injetado no
equipamento de HPLC em duplicado para posterior detecdo, identificagdo e
guantificacdo dos acidos orgéanicos presentes nos hortofruticolas.
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2.5.4. Preparacdo das amostras para os ensaios de taxa de recuperagao

Para os ensaios da taxa de recuperacdo foram selecionadas cinco matrizes
hortofruticolas, batata, cenoura, espinafre, laranja e macd. Os ensaios foram
realizados com adicdo de 2 mL de padrao misto a amostra pesada, ha concentracao
de P4 ou P6 para os acucares (Tabela 2.6) e em seguida procedeu-se a extracao
como descrito no ponto 2.5.3. Deste modo, a concentragdo de padrdo presente nas
amostras foi de 0,3 ou de 0,5 mg/mL.

Relativamente aos acidos orgéanicos foi igualmente adicionado 2 mL de padrédo misto
na concentracdo de O4 ou O6 (Tabela 2.7), seguida do procedimento de extracéo,
estando a concentracdo de cada &cido adicionado as amostras apresentada na
Tabela 2.8.

Tabela 2.8 - Concentracéo de padréo misto adicionada nas amostras.

Analito Cadicionada d€ O4 Cadicionada d€ OB
(mg/L) (mg/L)
Oxalico 3 17
Tartérico 81 324
Latico 81 323
Ascorbico 72 150
Acético, citrico e malico 81 323
Propiénico 74 324

2.5.5. Condi¢cdes cromatogréficas

Tal com descrito na secdo 2.1, o equipamento de HPLC utilizado para a
guantificacdo dos acucares foi o da Linha 1, enquanto para a quantificacdo dos

acidos organicos se usou o sistema da Linha 2.

Para o estabelecimento das condicbes cromatograficas que se apresentam na
Tabela 2.9 foi efetuada uma pesquisa bibliografica que se resume no Anexo 1 e
realizados estudos de otimizacdo dos procedimentos analiticos, em termos de
caudal, tempo de corrida, coluna, temperatura, pH e concentracdo da fase mével. A
determinacdo de acUcares nos hortofruticolas foi definida pelos ensaios de

optimizag&o tendo por base o método AOAC 980.13 (1980), o referido por Choi et al.
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(2015), Snow et al. (2015) e as condicbes sugeridas ho manual da coluna SugarPak.
As condi¢Bes cromatogréficas para a analise dos acidos orgéanicos foram adaptadas
de Reuter (2015), Costa (2012), Scherer et al. (2012) e do manual da coluna.

Tabela 2.9 - Condicdes cromatograficas para determinacdo de aclcares e de acidos
organicos nos hortofruticolas.

Parédmetros AclUcares Acidos organicos
Coluna SugarPak Aquasil C18
Fase movel (aquosa) EDTA célcio (0,01 mM) KH2PO, E’-i)éol\??l'\/‘l’/c)a; pH 2,4),
Eluicao Isocratica Isocratica
Fluxo (mL/min) 0,6 0,8
Numero de injecdes 2 2

Volume de injegédo (uL) 20 50

Tempo de corrida (min) 16 16

Detetor IR PDA
Comprimento de onda (nm) — 210 e 254
Temperatura da coluna (°C) 70 30
Temperatura do detetor (°C) 30 -
Temperatura amostra (°C) Ambiente 5

2.6. Identificacdo e quantificacéo dos analitos

A identificacdo dos analitos foi realizada por comparacdo dos picos dos
cromatogramas dos extratos das amostras com 0s picos dos cromatogramas de
solucdes de padréo puro ou misto em idénticas condi¢cdes experimentais, através da
verificacdo dos tempos de retencdo obtidos e, no caso dos acidos orgéanicos,

também pela comparacado dos espectros UV de cada analito.

A gquantificac@o foi efetuada pelo método do padrdo externo recorrendo-se a uma
curva de calibracdo para cada agUcar e &cido organico que expressa a relagdo entre
a concentragdo das solucdes padrdo e as areas dos respetivos picos obtidos no
cromatograma. Os tempos de retencdo, as areas dos picos e 0s espectros UV

(4cidos organicos) foram obtidos com recurso ao software Millenium %,
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As solucdes dos padrdes e os extratos das amostras foram introduzidas no sistema
de HPLC tendo-se programado trés injecdes para cada solu¢cdo de padrdo misto e

duas injecdes para os extratos.

As equac0Oes das retas de calibracdo foram obtidas usando a média das areas dos
picos das trés injecdes de cada concentracdo de solucdo padrao utilizando a folha

de célculo Excel.

A concentragdo de cada um dos analitos nas amostras foi determinada através da
reta de calibracio de cada padréo de acordo com a equagéo 2.1.

A-b
C analito = T (2'1)

em que: C - concentracdo do analito (g/L); A - area do pico do analito no

analito
cromatograma; b- ordenada na origem da reta de calibracdo; m - declive da reta de
calibragdo. A concentragdo massica do analito (g/100 g de amostra) pode ser

determinada de acordo com a equagéo 2.2.

100 . Cnaiito -V - F
% analito = analto (2.2)

Mamostra

em que: % gnaiito - Y0 Massica do analito em g/100 g de amostra para cada extragéo
independente, V - volume de extragdo, sendo 100 mL para a extracdo de agucares e
23 mL para a extracdo de acidos organicos; mymestra - Massa de amostra (g); F-
fator de diluigdo. O teor de analito em g/100 g foi obtido pela média da % znaito Para

3 extracdes independentes de cada hortofruticola.

Os calculos para as retas de calibragcdo, respetivos graficos bem como para os
teores de analito foram efetuados com recurso a folhas de calculo Excel (versdo
2010, Microsoft).

2.7. Parametros de validagcdo do método

No decorrer deste trabalho foram analisados e validados os parametros que foram
referidos e descritos na se¢ao 1.8.1 do capitulo 1, com base no guia de validacdo da
Relacre nimero 13 e nas regras de validacao de métodos internos de analise do
INIAV, bem como nas normas ISO 8466-1 (1990); ISO 8466-2 (1993) e ISO 11843-5
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(2008). Apresentam-se na Tabela 2.10, os parametros que foram validados para os

métodos de analise de agucares e acidos organicos aplicados no presente trabalho

e o respetivo procedimento de validagéo.

Tabela 2.10 - Procedimentos de validacao do método.

Parametros

Procedimento

Especificidade
e Seletividade

Avaliada para cinco matrizes através dos testes das taxas de recuperacao.

Gama de trabalho

A partir das solugbes mée de cada padréo foram preparadas sete e seis
solu¢des de padrdo misto de trabalho com as concentragfes indicadas na
se¢do 2.5.1, para agucares (Tabela 2.6) e acidos orgéanicos (Tabela 2.7),
respetivamente. Determinou-se a variancia (82) dos dez resultados (sinais)
referentes aos niveis de concentracdo mais baixa e mais elevada para os
acglcares e acidos organicos e realizou-se o teste de homogeneidade das

variancias.

Linearidade

Para a gama de trabalho definida foi avaliada a linearidade com trés
ensaios da curva de calibragéo. Depois de realizada a regresséo linear foi
efetuado o Teste de Mandel (Teste de Fisher-Snedecor); analisado o

coeficiente de determinacao e os residuos obtidos.

Sensibilidade

A sensibilidade do método foi avaliada com base nos declives das curvas
de calibragdo (equacgédo 1.8) obtidas para os varios ensaios realizados

durante a validagdo do método.

Limites analiticos
(LQelLD)e
limites do método

Os limites analiticos de dete¢do (LD) e de quantificagdo (LQ) foram
determinados com base no desvio padréo residual da curva de calibracdo
(Syx) e no respetivo declive da reta de calibragdo (equacdes 1.6 e 1.11 e
1.12). Estes limites, foram convertidos em % massica (g/100g ou mg/100g
amostra), tendo em conta a toma maxima possivel e os fatores de diluigdo

aplicados as diferentes amostras.

Repetibilidade

Envolveu a preparacdo e injecdo de seis réplicas para os acgUcares e
guatro réplicas para os &cidos organicos da mistura de padrbes a duas
concentracbes, em condicbes de repetibilidade (mesmo dia, mesmo
equipamento, mesmo analista etc.), seguida da determinacdo dos
respetivos desvios padrdo e coeficiente de variagcdo da repetibilidade

(equagbes 1.13 e 1.14).
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Paréametros Procedimento
Envolveu a preparacdo e injecdo de seis réplicas para os aclcares e
quatro réplicas para os acidos organicos da mistura de padrdes a duas
Preciséo concentracbes, em condicdes de precisdo intermédia (mesmo
Intermédia equipamento, mesmo analista, porém em dias diferentes entre analises),
seguida da determinagdo dos respetivos desvios padrdo e coeficiente de
variacdo de precisdo intermédia (equacdes 1.15 e 1.16).
Taxas de Calculadas em cinco matrizes (batata, cenoura, espinafre, laranja e maca)
recuperacao a dois niveis de concentragdo (se¢éo 2.5.4).

2.8. Andlise estatistica e gréafica de resultados

Na validacdo de métodos foram utilizados os seguintes testes estatisticos:

Homogeneidade das variancias: Comparacdo da variancia das dez réplicas do
primeiro (para alguns acidos o segundo) e ultimo padrdo da curva de calibragédo.
Este teste foi efetuado para trés aclcares e um alcool de agucar (sacarose, glucose,
frutose e sorbitol) e oito acidos organicos (oxalico, tartarico, latico, ascérbico,

acético, citrico, mélico e propioénico).

Teste de Mandel: Andlise da linearidade das curvas de calibragdo. O teste foi

realizado para os mesmos analitos do teste anterior.

Andlise dos parametros de curvas de calibragdo: Construcdo dos graficos das
curvas de calibracdo e andlise de residuos conforme apresentado no Anexo 2.
Avaliagédo do coeficiente de determinacdo e de diversos parametros das curvas de
calibragdo como desvios padréo, declive e ordenada na origem para um intervalo de

confianca de 95%.

Os gréficos e célculos foram realizados através das folhas de calculo Microsoft Excel

(versédo 2010, da Microsoft) ou do software Statistica.

Os resultados dos teores de analito correspondem & média dos valores
determinados para trés extracbes independentes de cada hortofruticola e séo
apresentados em graficos de colunas com barras de erro padrdo e indices
resultantes da aplicacdo, aos valores quantificados, da analise de variancias

(ANOVA one-way) com teste de Scheffé da diferenga completamente significativa,

56



MATERIAIS E METODOS

para p<0,05 e n=3, utilizando o software Statistica (versdo 7.0 da Stat Soft, Inc.
2004).

Efetuou-se ainda uma avaliacdo geral e qualitativa do perfil de analitos obtido por
hortofruticola através da analise dos cromatogramas apresentados no Anexo 3 para
todos os hortofruticolas analisados.
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Como referido anteriormente, no presente trabalho procedeu-se a otimizacdo e
validacdo de métodos de HPLC para a determinacdo de aclUcares e de &cidos
organicos em matrizes hortofruticolas de produtos descartados, ou
residuos/subprodutos gerados pelo processamento fabril de empresas parceiras do
projeto ProEnergy e produtores de hortofruticolas.

Procedeu-se a selecdo e otimizacdo de métodos de extracdo de acucares e de
acidos organicos nas matrizes em estudo com base na pesquisa bibliografica
realizada (Anexo 1) e nos métodos em uso no laboratério do INIAV e optou-se por
adaptar a norma ISO 22662:2007 para a extracdo de agucares e o trabalho de Costa
(2012) para a extracdo de &cidos organicos, cujos métodos de extracdo foram

anteriormente adaptados no laboratério do INIAV para sumos de frutos.

A extracdo de agucares e de acidos orgéanicos foi realizada em separado em trés
ensaios independentes por matriz de acordo com o0s procedimentos anteriormente

descritos no capitulo 2, se¢do 2.5.3.

Inicialmente testou-se a determinagdo simultdnea de acuUcares e acidos orgénicos
numa mesma coluna cromatografica com os detetores IR e PDA em série, tendo por
base trabalhos anteriormente realizados no laboratério da UTI do INIAV em sumos
de frutos. Nao tendo sido possivel a determinacdo simultdnea destes analitos nas

matrizes de hortofruticolas decidiu-se pela andlise em separado.

A quantificacdo de acucares através de HPLC foi realizada por adaptacdo dos
procedimentos e condi¢cdes cromatograficas descritas no método de referéncia da
AOAC 980-13-1980 (1990), bem como em Choi et al., (2015), Snow et al. (2015) e
nos manuais das colunas disponiveis no laboratorio. Foram inicialmente testadas
trés colunas cromatogréaficas a Rezex, a Carbohydrates e a SugarPak, tendo-se

decidido utilizar a coluna SugarPak.

A quantificacdo dos acidos organicos foi adaptada com base nos procedimentos e
condicBes cromatograficas descritas por Costa (2012), Reuter (2015), Scherer et al.
(2012) e nos manuais das colunas. Testaram-se nesta quantificagdo as colunas
Aquasil C18 e Synergi Hydro, tendo sido escolhida a primeira que foi a coluna
utilizada por Costa (2012).
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A adaptacdo das técnicas de cromatografia foi efetuada em funcdo do tipo de
extracdo, coluna, fase movel, detetor, comprimento de onda, tempo de corrida e

temperatura.

3.1. Ensaios preliminares de andlise conjunta de acuUcares e acidos

organicos

Na sequéncia de trabalhos realizados no laboratério da UTlI em sumos de frutos
testaram-se colunas C18 para andlise simultdnea de aguUcares e &cidos organicos.
Foram avaliadas as colunas NovaPak e Spherisorb ODS 2 no sistema de HPLC

linha 1, descrito no capitulo 2, se¢éo 2.1.

Por meio da Figura 3.1 (a) pode ser observado o cromatograma de uma mistura de
trés padrdes de acucar, sacarose, glucose e frutose (10 g/L), e na Figura 3.1 (b) o
cromatograma de uma mistura de nove padrdes de 4cidos organicos, citrico, malico,
acetico, latico, oxalico, butirico, ascoérbico, tartarico e propionico de concentracdo O6
(Tabela 2.7), utilizando o detetor IR para detecdo dos aglcares em série com o PDA
para detecdo dos acidos organicos e usando a coluna NovaPak nas seguintes
condi¢bes cromatogréficas: fase mével KH,PO, (0,05 M) a pH 2,8, ao fluxo de 0,35
mL/min, durante 30 minutos, volume de injecdo de 20 uL e temperatura do forno de

coluna 28°C.
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Figura 3.1 - Analise simultédnea de acglcares e acidos organicos, (a) detecao Rl de aglcares;
(b) detegéo PDA de &cidos organicos a 210nm.

A andlise simultanea de acguUcares e acidos organicos com detecao IR e PDA em
série ndo mostrou especificidade e seletividade para os acucares testados pois

foram injetados trés aclUcares e nao se obteve trés picos bem definidos, também
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para os acidos orgénicos ndo se obteve seletividade e especificidade pois foi
injetada uma mistura de nove &cidos e o cromatograma obtido ndo apresenta nove
picos. Por este método ndo foi possivel separar os trés acucares predominantes nos
hortofruticolas (sacarose, glucose e frutose) e s6 se conseguiram separar seis dos
oito &cidos organicos injetados, assim optou-se por realizar a separacdo destes
compostos segundo dois métodos diferentes um para separacdo para agucares e
outro para acidos orgéanicos, como acontece em muitos dos artigos publicados
(Andrés et al., 2015; Mikulic-Petkovsek et al., 2012 e Shaw e Wilson, 1981).

3.2. Validacdo dos métodos cromatograficos

Com o objetivo de analisar as amostras de hortofruticolas em estudo, bem como
determinar com certo nivel de precisdo e exatiddo os teores de agucares e acidos
organicos presentes nestas matrizes procedeu-se a validacdo dos meétodos
cromatogréficos selecionados de acordo com o guia da Relacre 13. Foram avaliados
0S seguintes parametros: especificidade e seletividade, gama de trabalho,
linearidade, limite de detecdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), repetibilidade,
precisao intermediaria e taxa de recuperacdo. Os procedimentos de validagcédo
adotados para cada parametro, encontram-se descritos e apresentados na Tabela

2.10, bem como no tépico 1.8.1 deste trabalho.

3.2.1. Valida¢cdo do método para quantificacdo de aclcares

Identificacdo dos acucares

Para quantificar os varios acgucares nas diferentes matrizes hortofruticolas que, por
vezes, podem ser bastante complexas e possuirem na sua constituicdo compostos
interferentes, € muito importante averiguar se 0 método de analise que vai ser
utilizado é especifico para o(s) analito(s) em questdo. Neste sentido procedeu-se a
injecdo das solugbes mae dos acucares individuais (concentracdo de 40 g/L para
estaquiose e lactose, 100 g/L para manitol e 150 g/L para os outros agucares) e fez-
se uma sobreposicdo dos respetivos cromatogramas de modo a comparar 0S
tempos de retencdo de cada um dos agucares e/ou verificar possiveis interferéncias

como ilustrado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Sobreposi¢do de cromatogramas de agUcares (estaquiose, rafinose, sacarose,
maltose, lactose, glucose, xilose, galactose, ramnose, manose, frutose, arabinose, manitol e
sorbitol).

Procedeu-se ainda a injecdo de varias solugdes individuais de padrbes de acucar,
na gama de concentracdes de 1,0 a 30,0 g/L, de modo a verificar o tempo de
retencdo médio de cada um deles e a existéncia de um uUnico pico referente ao
analito de interesse, valores que se apresentam na Tabela 3.1 com respetivo desvio
padrdo, para uma média de trés inje¢cdes nas condi¢cdes cromatograficas da Tabela

2.9.

Tabela 3.1 - Tempos de retencdo médio dos padrdes de aglcares e desvio padrao (S).

Tempo de retencdo = S
Padrao P ¢

(min)
Estaquiose 5,73+ 0,02
Rafinose 6,30 £ 0,10
Sacarose 7,08 + 0,03
Maltose 7,17 £ 0,10
Lactose 7,44 + 0,01
Glucose 8,66 + 0,03
Manose 9,70 £ 0,05
Frutose 10,30 £ 0,16
Arabinose 10,54 £ 0,11
Manitol 12,18 £ 0,01
Sorbitol 14,27 £ 0,09
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A partir da analise dos cromatogramas sobrepostos na Figura 3.2 foi possivel
verificar que existem varios acgUcares cujos tempos de retencdo sdo muito
semelhantes, prevendo-se interferéncias na andlise conjunta destes compostos
utilizando a coluna SugarPack. E o caso da sacarose, maltose e lactose que eluem
nesta coluna praticamente no mesmo tempo de retencdo. No entanto, a lactose e a
maltose como sao acgucares especificos de produtos lacteos e cereais,
respetivamente, ndo s&o interferentes na determinacdo de sacarose em
hortofruticolas que € um dos acuUcares predominante nestas matrizes. Também
xilose, galactose, ramnose e manose apresentaram um pico conjunto pelo que o

método ndo se mostrou adequado para analise destes acUcares.

No caso da determinagdo de frutose pode existir interferéncia pela arabinose que
apresenta um tempo de retengdo muito proximo. No entanto esta interferéncia nao
foi considerada nas analises por a arabinose ndo ser um acucar predominante nos
hortofruticolas. Estaquiose e rafinose sdo agucares encontrados naturalmente em
alguns horticolas e gquantificados na andlise de hortofruticolas (Lee at al. 1970). No
entanto, neste trabalho a analise destes agucares ficou comprometida devido a
existéncia de compostos interferentes com os picos da estaquiose e rafinose, o que
pode ser observado no Anexo 3, onde os cromatogramas das amostras analisadas
apresentam um pico inicial que contém os tempos de retencdo de estaquiose e

rafinose.

Pode ainda observar-se pela sobreposicdo dos cromatogramas dos padrdes mistos
que contém a mistura de sacarose, glucose, frutose, manitol e sorbitol em diferentes
concentracdes (1 a 30 g/L, linhas com cores diferentes) obtidos nas condicdes
cromatogréficas da Tabela 2.9 e apresentados na Figura 3.3 e, por exemplo, pela
andlise do perfil de agUcares na amostra de ameixa amarela constante na Figura
A3.5 do Anexo 3, que os picos dos cinco aglcares se apresentaram bem separados,
podendo afirmar-se que o método é adequado a identificacdo de sacarose, glucose,

frutose, manitol e sorbitol.

Os alcbois de acucar analisados nas matrizes inicialmente estudadas, quando
identificados, apresentaram quantidades vestigiais e na pesquisa bibliografica
realizada (Anexo 1) poucos autores apresentaram a determinacdo de manitol neste
tipo de matrizes, motivo pelo qual, se optou por apenas validar o método para a

determinacdo de sorbitol e apresentar somente a identificacdo de manitol. Foi
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verificada a presenca de sorbitol em 33% dos hortofruticolas analisados enquanto o

manitol apenas esteve presente em 23% das amostras.
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Figura 3.3 - Sobreposi¢cédo dos cromatogramas de padrdes mistos de sacarose, glucose,
frutose, manitol e sorbitol. Concentra¢éo maior a rosa (30 g/L) e menor a preto (1 g/L).

Seletividade e especificidade

A seletividade e a especificidade do método analitico podem ser avaliadas através
da comparacdo de uma matriz contendo o analito de interesse com uma matriz
isenta. Esta andlise permite verificar se na matriz isenta do analito de interesse no
tempo de retencdo deste, havera qualquer pico que possa ser considerado
interferente na analise. O método analitico pode ainda ser considerado especifico e
seletivo quando se confirmam percentagens de recuperacao proximas de 100%
(Relacre, 2000).

Neste sentido, para averiguar o efeito de possiveis interferentes, realizaram-se
testes de recuperagdo em amostras de batata, cenoura, espinafre, laranja e maca,
variando a concentracdo de adicdo de analito em propor¢des conhecidas a dois
niveis de concentragéo (0,3 g/L e 0,5 g/L), tendo sido analisadas em duplicado e em

condi¢bes de repetibilidade (Relacre, 2000).

Os resultados obtidos encontram-se descritos no topico taxas de recuperagédo e
demostram que o método pode ser considerado seletivo e especifico uma vez que

se confirmaram percentagens de recuperacao aceitaveis.

Gamade trabalho

Para a validacdo da gama de trabalho a utilizar foram avaliados para cada analito os

intervalos de concentracao entre 1,0 g/L e 30,0 g/L que foram definidos com base na
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avaliacdo efetuada da percentagem de acucares em frutos e vegetais constante na

Tabela 1.2 e também na tabela de composicao de alimentos (INSA, 2019).

A validacdo da gama de trabalho para modelos de calibragdo linear envolve a
andlise dos padrBes correspondentes as concentragdes minima e maxima como

descrito no tépico gama de trabalho do ponto 1.8.1 e referido na Tabela 2.10.

Deste modo foi efetuado o estudo da homogeneidade das variancias em dez
réplicas independentes dos padrdes de maior e menor concentracdo de sacarose,
glucose, frutose e sorbitol. Este teste foi realizado com recurso a folha de célculo
Excel cujo exemplo se apresenta para sacarose na Tabela A4.1.1 do Anexo 4. Os
resultados de sinal obtidos para as dez repeticbes do primeiro e Ultimo padréo de
cada acucar encontram-se apresentados na Tabela A4.1.2 do Anexo 4, bem como
as respetivas variancias (S?) calculadas a partir das equagbes 1.1 e 1.2. Em
seguida, procedeu-se ao calculo de PG, recorrendo a equacao 1.3, cujos resultados
se apresentam na Tabela 3.2, os quais foram comparados com o valor tabelado da
distribuicdo F de Snedecor/Fisher para N-1 (nove) graus de liberdade e intervalo de
confianca de 99% (F = 5,351).

Tabela 3.2 - Valores de PG para avaliagdo da validade da gama de trabalho.

Sacarose Glucose Frutose Sorbitol

PG 3,979 4,722 5,226 5,198

Pela analise dos resultados verifica-se que PG é menor do que F pelo que se pode
concluir que para a gama de trabalho estudada se verificou homogeneidade das
variancias. Confirmou-se desta forma que os intervalos estdo ajustados e validados

pois ndo existem diferencgas significativas entre as variancias.

Linearidade

Para a avaliacao da linearidade da gama de trabalho, procedeu-se a construgéo de
vérias curvas de calibracdo para os agucares a analisar, 0s quais se apresentam no
Anexo 2. Deste modo, preparou-se uma solugdo mae padrdo de cada composto
individualmente, que se utilizou para preparar padrdes mistos de acordo com as
condicbes descritas na Tabela 2.6. Estes padrdes mistos foram injetados no HPLC,

analisados nas condi¢cdes cromatogréaficas descritas para analise de agucares. A
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partir do sinal medido pelo detetor procedeu-se a constru¢cdo de curvas de
calibracdo para sacarose, glucose, frutose e sorbitol as quais permitiram estabelecer
a relacdo entre o sinal medido (area do pico no tempo de retencdo do agucar) e a

concentracdo do acucar na solucéo padrao.

Para avaliar a linearidade do método com base na curva de calibracdo em que y
representa a area do pico e x o teor do analito em g/L, calcularam-se o coeficiente
de determinacdo (R?) que ir4 indicar a qualidade do ajuste obtido e o coeficiente de
correlacdo de Pearson (R) que avalia a relacdo linear entre a area dos picos e a
concentracdo do analito. De acordo com os principais guias de validacdo de
métodos analiticos, estes parametros devem ser superiores a 0,995; critério de
aceitagdo da linearidade da gama de trabalho, o que foi sempre cumprido ao longo
dos varios ensaios e cujos valores podem ser observados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Retas de calibragéo, coeficiente de correlagcéo (RZ) e de determinagéo (R) para
andlise dos acucares.

Analito Reta de calibracao R® R

Sacarose y = 1492932,9 x + 270178,9 0,9998 0,9999
Glucose y =1384249,5 x + 318717,5 0,9992 0,9996
Frutose y =1543004,6 x + 5733,8 0,9977 0,9988
Sorbitol y = 1424985,9 x + 50709,5 0,9989 0,9995

Adicionalmente foi efetuada uma andlise dos residuos percentuais gerados para
cada padrdo das curvas de calibragdo construidas para os varios acucares que
constam do Anexo 2. A percentagem maxima de erro de 10% para aceitagdo dos
residuos dos diferentes pontos da curva de calibragéo esta definida pelo controlo de
gualidade interno do INIAV.<10%

Através de uma andlise visual dos graficos de residuos verificou-se que nao houve
nenhuma violagdo a hipotese de linearidade, visto que o0s seus valores se
dispersaram numa banda horizontal em torno do zero até + 5%, ndo existindo pontos
atipicos influentes. Sempre que necessario, foram construidas curvas de calibragéo
e analisados os respectivos residuos e o coeficiente de determinacdo como critérios

para a aceitacdo das curvas de calibracao.

Em seguida foi ainda realizado o teste estatistico de Mandel como indicado pela

norma ISO 8466-1 (1990) para demonstrar a adequabilidade da funcdo de
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calibracdo a um modelo linear comparativamente a um ajuste polinomial. No Anexo
5 esta apresentado um exemplo da folha de calculo usada para a aplicagéo do teste
de Mandel aos resultados obtidos para a sacarose. O teste foi também realizado

para os outros agucares.

Através da raz&o da diferenca das variancias (DS?) de ambos os ajustes (equac&o
1.8) e do desvio padrao residual do ajuste polinomial, foi calculado o valor de PG
(equacao 1.9) para cada curva de calibracdo cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 3.4. os quais foram comparados com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor/Fisher para N-3 graus de liberdade, N=11 pontos de calibracdo e intervalo
de confianga de 99% (F = 11,259).

Tabela 3.4 - Resultados do teste de Mandel para avaliacdo da linearidade das curvas de
calibracdo dos acUcares.

Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
DS? 7,68x10% 5,05x10™ 5,96x10™ 3,07x10%
PG 1,362 8,945 8,824 8,932

Através da analise dos resultados verifica-se que o valor de PG foi inferior ao valor F
de Snedecor/Fisher, sendo assim, concluiu-se que existe um bom ajuste dos pontos

podendo ser utilizado o modelo de calibracao linear para analise dos acucares.

Sensibilidade

A sensibilidade foi avaliada com base nos declives das retas de calibragdo de
acordo com a equacdo 1.10. Foi determinada a média dos declives, calculado o
desvio padréo e o coeficiente de variacdo (%) (por adaptacdo das equacdes 1.13 e
1.14), valores que se apresentam na Tabela 3.5, por ordem decrescente de

sensibilidade.

A partir dos resultados obtidos verifica-se que a determinacdo de frutose é a mais
sensivel e a de glucose a que apresenta menor sensibilidade. Os baixos valores do
coeficiente de variacdo obtidos, permite concluir que o método manteve

sensibilidade constante ao longo dos varios ensaios de calibragéo.
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Tabela 3.5 - Sensibilidade do método de determinacdo de agUcares e respetivos desvio
padrao (S) e coeficiente de variacao (CV).

. Sensibilidade Desvio padréo (S) CV
Analito

UA/(g/L) UA/(g/L) %

Frutose 1543004,6 17618,5 1,1

Sacarose 1492932,9 4062,3 0,3

Sorbitol 1424985,9 12987,5 0,9

Glucose 1384249,5 9265,8 0,7

Limites analiticos

Neste trabalho optou-se por definir os limites analiticos de detecdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), pela aplicagdo das equacbes 1.11 e 1.12, respetivamente,

estando os resultados apresentados na Tabela 3.6 em g/L.

Foram ainda calculados os limites do método em g/100g, por aplicacdo da equacao
2.2 aos limites analiticos, considerando 3 g de amostra e 100 mL de volume de
extracdo, tendo-se obtido os valores apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Limites analiticos (g/L) e limites do método (g/100g) de analise dos aglcares.

. LD LQ LD LQ
Analito
(g/L) (g/L) (9/1009) (9/1009)
Sacarose 0,17 0,51 0,56 1,70
Glucose 0,40 1,21 1,33 4,04
Frutose 0,63 1,91 2,10 6,38
Sorbitol 0,59 1,78 1,95 5,92

Conforme se observa na tabela acima, o limite de quantificacdo calculado para a
sacarose foi inferior ao primeiro ponto da curva de calibracdo (1,00 g/L), no entanto,
em relacdo a glucose, frutose e sorbitol, os limites de quantificacdo calculados (1,21
g/L; 1,91 g/L; e 1,78 g/L) foram superiores ao primeiro ponto da gama de trabalho
que dada a homogeneidade das variancias, poderia ser considerado como limite de

guantificacéo.
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Precisao

De acordo com o guia da Relacre 13 (2000) os ensaios de precisdo podem ser
realizados sobre amostras ou padrbes, tendo-se optado por determinar este
parametro apenas em padrdes. Devido a grande variabilidade das matrizes em
estudo neste trabalho, ndo seria viavel o uso de amostras, pois seria necessario que
o procedimento fosse repetido sobre as varias matrizes e em Varios niveis de
concentracdo, cobrindo todo o dominio de aplicacdo do método, para minimizar
efeitos de matriz.

Para os ensaios de precisdo, optou-se por avaliar a repetibilidade e precisédo
intermédia em padréo misto contendo sacarose, glucose frutose e sorbitol em duas
gamas de concentragdo (10 g/L e 30 g/L) de modo a verificar a dispersdo dos

resultados entre ensaios independentes.

O ensaio de repetibilidade consistiu na realizacdo de um ensaio sob um conjunto
de condigbes operatérias constantes, ou seja, em condigbes de repetibilidade
(mesmo dia, mesmo equipamento, mesmo analista, mesmo laboratério e curtos
intervalos de tempo) em que se efetuaram N=6 inje¢c6es independentes. Os desvios
padrdo relativos (S;) e os coeficientes de variagdo de repetibilidade (CV,) foram
calculados atraves das equacgbes 1.13 e 1.14, valores que se encontram
apresentados nas Tabela 3.7 (concentracdo 10 g/L) e Tabela 3.8 (concentragédo 30
g/L), valores que foram obtidos através de folhas de célculo como a apresentada no
Anexo 6.

Tabela 3.7 - Desvio padrdo (S;) e coeficiente de variacdo (CV,) de repetibilidade na
concentracdo de 10 g/L.

Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
S, (g/100g) 0,7 1,4 1,0 0,9
CV, (%) 2,2 4.0 3,2 2,7

Pela analise da Tabela 3.7 verifica-se que a sacarose apresentou 0 menor
coeficiente de variacdo de repetibilidade (2,2%) seguido de sorbitol, frutose e

glucose, todos com valores inferiores a 5%.
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Tabela 3.8 - Desvio padrdo (S;) e coeficiente de variagdo (CV,) de repetibilidade na
concentracao de 30 g/L.

Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
S (9/1009) 4,7 38 3,8 3,9
CV, (%) 4,5 3,7 3,7 3,8

Segundo a Tabela 3.8, glucose e frutose apresentaram o menor coeficiente de
variacdo de repetibilidade seguidos pela sorbitol e sacarose, sendo o seu valor para

todos os acuUcares, inferior a 5%.

Por sua vez, a precisdo intermédia do método foi avaliada sobre os mesmos
padrdes e concentracdes utilizando os mesmos parametros, desvio padréo relativo
(Sri) e coeficiente de variacdo (CVg), porém em condi¢cdes de precisédo intermédia,
isto &, variando os dias de analise, em média com um intervalo de dois dias entre
cada injecdo num total de seis inje¢Bes, valores obtidos através das equagfes 1.15
e 1.16 de acordo com o apresentado nas folhas de célculo constantes no Anexo 6 e
apresentados na Tabela 3.7 (concentragdo 10 g/L) e na Tabela 3.8 (concentracdo
30 g/L).

Tabela 3.9 - Desvio-padréo relativo (Sg) e coeficiente de variacdo (CVg) de precisédo
intermédia na concentracéo de 10 g/L.

Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
Sri (9/1009) 1,3 1,7 1,7 1,0
CVg (%) 4,2 51 53 3,1

Os resultados da Tabela 3.9 mostram que o sorbitol, apresentou o menor coeficiente

de variacdo de preciséo intermédia (3,1%) seguido de sacarose, glucose e frutose.

Conforme se observa na Tabela 3.10 o menor coeficiente de variagdo de precisdo
intermédia foi apresentado pela frutose (3,3%) seguida de sorbitol, glucose e

sacarose.

Tabela 3.10 - Desvio-padrdo relativo (Sg) e coeficiente de variacdo (CVg) de precisdo
intermédia na concentracéo de 30 g/L.

Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
Sri (9/1009) 5,1 5,0 3,3 4,1
CVg (%) 5,2 4,8 33 4,1
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Globalmente os resultados obtidos da analise da precisdo mostraram que o método
foi preciso para os agucares analisados, tendo-se atingido um coeficiente de
variagdo méaximo de 4,5% para a repetibilidade e de 5,3% para a precisdo
intermédia, valores que séo inferiores ao limite estabelecido no guia de controlo de
qualidade interno do INIAV (10%). E de realcar que estes resultados exprimem a
variabilidade das concentracdes obtidas nos varios ensaios, sendo para o nivel de
concentragdo mais elevada, maior para a sacarose em ambos 0S ensaios de
precisédo, possivelmente por questdes de menor solubilidade da sacarose (Crestani
et al., 2018).

Taxa de recuperacgao

A determinacdo da taxa de recuperagdo envolve a adicdo de quantidades
conhecidas do analito a amostra e tem como finalidade avaliar a fragdo de analito
adicionada que foi efetivamente detetada pelo método de ensaio. Os ensaios foram
realizados nas amostras de batata, cenoura, espinafre, laranja e mac¢a de acordo
com o descrito na secdo 2.5.4. O célculo da percentagem de recuperacdo foi
efetuado com base na equacéo 1.17 em dois niveis de concentracdo (P4 e P6) para
as cinco matrizes mencionadas, estando os resultados da média dos valores obtidos
apresentados na Tabela 3.11. Os calculos intermédios foram efetuados em folhas de

calculo, apresentando-se no Anexo 7 um exemplo de aplicacdo para a maga.

Tabela 3.11 - Taxas de recuperacéo meédias, TR (%) para os aglcares.

TR (%) Batata Cenoura Espinafre Laranja Maca
Sacarose 94,7 90,4 88,5 85,7 88,6
Glucose 77,7 92,8 88,7 109,8 103,8
Frutose 85,5 85,4 81,3 98,6 102,9
Sorbitol 86,0 92,6 98,5 89,6 91,4

De um modo geral, os valores das taxas de recuperacdo sao aceitaveis pois estédo,
na sua maioria, dentro do critério estabelecido internamente no INIAV (80 a 120%).
Apenas para a glucose na batata se obteve uma taxa de recuperacdo que nao

cumpre o critério (78%), desvio que pode dever-se a complexidade da matriz.
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Globalmente os resultados obtidos da validacdo do método para a determinacao dos
acucares na matriz dos hortofruticolas mostraram ser satisfatérios para grande parte
dos parametros validados, tendo a glucose, a frutose e o sorbitol apresentado limites
de quantificacdo superiores ao primeiro ponto da gama de trabalho estudada. A
escolha inicial da gama de trabalho foi planeada tendo em conta as concentracfes
de acucares nos frutos constantes na bibliografia inicialmente consultada, no
entanto, alguns hortofruticolas apresentam concentracdes vestigiais de acucares,
pelo que se pretendia posteriormente estudar uma gama de concentraces mais
baixa, de 0,1 a 5,0 g/L, trabalho que né&o foi possivel concretizar devido ao grande

volume de ensaios necessarios para a quantificagdo dos acidos organicos.

3.2.2. Validagcdo do método quantificacdo de acidos organicos

Identificacdo dos acidos orgéanicos

Para identificar os varios 4cidos organicos presentes nas diferentes amostras de
hortofruticolas foram injetados padrées de acidos organicos individualmente com a
concentracéo de O6 (Tabela 2.7) de modo a verificar a ordem de eluigdo, bem como,
a existéncia de um unico pico referente ao analito de interesse. Apds obter os varios
cromatogramas dos acidos orgéanicos individuais fez-se uma composicdo destes
como ilustrado na Figura 3.4. Os cromatogramas foram obtidos com fase moével
constituida por KH,PO, (0,05 M a pH 2,8) sem acetonitrilo, com base nos resultados
de Costa (2012), fase esta que foi posteriormente optimizada para as condi¢des
mencionadas na Tabela 2.9 (KH,PO,, 0,025 M a pH 2,4 com 1% de acetonitrilo).

A partir da andlise da composicdo dos cromatogramas foi possivel verificar que
alguns acidos orgéanicos eluem a tempos de retencdo préximos e apresentam picos
estreitos e bem definidos (com excecao do acido propidnico que apresenta um pico
com tailing, em oposicdo aos dos aclUcares que apresentam picos mais largos,
tornando possivel a separacdo destes acidos com tempos de retencdo mais

proximos.

Sabendo que os acidos séo fortemente influenciados pelo pH e que alguns acidos
organicos possuem mais de uma constante de dissociacdo acida (pK,), verifica-se
pela andlise da Figura 3.4 que todos os acidos a exce¢do do mélico apresentam um

Gnico pico ao pH da andlise. No caso do &cido malico o seu cromatograma
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apresenta mais de um pico devido a coexisténcia de varias formas de dissociacéo
acida ao pH da andlise.

Costa em 2012 verificou que a soma das areas da integracdo dos varios picos do
analito equivalia a sua concentracdo total, no entanto apenas integrou o pico mais
expressivo para a quantificacdo de compostos que apresentavam VArios picos com
bons resultados.
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Figura 3.4 - Cromatogramas de padrdes individuais de acidos orgéanicos, integracao a 210
nm e 254 nm (acido ascérbico).

Para quantificar os varios &cidos organicos presentes nas amostras de
hortofruticolas foram injetados padrées mistos de &acidos orgénicos nas
concentracdes O3 a O6 mencionadas na Tabela 2.7, de modo a verificar o tempo de
retencdo de cada um deles. Apresenta-se na Tabela 3.12 o tempo de retengéo
médio obtido a partir de trés injecdes de padrdo misto bem como o respetivo desvio
padréo e na Figura 3.5 apresentam-se os cromatogramas sobrepostos da mistura

dos oito acidos orgéanicos (oxalico, tartarico, latico, ascérbico, acético, citrico, malico
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e propionico) obtidos nas condicbes cromatograficas da Tabela 2.9, as diferentes

cores indicam diferentes concentragdes.

Tabela 3.12 - Tempo de retencdo médio dos padrées de acidos organicos e desvio padrédo

(S).

Tempo de retencéo + S

Padréo (min)

Oxalico 2,98 + 0,35
Tartarico 3,34+ 0,40
Lético 4,13 + 0,27
Ascorbico 4,44 + 0,12
Acético 4,59 + 0,36
Citrico 6,16 + 0,43
Malico 8,34 £ 0,45
Propidnico 9,90 + 0,65

Conforme seria de esperar, 0s picos de cada analito para as diferentes
concentracfes de padrdo possuem tempos de retencdo semelhantes em idénticas
condigbes experimentais. Confirma-se, assim, a possibilidade de usar os tempos de
retencdo da Tabela 3.12 na analise, dos diferentes acidos nos hortofruticolas cujo
teor nestes compostos € muito variado.
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Figura 3.5 - Cromatogramas da mistura padréo de acidos organicos,
a preto a concentracao 06 (a) 210 nm; (b) 254 nm.
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Deve ainda salientar-se que, com este método, se obtém a separacao de oito acidos
em cerca de 12 a 16 minutos, enquanto outros autores obtém a separagédo de menor
namero de acidos em tempos mais longos. Costa em 2012 separou apenas cinco
acidos em maior tempo de corrida (40 minutos) usando a mesma coluna e tipo de

fase movel (KH,PO,) mas com concentra¢do mais elevada e maior pH.

Com efeito, considerando que o tempo de retencdo depende da concentragéo,
composicdo (% de adicdo de modificador, acetonitrilo) e pH da fase movel, no
presente trabalho realizaram-se ensaios preliminares em que foi variada a
concentracdo e o pH da fase movel, tendo-se obtido menores tempos de retencéo
com boa separacdo dos analitos com KH,PO, a 0,025 M e pH 2,4, alteracdes que
foram selecionadas neste trabalho e constam da Tabela 2.9. Nestas condi¢cdes o
tempo de corrida de 16 minutos mostrou ser suficiente para separar, detetar,
identificar e quantificar os oito acidos orgéanicos em estudo, havendo margem para
pequenas variagdes na pressao, no pH da fase mével ou na solucdo de extragéo,

tendo em conta que o Ultimo acido elui por volta dos 9 minutos.

Os é&cidos organicos foram quantificados a 210 nm (Reuter 2015) com excegéo do
acido ascorbico, que por apresentar um comprimento maximo de absorg&o por volta
dos 264 nm (EN 14130, 2003) se quantificou a 254 nm como descrito por Khosravi
et al. (2015). Optou-se por analisar o acido ascorbico, apesar de ser um &cido
fendlico, por ser um composto recorrente em hortofruticolas principalmente em
citrinos e bastante determinado na literatura (Walker e Famiani 2018; Khosravi et al.,
2015; Scherer et al. 2012).

Verificou-se assim que ao comprimento de onde de 210 nm n&o foi possivel
identificar o acido ascorbico, pois 0 seu pico nao tem expressividade em relagéo aos
picos dos outros acidos, Figura 3.5 (a). No entanto, quando se integrou o
cromatograma da mistura de padrdes a 254 nm, Figura 3.5 (b) foi possivel identificar
0 acido ascorbico nao apresentando os outros acidos picos significativos. Decidiu-se
assim quantificar este acido pela integracdo do pico a 254 nm e 0s outros acidos a
210 nm.

Comparando o cromatograma do padr&o misto, Figura 3.5 (a) com o cromatograma
da injecdo do acido malico puro, Figura 3.4, foi possivel observar que o pico obtido

para o &cido malicol nédo ficou evidenciado na Figura 3.5 e que em ambas as figuras
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0 pico mais expressivo é o malico 3. Deste modo optou-se por quantificar o 4cido

malico pela integracdo do maior pico, isto €, ao tempo de retencdo do malico 3.

Seletividade e especificidade

7

Dada a complexidade da matriz dos hortofruticolas € importante averiguar se o
método de analise que vai ser utilizado é especifico e seletivo para o(s) analito(s) de
interesse. Conforme referido anteriormente o método analitico pode ser considerado
especifico e seletivo quando se confirmam percentagens de recuperagdo proximas
de 100% (Relacre, 2000).

Neste sentido, realizaram-se testes de recuperagdo de acordo com o descrito no
tépico 2.5.4 variando a concentracdo de adicdo de analito em proporcdes
conhecidas a dois niveis de concentracdo (adicdo de 2 mL de padrdao misto O4 ou
06), tendo sido analisadas em duplicado e em condicBes de repetibilidade. Os
resultados obtidos nestas analises encontram-se descritos na Tabela 3.23 do topico
taxas de recuperacdo e demostram que o método pode ser considerado seletivo e

especifico uma vez que se confirmam percentagens de recuperacgdo aceitaveis.

Gama de trabalho

Para a validagdo da gama de trabalho a utilizar na andlise dos acidos organicos
foram avaliados, para cada acido, os intervalos de concentragdo apresentados na
Tabela 3.13 que foram definidos com base no trabalho desenvolvido por Costa
(2012) no INIAV, em que foram validadas gamas de trabalho apenas para os acidos

oxalico, latico, propidnico e butirico.

A validacdo da gama de trabalho para modelos de calibragdo linear envolve a
andlise dos padrBes correspondentes as concentragbes minima e maxima como

descrito no topico gama de trabalho do ponto 1.8.1.

Deste modo, foi efetuado o estudo da homogeneidade das variancias para os acidos
organicos, cujos resultados se apresentam na Tabela 3.14, apresentando-se no
Anexo 4, tabela A4.2.1, o exemplo da folha de célculo Excel para o &cido citrico.
Para este teste, foram efetuadas N=10 injecdes repetidas, do primeiro e udltimo

padrdao da gama de trabalho de cada &acido, cujos resultados se encontram nas
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Tabelas A4.2.2 bem como as respetivas variancias (S7), calculadas a partir das

equagbes 1.1 e 1.2.

Tabela 3.13 - Gama de trabalho para andlise de acidos orgéanicos.

Analito Gama de trabalho
(mg/L)
Oxalico 5,43 — 217
Tartarico 101 — 4047
Latico 121 - 4035
Ascérbico 62,6 — 1878
Acético 101 — 4037
Citrico 101- 4035
Malico 101 - 4027
Propiénico 101 — 4049

Averiguou-se a existéncia ou ndo de homogeneidade das variancias na gama de
trabalho de cada acido recorrendo ao calculo de PG por aplicacao da equacao 1.3,
gue foi verificada com o primeiro ponto da reta de calibracdo para os acidos oxalico,
tartarico, ascorbico, malico e propidnico mas apenas com o segundo ponto para 0s
restantes acidos. Na Tabela 3.14 apresenta-se o primeiro ponto (mg/L) da gama de
trabalho validada, bem como o resultado obtido para PG que foi comparado com o
valor tabelado da distribuicdo de Snedecor/Fisher para N-1 graus de liberdade com
intervalo de confianca de 99% (F= 5,351).

Tabela 3.14 - Valores de PG e concentracdo da gama de trabalho validada.

Oxalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propidnico

(mg/ll) 5,43 101 242 62,6 202 202 101 101
PG 5227 5088 5324 5293 5276 5208 5,349 5,207

Pela analise dos resultados verifica-se que PG € menor do que F, a partir da
concentracdo da gama de trabalho indicada na Tabela 3.14, pelo que se pode
concluir para as gamas de trabalho em avaliacdo que ndo existem diferencas

significativas entre as variancias e as gamas de trabalho estdo ajustadas.
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Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade da gama de trabalho foram injetados no sistema de
HPLC sob as mesmas condicbes em que seriam analisadas as amostras de
hortofruticolas, solu¢Bes de padrbes mistos preparadas nas concentracdes descritas
na Tabela 2.7. Procedeu-se a constru¢do das curvas de calibracdo para cada 4cido
a analisar estabelecendo-se a relagdo entre o sinal medido e a concentracdo do
acido na solugéo padréo.

A partir das retas de calibracdo obtidas para os diferentes acidos, foram avaliados os
coeficientes de determinacdo (R® e de correlacdo (R) cujos valores devem ser
superiores a 0,995 para se poder confirmar a linearidade da gama de trabalho. Este
critério foi sempre cumprido ao longo dos Vvarios ensaios como pode ser observado
na Tabela 3.15 onde se apresentam as equacdes das curvas de calibragdo. Podem
observar-se no Anexo 2 os graficos e parametros da calibracgdo bem como os
gréficos da andlise dos residuos percentuais gerados para cada padrdo de cada

uma das curvas.

Tabela 3.15 - Retas de calibragéo, coeficiente de correlacao (R2) e de determinacédo (R) dos
acidos orgéanicos

Analito Reta de calibracao R® R

Oxalico y =19011,6 x - 11403,2 0,9972 0,9986
Tartarico y =3940,2 x - 251344,9 0,9972 0,9986
Latico y =12641,2 x - 887541,3 0,9993 0,9997
Ascorbico y = 35044,4 x + 5654235,0 0,9992 0,9996
Acético y=1178,0 x - 203895,0 0,9956 0,9978
Citrico y = 2530,3 x - 310662,3 0,9974 0,9987
Malico y =4245,0 x - 373389,8 0,9960 0,9980
Propionico y =1190,5 x - 99303,6 0,9978 0,9989

y = area do pico do analito e x = teor do analito em mg/L.

Através de uma andlise visual dos gréficos de residuos verificou-se que ndo houve
nenhuma violacao a hipotese de linearidade, visto que os residuos se dispersaram *
5%, ndo existindo pontos atipicos influentes. Sempre que necesséario, foram
construidas curvas de calibracdo, analisados os residuos da curva e o coeficiente de

determinag&o como critérios para a aceitagédo das curvas de calibragéo.
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Em seguida foi também realizado o teste de Mandel para demonstrar a
adequabilidade da funcdo de calibracdo a um modelo linear comparativamente a um
ajuste polinomial. No Anexo 5 estd apresentado um exemplo da folha de célculo
usada para a realizacao do teste de Mandel para o &cido citrico, apresentando-se na
Tabela 3.16 os valores obtidos para todos os acidos com um intervalo de confianga
de 99%.

Tabela 3.16 - Resultados do teste de Mandel para avaliacdo da linearidade das curvas de
calibracao dos acidos organicos.

Acidos N DS’ PG F (1, N-3, 99%)
Oxalico 9 3,41x10% 11,504 13,745
Tartarico 11 5,52x10" 9,763 11,259
Latico 9 9,39x10° 1,032 13,745
Ascorbico 8 1,11x10% 10,858 16,258
Acético 10 6,55x10° 8,286 12,246
Citrico 9 1,67x10™ 6,496 13,745
Malico 11 8,87x10™ 10,427 11,259
Propiénico 11 1,27x10" 5,115 11,259

N - n° de concentrag6es dos padrdes de calibracéo

Verifica-se que o valor de PG foi inferior ao valor F para todos os acidos por isso se
concluiu que existe um bom ajuste dos pontos, podendo ser utilizado um modelo de

calibracgéo linear.

Sensibilidade

A sensibilidade do método de determinacgéo de acidos organicos foi avaliada a partir
da andlise dos valores do declive das varias curvas de calibragdo obtidos por
aplicacdo da equacédo 1.10. Determinou-se a média dos declives, o desvio padréo e
0 coeficiente de variagcdo (%) e apresentam-se os valores de sensibilidade por

ordem decrescente na Tabela 3.17.

A andlise da tabela permite concluir que o método manteve sensibilidade constante
ao longo dos varios ensaios realizados, apresentando coeficientes de variacédo

menores de 5% para todos os analitos. E possivel verificar ainda que o método com
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maior sensibilidade é o relativo a andalise do acido ascorbico e o menos sensivel

para as determinacfes do &cido propidnico e acético.

Tabela 3.17 - Valores de sensibilidade, desvio padrdo e coeficiente de variacdo (CV%) do
método de determinacéo de acidos organicos (UA - unidades de area).

Analito Sensibilidade Desvio padréo (S) CcVv

UA/(mg/L) UA/(mg/L) %
Ascorbico 35044.,4 337,8 0,9
Oxalico 19011,6 335,8 1.8
Lético 12641,2 115,1 0,9
Malico 4245,0 85,0 2,0
Tartérico 3940,2 66,1 1,7
Citrico 2530,3 45,4 1.8
Propionico 1190,5 17,9 15
Acético 1178,0 27,7 2,4

Limites analiticos

Partindo do principio de que as amostras de hortofruticolas sdo matrizes que
apresentam baixos teores de acidos organicos, foram determinados de acordo com
0 descrito no subcapitulo 1.8.1 os limites analiticos de detecdo (LD) e quantificagéo
(LQ). Neste trabalho optou-se por definir estes limites pela aplicagdo das equacgdes
1.11 e 1.12, respetivamente, cujos valores sdo apresentados na Tabela 3.18 em
mg/L. Foram ainda calculados os limites do método por aplicacdo da equacgédo 2.2
aos limites analiticos, considerando a massa de amostra (3 g) e o volume de
extracdo (volume de solvente mais amostra, 23 mL) tendo-se obtido os valores

apresentados na Tabela 3.18 em mg/100g.

Por analise da Tabela 3.18 verifica-se que os limites analiticos se encontram no
intervalo de concentracdo entre 0os 5,9 e 161,4 mg/L para o limite de detecdo e entre
17,8 e 489,1 mg/L para o limite de quantificacdo. E que os limites do método se
encontram entre 4,5 a 123,7 mg/100g e 13,6 a 375,0 mg/100g, para o limite de

detecdo e quantificacdo do método, respectivamente.
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Tabela 3.18 - Limites analiticos (mg/L) e do método de andlise (mg/100g) dos &acidos
organicos.

Analito LD -Q LD LQ
(mg/L) (mg/L) (mg/100g) (mg/100g)

Oxalico 59 17,8 4,5 13,6
Tartarico 105,3 319,0 80,7 2446
Latico 63,6 192,8 48,8 147.,8
Ascorbico 30,1 91,1 23,1 69,9
Acético 161,4 489,1 123,7 375,0
Citrico 123,0 372,6 94,3 285,6
Malico 125,1 379,2 95,9 290,7
Propiénico 92,2 279,3 70,7 214,1
Preciséao

Os estudos de precisédo foram realizados como descrito na Tabela 2.10; tendo-se
avaliado a repetibilidade (precisdo intra-ensaio) e a precisdo intermédia
(variabilidade intralaboratorial) com padrdo misto contendo os oito acidos organicos
em estudo a duas gamas de concentracdo de modo a verificar a dispersao dos

resultados entre ensaios independentes.

Para determinar a repetibilidade do método, num conjunto de condi¢cbes
operatorias constantes, foram analisadas quatro tomas independentes, no mesmo
dia e em condicdes de repetibilidade, ou seja, N=4 injecdes de padrdes mistos nas
concentragcdes O4 e O6 apresentadas na Tabela 2.7. Encontra-se no Anexo 6 0s
dados e o formulario necessérios a folha de célculo. Para cada analito foram
calculados os desvios-padrdo relativos (S;) e os coeficientes de variacdo de
repetibilidade (CV,) através das equacgbes 1.13 e 1.14, respetivamente, cujos

resultados séo apresentados nas Tabela 3.19 eTabela 3.20.

Tabela 3.19 - Desvio padrdo (S;) e coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,) nas
concentracdes de O4.

Oxalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propidnico

S, (mg/100g) 1,2 2,0 5,1 5,9 7,0 8,7 4,0 5,2
CV, (%) 338 0,3 0,7 0,8 1,1 1,3 0,6 0,8
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Pela andlise da Tabela 3.19 do estudo da repetibilidade para o nivel de
concentracdo mais baixa verifica-se que 0 acido tartarico apresentou o0 menor
coeficiente de variacdo de repetibilidade (0,3%) seguido dos acidos malico e latico,
tendo os acidos ascorbico e propidnico apresentado o mesmo CVr (0,8%). Os acidos
oxdlico, citrico e acético apresentam os maiores valores de CVr, mas inferiores a

5%. Ver a forma como foi dito nos agucares.

Tabela 3.20 - Desvio padréo (Sy) e coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,) nas
concentracdes de O6.

Oxalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propidnico

S, (Mg/100g) 0,8 22,3 32,1 19,1 61,9 390 2,7 1,8
CV, (%) 0,5 0,7 1,0 1.4 2,0 1,3 0,1 0,1

Na Tabela 3.20 relativa ao nivel de concentracdo mais elevada pode observar-se
gue os acidos madlico, propiénico, oxdlico e tartarico apresentaram 0 menor
coeficiente de variacdo de repetibilidade seguidos de latico, citrico, ascorbico e
acético sendo para todos os acidos inferior a 5%.

Para determinar a precisédo intermédia foram realizados ensaios da repetibilidade
em trés dias diferentes para cada amostra. A alteracdo desta condi¢ao experimental
teve por objetivo concluir acerca da variabilidade dos resultados obtidos pelo mesmo
método e no mesmo laboratério, mas em dias diferentes, tendo-se analisado quatro
tomas independentes do padrdo misto dos acidos organicos de concentragdo O4 e
06. Com a utilizacdo das equagdes 3.15 e 3.16 calcularam-se o desvio padréo e o
coeficiente de variagdo da preciséo intermédia (CVg), respetivamente, cujos valores
se apresentam nas Tabela 3.21 eTabela 3.22 os quais foram determinados segundo

a folha de céalculo que se encontra no Anexo 6.

Tabela 3.21 - Desvio padréo (Sg;) e coeficiente de variagdo (CVg) de preciséo intermédia nas
concentracdes de O4.

Oxdalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propionico

Sgi (Mg/100g) 3,1 202,7 40,5 25,8 82,7 67,3 43,1 42,9
CVg (%) 6,2 7,9 3,8 3,2 9,3 6,1 4,2 45

Na Tabela 3.21, relativa ao nivel de concentracdo mais baixa, verifica-se que o0s

acidos ascorbico e latico apresentaram o menor coeficiente de variacdo de precisao
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intermédia (3,2% e 3,8%) respetivamente, tendo todos os outros apresentado

coeficientes de variagdo menores que 10%.

Tabela 3.22 - Desvio padréo (Sg;) e coeficiente de variagdo (CVg) de precisao intermédia nas
concentracfes O6.

Oxalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propidnico

Sgi (Mg/100g) 2,6 1312 66,6 67,0 59,8 97,2  118,2 42,4
CVR (%) 2,6 2,5 2,9 3,3 2,4 41 5,0 1,6

A Tabela 3.22, para o nivel de concentracdo mais alta, mostra que o &cido
propiénico apresentou o menor coeficiente de variacdo de repetibilidade (1,6%)
seguido dos acidos acético, tartarico, oxdlico e latico, tendo os restantes acidos
apresentado coeficientes de variagdo menores ou iguais a 5%.

Globalmente os resultados obtidos da analise da precisdo mostraram que o método
foi preciso para os &cidos analisados, tendo-se atingido um coeficiente de varia¢éo
méaximo de 3,8% para a repetibilidade no acido oxdlico e de 9,3% para a precisdo
intermédia no acido acético. O guia de controlo de qualidade interno do INIAV indica
gue o valor do coeficiente de variagdo nos ensaios de repetibilidade e precisdo
intermédia deve ser inferior a 10% pelo que o método em validagdo cumpre o critério

estabelecido.

Taxa de recuperagéo

Os ensaios das taxas de recuperagdo foram realizados de acordo com o
procedimento experimental descrito na sec¢do 2.5.4 estando as concentragfes
adicionadas as amostras descritas na Tabela 2.8. No Anexo 7 apresenta-se um
exemplo para a laranja com os célculos intermédios determinados por aplicacdo da
equacao 1.17. Os resultados apresentados na Tabela 3.23 correspondem a média

dos resultados determinados para dois niveis de concentracao para cada analito.

Verifica-se que as percentagens de recuperacdo obtidas se encontram, na
generalidade, dentro dos valores aceitaveis. Os valores de taxa de recuperacao

obtidos variam para cada acido consoante a matriz analisada.
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Tabela 3.23 - Taxas de recuperacao (%) dos acidos organicos em diferentes matrizes.

Acidos Batata Cenoura Espinafre Laranja Maca
Oxalico 88,7 88,7 97,2 94,6 102,4
Tartarico 95,1 85,9 106,3 84,0 93,4
Latico 96,5 83,5 97,8 80,8 85,9
Ascorbico 101,1 103,6 96,2 92,4 95,4
Acético 102,6 110,8 97,9 102,6 101,2
Citrico 88,1 108,7 80,7 107,2 107,8
Malico 93,6 85,6 108,0 98,5 97,8
Propionico 84,1 91,0 99,7 110,8 102,1

Globalmente os resultados obtidos da validacdo do método para a determinagéo dos
acidos organicos nas matrizes hortofruticolas mostraram resultados satisfatérios

para grande parte dos parametros validados.

3.3. Analise das amostras

Apos a validacdo dos métodos analiticos, para a determinacdo dos agucares e dos
acidos organicos, procedeu-se a andlise das diversas amostras de hortofruticolas

conforme o objetivo deste estudo.

Foram analisadas 30 amostras de hortofruticolas mencionadas na Tabela 2.5 de
acordo com o procedimento experimental apresentado no subcapitulo 2.5.3 que
descreve a técnica de extracdo e subcapitulo 2.5.5 que indica as condi¢des
cromatogréficas definidas para a andlise de quatro agucares (sacarose, glucose,
frutose e sorbitol) e oito acidos organicos (oxalico, tartarico, latico, ascérbico,

acético, citrico, malico e propionico).

Como ja foi mencionado, a andlise das varias amostras consistiu na obtencéo de
trés extratos independentes e cada extrato foi injetado duas vezes no sistema
cromatogréfico. Os resultados obtidos atravées do software do sistema
cromatogréfico foram introduzidos numa folha de célculo para determinar o teor de
analito de que se apresenta exemplo para a cenoura (agUcares) e para a laranja

(4cidos) no Anexo 7.
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3.3.1. Andlise dos perfis de acgucares e &acidos organicos dos

hortofruticolas

Apresentam-se na Figura 3.6 os cromatogramas sobrepostos relativos as trés
extracbes independentes para o0 abacaxi, a titulo de exemplo, dos perfis

cromatograficos obtidos que se encontram apresentados no Anexo 3.
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Figura 3.6 - Perfis cromatograficos do abacaxi. (a) Aglcares: sacarose (tr=7,1 min), glucose
(tr=8,7 min) e frutose (tr=10,3 min); (b) Acidos orgéanicos: oxalico (tr=3,2 min), tartarico (tr=3,5
min), latico (tr=4,1 min), ascérbico (tr=4,3 min), acético (tr=4,5 min), citrico (tr=5,8 min),
malico (tr=7,6 min) e propiénico (tr=8,8 min).

Pela analise do perfil de agucares, Figura 3.6 (a), verifica-se que o acUcar presente
em maior quantidade no abacaxi é a sacarose. Detetam-se ainda a glucose e
frutose, como se pode observar pelos picos identificados no cromatograma, no
entanto, os valores dos teores obtidos estdo abaixo do limite de quantificacdo do

método. Os alcoois de agucar ndo foram identificados no abacaxi.

Relativamente ao perfil de &cidos orgéanicos, Figura 3.6 (b), verifica-se que o acido
citrico é predominante, seguido dos acidos malico e oxalico também quantificados,
no entanto, os acidos tartarico, latico, ascorbico, acético e propionico apresentaram

teores abaixo do limite de quantificacdo do método, porém, ainda detetaveis.

De modo a ter-se uma compreensdo geral dos acgUcares e acidos organicos

predominantes em cada matriz, bem como, dos analitos identificados, detetados e
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quantificados, construi-se a Tabela 3.24 recorrendo a analise dos cromatogramas do

perfil de acucares e acidos organicos para as diferentes amostras (Anexo 3), bem

como aos graficos de colunas do perfil de analitos por grupo de hortofruticolas

(constantes do Anexo 8) através de comparacbes caso a caso. Nesta tabela o

simbolo (+++) indica que foi possivel quantificar o teor de analito na matriz; (++) que

0 analito apenas foi detetado, estando o valor obtido entre o limite de detecédo e

guantificacdo do método; (+) o teor determinado situou-se abaixo do limite de

detecdo e (-) para analitos que ndo foram identificados na matriz. De modo a facilitar

a andlise resume-se no final uma secdo contendo o numero total de picos por

analito, relativamente ao total das amostras analisadas, quantificaveis, detetaveis,

identificados e nao identicados.

Tabela 3.24 - Analise dos perfis de analitos por grupos de hortofruticolas.

Aclcares Acidos organicos
Hortofruticola Sac Glu Fru Man Sor | Oxa Tar Lat Asc Ace Cit Mal Pro
Frutos horticolas
Beringela - + + - +++  H+ Htt - ++ o+t
Chuchu - + + - +H+ - = =
Curgete - - + - +++ - +++ +H+ H+ ++
Tomate - + + - +++  ++ ++ - +++  +++ ++
Frutos pomoides
Maca +++ o+ ++ I B S - ++ o+t
Pera + + ++ + | - ++ o+t
Frutos prundides
Alperce +++ + + + +++ 4+ - ++ ++ ++ ++
Ameixa am. +++ 4+ + + +++ ++  +++ - ++ ++ + ++
Ameixa ve. +++ o+ ++ + | - ++ 4+t o+
Cereja S S S B T - +++  ++
Néspera + ++ 4+ I B T - ++ o+t
Péssego +++ o+ + + |t 4 - ++ o+
Frutos citricos
Laranja +++ + + + +++ e A ++
Limé&o + + + - +++ ++ A
Frutos tropicais
Abacaxi ++H+ o+ R T S T s S R = S = = S
Banana ++ 0+t - +++ - +++ o+t
Melancia - + ++ - +++  +++ 4 - ++ ++ ++  +++

88



RESULTADOS E DISCUSSAO

Aclcares Acidos organicos

Hortofruticola Sac Glu Fru Man Sor |Oxa Tar Lat Asc Ace Cit Mal Pro

Raizes, bolbos e tubérculos

Alho + - + - - +++  +++ - +++  +++ A+
Batata - + + - + +++  ++ + - ++  +++ ++
Batata doce +++ + + - - +++ - +++  +++
Beterraba +++ - - + - +++  ++ ++ - +++ 4+
Cebola + + + - - +H+ - ++ o+
Cenoura +++ + + - - +++  +++ - ++ ++  H++ ++

Hortalicas folhosas

Alface - - + + - +++ o+ - R = T =
Brocolos - - + - - +++ - e = = T = S
Couve + - + - - +H+ - R = T =
Espinafre - - - - - +++ A+ - ++4+ A

Ervas aromaticas

Coentros + - + - - +++  +++ - +++ A+ A+
Manjericdo - - - + - +++  +++ - +++ A+
Salsa - - + + - +++  +++ - +++ A+t

Total das matrizes

Analito Sac Glu Fru Man Sor | Oxa Tar Lat Asc Ace Cit Mal Pro
Quantificavel 10 1 0 0 0 30 19 10 2 14 14 9 14
Detetavel 1 4 8 0 0 11 19 1 16 16 20 16
Identificado 8 15 19 7 10 1 0 1
N&o ldentificado 11 10 3 23 20 27

Presenca (%) 63 67 90 23 33 [ 100 100 100 10 100 100 100 100

Aclcares: Sac - sacarose, Glu - glucose, Fru - frutose, Man - manitol Sor - sorbitol; Acidos organicos: Oxa -
oxalico, Tar - tartarico, Lat - latico, Asc -ascorbico, Ace - acético, Cit - citrico, Mal - malico, Pro - propiénico;
(+++) > LQ; (++) > LD < LQ; (+) <LD; (-) analito ndo identificado.

Analisando os perfis de agucar verifica-se que das trinta amostras analisadas 50%
apresentam simultaneamente o0s trés acUcares principais (sacarose, glucose e
frutose). De salientar que apenas numa amostra (espinafre) ndo se verificou a

presenc¢a de nenhum dos agucares em estudo.

Os resultados indicaram a presenca de frutose em 90% das amostras, ndo se

encontrando apenas em beterraba, espinafre e manjericao.

De uma forma geral a sacarose, presente em 63% das amostras, foi quantificada
nas amostras de frutos pomoides, prundides, citricos e tropicais, ndo tendo sido

identificada na melancia. No grupo das raizes, bolbos e tubérculos, verificou-se que
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a sacarose € o acUcar maioritario na batata doce, beterraba e cenoura, mas nao foi

identificado na batata.

Relativamente a glucose, presente em 67% das amostras, esta apenas foi
gquantificada na cereja mas foi possivel detecta-la nos frutos prundides e tropicais,

nao tendo sido identificada nas hortalicas folhosas e ervas aroméaticas.

A identificacdo de manitol e sorbitol s6 foi possivel em 23% e 33% das matrizes,
tendo o cromatograma do extrato de pera apresentado o maior pico de sorbitol.
Jovanovic-Malinovska et al. (2014) obteve 2,5 g/100g na pera, valor ligeiramente
superior ao obtido neste trabalho (1,7g/100g). Relativamente ao manitol o maior pico
foi obtido na amostra de alface. Verificou-se nos cromatogramas que 0S picos
obtidos para os alcoois de agucar correspondem a sinais muito fracos pelo que, em
trabalhos futuros, sera de efetuar a adicdo de padrao dos analitos as amostras

duvidosas para verificar a sua influéncia nos respetivos picos.

A sacarose e glucose foram os Unicos agucares quantificados e, como esperado,
verificou-se que a decisdo de ndo usar uma gama de trabalho com inicio em
concentragcdes mais baixas comprometeu a quantificagdo dos agucares, em especial
na analise dos horticolas e na andlise de frutose que se verificou ser o aglcar mais

presente nos hortofruticolas.

Analisando os perfis de acidos organicos verifica-se que as trinta amostras
analisadas apresentam todos os &cidos com exceg¢do do ascorbico que sO esta
presente em 10% das amostras, provavelmente devido a instabilidade da molécula;
tendo-se quantificado pelo menos trés acidos organicos por amostra em 70% dos

hortofruticolas.
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3.3.2. Andlise dos teores de analitos obtidos nos hortofruticolas

3.3.2.1. Aglcares

Da Figura 3.7 a Figura 3.9 apresentam-se em gréaficos de colunas, os valores
médios dos teores obtidos por acucar, em g/100g, com barras de erro padréo (SE)
da média de trés extracdes independentes, o qual foi determinado de acordo com a
equagéao 3.1:

S
- 3.1
SE NG (3.1)

Onde: S - é o desvio padrdo e n - € 0 numero de extracdes independentes, ou seja,

trés.

Os hortofruticolas encontram-se agrupados nos gréaficos de acordo com a Tabela
2.5, ndo se apresentando resultados abaixo do limite de detecdo. Os valores entre
paréntesis correspondem a valores que se encontram entre o limite de detecéo e
guantificacdo do método e ndo foram utilizados na ANOVA, os indices de letras
iguais significam que ndo ha diferencas significativas para p<0,05, n=3 (teste
Scheffé).

Para melhor comprenséo das relacfes entre analitos por grupos de hortofruticulas
apresenta-se ainda, no Anexo 8, graficos com os teores obtidos dos analitos para as

matrizes por grupo de hortofruticolas.

Sacarose

Apresenta-se o teor de sacarose por hortofruticola, na Figura 3.7, cuja quantificacdo
varia de 1,82 a 8,78 g/100g. Verifica-se que h& diferencas significativas do teor de
sacarose para amostras dentro do mesmo grupo e semelhancgas entre amostras de
grupos diferentes o que compromete a analise comparativa entre e dentro dos
grupos. Pela aplicagdo da ANOVA com teste Scheffé (p<0,05) as ameixas (amarela
e vermelha) e magd apresentaram semelhancas entre si (grupo de prundides e
pomaides), apresentando 0s teores mais baixos de sacarose. Esta aplicacdo
mostrou ainda que abacaxi, alperce e batata doce possuem um teor de sacarose

semelhante, 0 mesmo acontecendo com a cenoura e a laranja. No entanto, todas as
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amostras do grupo das raizes, bolbos e tubérculos apresentam diferencas

significativas com 95% de probabilidade.

8,78°
9,0 ~ T
8,0 -
ab

7.0 - 6,45
=) b
= 1 I
& 50 1 d
Y 3,58
2 4,0 I 3,06%
E de
S 30 | gode 1,979 1,82 z
[+ y
? 3,0 - I I I (1,42)

1,0 - I

0,0 T T T T T T T T T T g

Magd Alperce Ameixa Ameixa Péssego Laranja Abacaxi Banana Batata Beterraba Cenoura
amarela vermelha doce
Pomaéide Prundides Citrico Tropicais Raizes, bolbos e
tubérculos

Figura 3.7 - Teores de sacarose por hortofruticola analisado.

Analisando os teores de sacarose os resultados indicaram que a beterraba e o
péssego apresentam 0 maior teor de sacarose, por isso possuiem elevado potencial
energético para a producdo do biocombustivel, com teores de sacarose disponiveis
na biomassa superiores aos dos outros frutos analisados. Entretanto, devido &
elevada quantidade de residuos do processamento de laranja gerados pelas

indastrias portuguesas estes também apresentam potencial energético relevante.

Comparando os teores de sacarose determinados neste trabalho nos frutos, com os
valores obtidos por outros autores (Tabela 1.2), beterraba (6,64 g/100g, Lee et al.
1970); péssego (6,20 g/100g, Pérez et al.,1997); alperce (5,82 g/100g, Lee et al.
1970) e abacaxi (3,71 g/100g, Leonel et al., 2014) é possivel considerar que 0s
valores obtidos neste trabalho estdo dentro da mesma ordem de grandeza.
Jovanovic-Malinovska et al. (2014) também determinou este agicar em amostras de
maca (5,73 g/100g), péssego (5,36 g/100g), ameixa (1,11 g/100g) e cenoura (4,12
g/100g). No entanto, este autor analisou apenas as partes comestiveis dos
hortofruticolas e as amostras neste trabalho foram analisadas com cascas, polpas e
sementes, o0 que podera justificar a diferenca dos resultados. Além disso, h4 ainda a
ter em conta as variacies de teor devido a diferentes variedades, ao grau de
maturacdo, condigcbes edafocliméticas, tempo de prateleira, etc. (Jovanovic-
Malinovska et al. 2014).
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Glucose

Relativamente ao teor de glucose e conforme se observa no gréfico apresentado na
Figura 3.8, a cereja foi o unico hortofruticola possivel de quantificar este analito.
Jovanovic-Malinovska et al. (2014) reportam para a cereja o teor de glucose (4,63
g/100g) muito semelhante ao valor determinado neste trabalho (4,14 g/100g).

5,0 - 4,14
= 40 -
S l (2,98)
=]
b
B 3,0 A
Py (2,23) (1,84)
0 I
o 201 (1,42)
o
E 1
oD 1,0
0,0 T T T T 1
Ameixa Cergja Néspera Abacaxi Banana
amarela
Prunéides Tropicais

Figura 3.8 - Teores de glucose por hortofruticola.

Nas outras matrizes que constam do grafico foi detetada a presenca da glucose,
mas em teor inferior ao limite de quantificacdo do método. Na literatura reportam-se
teores de glucose em frutos, verificando-se valores préximos dos detetados neste
trabalho para a banana (Tabela 1.2); néspera (3,22 ¢g/100g em Jovanovic-
Malinovska et al. 2014); abacaxi (2,26 g/100g em Leonel et al., 2014) e ameixa (5,53
g/100g em Jovanovic-Malinovska et al. 2014).

Frutose

Quanto a analise da frutose, apresentam-se na Figura 3.9 os teores obtidos para as
matrizes em que este analito foi detetado. Nestas amostras foram determinados
teores inferiores ao limite de quantificacdo do método, fato que ocorre devido as
baixas concentragdes de frutose em muitos horticolas, levando a necessidade de
ajustar a gama de trabalho a fim de se obter mais valores quantificaveis, pois a

frutose é o agucar mais presente (90%) nas matrizes hortofruticolas em estudo.

A analise da Figura 3.9 e dos perfis no Anexo 3, demonstram ser 0os pomoides,
macad e pera, 0s que apresentam maiores teores de frutose, seguidos da cereja.

Podemos verificar na Tabela 1.2 que outros autores, reportam teores para maca (2,3
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0/100g) e pera (4,5 g/100g) ligeiramente inferiores aos obtidos neste trabalho.
Jovanovic-Malinovska et al. (2014) refere para a cereja, um teor de frutose de 2,32
0/100g e indica a pera como o fruto com maior teor deste analito. O teor maximo de

frutose neste trabalho é obtido na pera e maca (5,44 g/100g).
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Maca Pera Ameixa Cereja Néspera Abacaxi Banana Melancia
vermelha
Pomoides Prundides Tropicais

Figura 3.9 - Teores de frutose por hortofruticola.

Pela andlise dos perfis de acglcares nos hortofruticolas, com excecao de alguns
frutos que apresentaram sacarose e glucose com valores quantificaveis na gama de
concentracdes escolhida, verificou-se que ndo foram quantificados agulcares nos
horticolas, mais uma vez mostrando a necessidade da calibragdo numa gama de
concentracdes mais baixa para todos os acuUcares, trabalho que estava planeado
para a gama de 0,1 a 5,0 g/L (Sequeira, 2012, usou a gama de 0,3 a 5 g/L). No
entanto, este trabalho iria comprometer a andalise de acidos organicos, tendo-se

optado por nado o realizar.

3.3.2.2. Acidos organicos

Da Figura 3.10 a Figura 3.17 apresentam-se graficos de colunas dos teores de
acidos orgéanicos (média de trés extracdes independentes) em mg/100g, com barras
de erro padrdo (equacdo 3.1) por hortofruticola e distribuidos em grupos. Tal como
para 0s agucares indices com letras iguais significa que ndo ha diferencas
significativas para p<0,05, n=3 (teste de Scheffé) obtidas por aplicacdo da ANOVA
one-way aos resultados quantificados. Os resultados entre paréntesis sdo inferiores
ao limite de quantificacdo do método, ndo sendo apresentados valores abaixo do

limite de detecé&o.
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Acido oxalico

Pela analise da Figura 3.10, onde se apresentam teores de 4cido oxalico, verifica-se
gue o teor de acido oxalico foi quantificado em todas as amostras e apresenta-se
num intervalo de 33 a 1863 mg/100g. Verifica-se que existem diferencas
significativas para amostras do mesmo grupo e semelhancas entre amostras de
grupos diferentes, manjericdo e coentros apresentam o maior teor de acido oxalico.
Os valores obtidos, refletem uma tendéncia de maiores teores nos grupos das
hortalicas folhosas e das ervas aromaticas do que nos outros grupos.

No grafico é possivel destacar a banana como o fruto que apresenta o maior teor de
acido oxalico (890 mg/100g).
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Figura 3.10 - Teores de acido oxalico por hortofruticola.

Os teores de acido oxalico em todos os hortofruticolas analisados, séo superiores
aos encontrados na literatura (Tabela 1.4), exceto para a maca com teor préximo de
30 mg/100g como referido por Honow e Hesse (2002). Os valores superiores podem
ser explicados pela forma como foi realizada a amostragem (juntando cascas,
sementes, talos e polpa), tendo em conta que Walker e Famiani (2018) verificaram
no kiwi que os teores obtidos para este acido sdo muito maiores na pele e sementes
do que na polpa, devido ao conteudo de oxalato insolivel. No espinafre, o acido
oxalico atua como um antinutriente por formar com o ferro, oxalato insollvel,
tornando 95% deste n&o utilizavel pelo organismo, em outros vegetais, por exemplo
nos broculos, o acido oxalico pode combinar-se com o calcio, formando oxalato de
célcio que é insolivel, podendo provocar pedras nos rins e na bexiga (Nguyén e
Savage, 2013).
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Acido tartarico

Pode analisar-se na Figura 3.11 o teor de acido tartarico, com valores no intervalo
de 244 a 2787 mg/100g. Verifica-se que o acido tratarico foi quantificado em todos
os grupos sem diferencas significativas (p<0,05) entre as diferentes amostras com
execdo do alho, onde se verifica 0 maior teor obtido, justificando o seu sabor forte e

amargo tendo em conta as caracteristicas deste acido.
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Figura 3.11 - Teores de &cido tartarico por hortofruticola.

Entre os frutos analisados, a ameixa vermelha destaca-se por apresentar o maior
teor (440 mg/100g). Walker e Famiani (2018) obtiveram valores inferiores para
ameixa (4 mg/100g); o mesmo ocorre nos citrinos (38 mg/100g) e na cereja (8
mg/100g) e Chen et al. (2007) que realizou um estudo em oito cultivares de pera e

obteve valores de 1,0 a 7,1 mg/100g.

Acido latico

Pela andlise da Figura 3.12 com o teor de acido latico nas amostras, que foi
quantificado num intervalo de 151 a 245 mg/100g, verifica-se que o alho apresenta o
maior teor, seguido de outros hortofruticolas pertencentes a diferentes grupos e sem

diferencas significativas entre eles (p<0,05).

Através de uma observacdo global dos resultados obtidos verifica-se que o acido
latico € o &cido presente em menores quantidades nas matrizes analisadas,
contribuindo apenas com 5% para a acidez total dos hortofruticolas, como se pode
observar na Figura 3.19, onde se apresenta a contribuicdo média obtida de cada

acido organico para a acidez total.
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acido latico (mg/100g)

2000
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 4
600 -
400 4. 5
196 (104) (102

200 1 T (79) (86) (77)

- E - = -

0

241% 4 qgqa 233° 245° 208
LT T 919025 g0) 19 (69) = 12 100} 89) (1) (a) 122 o0y (11010117) T

a
1742

2O @ L O & P o 2
CO ) & & X &
& ) ﬁ} C;P é? (9

& &S 5

& [ 9

Q)e}\ [S2leN 15@\ Q,é‘ < ¥ Q)‘o ©

Horticolas  Po. Prundides Citr. Trop. Raizes, bolbos Hortalicas Ervas
e tubérculos folhosas arom.

Figura 3.12 - Teores de &cido latico por hortofruticola.

Acido acético

Pela analise da Figura 3.13 verifica-se que o0s teores de acido acético nao

apresentam diferencas significativas entre os varios grupos ou hortofruticolas e os

teores quantificados estdo num intervalo de 384 a 804 mg/100g, numa sequéncia

decrescente de alho para beringela. Este acido contribui com menos de 15% para a

acidez total (Figura 3.19).
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Figura 3.13 - Teores de &cido acético por hortofruticola.

Acido citrico

Na analise do teor de &cido citrico nos varios hortofruticolas, apresentada na Figura

3.14, verifica-se que existem diferencas significativas para amostras do mesmo

grupo e semelhangas entre amostras de grupos diferentes (p<0,05) e o teor de &cido

citrico quantificado no intervalo de 268 a 1708 mg/100g.
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Figura 3.14 - Teores de &cido citrico por hortofruticola.

O acido citrico é o acido mais relevante nos hortofruticolas analisados (Figura 3.19)
apresentando a maior percentagem de contribuicdo média para a acidez total (19%),
sendo ainda o que mais contribui para o sabor &cido nos citrinos (37%, Figura 3.20)
0 que esta de acordo com o trabalho de Zheng et al., 2016. Outros autores,
apresentam teores comparaves aos obtidos neste trabalho, tendo em conta as
diferencas nas variedades e amostragem, 980 mg/100g para laranja (Walker e
Famiani, 2018) e 560 mg/100g para abacaxi (Leonel et al., 2014).

Pode observar-se no Anexo 8, onde constam os gréaficos de colunas do perfil de
analitos por grupo de hortofruticolas, que na Figura A8.4 a laranja apresenta 0 maior
teor de acido citrico, enquanto que nos frutos o limdo apresenta o maior teor de
acido malico. Segundo Leonel et al. (2014) o acido citrico é o principal acido no
abacaxi, o que também se verifica neste trabalho (Anexo 8, Figura A8.5) seguido

pelos 4cidos malico e ascorbico.

Acido malico

Pela analise da Figura 3.15 verifica-se que o teor de acido malico quantificado nos
hortofruticolas se encontra no intervalo de 336 a 1158 mg/100g, apresentando o
maior valor para o alho e salsa, seguido de outros hortofruticolas pertencentes a

diferentes grupos mas sem diferencas significativas entre eles (p<0,05).

Este acido encontra-se normalmente em frutos pomoides e citricos, tendo-se
quantificado 360 mg/100g para a macd e detetado 160 mg/100g para a laranja,

valores que se podem comparar com o0s obtidos por Ehling e Cole (2011) para a
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maca (380 mg/100g) e para laranja (195 mg/100g), tendo em conta as variacGes de
teores entre variedades diferentes.
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Figura 3.15 - Teores de 4cido mélico por hortofruticola

Os &cidos orgéanicos sao muito suscetiveis as condi¢cdes edafoclimaticas e ao grau
de maturacdo dos frutos (Scherer et al., 2012 e Andrés et al., 2015), além disso, o
maior contetdo de &cido malico e citrico encontra-se nas partes comestiveis (Walker
e Famiani, 2018).

Acido propionico

Pela analise da Figura 3.16 verifica-se o teor de 4cido propiénico quantificado num
intervalo de 217 a 1431 mg/100g e numa sequéncia decrescente do alho para
espinafre e as amostras com menores teores quantificados nao apresentam
diferencas significativas (p<0,05). Visto que a formacdo do &cido propiénico se
processa normalmente durante a degradacdo oxidativa e dada a volatilidade deste
composto, os hortofruticolas que o contém apresentam cheiro caracteristico

(Camargo et al., 2001) como € o caso do alho.

Este &cido contribui muito para o aroma mas é muito instavel podendo ser facilmente
perdido e por isso apresentar grandes variagdes de valores obtidos. Pode observar-
se na Figura 3.19 que o acido propiénico contribui apenas com 8% para a acidez

total dos hortofruticolas.
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Acido ascorbico

Relativamente aos teores de &cido ascoérbico nos hortofruticolas apresentados na
Figura 3.17, podemos verificar que apenas em trés frutos (laranja, limao e abacaxi)

foi possivel detetar ou quantificar o teor de acido ascorbico.
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Figura 3.17 - Teores de acido ascérbico por hortofruticola.

Os frutos citricos sdo ricos em &cido ascérbico (vitamina C) e por esta razao
possuem elevada agdo antioxidante. Walker e Famiani (2018) apresentam teor de
acido ascorbico para laranja de 75 mg/100g e para limdo de 50 mg/100g. Outros
autores (Leonel et al., 2014) estudaram abacaxi tendo obtido 23,5 mg/100g de teor
em acido ascorbico. Apesar do método ndo ter em conta a sensibilidade a luz do
acido ascorbico nem a interferéncia do acido dihidroascérbico na determinacao de
vitamina C, os teores obtidos neste trabalho encontram-se dentro do intervalo dos

teores observados na bibliografia, com excec¢éo do limdo que apresenta um teor
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superior mas justificavel pelas diferencas das variedades e devido ao tipo de

amostragem efetuada.

Na analise de acUcares e 4cidos organicos nos hortofruticolas os erros padréo estédo
associados principalmente ao tipo de amostragem definida e & complexidade das
matrizes das amostras. Neste trabalho a amostragem de cada hortofruticola inclui
casca, polpa, talos e sementes que se podem encontrar em diferentes proporcoes
nas amostras. Este facto, originou diferencas nos teores de agucares e de &cidos
organicos determinados nos extratos pois existem diferentes teores dos analitos nos
frutos quando analisados com e sem casca, como demonstrado por Muir et al.

(2009), existem também, diferentes teores nas sementes, polpa e talos.

Acidos organicos totais

Na Figura 3.18 apresentam-se 0s teores de acidos organicos totais presentes nas

amostras de hortofruticolas num intervalo de 1,1 a 8,7 g/100g.
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Figura 3.18 - Teores de acidez total (soma dos teores quantificaveis de acidos individuais).

Através da analise dos teores de acidos totais obtidos nas diferentes amostras
analisadas, conclui-se que o alho (8,7 g/100g) e as ervas aromaticas manjericao e
salsa (4,0 g/100g) apresentaram 0s maiores teores de acidez total, verifica-se ainda
que existem diferencas significativas para amostras do mesmo grupo e semelhancas

entre amostras de grupos diferentes (p<0,05).

z

Tendo em conta que a acidez é um indicativo do sabor &cido ou azedo nos
hortofruticolas e esta é representada pela concentracéo total de acidos orgéanicos

presentes, seria de se concluir que dentre todas as amostras analisadas, o alho
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possui sabor mais acido devido a apresentar a maior quantidade de acidos
organicos e pouco ou nenhum conteudo de aclcar, 0 mesmo ocorre para as ervas
aromaticas, essa caracteristica pode ser facilmente percebida sensorialmente
quando comparando o seu sabor com o0 de outros hortofruticolas analisados, pois
possuem sabor mais adstringente ou azedo. Verificou-se, com algumas excec¢des,

gue os frutos apresentam menor acidez e os horticolas maior acidez.

De modo a verificar a contribuicdo média de cada um dos analitos nos acidos totais,
calculou-se a percentagem de contribuicdo para a acidez total, pela raz&o entre o
teor de analito e o teor total de acidos em cada matriz e realizou-se a média dessas
razdes por grupo de hortofruticolas e em seguida e a média total para cada analito,
valores que se apresentam nas Figuras 3.19.
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Figura 3.19 - Contribuicdo média de cada acido para a acidez total nos trinta hortofruticolas.

Pela analise da Figura 3.19, pode afirmar-se que o acido citrico, com 19% de
contribuicdo média para a acidez total nos hortofruticolas, é o principal acido nas
matrizes analisadas, seguido dos &cidos tartarico (18%), oxalico (17%) e malico
(15%), considerando pouco relevantes os acidos que contribuem com menos de

15% para o teor de 4cidos organicos totais.

Apresentam-se nas Figuras 3.20 e 3.21 a percentagem de contribuicdo média de

cada analito para a acidez total por grupos de hortofruticolas.
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Figura 3.20 - Contribuicdo média de cada &cido para a acidez total nos frutos nao horticolas.

Pode observar-se pela analise da Figura 3.20, que os frutos pomdides tém a sua
acidez bastante influenciada pelos acidos malico (22%), tartarico (23%) e citrico
(12%). O acido malico possui maior poder acidulante que o tartarico sendo possivel
gque nas amostras em que estes acidos estdo presentes conjuntamente, o 4cido
malico contribuia mais fortemente para o sabor acido mesmo que o acido tartarico
se apresente em maior teor, tal como acontece com o &cido citrico devido a ter o
maior poder acidulante.

O &cido citrico é o &cido que mais contribui para o sabor &cido nos citrinos e nos
frutos tropicais e em ambos os grupos se verificou a presenca de acido ascérbico,
com se pode observar na Figura 3.20.

40 -

35

30

25 -

20 - 1847

15 1 10 10
10 -

s- Ligi Dl

0

Frutos Horticolas Ralzes turbérculos Hortallgas Folhosas Ervas Aromaticas
e bolbos

m Oxalico Tartarico Latico Acético m Citrico Malico Propionico

Contribuigao para acidez total (%)

Figura 3.21 - Contribuicdo média de cada acido para a acidez total nos grupos de horticolas.

Pela analise da Figura 3.21, os grupos das hortalicas folhosas e ervas arométicas
possuem acidez influenciada pelos acidos oxalico e tartarico. Verifica-se também,
gue o acido oxalico esta presente maioritadriamente nas folhas (grupos das hortalicas
folhosas e ervas aromaticas).
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No grupo dos frutos prundides (Figura 3.20), frutos horticolas (Figura 3.21) e no
grupo das raizes, bolbos e tubérculos (Figura 3.21) verifica-se uma grande
variabilidade no perfil de &cidos organicos ndo sendo possivel identificar
globalmente quais os acidos que mais afetam a acidez destes hortofruticolas, como

se pode observar nas respetivas Figuras 3.20 e 3.21.

O &cido tartarico apresenta uma grande influéncia na acidez do grupo das raizes
tubérculos e bolbos (Figura 3.21), maioritariamente devido ao seu elevado teor no
alho (Anexo 8, Figura A8.6), o0 que explica seu sabor forte e amargo, visto que este
acido confere essa caracteristica aos produtos em que esta presente.

Apresenta-se no Anexo 9 uma tabela resumo da quantidade de analitos (aglcares e
acidos organicos) quantificados por grupos para as trinta amostras, bem como, o

valor minimo e maximo de cada analito por grupo e no total das trinta amostras.

Nos hortofruticolas a proporcdo acucar/acido € responsavel pelo sabor e aroma,
sendo assim, € possivel que frutos com sabor doce ndo tenham necessariamente
um elevado teor de acgUcar, mas contenham niveis baixos de acidos orgéanicos,
especialmente dos 4cidos citrico e malico, por possuirem maior poder acidulante.
Esta proporcao influencia a percepgédo da dogura e Mikulic-Petkovsek et al. (2012)
constatou no morango que o teor combinado de aclUcar e &cido mostrou ter um
maior efeito no sabor da fruta. Neste trabalho verifica-se, de forma geral, que os
frutos ndo horticolas possuem 0s maiores teores de agucar e menores teores de

acidos.

A concentracdo dos &cidos orgéanicos varia de acordo com a espécie de
hortofruticola, o solo, a época da colheita, o tempo de prateleira, condi¢cdes
edafoclimaticas, entre outros. Os trabalhos realizados por Shaw e Wilson (1981),
permitem concluir que as propor¢des dos analitos podem variar muito nos diferentes
estagios de maturagcdo, pois frutos em estadio mais avancado de maturacao
apresentam maior teor de aguUcares e menor teor de acidos (Leonel et al., 2014).
Fatores que podem justificar as diferencas nos resultados obtidos quando

comparados com a literatura.

A amostragem definida incluindo cascas, polpa, sementes e talos, deveria ter sido
previamente homogeneizada pois 0s teores de acidos organicos variam muito em

cada uma dessas partes e a nado realizacao desse procedimento prévio justifica as
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variacbes nos resultados obtidos, o que pode ser observado nos picos dos
cromatogramas com as injecdes das trés extracdes independentes no Anexo 3 e nos
valores de erro padréo obtidos (barras de erro nos gréficos das Figuras 3.7 a 3.18 e
3.22).
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CONCLUSAO E TRABALHO FUTURO

4.1. Conclusodes

Os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia usados neste trabalho
revelaram ser adequados para a identificacdo (sacarose, glucose, frutose, manitol e
sorbitol) e quantificacdo (sacarose e glucose) de acuUcares; e identificacdo e
quantificagdo (oxdlico, tartarico, latico, ascorbico, acético, citrico, malico e
propidénico) de &cidos organicos em trinta matrizes de hortofruticolas analisadas nos

dois métodos em corridas de 16 minutos cada.

Os acucares foram extraidos em &gua morna, usando solucdes Carrez para
clarificacdo e os acidos organicos extraidos com tampéao fosfato (KH,PO, 0,05 M, pH
2,8), tendo os meétodos de extragdo selecionados mostrado-se eficientes para a

determinag&o dos analitos.

Os métodos apresentaram linearidade adequada com coeficientes de correlagdo
maiores de 0,995 e por aplicacdo do teste de Mandel para todos os analitos na
gama de concentragdes de 1,0 a 30 g/L e 0,01 a 4,0 g/L para acucares e acidos
organicos, respetivamente, a qual foi validada através do teste da homogeneidade

das variancias.

Os métodos mostraram-se sensiveis em toda a gama de aplicagdo ao longo do

tempo, obtendo-se coeficientes de variacdo de sensibilidade menores que 5%.

Os limites de detecdo e quantificacdo variaram de 0,2 a 0,6 g/L e de 0,5 a 1,9 g/L
(para os agucares) e de 5,9 a 161,4 mg/L e de 17,8 a 489,1 mg/L (para os acidos).
Os limites de detecdo e quantificacdo do método variaram de 0,6 a 2,1 g/100g e de
1,7 a 6,4 g/100g (para os acucares) e de 4,5 a 123,7 mg/100g e de 13,6 a 375,0
mg/100g (para os &acidos), respetivamente.

Relativamente a precisdo do método, esta foi avaliada através de ensaios de
repetibilidade e de precisdo intermédia que revelaram valores de coeficientes de
variagdo, inferiores a 10%, repetibilidade com CVr<4,5%, para os agucares;
CVr<3,8%, para os acidos, e precisao intermédia com CVR<5,3%, para os agucares;
CVR<9,3%, para os acidos.

Foram determinadas taxas de recuperagdo para cinco hortofruticolas (batata,

cenoura, espinafre, laranja e maca) cujos valores variaram para 0s acglcares entre
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78% a 110% e para os acidos organicos entre 81% a 111%, resultados que estédo

dentro dos valores aceitaveis pelo INIAV.

Na pesquisa bibliografica foram identificados estudos que aplicaram métodos
semelhantes aos usados neste trabalho para a quantificacdo tanto de acucares
quanto de acidos organicos em sumos de fruta e em produtos hortofruticolas em
fresco, onde foram obtidos teores para o0s aguUcares dentro da gama de
concentracdes obtida neste trabalho. No entanto, para os acidos organicos os teores
obtidos apresentam variagbes em relacdo aos mencionados na literatura, que
podem ser devidas as diferentes variedades/cultivares analisadas e aos diferentes
graus de maturacdo das matrizes, bem como ao tipo de amostragem efectuada, com

cascas, sementes, talos e polpa.

Os métodos analiticos desenvolvidos determinam maior nimero de analitos (acidos
organicos) em menor tempo (acUcares e &cidos orgéanicos) do que os métodos

descritos na literatura.

Entre os acgucares estudados, a sacarose € o que mais contribui para o teor em
acucares totais. A sacarose esteve presente em 63% das amostras e foi quantificada
em 33% das amostras pertencentes a cinco grupos, os dos frutos (pomoides,
prundides, citricos e tropicais) e o grupo das raizes, bolbos e tubérculos,
apresentando teores num intervalo de 1,82 a 8,78 g/100g. A glucose esteve
presente em 67% das amostras e foi quantificada no grupo dos frutos prundides
(4,14 g/100g cereja). A frutose esteve presente na maioria das das amostras (90%)
e devido ao seu elevado poder edulcorante deve ter-se em conta a sua elevada
contribuicdo na dogura dos frutos. O sorbitol esteve presente em 33% das amostras,
maioritariamente em frutos pumoides e prundides e o manitol em 23% das amostras

com destaque no grupo das ervas aromaticas.

A beterraba e péssego com teores de sacarose disponiveis na biomassa superiores
aos dos outros frutos analisados sugerem que 0s seus residuos possuiem elevado
potencial energético para a producdo de biocombustivel. Entretanto, devido a
elevada quantidade de residuos gerados do processamento de laranja, pelas
indastrias portuguesas e ao teor de sacarose que contém, estes também

apresentam potencial bioenergético relevante.
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Entre os &cidos orgéanicos estudados, o 4cido citrico € o que mais contribui, com
19%, para o teor total de acidos orgéanicos nos hortofruticolas, seguido do &cido
tartarico (18%), oxalico (17%) e malico (15%). No entanto, como os acidos citrico e
malico possuem maior poder acidulante que o tartarico é possivel concluir que nos
grupos em que estes acidos estdo presentes conjuntamente, os acidos citrico e
maélico contribuem fortemente para o sabor 4cido mesmo que o acido tartarico se
apresente em maior teor, como € o caso do malico no grupo dos frutos puméides e
do citrico no grupo dos frutos citricos. Pode também observar-se que todos os
acidos, exepto o ascérbico, estiveram presentes em todos 0s grupos.

O acido oxalico foi quantificado em todos os hortofruticolas apresentando teores
num intervalo de 33 a 1863 mg/100g. O acido tartarico foi quantificado em todos os
grupos num intervalo de 244 a 2787 mg/100g. Os &acidos citrico, o acético e o
propidnico ndo foram quantificados nos frutos pomoides, tendo apresentado teores
no intervalo de 304 a 1708 mg/100g, de 384 a 804 mg/100g e de 217 a 1431
mg/100g, respetivamente. O acido latico ndo foi quantificado nos horticolas, frutos
pomoides e citricos, nem nas hortalicas folhosas, tendo sido quantificado no
intervalo de 151 a 245 mg/100g. O &cido malico foi quantificado no grupo dos frutos
(pomoides, citricos e tropicais) e no grupo das raizes, bolbos e tubérculos bem como
no das hortalicas folhosas e ervas aromaticas apresentando teores num intervalo de
336 a 1158 mg/100g. O &cido ascérbico so6 foi quantificado nos citrinos num intervalo
de teores de 70 a 119 mg/100g.

Em resumo, globalmente os aclcares estdo maioritariamente presentes nos frutos e

os acidos organicos nos horticolas.

4.2. Trabalhos publicados

No decorrer do trabalho foram realizadas duas comunicagbes, sob a forma de
painel, como ilustrado nas Figuras 4.1 e 4.2, apresentadas no 5° Simpdsio de
Producédo e Transformacdo de Alimentos em Ambiente Sustentavel (5PTAAS), que
decorreu no no Instituto Politécnico de Beja (IPBeja) a 7 de junho de 2019 (Lageiro
et al., 2019) e no 6° FORUM de Engenharia Quimica e Biologica (6° iFEQB), que
decorreu no Instituto Superior de Engenharia de Lisboa (ISEL), no periodo de 7 a 9
de maio de 2019 (Paiva et al., 2019).
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Os hortofruticolas apresentam uma enorme diversidade de aglicares e acidos
organicos que muito contribuem para as suas carateristicas sensoriais. Dada a grande
producdo de subprodutos da industria de hortofruticolas. é possivel proceder-se a
valorizagdo destes subprodutos enquanto possiveis matrizes de produgdo de energia
oude extragdode compostos fitoquimicos.

Processamento
' fabril

Avaliaram-se o teor de aglcares e acidos organicos (identificagdo e quantificagdo). em SN DESCARTE
diferentes subprodutos hortofruticolas. por aplicagdo de métodos analiticos de \ @f rsaz;%,m%
Cromatografia Liquida de AltaEficiéncia (HPLC). o« DUTos)

e Extracdode Aglicares
» Amostra: 2g
» Extragdo com agua quente (20 mL)
» 2min no Ultraturrax

»Adicdo de2mL de Carrez | e de Carrez Il
»Perfazer o volume (100 mL) com dgua
>Filtracdo com papel defiltro rapido pregueado
>Filtracdo (0.22um) para vial

W  ExtragdodeAcidosOrganicos!!!

» Amostra: 2g
» Extracao &cida (20mL KH,PO, (5mM. pH 4.8))

Quantificagdo: HPLC
Detetor, coluna, fase movel, volume de injecgéo |

/ ~ PDA - acidos organicos

RI - aglicares

L 9 acidos organicos J

10Hortofruticolas

5acgucares

W Selecdodoshortofruticolasaanalisar.
s Selegdoeoptimizagdodaextracgdo (tipode
solvente, razdoamostra(m)/solvente(V),

» 2min no Ultraturrax
» Centrifugagao 5000g 30 min
» Descarte do precipitado

temperatura, tempo). »Filtracdo (0.22um) para vial

W Selegdoe optimizagdodosmétodosde HPLC.
% validagio de métodos cromatograficos.

% Perfil de Acidos Organicos

AZEITONA
Acido oxélico (3.1min)

Perfilde Agtcares

Parametrosde HPLC: Perfil e quantificagdo
Acidotartarico (3.7 min)

Tamp3o fosfato 5mM pH 2.8. ajustado
a2.8 comH;P0,(85%) 10% CH3CN:
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- AZEITONA . Acido acético (49 min)
- i Sacarose (9.7min) HPLC-RI(30°C) HPLC-PDA (210 nm) o ::\do:unec(SAmm)
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e
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% Na analise dos acidos organicos. a coluna Aquasil C18 mostrou melhor seletividade do que as outras colunas C18 testadas
(Spherisorb 0DS2.NovaPak. Chromolith). O pH dafasemévelinfluencia muitoaformadospicos obtidose o seustemposde eluigdo.

% Naanélise de aglcares, testaram-se as colunas SugarPak, Aminex HPX 87H e Rezex RCM e a coluna Rezex RCM foi escolhida por ser
maissimplesde utilizar.

% Avalidagdodos métodos serafeitadeacordocomoguiadaRelacrel.
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Resumo

Aclcares e acidos organicos sao compostos amplamente representados nos hortofruticolas constituindo os seus
principais sélidos sollveis'. Estes compostos apresentam diferentes funcionalidades nas caracteristicas
organolépticas. dogura e textura, bem como, um papel importante na conservacado dos alimentos?. A caracterizagao
qualitativa e quantitativa de aglcares e acidos organicos pode ser importante para a garantia da qualidade e
autenticidade de sumos de frutos. bem como para avaliar a estabilidade microbioldgica durante o armazenamento’.
Com base na pesquisa bibliografica realizada procedeu-se a seleccdo e optimizacdo de métodos de extracgéo e
quantificagdo por HPLC de aglcares e acidos organicos em hortofruticolas efectuando testes com diferentes
solventes (agua, etanol. tamp&o fosfato). tempo e temperatura de extraccao. A seleccao e optimizacdo dos métodos
de quantificagdo por HPLC foi efectuada em func&o: do tipo de coluna, fase mével. detector, tempo. temperatura.

Materiais e Métodos

Extragdode Aglcares!!)

% Preparacdo de solugdes: » Amostra: 2g
3 ~ . > Extracgao com agua quente (20 mL)
(extracgdo. padroes e fase movel) SRR e
W Amostragem de frutos e vegetais; »Adicdo de2mL de Carrrez | e de Carrez Il

= . o »Adigao de agua até volume de 100 mL
(selecgdo. corte, trituragdo e pesagem) Filtragio com papel de filtro répido pregueado

w Selecgdoe optimifa(;éo da extracgdo: . RaEEERalOiEEEm) Bore Vil

F ; Solvente 9 4cidos organicos Extragdode Acidos Organicos!!
30 Hortofruticolas |G IERRE R RERE L ) J ) > Amostra: 2g
___tempo.temperatur: 4 A Saclcares > Extracgdo acida (20mL KH,PO, (5 mM.pH 4.8))
% Selecgdo e optimizagdodos métodos deHPLC: F2mnhorlany=x

» Centrifugagdo 5000g 30 min
HPLC IRI- aglicares > Descarte do precipitado
coluna, fase movel, Volume de injecgdo, detector ‘PDA acidos orgénicos ~Filtragdo (0.22um) para vial

Colunastestadas C18 ( Spherlsorb ODSZ NovaPak Chromol|th Aqua5|l) SugarPak Aminex HPX 87H eRezex RCM

Padro misto de lactose, = I
= E - e glucose. sacarose. manose. . * N || =
P.arametrosde HPLC: Perﬁlequantaﬁ_cagao fratose: (10 mo/mT ESEBE e osce | 2 1 3
Aglcares Acidos organicos de eluicso. wooe] AR BY I =
HPLC-RI(30°C) HPLC-PDA (210 nm) . AcidosOrganicos o GEARSRRisaiasisosces
Padrao misto de acido oxalico 5

Rezex RCM (70°C) Aquasil C18 (30°C) (150 mg/mL ). &cido tartarico. 2] 8 o
|actico. ascérbico. acético. 2 ﬂ‘ 2ls2 & s
: Tamp3o fosfato 5mM pH 2,8, ajustado citrico. propiénico. lactico.  '*] & |83 1 3
Ag‘frn‘?f‘z’g'-/l_m'" 22,8 com H;P0,85% 0.7 mL/min; butirico. e (3000 mg/ml). por | NAJGRA A z

wlisel Vinj = 20uL ordem de eluicdo. e e e e e e

Discussao e Conclusoes

Na anélise dos acidos organicos, a coluna Aquasil C18 mostrou melhor selectividade do que as outras colunas testadas e o pH da fase movelinfluéncia muito
w aformados plcos obtidos e 0 seus tempos de elulcau

Na analise de agucares, a coluna Rezex RCM é mais simples de utilizar do que a SugarPak, .
Avalidagdo dos métodos sera feita de acordo com o guia da Relacrel®!.
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4.3. Trabalho futuro

Em relacdo a trabalho futuro sugere-se um estudo de determinacdo conjunta de
acucares e &cidos organicos com outra coluna, como por exemplo a Rezex ROA da

Phenomenex.

De forma a tornar o método mais eficiente para as matrizes em estudo deve-se
aperfeicoar os métodos utilizados, de modo a conseguir melhor separacao,
identificacdo e quantificacdo de outros agucares (ex: estaquiose, rafinose e manose)
e outros acidos organicos (ex: fumarico e succinico), além dos determinados neste

trabalho.

Sugere-se também fazer o ajuste da gama de trabalho para concentracdes inferiores
nos acgucares e verificar a adequabilidade dos limites de quantificacdo e de detecéo.

Relativamente a tematica de preparagdo da amostragem sugere-se a realizacdo de
uma homogeneizacdo total da amostra antes de se retirar a amostragem para a
andlise, a fim de que ndo existam diferencas grandes entre valores de amostras do
mesmo hortofruticola, dado que teores de aglcares e &cidos organicos variam muito
na casca, polpa, talos e sementes. Sugere-se ainda, realizar a extragdo sem o

congelamento prévio das amostras para evitar perdas de analitos.

Propde-se a andlise dos analitos por HPLC-MS, pois a identificacdo dos aguUcares

por RI é apenas baseada nos tempos de retencéo ndo sendo especifica.

Quanto aos acidos organicos eles possuem espetros muito semelhantes e a sua
identificacdo pelos espetros UV torna-se dificil e acaba por ser feita com base nos
tempos de retencéo, pelo que também seria Util a analise por HPLC-MS. Sugere-se
ainda que a determinacédo do acido ascorbico seja realizada de acordo com a norma
europeia prEN 14130 (2000).

Durante a realizacdo do trabalho pratico surgiram alguns obstaculos relativamente a
guantificacdo dos acidos organicos para aqueles que possuem mais do que uma
constante de dissociacdo, como é o caso do acido malico, pois 0 nimero de picos
obtidos no cromatograma depende do pH da amostra e da fase mével, este acido foi
guantificado recorrendo a area do maior pico, no entanto, sugere-se realizar a

quantificagdo pela soma das areas dos diferentes picos obtidos para esse &cido.
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O conhecimento da composicdo de aclUcares e acidos organicos nas matrizes
estudadas mostrou-se relevante pois pretende-se valorizar hortofruticolas com baixo
ou nulo valor comercial, bem como subprodutos e residuos da inddstria de
hortofruticolas que, para além de ndo serem valorizados, constituem hoje um

problema ambiental.
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Anexo 1 - Tabelas da pesquisa bibl

Al.1. Acucares

Tabela Al.1 - Pesquisa bibliogréafica sobre quantificagédo de aglcares em hortofruticolas.
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Tabela Al.2 - Pesquisa bibliografica: quantificacdo de acidos organicos em hortofruticolas.
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Anexo 2 - Calibragéo: retas, parametros e residuos.

A2.1. Aglcares

a) Sacarose

50
Area = 1492932,9 [sacarose] + 270178,9
45 R2=10,9998

Milhdes

40

35

30

Area (UA)

25
20
15
10
5 /
0
0 10 20 30 40
Sacarose (g/L)

5,0%

L]

P

0 ® P 3% 40

Residuos

-5,0%

Figura A2.1.1 - Reta de calibracéo (area do pico vs concentracdo do analito) da solugéo
padréo de sacarose e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a validacéo
da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.1.1 - Pardmetros de calibracéo linear da sacarose.

Declive 1492932,9 + 4062,3
Ordenada na origem 270178,9 + 763244
R 0,9999
Desvio padréo dos residuos 0,61%

LD (g/L) 0,17

LQ (g/L) 0,51

N 25

Sy/x 76324,4
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b) Glucose

45
3 Area = 13842495 [glucose] + 3348717,5
2 40 R2=0,9992
=
<
2
@
o
<
0 10 20 30 40
Glucose (g/L)
5,0%
[2)
@]
3 8 P
n o T
& 0 ) 7. P 40
[]
-5,0%

Figura A2.1.2 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padrdo de glucose e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a validagédo

da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.1.2 - ParAmetros de calibracéo linear da glucose.

Declive 1384249,5 + 9265,8
Ordenada na origem 318717,5 + 167817,5
R 0,9996
Desvio padrao dos residuos 1,15%

LD (g/L) 0,40

LQ (g/L) 1,21

N 19

Sy 167817,5
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c¢) Frutose

60
0
- y = 1543004,6 x + 5733,8
= R2 = 0,9977
= 50
5 40
©
o
< 30
20
10
0
0 10 20 30 40
Frutose (g/L)
5,0%
3 o e
3
@ 0 10 20 @ 30 40
Q
-5,0% O

Figura A2.1.1 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padréo de frutose e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a validagao da

gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.1.3 - Pardmetros de calibracao linear da frutose.

Declive 1543004,6 + 17618,5
Ordenada na origem 5733,8 + 295151,3
R 0,9988
Desvio padréo dos residuos 1,95%

LD (g/L) 0,63

LQ (g/L) 191

N 20

Sy/x 295151,3
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d) Sorbitol

50 | .
4 Area = 1424985,9 [sorbitol] + 50709,5
©45 R2=10,9989
=40
=)
< 35
©
o 30
<L
25
20
15
10
5 /
0
0 10 20 30 40
Sorbitol (g/L)
5,0%
2]
S
2 e & ©
3 e @
o 0 10 % % 40
-5,0%

Figura A2.1.2 - Reta de calibracéo (area do pico vs concentracdo do analito) da solucdo
padréo de sorbitol e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a validacéo

da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.1.4 - Pardmetros de calibracéo linear do sorbitol

Declive 1424985,9 + 12987,5
Ordenada na origem 50709,5 + 253002,6
R 0,9995
Desvio padrdo dos residuos 1,29%

LD (g/L) 0,59

LQ (g/L) 1,78

N 15

Sy, 253002,6
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A2.2. Acidos organicos

a) Oxalico

4500

Area = 19012,6 [oxalico] + 11403,2
R2=0,9972

Milhares
N
o
o
o

3500

3000

Area (UA)
N N
o [on)
o o
o o

1500

1000

500

0 50 100 150 200 250
Acido oxalico ( mg/L)
5,0%
é’z,s% ®
2 0,0% ®
&’_2’5% 0 @ &0 100 150 200 250

-5,0%

Figura A2.2.1 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padrao de 4cido oxalico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a

validacéo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.1 - Parametros de calibracao linear do acido oxalico.

Declive 19011,6 + 335,8
Ordenada na origem 11403,2 + 33756,1
R 0,9986
Desvio padrao dos residuos 1,97%

LD (mg/L) 59

LQ (mg/L) 17,8

N 11

Sy, 33756,1
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b) Tartérico

Area = 3940,2 [tartarico] - 251344,9
R2=10,9972

Area (UA)

0 1000 2000 3000 4000

Acido tartarico (mg/L)
5,0%
2,5% |@
0,0% L
250 0 ® 1000

0
-5,0%

@
Q

4000

Residuos

2(%0

3000

5000

5000

Figura A2.2.2 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padrdo de &cido tartarico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a

validacéo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.2 - Pardmetros de calibracdo linear do &cido tartérico.

Declive
Ordenada na origem

R 0,9986
Desvio padrédo dos residuos 1,93%
LD (mg/L) 105,3
LQ (mg/L) 319,0
N 12
Sy, 125709,7

3940,2 + 66,1
-251344,9 + 125709,7
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b) Latico
" 60
2 y = 12641, 2 [latico] - 887541,3
= R2=0,9993
= 50
40
<
2
30
<
20
10
0
0 1000 2000 3000 4000 5000
Acido lactico ( mg/L)
5,0%
2]
S 2,5%
el
200% 4@ e o%
0:-2,5% 0 1G00 2000 3000 4000 5000
-5,0%

Figura A2.2.3 - Reta de calibracéo (area do pico vs concentracdo do analito) da solucdo
padrao de &cido lactico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a
validacéo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.3 - Parametros de calibragéo linear do &cido latico.

Declive 12641,2 £ 115,1
Ordenada na origem -887541,3 £ 243696,8
R 0,9997
Desvio padrédo dos residuos 0,97%

LD (mg/L) 63,6

LQ (mg/L) 192,8

N 10

Sy, 243696,8
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d) Ascorbico

80
Area = 35044,4 [ascorbico] + 5654235,0
70 R2=0,9992
60
50

40

Area (UA)

30
20

10

0 500 1000 1500 2000

Acido ascérbico (mg/L)
5,0%

(%]
S 2,5%

B 0,0% e

(2] 0

o [==]

© ) gy 0 500 1000 1500

-5,0%

©000

Figura A2.2.4 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padrao de acido ascérbico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a
validagdo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.4 - Pardmetros de calibracao linear do 4cido ascérbico.

Declive 35044,4 + 337,8
Ordenada na origem 5654235,0 + 319300,3
R 0,9996
Desvio padrdo dos residuos 0,97%

LD (mg/L) 30,1

LQ (mg/L) 91,1

N 11

Sy, 319300,3
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e) Acético

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

y =1178,0 [acético] - 203895,0
R2? =0,9956

Milhares

Area (UA)

0 1000 2000 3000 4000 5000

Acido acético ( mg/L)

5,0%
2]

S 250 O 4

k=

U)0,0% O @

[0

2 0 1000 2ddo 3000 4000 5000
-2,5%

8

-5,0%

Figura A2.2.5 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padrao de 4cido acético e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a
validacéo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.5 - Pardmetros de calibracdo linear do 4cido acético.

Declive 1178,0 £ 27,7
Ordenada na origem -203895,0 £ 57613,5
R 0,9978
Desvio padrédo dos residuos 2,55%

LD (mg/L) 161,4

LQ (mg/L) 489,1

N 10

Sy, 57613,5
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f) Citrico

12

y = 2530,3 [citrico] - 310662,3
R2=0,9974

Milhdes

10

Area (UA)

0 1000 2000 3000 4000 5000
Acido citrico ( mg/L)

5,0%

25% | @ e

2.5% 0 1(@0 2000 3000 4000 5000
-5,0%

Figura A2.2.6 - Reta de calibragéo (area do pico vs concentragao do analito) da solucéo
padrdo de &cido citrico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a
validacdo da gama de trabalho e linearidade.

Residuals

Tabela A2.2.6 - Pardmetros de calibracédo linear do &cido citrico.

Declive 2530,3+ 45,4
Ordenada na origem -310662,3 £ 94271,0
R 0,9987
Desvio padrédo dos residuos 1,92%

LD (mg/L) 122,9

LQ (mg/L) 372,6

N 10

Sy/x 94271,0
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g) Mélico

[EnY
(ee]

Area = 4245,0 [malico] - 373389,8
R2=0,9960

Area (UA)
Milhdes
[ [ [ =
o N N

(0]

0 1000 2000 3000 4000 5000

Acido malico ( mg/L)

5,0%

(%]

S 25% @
o o O

80,0%

i 0 ® 1000 2060 3000 4000 5000
-2,5%

0
-5,0%

Figura A2.2.3 - Reta de calibracéo (area do pico vs concentracdo do analito) da solucdo
padrao de acido malico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a
validagdo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.8 - Parametros de calibracao linear do acido malico.

Declive 4245,0 + 85,0
Ordenada na origem -373388,8 £ 160947,0
R 0,9980
Desvio padrdo dos residuos 2,32%

LD (mg/L) 125,1

LQ (mg/L) 379,2

N 12

Sy/x 160947,0

146



ANEXOS

h) Propidnico

,, 5000
e Area = 1190,5 [propionico] - 99303,6
< 4500 R2=0,9978
= 4000
3500

Area (UA)
N w
(&) o
o o
o o

2000
1500
1000

500

0 1000 2000 3000 4000 5000
Acido propiénico ( mg/L)
5,0%
2,5% |@
=]
0,0% @ -
50, O ® 100 Bo00 3000 4000 5000

-5,0%

Residuos

Figura A2.2.9 - Reta de calibracéo (area do pico vs concentracdo do analito) da solucdo
padrao de acido propioénico e respetivo mapa de residuos (%), obtidos nos ensaios para a

validagdo da gama de trabalho e linearidade.

Tabela A2.2.95- Pardmetros de calibracéo linear do acido propiénico.

Declive 1190,5+17,9
Ordenada na origem -99303,6 + 33249,5
R 0,9989
Desvio padrdo dos residuos 1,71%

LD (mg/L) 92,2

LQ (mg/L) 279,3

N 12

Sy, 33249,5
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Anexo 3 - Perfil dos analitos nos hortofruticolas.
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§ o8 © 040 ]
5 &< <<
= 9
015 B 3
2 o B~ 030
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9= 8 2
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Figura A3.1 - Perfis cromatograficos do abacaxi (cromatogramas sobrepostos de trés "
extracbes independentes). (a) Aglcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t=8,7 min) e frutose
(t=10,3 min). (b) Acidos: oxalico (t=3,2 min), tartarico (t=3,5 min), latico (t=4,1 min),
ascorbico (t=4,5 min), acético (t,=4,5 min), citrico (t=5,8 min), malico (t=7,6 min) e
propiénico (t=8,8 min). Sendo NI - pico ndo identificado.
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Figura A3.2 - Perfis cromatograficos da alface (cromatogramas sobrepostos de trés
extragOes independentes). (a) Agucares: frutose (t,=10,2 min) e manitol (t,=12,1 min). (b)
Acidos: oxalico (t,=2,8 min), tartarico (t,=3,4 min), latico (t=3,8 min), acético (t=4,2 min),

citrico (t,=5,3 min), malico (t,=7,1 min) e propiénico (t=9,5 min). Sendo NI - pico ndo

identificado.
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Figura A3.3 - Perfis cromatograficos do alho (cromatogramas sobrepostos de trés extracGes
independentes). (a) Aclcares: sacarose (t=7,0 min) e frutose (t=10,2 min). (b) Acidos:
oxalico (t,=2,6 min), tartarico (t=3,0 min), latico (t=3,2 min), acético (t=4,0 min), citrico (t=5,3
min), malico (t,=7,2 min) e propionico (t=9,4 min). Sendo NI - pico nao identificado.
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Figura A3.4 - Perfis cromatograficos do alperce (cromatogramas sobrepostos de trés
extracdes independentes). (a) A¢lcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,6 min), frutose
(t=10,3 min) e sorbitol (t=14,2 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min), tartarico (t=3,0 min),
Lético (t,=3,7 min), acético (t,=4,0 min), citrico (t=5,3 min), malico (t=7,1 min) e propionico
(t=9,5 min). Sendo NI - pico ndo identificado.
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Figura A3.5 - Perfis cromatograficos da ameixa amarela (cromatogramas sobrepostos de
trés extracdes independentes). (a) Aclcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t=8,6 min),
frutose (t=10,3 min) e sorbitol (t=14,2 min). (b) Acidos: oxalico (t,=2,5 min), tartarico (t=2,7
min), latico (t,=3,0 min), acético (t,=3,7 min), citrico (t=5,3 min), malico (t,=7,1 min) e
propidnico (t=9,4 min). Sendo NI - pico n&o identificado.
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Figura A3.6 - Perfis cromatograficos da ameixa vermelha (cromatogramas sobrepostos de
trés extracdes independentes). (a) A¢lcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,6 min),
frutose (t=10,3 min) e sorbitol (t=14,2 min). (b) Acidos: oxalico (t=3,6 min), tartarico (t,=2,2
min), latico (t=3,0 min), acético (t=3,7 min), citrico (t=5,3 min), malico (t=7,1 min) e
propidnico (t=9,4 min). Sendo NI - pico néo identificado.
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Figura A3.7 - Perfis cromatograficos da banana (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes. (a) Aglcares: sacarose (,=7,0 min), glucose (t=8,6 min), frutose
(t=10,2 min) e manitol (t=12,1 min). (b) Acidos: oxdlico (t=2,5 min), tartarico (t=2,8 min),

latico (t,=3,2min)
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, acético (t,=3,7 min), citrico (t=5,2 min), malico (t,=6,0 min) e propionico
(t=9,4 min). Sendo NI - pico ndo identificado.
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Perfis cromatogréficos da batata (cromatogramas sobrepostos de trés

extracOes independentes). (a) Acucares: glucose (t,=8,6 min), frutose (t=10,3 min) e sorbitol
(t=13,9 min). (b) Acidos: oxalico (t,=3,2 min), citrico (t,=5,6 min), malico (t,=6,2 min) e

propiodnico (t=7,4 min). Sendo NI - pico néo identificado.
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Figura A3.9 - Perfis cromatograficos da batata doce (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes). (a) AgUcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,6 min), frutose
(t=10,2 min). (b) Acidos: oxalico (t,=3,2 min), tartarico (t=3,6 min), latico (t=4,1 min), acético
(t=4,6 min), citrico (t,=5,8 min), malico (t,=7,0 min) e propionico (t,=9,5 min). Sendo NI - pico

nao identificado.
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Figura A3.10 - Perfis cromatograficos da beringela (cromatogramas sobrepostos de trés

extracdes independentes). (a) Aclcares: glucose (t,=8,6 min) e frutose (t,=10,2 min). (b)

Acidos: oxalico (t,=2,5 min), tartarico (t=2,7 min), latico (t=3,8 min), acético (t=3,8 min),
citrico (t=5,9 min), malico (t=8,7 min) e propionico (=9,7 min). Sendo NI - pico ndo

identificado.
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Figura A3.11 - Perfis cromatograficos da beterraba (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes). (a) Aglcares: sacarose (t,=7,0 min) e manitol (t=12,1 min). (b)
Acidos: oxalico (t,=2,6 min), tartarico (t=2,8 min), latico (t=3,8 min), acético (t.=5,2 min),
citrico (t,=6,1 min), malico (t=6,9 min) e propionico (,=9,4 min). Sendo NI - pico nédo
identificado.

160,00
140,00
12000
100,00

> 8000

1000 1100 1200 1300 1400 1800

e
g
u
g
.
g
a
&
a
g
g
-
g
o
g

o

=]

el (b) 4 5
£ < g
0,804 x 2
5 &
3
2 %59 &
-
<
o

0,40

0,204

0,00+

T T T T T T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14 00 16,00

Figura A3.12 - Perfis cromatograficos dos brécolos (cromatogramas sobrepostos de trés
extragdes independentes). (a) Aglcares: frutose (t,=10,2 min). (b) Acidos: oxalico (t,=2,6
min), tartarico (t=3,0 min), latico (t,=3,7 min), acético (t,=5,3 min), citrico (t=6,0 min), malico
(t=7,1 min) e propiodnico (t,=9,4 min). Sendo NI — pico ndo identificado.

153



PERFIL E QUANTIFICAGAO DE AGUCARES E ACIDOS ORGANICOS EM HORTOFRUTICOLAS POR HPLC

180,00
wal (@)
140,00
12000
100,00-

My

50,00
0,00
40,00
200

12,160
L 14262

-20,00

) e

100 200 30 40 500 800 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

ozs{ (b)
2l e
020 2l 5
<] | B=
\©
015
R 8
o S
010 5
g
a
0,054 @
BaB
o oo

2,00 4,00 6.00 8.00 10,00 12.00 14,00 16,00

Figura A3.13 - Perfis cromatograficos da cebola (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes). (a) Aglcares: sacarose (t,=7,0 min), glucose (t=8,6 min) e frutose
(t=10,2 min). (b) Acidos: oxalico (t,=3,2 min), tartarico (t=3,8 min), latico (t=4,4 min), acético
(t=5,1 min), citrico (t,=6,2 min), malico (t,=7,5 min) e propiodnico (t,=9,8 min). Sendo NI — pico

nao identificado.
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Figura A3.14 - Perfis cromatograficos da cenoura (cromatogramas sobrepostos de trés
extrac6es independentes). (a) Aclcares: sacarose (t=7,1 min), glucose (t,=8,7 min) e frutose
(t=10,3 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min), tartarico (t=2,7 min), latico (t=3,1 min), acético
(t=3,5 min), citrico (t,=5,3 min), malico (t,=6,5 min) e propionico (t,=9,3 min). Sendo NI — pico

néo identificado.
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Figura A3.15 - Perfis cromatograficos da cereja (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes). (a) Agucares: glucose (t,=8,7 min) e frutose (t=10,3 min). (b)
Acidos: oxalico (t,=2,5 min), tartarico (t,=3,6 min), acético (t=3,9 min), citrico (t=5,4 min),

maélico (t=6,6 min) e propionico (t,=8,1 min). Sendo NI — pico n&o identificado.

o
160,00
140,00 (a)
120,00
100,00

60,00
40,00
20,00

%, Frutose

-20,00

100 200 300 400 S0 800 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

1 (b)

1,204

1,004

0,80

0,60+

3,925 Acético

0,404

Oxalico

0,20

313 Latico
959 Propidnico

0,00

2,00 4,00 .00 8.00 10,00 12,00 1300 1600

Figura A3.16 - Perfis cromatograficos do chuchu (cromatogramas sobrepostos de trés

extracdes independentes). (a) Aclcares: glucose (t,=8,6 min) e frutose (t,=10,3 min). (b)

Acidos: oxalico (t,=2,5 min), tartarico (t,=2,7 min), latico (t=3,6 min), acético (t=3,9 min),
citrico (t=5,7 min), malico (t=6,7 min) e propionico (t,=9,7 min).
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Figura A3.17 - Perfis cromatograficos dos coentros (cromatogramas sobrepostos de trés

extracOes independentes). (a) Aglcares: sacarose (t,=7,0 min) e frutose (t,=10,3 min). (b)

Acidos: oxalico (t,=2,7 min), tartarico (t,=3,5 min), acético (t=5,0 min), citrico (t=5,8 min),
maélico (t=7,0 min) e propionico (t,=9,5 min). Sendo NI — pico néo identificado.
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Figura A3.18 - Perfis cromatograficos da couve portuguesa (cromatogramas sobrepostos
de trés extragcbes independentes). (a) Aclcares: sacarose (t,=7,0 min) e frutose (t,=10,2 min).
(b) Acidos: oxalico (t=2,6 min), tartarico (t=2,8 min), latico (t=3,7 min), acético (t=4,3 min),
citrico (t,=5,3 min), malico (t=6,1 min) e propionico (t,=9,3 min). Sendo NI — pico ndo
identificado.
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Figura A3.19 - Perfis cromatogréaficos da curgete (cromatogramas sobrepostos de trés
extragBes independentes). (a) Aclcares: frutose (t=10,3 min). (b) Acidos: oxalico (=2,6
min), tartarico (t,=2,7 min), latico (t=3,6 min), acético (t,=5,2 min), citrico (t,=5,8 min), malico
(t=6,6 min) e propionico (,=9,4 min). Sendo NI — pico nao identificado.
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Figura A3.20 - Perfis cromatograficos do espinafre (cromatogramas sobrepostos de trés

extragdes independentes). (a) Aglcares. (b) Acidos: oxalico (t,=2,5 min), tartarico (t,=2,7

min), acético (t,=5,2 min), citrico (t,=5,4 min), malico (t,=7,2 min) e propionico (t,=9,4 min).
Sendo NI - pico néo identificado.
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Figura A3.21 - Perfis cromatograficos da laranja (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes). (a) AgUcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,7 min), frutose
(t=10,3 min), manitol (t=12,5 min) e sorbitol (t,=14,0 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min),
tartarico (t,=3,0 min), latico (t=3,6 min), ascorbico (t=4,5 min), acético (t=4,0 min), citrico
(t=5,7 min), malico (t=8,7 min) e propidnico (,=9,2 min). sendo NI — pico nao identificado.
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Figura A3.22 - Perfis cromatograficos do limao (cromatogramas sobrepostos de trés

extrac6es independentes). (a) Aclcares: sacarose (t=7,0 min), glucose (t,=8,6 min) e frutose

(t=10,2 min). (b) Acidos: oxalico (t,=2,6 min), tartarico (t=3,0 min), latico (t=3,6 min),
ascorbico (t,=4,5 min), acético (t,=4,0 min), citrico (t,=5,8 min) e mélico (t,=8,8 min).
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Figura A3.23 - Perfis cromatogréaficos da maca alcobaga (cromatogramas sobrepostos de
trés extracdes independentes). (a) AgUcares: sacarose (t,=7,0 min), glucose (t=8,7 min),
frutose (=10,3 min) e sorbitol (t,=14,0 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min), tartarico (t=2,7
min), latico (t,=3,0 min), acético (t=3,7 min), citrico (t=5,2 min), malico (t=7,0 min) e
propiénico (t,=9,3 min).

(@)

12,140 Manitol

2
S

1367

13867

2,504
2,004
1 -
2 S0
1,004

0,50

Oxalico

0

artarico

185 Tarta
4,104 Latico

550

- 4 977 acético

T5,575 Citrico

800 1000 10 12m

7 uaiico

1300 1400

0,00

pAY

g
:

[

2,00

r
4,00

6,00

8,00 10,00

12,00

14,00 16,00

Figura A3.24 - Perfis cromatogréaficos do manjericdo (cromatogramas sobrepostos de trés
extragbes independentes). (a) Aglicares: manitol (t=12,1 min). (b) Acido: oxalico (t,=2,5 min),
tartarico (t,=3,2 min), latico (t=4,1 min), acético (t,=4,9 min), citrico (t=5,6 min) e malico

(t=7,1 min). sendo NI - pico ndo identificado.
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Figura A3.25 - Perfis cromatogréaficos da melancia (cromatogramas sobrepostos de trés
extracBes independentes). (a) Agucares: glucose (t,=8,6 min) e frutose (t=10,3 min). (b)
Acido: oxalico (t,=3,0 min),.tartarico (t=3,3 min), latico (t=4,1 min), acético (t=4,6 min), citrico
(t=6,0 min) e malico (t,=8,0 min).
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Figura A3.26 - Perfis cromatograficos da néspera (cromatogramas sobrepostos de trés
extracdes independentes). (a) A¢lcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,7 min), frutose
(t=10,3 min) e sorbitol (t=14,3 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min), tartarico (t=2,7 min),
latico (t,=2,9 min), acético (t,=3,0 min), citrico (t,=5,0 min), mélico (t,=5,9 min) e propidnico
(t=9,9 min). sendo NI — pico nao identificado.
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Figura A3.27 - Perfis cromatogréaficos da pera rocha (cromatogramas sobrepostos de trés
extracdes independentes). (a) Agucares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,7 min), frutose
(t=10,3 min), manitol (t=12,3 min) e sorbitol (t=14,4 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min),
tartarico (t,=2,7 min), latico (t,=3,7 min), acético (t,=4,0 min), citrico (t,=5,3 min), malico (t=7,0

min) e propiénico (t,=9,3 min); sendo NI — pico ndo identificado.
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Figura A3.28 - Perfis cromatograficos do péssego (cromatogramas sobrepostos de trés
extracdes independentes). (a) A¢lcares: sacarose (t,=7,1 min), glucose (t,=8,7 min), frutose
(t=10,3 min) e sorbitol (t=14,3 min). (b) Acidos: oxalico (t=2,5 min), tartarico (t=3,0 min),
latico (t=3,8 min), acético (t,=4,0 min), citrico (t=6,0 min), malico (t=7,1 min) e propidnico
(t=9,4 min). sendo NI — pico néo identificado.

161



PERFIL E QUANTIFICAGAO DE AGUCARES E ACIDOS ORGANICOS EM HORTOFRUTICOLAS POR HPLC

250,00
(a)
20000
150,00
>
=z
100,00 -
2 2
- 2 a8
m S T
2 ®oe 3 o
N . AN
- B ~ Er—
100 200 300 400 S0 800 780 800 800 1000 100 1200 1300 1400 1500
Mirutes
2504 (D) 18
-
-G
=
2,004 ﬁ
o
o 2
L [y
= -G
ot o o
<C o O o
2 8 o
g gs S
§ 88 7 =
w ~ b
AT i
pavay faY B 55 =
T T T T T T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Figura A3.29 - Perfis cromatograficos da salsa (cromatogramas sobrepostos de trés
extracOes independentes). (a) Aglcares: frutose (t,=10,3 min) e manitol (t,=12,3 min). (b)
Acidos: oxalico (t=2,6 min), tartarico (t=2,7 min), latico (t=3,8 min), acético (t.=5,3 min),

citrico (t=7,0 min), malico (t=7,6 min) e propionico (t,=9,4 min). sendo NI — pico ndo

identificado.
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Figura A3.30 - Perfis cromatograficos do tomate (cromatogramas sobrepostos de trés
extracdes independentes). (a) Aclcares: glucose (t,=8,6 min) e frutose (t,=10,3 min). (b)
Acidos: oxalico (t,=3,3 min), tartarico (t=4,1 min), latico (t=4,5 min), acético (t=5,1 min),
citrico (t,=5,9 min), malico (t,=7,6 min) e propiénico (t=9,5 min). sendo NI — pico ndo
identificado.
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Anexo 4 - Folha de célculo do teste da homogeneidade das variancias

A4.1. Acucares

Tabela A4.1.1 - Homogeneidade das variancias (exemplo para a sacarose) e célculo do PG.

Sacarose | Conc. Sinal (vij= Area do pico i; ensaio j)
| xi (g/L) | ensaio 1 ensaio2 ensaio3 ensaio4 ensaio5 ensaio6 ensaio7 ensaic8 ensaic9 ensaio 10
1 1,00 | 1724205 1725600 1727962 1734255 1741234 1747598 1747844 1758103 1767454 1506283
2
3
4
5
6 30,03 | 44918766 45273353 45336346 44987783 44989471 45194417 45210274 45247095 45298710 45302280
Média de y;= 1718053,8 Média de ys= 45176849,5
Desvio padréo y;= 75751,3 Desvio padréo ys= 151111,24
CV% y;= 4,41 CV% Y= 0,33
Variancia y;= 5738251229 Variancia yg= 22834606889
2
2 Sto 2 2
N Vi = —
2_ 2 |yi,j - yi| i s? > S10>S
sf=_" 4 1 1
n; - 1
N 2
=Yy Si
=4 PG=— se S$>S$O
! 10

F(n10-1, n10-1, 99%) = 9+39

Variancia yg > Variancia y,
PG = 3.979 PG<F OK
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Tabela A4.1.2 - Sinal (area do pico) das 10 réplicas relativas as concentracdes extremas da
gama de trabalho em estudo e respetiva variancia (S?).

Sinal (Area do pico)
Sacarose Glucose Frutose Sorbitol

N | 1,009/  30,03g/L | 1,00g/L  30,12g/L | 1,00gL  300lgL | 1,00gL 30,04 g/L

1 1724205 45273353 1684132 41150341 1718014 46976175 184173 40697481
2 1725600 45336346 1687909 41872724 1738570 46801372 1783832 40795744
3 1727962 44918766 1688500 41389437 1751675 46864109 1789358 42336912
4 1734255 44987783 1713659 41492394 1773679 46621524 1850116 43167150
5 1741234 44999471 1716859 41082304 1774797 46725897 1857607 43269906
6 1747598 45194417 1728544 41548880 1786239 47787924 1859196 43305390
7 1747844 45210274 1745834 42363488 1788229 47959922 1880436 43426518
8 1758103 45247095 1201859 42475574 1797469 47098493 1887502 43727708

9 1767454 45298710 1203551 42511426 1977479 46982604 1920754 44400533

10 1506283 45302280 1204347 41624184 1220948 47054759 2000614 43455287

S?  5,74x10° 2,28x10"° | 6,01x10"°  2,84x10" | 3,73x10™  1,95x10'" | 2,88x10"  1,50x10%
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A4.2. Acidos organicos

Tabela A4.2.1 - Homogeneidade das variancias (exemplo para o acido citrico) e calculo do

PG.
Citrico | Conc. Sinal (yij= Area do pico i; ensaio j)
| xi (g/L) | ensaio 1 | ensaio 2 | ensaio 3 | ensaio 4 | ensaio 5 ‘ ensaio 6 | ensaio 7 | ensaio 8 ’ ensaio 9 | ensaio 10
1 101
2 | 202 |463862,3 | 467687,8 | 4635655 | 4648055 | 4103525 | 4110635 | 4161975 | 420334,5 | 478754,5| 4110965
3
4
5
6 | 4035 |10090145] 9866958 | 10056261 | 10046781 | 9990126 | 9981321 | 1,00E+07 | 9921546 | 9964561 | 10021431
Média de y,= 440772 Média de ys= 9993628
Desvio padrao y,= 28882 Desvio padréo ye= 65911,37
CV% y,= 6,6 CV% ye= 0,7
Variancia y,= 834179947 Variancia ys= 4344308114
2
_ 12 _ Sio 2 2
, ZjN |yij_yi| PG = — se S0 >S;
Si =t 2 1 i
n; - 1
PN =1 Yij s?
y= "4 PG= —- se S2>g2
i . 2 i 10
n; Sto
Fn10-1, n10-1, 99%) = 2,35
Variancia ys > Variancia y,
PG =5,21 PG<F OK (para o segundo
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Tabela A4.2.2 - Sinal obtido (areas) das 10 réplicas referentes as concentragées do
primeiro/segundo e Ultimo padrdo da gama de trabalho em estudo e respetiva variancia (S).

Sinal (Area do pico)

Oxalico Tartarico Latico
N 5,43 mg/L 217 mg/L 101 mg/L 4047 mg/L 242 mg/L 4035 mg/L
1 195154 4172536 593203 15962099 1724205 44918766
2 179301 4207271 557208 15763427 1725600 45273353
3 159678 4126578 546136 15862942 1727962 45336346
4 175514 4167468 558666 15862234 1734255 44987783
5 192972 4149753 594606 15862984 1741234 44999471
6 191780 4193313 540746 15863211 1747598 45194417
7 226786 4213918 592866 15862249 1747844 45210274
8 159610 4283958 559836 15862464 1758103 45247095
9 173994 4103588 561676 15862429 1767454 45298710
10 225240 4242413 546341 15862369 1506283 45302280
s’ 5,57x10° 2,91x10° 4,31x10° 2,19x10° 5,74x10° 2,28x10"
Sinal (Area do pico)
Ascorbico Acético Citrico
N 63 mg/L 1878 mg/L 202 mg/L 4037 mg/L 202 mg/L 4035 mg/L
1 7401623 70887817 1724205 44918766 463862 10090145
2 7426829 69378574 1725600 45273353 467688 9866958
3 7242418 70133656 1727962 45336346 463566 10056261
4 7659984 70133370 1734255 44987783 464806 10046781
5 7467541 70133109 1741234 44999471 410353 9990126
6 7528300 70132719 1747598 45194417 411064 9981321
7 7598501 70133310 1747844 45210274 416198 9997146
8 7200936 70133370 1758103 45247095 420335 9921546
9 7409081 70133070 1767454 45298710 478755 9964561
10 7632691 70133578 1506283 45302280 411097 10021431
s? 2,39x10"° 1,27x10™ 5,74 x10° 2,28x10"° 8,34x10° 4,34x10°
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Sinal (Area do pico)

Malico Propiénico
N 101 mg/L 4027 mg/L 101 mg/L 4049 mg/L
1 567989 16980850 150720 4744243
2 569942 16955128 154860 4739287
3 637745 17084759 145546 4750743
4 632309 16898309 152111 4726308
5 587885 16980524 156642 4751823
6 553125 17042689 156378 4736126
7 600145 16905409 148910 4733592
8 597405 17025154 147200 4727468
9 607845 17034354 158515 4745714
10 580245 17058949 159111 4759963
s’ 7,52x10° 4,03x10° 2,31x10’ 1,20x10°
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Anexo 5 - Folha de célculo para o teste de linearidade (Teste de
Mandel)

A5.1. Acucares

Tabela A5.1 - Teste de linearidade de Mandel para a sacarose.

| Xi Vi yi linear yi polinomial Ajuste linear Ajuste polinomial
(Sacarose) (g/L)  (UA) ;-9 ;-9
1 1,00 1688682 13494150 1454736,4 1,15x10" 5,47x10"
2 1,00 1724205 13494150 14547364 1,40x10™ 7,26x10"°
3 1,00 1725600 1349415,0 1454736,4 1,42x10" 7,34x10"
4 500 7784015 53528650  5485987,7 5,91x10" 5,28x10"
5 500 8238409 53528650 54859877 8,33x10" 7,58x10"
6 500 8310764 53528650 54859877 8,75x10" 7,98x10"
7 10,00 14603432 103570650  10577064,7 1,80x10" 1,62x10"
8 20,02 29716664 20365565,0 20933074,7 8,74x10" 7,72x10"
9 20,02 29716664 203655650 209330747 8,74x10" 7,72x10"
10 25,02 37891435 253698650 26198010,1 1,57x10" 1,37x10"
11 30,02 44918766 303740650  31520758,0 2,12x10™ 1,79x10™
N 11 Z(yi -9)?  5,85x10" 5,08x10"
Desvio padréo residual
Ajuste linear
, SN (y _yi)z Syix = 7646168,2
Sy = —N.2
Ajuste polinomial
jm S,, = 75114294
Se= T N3
Diferenca das variancias
DS? = (N-2).8j - (N-3).S% DS?=7,68x10"
Teste PG
PG=D—§2 PG =1,362
y2
F1. N3, 99%)= 11,259 (Valor tabelado)

PG<F OK O ajuste polinomial ndo é significativamente melhor que o linear.
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A5.2. Acidos organicos

Tabela A5.2 - Teste de linearidade de Mandel para o acido citrico.

i X; Vi ¥; linear ¥; polinomial Ajuste linear Ajuste polinomial
(Citrico) ~ (mg/L)  (UA) ;- 9)° ;-9
1 201,75 463862  331299,6  432113,142 1,76x10"° 1,01x10°
2 201,75 467688  331299,6  432113,142 1,86x10"° 1,27x10°
3 403,50 673036 8311955 849992268 2,50x10"° 3,13x10"
4 40350 673452 8311955  849992,268 2,49x10" 3,12x10"
5 1008,75 1956522  2330883,3  2166149,55 1,40x10™ 4,39x10"
6 1008,75 2006320 2330883,3  2166149,55 1,05x10" 2,55x10"°
7 2017,50 4732619  4830362,8  4568144,7 9,55x10° 2,71x10"
8 2017,50 4759527  4830362,8  4568144,7 5,02x10° 3,66x10"
9 4035,00 10090145 9829322,0 101536338 6,80x10"° 4,03x10°
N 9 Z(yi —9)2  3.22x10M 1,55x10™

Desvio padréo residual

Ajuste linear

’ N2 S,/ = 214405,2
S.. = ZiN=1 (yi 'yi) yx
yix — N-2

Ajuste polinomial

N2 S,  =160469,1
S, = Z|N= 1(yi - yi) Y2
2= N-3

Diferenca das variancias

DS? = (N-2).8j - (N-3).S% DS?=167x10""
Teste PG
DS?
PG= - PG = 6,496
Syo
F1,N-3,00%) = 13,745 (Valor tabelado)

PG<F OK O ajuste polinomial ndo é significativamente melhor que o linear.
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Anexo 6 - Folha de célculo da repetibilidade e preciséo intermédia

Férmulas e dados:

AcuUcares Acidos organicos
Vextracao = 100mL Vextracao = 23mL

Mamostra = 39 Mamostra = 3¢

Teor (mg/mL) = Aer_b Teor (ug/mL) = ArL_b

100 X teor (ug/mL) X Viaz, (ML)

100 x teor (mg/mL) X Vpazo (ML)  Teor (mg/100g) =
1000 X mamostra (g)

1000 x Mamostra (g)

Teor (g/100g) =
Coeficiente de variacdo de repetibilidade:

Sri
CV, (%) =100 =
Desvio padréo absoluto da repetibilidade:

n
1 \2
Sy = —n_12(yk-y)

k=1

Coeficiente de variacdo da precisédo intermédia:
_ Sri
CVR (%)=100 3

Desvio padréo absoluto da precisao:

n
1 \2
Sri = m;(yk'ﬂ
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AG6.1. Acucares

Tabela A6.1.1 - Resultados obtidos do célculo da repetibilidade nos acUcares, padrdo misto

10 g/L, N=6.
Data/hora Analito Area b m c Teor
(UA) (UA) (UA/g/L) (g/L) (9/100g)
Sacarose 13963151 270178,9 1492932,9 9,2 30,6
2019-09-15 Glucose 14458772 318717,5 1384249,5 10,2 34,0
5:00h Frutose 15299995 5733,8 1543004,6 9,9 33,0
Sorbitol 14503726 50709,5 1424985,9 10,1 33,8
Sacarose 13231803 270178,9 1492932,9 8,7 28,9
2019-09-15 Glucose 13079285 318717,5 1384249,5 9,2 30,7
15:00h Frutose 14116312 5733,8 1543004,6 9,1 30,5
Sorbitol 13478273 50709,5 1424985,9 9,4 31,4
Sacarose 13963151 270178,9 1492932,9 9,2 30,6
2019-09-15 Glucose 14458772 318717,5 1384249,5 10,2 34,0
14:00h Frutose 15299995 5733,8 1543004,6 9,9 33,0
Sorbitol 14400726 50709,5 1424985,9 10,1 33,6
Sacarose 13963172 270178,9 1492932,9 9,2 30,6
2019-09-15 Glucose 14458790 318717,5 1384249,5 10,2 34,0
16:00h Frutose 15300015 5733,8 1543004,6 9,9 33,0
Sorbitol 14400751 50709,5 1424985,9 10,1 33,6
Sacarose 13963160 270178,9 1492932,9 9,2 30,6
2019-09-15 Glucose 14458782 318717,5 1384249,5 10,2 34,0
17:00h Frutose 15299990 5733,8 1543004,6 9,9 33,0
Sorbitol 14103729 50709,5 1424985,9 9,9 32,9
Sacarose 13963181 270178,9 1492932,9 9,2 30,6
2019-09-15 Glucose 14458800 318717,5 1384249,5 10,2 34,0
18:00h Frutose 15300010 5733,8 1543004,6 9,9 33,0
Sorbitol 14003754 50709,5 1424985,9 9,8 32,6
Resultados Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
S:i (9/1009) 0,7 1,4 1,0 0,9
S’ (9/100g)? 0,4 1,8 1,1 0,8
Média (g/100g) 30,3 33,5 32,6 33,0
CVr (%) 2,2 4,0 3,2 2,7
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Tabela A6.1.2 - Resultados obtidos do célculo da repetibilidade nos aglcares, padrdo misto
30 g/L, N=6.

Data/hora Analito A b m c Teor
(UA) (UA) (UA/g/L) (g/L) (9/100g)
Sacarose 46910618 270178,9 1492932,9 31,2 104,1
2019-09-15 Glucose 43724184 318717,5 1384249,5 31,4 104,5
18:41h Frutose 48572404 5733,8 1543004,6 31,5 104,9
Sorbitol 43426518 50709,5 1424985,9 30,4 101,5
Sacarose 50287939 270178,9 1492932,9 33,5 111,7
2019-09-15 Glucose 46026712 318717,5 1384249,5 33,0 110,1
00:51h Frutose 50080469 5733,8 1543004,6 32,5 108,2
Sorbitol 47455287 50709,5 1424985,9 33,3 110,9
Sacarose 45210274 270178,9 1492932,9 30,1 100,3
2019-09-15 Glucose 42511426 318717,5 1384249,5 30,5 101,6
15:23h Frutose 47789925 5733,8 1543004,6 30,9 103,2
Sorbitol 43167150 50709,5 1424985,9 30,3 100,9
Sacarose 44987783 270178,9 1492932,9 29,9 99,8
2019-09-15 Glucose 42475574 318717,5 1384249,5 30,5 101,5
15:42h Frutose 45459625 5733,8 1543004,6 29,5 98,2
Sorbitol 43305390 50709,5 1424985,9 30,4 101,2
Sacarose 45298710 270178,9 1492932,9 30,2 100,5
2019-09-15 Glucose 41548880 318717,5 1384249,5 29,8 99,3
16:01h Frutose 45685465 5733,8 1543004,6 29,6 98,7
Sorbitol 43727708 50709,5 1424985,9 30,7 102,2
Sacarose 44999471 270178,9 1492932,9 29,9 99,9
2019-09-15 Glucose 42363488 318717,5 1384249,5 30,4 101,2
16:20h Frutose 46826710 5733,8 1543004,6 30,3 101,1
Sorbitol 43269906 50709,5 1424985,9 30,3 101,1
Resultados Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
Sii (9/100g) 4,7 3,8 3,8 3,9
S, (g/100g)* 21,8 14,7 14,7 15,4
Média (g/100g) 102,7 103,0 102,4 102,9
CVr (%) 4,5 3,7 3,7 3,8

172



ANEXOS

Tabela A6.1.3 - Resultados obtidos do calculo de precisdo intermédia nos agUcares, padrao
misto 10 g/L, N=6.

Data Analito A b m c Teor
(UA) (UA) (UA/g/L) (g/L) (g/100g)
sacarose 13963151 270178,9 1492932,9 9,17 30,6
glucose 14458772 318717,5 1384249,5 10,21 34,0
2019-09-15
frutose 15299995 5733,8 1543004,6 9,91 33,0
sorbitol 14203726 50709,5 1424985,9 9,93 33,1
sacarose 13231803 270178,9 1492932,9 8,68 28,9
glucose 13079285 318717,5 1384249,5 9,22 30,7
2019-09-24
frutose 14116312 5733,8 1543004,6 9,14 30,5
sorbitol 13288273 50709,5 1424985,9 9,29 31,0
sacarose 14603432 270178,9 1492932,9 9,60 32,0
glucose 13942225 318717,5 1384249,5 9,84 32,8
2019-09-30
frutose 15889321 5733,8 1543004,6 10,29 34,3
sorbitol 14094828 50709,5 1424985,9 9,86 32,9
sacarose 13963169 270178,9 1492932,9 9,17 30,6
glucose 14458899 318717,5 1384249,5 10,22 34,1
2019-09-14
frutose 15299989 5733,8 1543004,6 9,91 33,0
sorbitol 13503947 50709,5 1424985,9 9,4 31,5
sacarose 13231910 270178,9 1492932,9 8,68 28,9
glucose 13079398 3187175 1384249,5 9,22 30,7
2019-09-16
frutose 14116410 5733,8 1543004,6 9,14 30,5
sorhitol 13288400 50709,5 1424985,9 9,3 31,0
sacarose 13231829 270178,9 1492932,9 8,68 28,9
glucose 13079325 318717,5 1384249,5 9,22 30,7
2019-09-25
frutose 14116341 5733,8 1543004,6 9,14 30,5
sorbitol 13288318 50709,5 1424985,9 9,3 31,0
Resultados Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
Ski (g/100g) 1,3 1,7 1,7 1,0
Sri” (9/100g)* 1,6 2,7 2,9 1,0
média (g/100g) 30,0 32,2 32,0 31,7
CVg (%) 4.2 51 5,3 3,1
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Tabela A6.1.4 - Resultados obtidos do calculo de precisdo intermédia nos agUcares, padrao
misto 30 g/L, N=6.

Data’/hora Analito AR b m c Teor
(UA) (UA) (UA/g/L) (g/L) (9/100g)
Sacarose 44999471 270178,9 1492932,9 29,96 99,9
2019-09-15 Glucose 42363488 318717,5 1384249,5 30,37 101,2
16:20h Frutose 46826710 5733,8 1543004,6 30,34 101,1
Sorbitol 43269906 50709,5 1424985,9 30,33 101,12
Sacarose 45194417 270178,9 1492932,9 30,09 100,3
2019-09-18 Glucose 41082304 318717,5 1384249,5 29,45 98,2
12:09h Frutose 46621524 5733,8 1543004,6 30,21 100,7
Sorbitol 40795744 50709,5 1424985,9 28,59 95,3
Sacarose 45302280 270178,9 1492932,9 30,16 100,5
2019-09-30 Glucose 46207302 318717,5 1384249,5 33,15 110,5
14:50h Frutose 46643315 5733,8 1543004,6 30,23 100,8
Sorbitol 42336912 50709,5 1424985,9 29,67 98,9
Sacarose 44336346 270178,9 1492932,9 29,562 98,4
2019-09-22 Glucose 42363488 318717,5 13842495 30,37 101,2
19:28h Frutose 44037186 5733,8 1543004,6 28,54 95,1
Sorbitol 43167150 50709,5 1424985,9 30,26 100,9
Sacarose 44273353 270178,9 1492932,9 29,47 98,2
2019-09-24 Glucose 43207302 318717,5 1384249,5 30,98 103,3
20:34h Frutose 43752984 5733,8 1543004,6 28,35 94,5
Sorbitol 39697481 50709,5 1424985,9 27,82 92,7
Sacarose 39359944 270178,9 1492932,9 26,18 87,3
2019-09-29 Glucose 45911391 318717,5 13842495 32,94 109,8
17:32h Frutose 47163245 5733,8 1543004,6 30,56 101,9
Sorbitol 44400533 50709,5 1424985,9 31,12 103,7
Resultados Sacarose Glucose Frutose Sorbitol
Sri (9/100g) 51 5,0 33 4,1
Sri” (9/100g)? 25,7 25,1 10,8 16,6
Média (g/100g) 97,4 104,0 99,0 98,8
CVg (%) 5,2 438 3,3 41
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A6.2. Acidos organicos

Tabela A6.2.1 - Resultados obtidos do célculo da repetibilidade nos acidos organicos, padrao

misto O4, N=4.
Data/n® Analito Area b m C Teor
da injecéo (UA) (UA) (UA/Img/L)  (mg/L)  (mg/100g)
Oxalico 780480 11403,2 19011,6 40,5 31,0
Tartarico 3278353  -251344,9  3940,2 895,8 686,8
Latico 10996357 -887541,3 126412 940,1 720,7
2019-07-03  Ascorbico 38151767 56542350 35044,4 927,3 710,9
Inj.1 Acético 820989  -203895,0 1178,0 870,0 667,0
Citrico 1956522  -310662,3  2530,3 896,0 686,9
Malico 3307582 -373388,8 42450 867,1 664,8
Propiénico 903975 -99303,6 1190,5 8427 646,1
Oxélico 832166 11403,2 19011,6 43,2 331
Tartarico 3260549 -251344,9  3940,2 891,3 683,3
Latico 11142055 -887541,3 126412 951,6 729,6
2019-07-03  Ascorbico 38620807 56542350 35044,4 940,7 721,2
Inj. 2 Acético 839577  -203895,0  1178,0 885,8 679,1
Citrico 2006320 -310662,3  2530,3 915,7 702,0
Malico 3269479 -373388,8 42450 858,2 657,9
Propiénico 917842 -99303,6 1190,5 854,4 655,0
Oxélico 780480 11403,2 19011,6 40,5 31,0
Tartarico 3278353  -251344,9  3940,2 895,8 686,8
Latico 10996357 -887541,3 126412 940,1 720,7
2019-07-03  Ascorbico 38151768 56542350 35044,4 927,3 710,9
Inj. 3 Acético 820989  -203895,0  1178,0 870,0 667,0
Citrico 1956522  -310662,3  2530,3 896,0 686,9
Malico 3307582 -373388,8 42450 867,1 664,8
Propiénico 903975 -99303,6 1190,5 8427 646,1
Oxalico 832167 11403,2 19011,6 43,2 331
Tartarico 3260560 -251344,9  3940,2 891,3 683,3
Latico 11142057 -887541,3  12641,2 951,6 729,6
2019-07-03  Ascorbico 38620808 56542350 35044,4 940,7 721,2
Inj. 4 Acético 839578  -203895,0  1178,0 885,8 679,1
Citrico 2006321 -310662,3  2530,3 915,7 702,0
Malico 3269480 -373388,8 42450 858,2 657,9
Propiénico 917843 -99303,6 1190,5 854,4 655,0

Resultados (O4) Oxalico Tartarico Latico

Ascorbico Acético Citrico Malico Propidnico

S:i (mg/100g)

S,? (mg/100g)*
média (mg/100g)
CVr (%)

1,2
1,4

2,0 51
4,0 26,0

32,1 684,5 725,2

3,8

0,3 0,7

59
351
716,1
0,8

7,0
48,8
673,1

1,0

8,7 4,0
75,9 15,8
6945 661,44

1,3 0,6

5,2

26,6
650,5

0,8
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Tabela A6.2.2 - Valores para célculo da repetibilidade nos acidos orgéanicos, padrdo misto
06, N=6.

Data/n®  Analito Area b m © Teor
da injecéo (UA) (UA) (UA/mg/L) (mglL) (mg/1009)
Oxalico 4172536 11403,2 19011,6 218,9 167,8

Tartarico 15962099 -251344,9 3940,2 41149 3154,7

Latico 49674384  -887541,3 12641,2 3999,8 3066,5

2019-07-03 Ascorbico 69378574 -99303,6 1190,5 1818,4 1394,1
Inj. 1 Acético 4694540 5654235,0 35044,4 4158,3 3188,0
Citrico 10090145 -203895,0 1178,0 41105 31514

Malico 16980850 -310662,3 2530,3 4088,2 31343

Propiénico 4744243 -373388,8 4245,0 4068,4 3119,1

Oxélico 4207273 11403,2 19011,6 220,7 169,2

Tartarico 15763428 -251344,9 3940,2 4064,4 3116,1

Latico 50591729 -887541,3 12641,2 4072,3 31221

2019-07-03 ascorbico 70887817 -99303,6 1190,5 1861,5 1427,1
Inj. 2 Acético 4529870 5654235,0 35044,4 4018,5 3080,8
Citrico 9866960 -203895,0 1178,0 40223 3083,8

Malico 16955129 -310662,3 2530,3 4082,1 31296

Propiénico 4739288 -373388,8 4245,0 4064,2 31159

Oxalico 4172537 11403,2 19011,6 218,9 167,8

Tartarico 15962100 -251344,9 3940,2 4114,8 3154,7

Latico 49674385 -887541,3 12641,2 3999,8 3066,5

2019-07-03 Ascorbico 69378576 -99303,6 1190,5 1818,4 1394,1
Inj. 3 Acético 4694541 5654235,0 35044,4 4158,3 3188,0
Citrico 10090146 -203895,0 1178,0 41105 31514

Malico 16980851 -310662,3 2530,3 4088,2 31343

Propiénico 4744244 -373388,8 4245,0 4068,4 3119,1

Oxalico 4207271 11403,2 19011,6 220,7 169,2

Tartarico 15763427 -251344,9 3940,2 4064,4 3116,1

Latico 50591728 -887541,3 12641,2 4072,3 31221

2019-07-03 Ascérbico 70887818 -99303,6 1190,5 1861,4 1427,1
Inj. 4 Acético 4529869 5654235,0 35044,4 40185 3080,8
Citrico 9866958 -203895,0 1178,0 4022,3 3083,8

Malico 16955128 -310662,3 2530,3 4082,1 3129,6

Propidnico 4739287 -373388,8 4245,0 4064,2 3115,9

Resultados (O6) Oxalico Tartarico Latico Acético Citrico Malico Propidnico Ascérbico

S:i (Mg/100g) 0,8 22,3 321 639 390 2,7 1,8 19,1
Si2 (mg/100g)? 0,7 498,1 1031,8 38285 15243 7,2 3.4 363,4
média (mg/100g) 1685 31289 30943 31344 3117,6 31319  3117,5 1410,6
CVr (%) 0,5 0,7 1,0 2,0 1,3 0,1 0,1 1,4
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Tabela A6.2.3 - Resultados obtidos do calculo de precisdo intermédia nos acidos organicos,
padrdo misto O4, N=4.

Data/hora Analito Area b m ¢ Teor
(UA) (UA) (UA/mg/L) (mg/L) (mg/100g)

Oxalico 4549667 284690,3 65615,5 65,0 49,8

Tartarico 5789618 -327367,0 1726,7 35427 2716,1

Latico 2581322 132773,3 1726,7 1418,1 1087,2
24/06/2019 Ascorbico 16561398  -3718409,0 19104,6 1061,5 813,8
19:44h Acético 5687189 -1121095,4 6789,0 1002,8 768,8
Citrico 1837678 70818,1 1258,7 1403,7 1076,2

Malico 3068402 141791,4 2302,1 1271,3 974,6

Propiénico 1499210 54088,3 1034,9 1396,4 1070,6

Oxalico 4844611 284690,3 65615,5 69,5 533

Tartarico 5318379 -327367,0 1726,7 3269,8 2506.8

Latico 2525919 132773,3 1726,7 1386,0 1062,6
21/06/2019 Ascorbico 16812280 -3718409,0 19104,6 1074,7 823,9
22:20h Acético 6200519 -1121095,4 6789,0 1078,5 826,8
Citrico 1821603 70818,1 1258,7 1391,0 1066,4

Malico 3085260 141791,4 2302,1 1278,6 980,3

Propiénico 1470547 54088,3 1034,9 1368,7 1049,3

Oxalico 4549667 284690,3 65615,5 65,0 49,8

Tartarico 5789618 -327367,0 1726,7 35427 2716,1

Latico 2581322 132773,3 1726,7 14181 1087,2
25/06/2019 Ascorbico 15612270  -3718409,0 19104,6 1011,8 775,7
00:00h Acético 5687189 -1121095,4 6789,0 1002,8 768,8
Citrico 1837678 70818,1 1258,7 1403,7 1076,2

Malico 3068402 141791,4 2302,1 1383,7 1060,9

Propiénico 1499210 54088,3 1034,9 1396,4 1070,6

Oxélico 4199283 284690,3 65615,5 59,7 45,7

Tartarico 4834997 -327367,0 1726,7 2989,8 22922

Latico 2387942 132773,3 1726,7 1306,1 1001,3
09/05/2019 Ascérbico 15561856  -3718409,0 19104,6 1009,2 773,7
20:02h Acético 820989 -1121095,4 6789,0 824,4 2496,5
Citrico 2052797 70818,1 1258,7 1574,7 1207,2

Malico 3809037 141791,4 2302,1 1314,2 1007,5

Propiénico 1602213 54088,3 1034,9 14959 11469

Resultados (0O4) Oxalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propiénico

Ski (9/100g) 3,1 202,7 40,5 25,8 827 67,3 431 42,9
Sri? (9/100g)? 95  41079,8 16424 666,8 446505 4530,0 1858,3 436555
Média (g/100g) 49,7  2557,8 10596  796,8 892,9 11065 1029,8  959,1
CVk (%) 6,2 7,9 3,8 3,2 9,3 6,1 42 45
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Tabela A6.2.4 - Resultados obtidos do calculo de precisao intermédia nos acidos organicos,
padrdo misto O6, N=4.

. Area b m C Teor

Data/hora — Analito (UA) (UA) (UA/mg/L) (mglL) (mg/100g)
Oxalico 8744568 284690,3 65615,5 128,9 98,8

Tartarico 11676774  -327367,0 1726,7 6952,2 5330,1

Latico 5316441 132773,3 1726,7 3002,1 2301,6
24/06/2019 Ascorbico 49642584 -3718409,0 19104,6 2793,1 21414
19:44h Acético 20928250  -1121095,4 6789,0 32478 2490,0
Citrico 3908275 70818,1 1258,7 3048,8 2337,4

Malico 3003366 141791,4 2302,1 3204,8 1803,0

Propidnico 3323229 54088,3 1034,9 3158,9 24218

Oxalico 8930686 284690,3 65615,5 131,8 101,0

Tartarico 11219798  -327367,0 1726,7 6687,6 5127,1

Latico 5318620 132773,3 1726,7 3003,4 2302,6
21/06/2019  Ascérbico 45642987  -3718409,0 19104,6 2583,7 1980,9
21:00h  Acético 21965217  -1121095,4 6789,0 3400,5 2607,1
Citrico 3762409 70818,1 1258,7 2932,9 22486

Malico 5637269 141791,4 2302,1 2876,6 2205,4

Propidnico 3261540 54088,3 1034,9 3099,3 2376,1

Oxalico 8744568 284690,3 65615,5 128,9 98,8

Tartarico 11676774  -327367,0 1726,7 6952,2 5330,1

Latico 5316441 132773,3 1726,7 3002,1 2301,6
25/06/2019 Ascorbico 46942588  -3718409,0 19104,6 2651,8 2033,0
00:00h Acético 20928250  -1121095,4 6789,0 3247,8 2490,0
Citrico 3908275 70818,1 1258,7 3048,8 2337,4

Malico 5555647 141791,4 2302,1 3006,3 2304,9

Propiénico 3323229 54088,3 1034,9 3158,9 2421,8

Oxalico 8403191 284690,3 65615,5 123,7 94,9

Tartarico 11119808  -327367,0 1726,7 6629,7 4791,7

Latico 5017211 132773,3 1726,7 2828,8 2168,8
09/05/2019 Ascorbico 47642589  -3718409,0 19104,6 2688,4 2061,1
20:02h Acético 44258085  -1121095,4 6789,0 6684,2 5124,6
Citrico 4147526 70818,1 1258,7 3238,9 2483,1

Malico 3464348 141791,4 2302,1 3178,3 2199,3

Propidnico 3401106 54088,3 1034,9 3234,1 2479,5

Resultados Oxalico Tartarico Latico Ascorbico Acético Citrico Malico Propionico

Sri (9/100g) 2,6 131,2 66,6 67,0 59,8 97,2 1182 42,4
Sri? (g/100g)? 6,6  17219,2 44348 44909 35735 94406 13967,4 127387,4
média (g/100g) 98,4  5217,5 2268,7 2054,1  2517,5 23516 2351,0  2584,7
CVk (%) 2,6 2,5 2,9 33 2,4 41 5,0 1,6
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Anexo 7 - Folha de célculo do teor de analito e taxa de recuperacéo

Férmulas usadas

Area-b
m

analito™

00. Canalito (g/L) . Vbaléo

1
Teor (g/100g)= Moroors 1000
amostra -

n
1 2
S= n_1kZ1(yk_y)

SE= S
Vn

S
o) = _
CV (%) =100 Teor

(Ctortificada~ Crmatriz)

Taxa de Recuperagao(%) = 100

Cadicionada
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A7.1. Acucares

Folha de célculo dos teores obtidos a partir dos dados dos cromatogramas
exemplo para a amostra de cenoura.

Tabela A7.1.1 - Resultados obtidos dos cromatogramas e calculo dos teores.

Amostra/injegdo .. tr Area b m C  Mamoswa  Teor C média r;‘r::iro
Data (min)  (UA) (UA)  (uamgn) (g/t)  (9)  (g/100g) (/V)
(8/100g)
Sacarose 7,01 1999986 270179 1492933 1,16 3,0655 3,8
CenouraEl 1 Glucose 8,57 740230 318718 1384249 0,30 3,0655 1,0
25/09/2019  Frutose 10,17 572660 5734 1543005 0,37 3,0655 1,2 10 33
Sorbitol 13,67 24070 50709 1424986 0  3,0655 0 03 08
Sacarose 7,10 1595417 270179 1492933 0,89 3,0655 2,9 0,4 13
CenouraE1 1 Glucose 866 599011 318718 1384249 0,20 3,0655 0,7 0,0 0,1
20/09/2019  Frutose 10,33 709125 5734 1543005 0,46 3,0655 1,5
Sorbitol 14,22 138527 50709 1424986 0,06 3,0655 0,2
Sacarose 7,09 1624571 270179 1492933 0,91 3,0866 2,9
CenouraE1l 3 Glucose 8,67 669428 318718 1384249 0,25 3,0866 0,8
15/09/2019  Frutose 10,30 619788 5734 1543005 0,40 3,0866 1,3 0.9 20
Sorbitol 13,89 61848 50709 1424986 0,01 3,0866 0,0 03 08
Sacarose 7,09 1665636 270179 1492933 0,93 3,0866 3,0 0,4 13
CenouraE1 3 Glucose 8,67 654509 318718 1384249 0,24 3,0866 0,8 0,0 0,0
15/09/2019  Frutose 10,30 608663 5734 1543005 0,39 3,0866 1,3
Sorbitol 13,88 63976 50709 1424986 0,01 3,0866 0,0
Sacarose 7,09 1756934 270179 1492933 1,00 3,0036 3,3
CenouraE2 1 Glucose 8,66 732694 318718 1384249 0,30 3,0036 1,0
15/09/2019  Frutose 10,30 666839 5734 1543005 0,43 3,0036 1,4 10 33
Sorbitol 13,78 59129 50709 1424986 0,01 3,0036 0,0 03 10
Sacarose 7,09 1712502 270179 1492933 0,97 3,0036 3,2 0,4 1,4
CenouraE2 1 Glucose 8,66 728996 318718 1384249 0,30 3,0036 1,0 0,0 0,0
15/09/2019  Frutose 10,30 650191 5734 1543005 0,42 3,0036 1,4
Sorbitol 13,78 52898 50709 1424986 0,00 3,0036 0,0
Sacarose 7,01 2120604 270179 1492933 1,24 3,0977 4,0
CenouraE3 3 Glucose 8,56 1087403 318718 1384249 0,56 3,0977 1,8
25/00/2019  Frutose 10,18 1149849 5734 1543005 0,74 3,0977 2,4 12 40
Sorbitol 14,07 163899 50709 1424986 0,08 3,0977 0,3 0.6 18
Sacarose 7,01 2099006 270179 1492933 1,22 3,0977 4,0 0,7 2,4
CenouraE3 3 Glucose 8,56 1106810 318716 1384249 0,57 3,0977 1,8 03 03
25/09/2019  Frutose 10,18 1108996 5734 1543005 0,72 3,0977 2,3
Sorbitol 14,07 907255 50709 1424986 0,60 3,0977 1,9
Sacarose 7,02 2518316 270179 1492933 1,51 3,0490 4,9
CenouraE3 4 Glucose 8,58 1294604 318718 1384249 0,70 3,0490 2,3
23/09/2019  Frutose 10,19 1110112 5734 1543005 0,72 3,0490 2,3 15 43
Sorbitol 13,62 1139630 50709 1424986 0,76 3,0490 2,5 07 23
Sacarose 7,03 2353862 270179 1492933 1,40 3,0490 4,6 0,7 2,6
CenouraE3 4 Glucose 8,59 1284162 318718 1384249 0,70 3,0490 2,3 0.4 13
23/09/2019 Frutose 10,20 1163719 5734 1543005 0,75 3,0490 2,5
Sorbitol 14,21 116241 50709 1424986 0,05 3,0490 0,2
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Tabela A7.1.2 - Resultados do teor de aguUcares na cenoura (média de 3 extracdes
independentes) em g/L.

Analito Teor (g/L) S (g/L) SE (g/L) CV (%)
Sacarose 0,98 0,10 0,06 10
Glucose 0,27 0,04 0,02 15
Frutose 0,41 0,03 0,02 8
Sorbitol 0,02 0,02 0,01 145

Tabela A7.1.3 - Resultados do teor de aclUcares na cenoura (média de 3 extracbes
independentes) em g/100g.

Analito Teor (g/100g) S (g/1009) SE (g/100g) CV (%)
Sacarose 3,06 0,19 0,11 6
Glucose 0,87 0,10 0,06 12
Frutose 1,34 0,07 0,04 5
Sorbitol 0,04 0,03 0,02 69

Folha de calculo das taxas de recuperacdo de acgUcares, exemplo para amostra
de maca

Tabela A7.1.4 - Concentragdo adicionada as amostras de maga.

Extracdes E3_3 Extracdes E3_4
Analito Crortificada Cadicionada Crortificada Cadicionada Chmatriz
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Sacarose 0,75 0,3 0,90 0,5 0,48
Glucose 0,65 0,3 0,85 0,5 0,34
Frutose 1,94 0,3 2,21 0,5 1,66
Sorbitol 0,46 0,3 0,53 0,5 0,14

Tabela A7.1.5 - Taxa de recuperacgéo para a amostra de maca.

. TR (E3_3) TR (E3_4) TR média
Analito
(%) (%) (%)
Sacarose 92 85 89
Glucose 104 103 104
Frutose 95 111 103
Sorbitol 106 77 91
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A7.2. Acidos organicos

Folha de calculo dos teores obtidos a partir dos dados dos cromatogramas
exemplo para a amostra de laranja.

Tabela A7.2.1 - Resultados obtidos dos cromatogramas e célculo dos teores.

Amostra/lnjecao Analito tr Area b m C Mamostra Teor
Data (min) (UA) (UA) (UA/mgl/L) (mg/L) (9) (mg/100g)

Oxalico 2,52 3252321 11403,2 19011,6 170,5 3,0574 128,2

Tartarico 2,68 1013611 -251344,9 3940,2 321,0 3,0574 2415

Latico 3,62 907312 -887541,3 126412 142,0 3,0574 106,8

Laranja E1.2 Ascorbico 4,26 8898970 5654235,0 35044,4 92,6 3,0574 69,7
Acético 3,95 173669 -203895,0 1178,0 320,5 3,0574 241,1

Citrico 4,98 2605423 -310662,3  2530,3 1152,5 3,0574 867,0

Mélico 5,56 775336 -373388,8  4245,0 270,6 3,0574 203,6

Propiénico 7,17 34031 -99303,6 1190,5 112,0 3,0574 84,3

Oxdlico 2,52 2246980 11403,2 19011,6 117,6 3,0845 87,7

Tartarico 2,67 905561 -251344,9  3940,2 293,6 3,0845 219,0

Latico 3,68 1370341 -887541,3 126412 178,6 3,0845 133,2

Laranja E2.2 Ascorbico 4,01 9078228 5654235,0 35044,4 97,7 3,0845 73,0
Acético 4,00 515063 -203895,0 1178,0 610,3 3,0845 455,1

Citrico 5,65 3056186 -310662,3  2530,3 1330,6 3,0845 992,2

Mélico 6,56 307013 -373388,8 4245, 160,3 3,0845 119,5

Propi6énico 7,23 87951 -99303,6 1190,5 157,3 3,0845 117,3

Oxdlico 2,52 1502017 11403,2 19011,6 78,4 3,0202 59,7

Tartarico 2,69 1159085 -251344,9 3940,2 358,0 3,0202 272,6

Latico 2,94 1062608 -887541,3 12641,2 154,3 3,0202 117,5

Ascorbico 4,01 8781939 5654235,0 35044,4 89,25 3,0202 67,97

Laranja E2-3 Acético 3,57 500733 -203895,0 1178,0 598,2 3,0202 455,5
Citrico 4,00 2683072 -310662,3 2530,3 1183,2 3,0202 901,0

Mélico 5,62 497961 -373388,8  4245,0 205,3 3,0202 156,3

Propiénico 6,55 82024 -99303,6 1190,5 152,3 3,0202 116,0

Oxalico 2,57 2396510 11403,2 19011,6 125,5 3,0119 95,8

Tartarico 2,71 1280796 -251344,9 3940,2 388,8 3,0119 296,9

Latico 3,07 1931960 -887541,3 12641,2 223,0 3,0119 170,3

Ascorbico 4,01 11291939 5654235,0 35044,4 160,9 3,0119 122,8

Laranja E3-1 Acético 3,88 1610650 -203895,0 1178,0 436,8 3,0119 333,6
Citrico 4,25 2683600 -310662,3 2530,3 1068,8 3,0119 816,1

Malico 5,90 3309174 -373388,8 4245,0 305,7 3,0119 2334

Propidnico 7,91 173602  -99303,6 1190,5 226,8 3,0119 173,2
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Amostra/lnjecao Analito tr Area b m C Mamostra Teor
Data (min) (UA) (UA) (UA/mg/L) (mg/L) (@0 (mg/100g)

Oxalico 2,58 2641846  11403,2 19011,6 138,4 3,0552 104,2

Tartarico 2,77 2150239 -251344,9  3940,2 609,5 3,0552 458,8

Latico 3,06 4428926 -887541,3 126412 420,6 3,0552 316,6

Ascorbico 4,25 13690731 5654235,0 35044,4 229,3 3,0552 172,6

Laranja E3-2 Acético 3,88 673169 -203895,0 1178,0 7445 3,0552 560,5
Citrico 4,25 3046925 -310662,3 2530,3 1327,0 3,0552 998,9

Malico 5,88 1632001 -373388,8 4245,0 472,4 3,0552 355,6

Propidnico 6,47 476225  -99303,6 1190,5 483,4 3,0552 363,9

Tabela A7.2.2 - Resultados do teor de &cidos orgénicos na laranja (média de 3 extracdes
independentes) em mg/L.

Analito (;eg‘;[) (mz i (mS;L) CV (%)
Oxalico 122,2 46,2 26,7 37,8
Tartarico 324,2 32,3 18,6 10,0
Latico 158,3 18,6 10,8 11,8
Ascorbico 93,2 4,26 2,46 4.5
Acético 365,8 8,6 5,0 2,4
Citrico 982,0 322,2 186,0 32,8
Malico 212,1 55,5 32,0 26,2
Propidnico 140,5 24,8 14,3 17,7

Tabela A7.2.3 - Resultados do teor de &cidos organicos na laranja (média de 3 extracbes
independentes) em g/100g.

Analito (m;flcz)rOg) (g/l?)Og) (g/f(I)EOg) CV (%)
Oxalico 91,9 34,5 19,9 37,5
Tartérico 2443 26,9 15,6 11,0
Latico 119,2 13,3 7,7 11,2
Ascorbico 70,2 2,5 1,4 3,6
Acético 383,9 123,7 71,4 32,2
Citrico 920,1 64,7 37,4 7,0
Malico 159,8 42,1 24,3 26,3
Propiénico 105,8 18,7 10,8 17,7
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Folha de calculo da taxa de recuperacao dos acidos orgéanicos:

Tabela A7.2.4 - Concentracdo adicionada as amostras de laranja.

Extracdes E3_1 Extracdes E3_2

Analito Crortificada Cadicionada 04 Cortificada Cadicionada 06 Chmatriz

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Oxalico 125,5 3 138,4 17 122,2
Tartérico 388,8 81 609,5 324 324,2
Latico 223,0 81 420,6 323 158,3
Ascorbico 160,9 72 229,3 150 93,2
Acético 436,8 81 7445 323 365,8
Citrico 1068,8 81 1327,0 323 982,0
Malico 305,7 81 472,4 322 212,1
Propidnico 226,8 74 483,4 324 140,5
Tabela A7.2.5 - Taxa de recuperagdo para a amostra de laranja.
.. TR (E3_1) TR (E3_2) TR média

(%) (%) (%)

Oxalico 96 93 95
Tartarico 80 88 84
Latico 80 81 81
Ascorbico 94 91 92
Acético 88 117 103
Citrico 107 107 107
Malico 116 81 99
Propiénico 116 106 111
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Anexo 8 - Graficos do perfil de analitos por grupo de hortifruticolas
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Figura A8.1 - Teores de aglcares (a) e acidos organicos (b) no grupo dos frutos horticolas,
valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de dete¢éo e quantifica¢éo, colunas sem
valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detecéo.
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Figura A8.2 - Teores de aclcares (a) e acidos organicos (b) no grupo dos frutos pomaides,
valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de detegéo e quantificagéo, colunas sem
valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detegéo.
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Figura A8.3 - Teores de aguUcares (a) e acidos organicos (b) no grupo dos frutos prunoides,
valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de dete¢éo e quantifica¢éo, colunas sem
valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detecéo.
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Figura A8.4 - Teores de agUcares (a) e acidos organicos (b) no grupo dos frutos citricos,
valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de detegéo e quantificagéo, colunas sem
valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detegéo.
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Figura A8.5 - Teores de agucares (a) e 4cidos organicos (b) no grupo dos frutos tropicais,
valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de detecéo e quantificacdo, colunas sem
valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detec¢éo.
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Figura A8.6 - Teores de aclcares (a) e acidos organicos (b) no grupo das raizes, bolbos e
tubérculos, valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de detegdo e quantificagédo,
colunas sem valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detec&o.
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Figura A8.7 - Teores de aguUcares (a) e acidos organicos (b) no grupo das hortalicas
folhosas, valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de dete¢do e quantificacéo,
colunas sem valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detecéo.
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Figura A8.8 - Teores de acUcares (a) e acidos organicos (b) no grupo das ervas aromaticas,
valores entre paréntesis encontram-se entre o limite de detecao e quantificacédo, colunas sem
valores correspondem a analitos identificados mas abaixo do limite de detecao.
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Anexo 9 - Intervalo dos teores de analitos por grupo de hortifruticolas

Tabela A9.1 - Analise da quantificagcdo de analitos em g/100g (agUcares) e mg/100g (acidos)

Aclcares Acidos organicos

Grupos Sac Glu Oxa  Tar Lat Asc Ace Cit Mal Pro
Erutos No 0 0 4 1 1 0 2 1 0 1
Horticolas Min 91 - - 395 - -

4) Max 729 755 196 438 674 335
Erutos N° 1 0 2 2 0 0 0 0 1 0
Pomoides Min - 41 245 -

@ Max 1,87 51 250 360
Frutos Ne 4 1 6 3 4 0 1 1 0 1
Prundides Min 1,82 - 33 257 181 - - -

(6) Max 6,45 4,14 | 141 440 241 520 488 227
Frutos Ne 1 0 2 1 0 2 2 2 1 1
Citricos Min - 49 - 70 384 820 - -

@) Max 3,58 92 244 119 720 920 475 252
Frutos Ne 1 0 3 2 1 0 1 1 2 2
Tropicais Min - 67 338 - - 336 240

®) Max 5,29 890 362 166 466 885 416 250
Raizes, No 3 0 6 4 2 0 3 4 3 2
Bolbos e Min 3,06 42 430 151 419 336 370 510
Tubércolos

®) Max 8,78 901 2787 245 710 1708 1158 1431

. No 0 0 4 3 0 0 2 2 1 4

Hortalicas
Folhosas Min 735 513 567 406 ; 217

(4) Méx 1792 616 796 454 485 663
Ervas No 0 0 3 3 2 0 3 3 1 3
aromaticas  Min 194 250 174 405 304 ; 356

@) Max 1863 825 208 804 865 760 433
Analito Sac Glu Oxa Tar Lat Asc  Ace Cit Mal Pro
Minimo 1,82 414 33 245 151 70 384 304 336 217
Maximo 878 4,14 | 1863 2787 245 119 804 1708 1158 1431

Ne - nmero de amostras quantificadas no grupo (teor> LQ); Aclcares (g/100g); Acidos organicos (mg/100g)
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