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RESUMO

Na presente dissertagcdo pretendeu-se estudar a aplicacdo de HPLC
usando a separacédo por exclusdo de tamanhos e dois detetores acoplados em
série (ultra-violeta e indice de refracdo) para analise de acidificantes e
antioxidantes (acido malico, citrico, tartarico, lactico, acético e ascorbico) e
acucares (glucose, frutose e sacarose) em sumos. Paralelamente aplicou-se
uma lingua eletrénica com o objetivo de verificar o seu desempenho na
classificacdo dos sumos usando dados semi-gquantitativos obtidos por HPLC.

O método HPLC utilizado foi validado, através do estudo da precisdo e
exatiddo, para garantir a qualidade dos dados analiticos. Os resultados obtidos
no estudo da precisdo com uma solucdo de controlo de qualidade mostraram
ser aceitaveis para todos os compostos para todos os compostos analisados
(sr% < 5%) exceto, para o acido ascorbico e acido acético relativamente a
precisdo intermédia. Com uma amostra, os resultados foram aceitaveis para
todos os compostos analisados tanto no estudo da repetibilidade como no da
precisdo intermédia. Os resultados relativos ao estudo da exatiddo foram
aceitaveis exceto, para o acido malico e acido acético. Os resultados
mostraram que as solugcdes a analisar devem ser preparadas no dia para se
obter resultados precisos e exatos.

A sacarose, glucose, frutose e o &acido citrico foram quantificados
praticamente em todas as amostras de sumo. O &cido malico e &cido acético
foram os compostos mais dificeis de detetar e de quantificar nas amostras de
sumos. O acido tartarico e latico ndo foram detetados em nenhuma das
amostras de sumos.

Os dados obtidos pela lingua eletronica foram tratados com analise de
componentes principais e com analise de clusters, tendo-se verificado
resultados semelhantes referentes a variabilidade das amostras em ambos os
métodos estatisticos. Posteriormente, recorreu-se a andlise discriminante linear
"stepwise", com objetivo de estudar a capacidade dos sensores em classificar
as amostras em dois grupos formados tendo em consideracdo um limite de
concentracdo definido para cada composto, atendendo aos niveis de
concentragbes, desse composto, presentes nas amostras de sumos

analisados. O estudo foi realizado para a sacarose, glucose, frutose e acido



citrico. Tendo em conta os resultados obtidos da validacdo cruzada, os sinais
obtidos pelos sensores permitiram definir um modelo com melhor desempenho
de classificacdo das amostras de acordo com a presenca de glucose, <25g/L
ou >25¢/L (97% das amostras foram bem classificadas). O pior modelo de
previsdo na classificacdo das amostras foi obtido usando a informacdo das
concentracdes de acido citrico na formacao de dois grupos de amostras (<2g/L
ou >2¢g/L de acido citrico) onde s6 80% das amostras foram bem classificadas.



ABSTRACT

In the present dissertation it was intended to study the application of HPLC
by using size exclusion and two detectors coupled in series (ultraviolet and
refractive index) for analysis of acidifying and antioxidants (malic, citric, tartaric,
lactic, acetic and ascorbic acid) and sugars (glucose, fructose and sucrose) in
juices. In parallel, it was applied an electronic tongue to analyze its performance
in juices classification using semi-quantitative data obtained by HPLC.

The HPLC method was validated, through the study of precision and
accuracy, to guarantee the quality of data analytical. The results obtained in the
study of precision (repeatability and intermediate precision) with a solution of
quality control proved to be acceptable for all the compounds analyzed
(sr%=<5%) except for the ascorbic acid and acetic acid on the intermediate
precision; with a sample, the results (relative standard derivation) were all
acceptable for all the compounds analyzed. The results for the study of
accuracy were acceptable except for the malic acid and acetic acid. The results
showed that the test solutions should be prepared on the day basis to obtain
precise and accurate results.

Sucrose, glucose, fructose and citric acid were quantified practically in all
juice samples. Malic acid and acetic acid were the most difficult to detect and
quantify in juices samples. Tartaric acid and lactic acid were not detected in any
juice samples.

The data obtained by the electronic tongue were treated with principal
component analysis and cluster analysis, and it was found similar results about
the variability of samples in both statistical methods. Subsequently, it was used
linear discriminant analysis “stepwise”, to study the ability of sensors to classify
the samples in two groups formed considering a concentration limit for each
compound, taking into account the levels of concentration of the compound
present in the juices samples analyzed. The study was done to sucrose,
glucose, fructose and citric acid. Taking into account the results of the cross-
validation, the signals obtained by sensors permitted to define a model with
better classification performance of samples based on the presence of glucose,
<25¢g/L or >25¢g/L (97% of the samples were well classified). The prediction
model for classifying samples into two groups based on citric acid concentration



(with <2g/L or >2g/L of citric acid) had the worst results of classification (only

80% of the samples were well classified).
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1. OBJETIVOS

Neste trabalho pretendeu-se estudar a aplicagdo de HPLC usando dois
detetores acoplados em série: ultra-violeta (UV) e indice de refracdo (IR), na
analise de acucares e acidos organicos em sumos comerciais. Também se
pretendeu estudar a potencialidade de uma lingua eletrénica, construida com
sensores de sensibilidade cruzada e sensores seletivos a ides, em classificar
essas amostras de sumos.

Como obijetivos especificos pretendeu-se:

- Validar a técnica de HPLC com os detetores UV e IR ligados em série.

- Analisar a composicao das amostras de sumos comerciais em agucares e
acidos organicos;

- Classificar semi-quantativamente as amostras de sumos usando a lingua

eletrénica.



2. INTRODUCAO

Na maioria dos paises do mundo, as bebidas ndo alcodlicas, entre elas
sumo de frutos, sao produzidas com uma larga variedade de sabores, marcas e
embalagens [1].

Esta producdo tem sido um negdcio muito rentdvel com potencial para
crescimento, devido a continua expansdo da variedade de produtos e ao
desenvolvimento de novos produtos, como bebidas dietéticas, energéticas ou
naturais, de alta qualidade que vdo ao encontro da satisfacdo dos
consumidores. Outro fator que contribui para este crescimento € a habilidade e
imaginagéo de quem produz e desenvolve este tipo de produtos associados a

equipas de marketing no sector [1].

2.1. Sumos Comerciais

Este trabalho incidiu na analise de bebidas comerciais ndo alcodlicas com
adicao de sumo de frutos e polpa de fruta.

Segundo a legislacdo portuguesa existem varios tipos de sumos comerciais
que sao classificados em: sumos de frutos a base de concentrado, sumos de
frutos concentrados, sumos de frutos desidratado/em pd, néctares de sumos,
refrigerantes de sumo de frutos, refrigerantes de polme, refrigerantes de,
extratos vegetais, refrigerantes aromatizados, entre outros [2, 3].

Os sumos comerciais utilizados como objeto de estudo foram: 1) Sumos de
frutos a base de concentrado, 2) Néctares de frutos e 3) Refrigerantes de sumo
de frutos. A seguir descrevem-se as caracteristicas, segundo a legislacdo
portuguesa, de cada um dos tipos de sumos comerciais:

1) Sumos de frutos a base de concentrado sao definidos como sendo “o
produto obtido por reposicdo num sumo de frutos concentrado da agua extraida
do sumo durante a concentracdo e por restituicdo das substancias aromaticas
e, se for caso disso, da polpa e das células eliminadas do sumo, mas
recuperadas durante o processo de producdo do sumo de frutos de partida ou
de sumo da mesma espécie de frutos” [2].

2) Néctares de frutos sao referidos como “o produto fermentescivel, mas
ndo fermentado, obtido por adigdo de agua e de agucares e ou mel ao sumo de
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frutos, sumo de frutos concentrado, sumo de frutos desidratado/em po, a
polmes de frutos ou a uma mistura destes produtos. A adicdo de agUcares e ou
mel é autorizada em quantidades que ndo representem mais de 20%, em
massa, do produto acabado” [2].

3) Refrigerantes de sumo de frutos sdo descritos como a bebida
turvo ou limpido, resultante da diluigdo em agua de sumo ou polme de frutos,
respetivos concentrados ou desidratados, com um teor de sumo compreendido
entre os limites minimos a seguir indicados (m/m) e a concentracdo minima
fixada para o néctar do mesmo fruto, podendo conter aromatizantes naturais ou
idénticos aos naturais: Anands, morango, limao, toranja e frutos acidos
diversos — 6%; Laranja — 8%; Alperce e péssego — 12%; Maca, péra e uva —
16%; Outros frutos e misturas de frutos — 10%” [3].

Os sumos de frutos tém um papel muito importante na nutricAo humana,
pois tém nutrientes que estdo presentes em maiores quantidades do que em
outros alimentos atribuindo-se-lhes propriedades na saude humana, como por
exemplo, vitaminas e minerais (calcio, ferro, vitamina A, tiamina (vitamina B1),
riboflavina (vitamina B2) e acido ascorbico (vitamina C)). Os componentes
presentes de maior importancia sao hidratos de carbono e os de menor
importancia séo proteinas e gorduras [1].

E devido & qualidade nutritiva dos sumos que estes sdo benéficos para a
saude. Outro grupo de compostos provenientes da fruta sdo os compostos
fendlicos, como por exemplo os flavonoéides, acidos fendlicos, tocoferdis e beta-
caroteno. Algumas das propriedades destes compostos nos sumos S&o: agcéo
protetora, principalmente contra algumas doencas respiratérias, atividade
antioxidante e influéncia na circulagdo do sangue, aumentando a
permeabilidade e elasticidade dos vasos [1].

Os sumos de frutos para além de serem uma fonte de potassio, contém
substancias com alguma atividade farmacoldgica. Por exemplo, acredita-se que
a limonina e outras substancias limondides presentes em frutas citricas tém um
efeito anti-cancerigeno. Ja o sorbitol, composto presente em muitos sumos de
frutos, tém um efeito laxante [1].

Se compararmos o0 valor nutricional dos sumos, néctares de frutos e

refrigerantes é correto afirmar que 0s sumos sdo mais nutritivos que 0S



néctares, uma vez que estes possuem menores quantidades de fruta na sua
composi¢do, encontrando-se os refrigerantes em ultimo lugar [4].

A producdo de sumos implica um conjunto de varias etapas e processos
importantes, que devem ser respeitados para se obter no final um produto de

qualidade.

2.1.1. Tecnologia dos sumos

A producdo de um sumo comeca pela matéria-prima, nomeadamente o0s
frutos a partir dos quais se ira obter o respetivo sumo, néctar ou refrigerante,
seguindo-se a obtencdo do sumo e posterior tratamento e conservagao do
mesmo. Relativamente a conservacdo dos sumos, usam-se VAarios
procedimentos tais como: pasteurizacdo, congelamento, armazenamento em
atmosferas de gas inerte, concentracdo e secagem. Alguns destes processos
podem ser aplicados aos néctares de frutos e refrigerantes [5].

Para se produzir uma bebida de 6tima qualidade € necessario que a
matéria-prima utilizada também seja de boa qualidade. Nao importa o quanto
um processo possa ser eficaz, se a fruta utilizada for de fraca qualidade, o
produto final também seré de baixa qualidade. A qualidade das frutas depende
sobretudo do seu estado de maturacao, incluindo a concentracdo de acucar
(Brix), acidez, teor de amido, cor, sabor e firmeza. Apos a selecdo das frutas,
tendo em consideracdo estas caracteristicas, as frutas sdo lavadas e
dependendo do tipo de fruta, esta vai ser descascada, eliminando-se as partes
nao comestiveis, como o pedunculo [1, 4, 5].

As etapas anteriormente referidas ocorrem na produgdo de sumos,
néctares de frutos e de refrigerantes. Outros processos posteriores sao
necessarios para a obtencéao de cada um dos tipos de bebidas:

1) Os sumos, de um modo geral, sdo o produto obtido da compresséo
mecanica adequada do(s) fruto(s) utilizado(s) durante a producédo. Certos tipos
de frutas como por exemplo as magas e peras necessitam dum tratamento
mecanico associado a um processo envolvendo enzimas com a finalidade de
quebrar a estrutura celular para atingir a liguefacdo. Também pode ser aplicado

um processo de difuséo ou extracéo para se obter melhores resultados [1, 5].



Os tratamentos posteriores do sumo tém como objetivos a clarificacao,
obter um sumo menos turvo, e a estabilizacdo, para evitar o aparecimento de
nova turvacao. O processo compreende as fases de degradacdo enzimatica
das pectinas (e em determinados casos do amido), eliminacao de polifendis por
adicao de gelatina (sozinha ou em combinacdo com silica coloidal ou taninos) e
ainda a separacao de proteinas por adsor¢cdo com bentonite. A clarificacdo dos
sumos é obtida por filtracdo ou centrifugagéo [5].

Devido a presenca de grandes quantidades de ar no sumo, ao longo do
processamento € necessario efetuar a ventilacdo através da evacuacao ou pela
injecdo de gas inerte, principalmente em produtos sensiveis ao oxigénio [5].

Os sumos vendidos como “nao concentrado” sao pasteurizados
imediatamente apos terem sofrido uma compressdo, tendo em conta dois
objetivos principais: evitar o crescimento de microrganismos (principalmente
leveduras e bolores) presentes nas frutas, e suscetiveis de causarem
deterioracdo; permitir destruir as enzimas pectoliticas que estdo presentes
naturalmente nas frutas e que podem inibir o aspeto turvo natural dos sumos.
Porém se um sumo apresentar um aspeto muito claro, como no caso do sumo
de maca ou de framboesa, estas enzimas podem ser adicionadas para acelerar
este processo natural [1].

Os sumos concentrados necessitam, em geral, de uma triagem com a
finalidade de remover detritos celulares, e de seguida passam por um processo
de evaporacdo de um ou mais estagios para remover a maior parte da agua
presente e compostos volateis [1].

Um produto que se possa afirmar como sumo de frutos deve conter 100%
de sumo do respetivo fruto [4].

2) Os néctares de frutos sédo obtidos por homogeneizacdo de frutos ou
polpa de frutos, com adicdo de acucar e agua, e em alguns casos, acidos
citrico e ascorbico. Sdo produzidos principalmente por damascos, peras,
morangos, péssegos e cerejas [5].

Os néctares sdo submetidos a uma trituracdo e aquecimento, com 0
objetivo de inativar as enzimas. A mistura dos frutos é feita de forma adequada
com enzimas pectoliticas e celuloliticas de forma a degradar o tecido dos frutos,
pela desintegracdo da protopectina, mantendo as células estruturais intactas.
As pectinas altamente esterificadas e com elevado peso molecular, obtidas,
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sdo determinantes para obter produtos com alta viscosidade e com boa
estabilidade de turbidez. Por fim, passam por uma triagem, s&do misturados com
os aditivos necessarios e sdo homogeneizados e pasteurizados. Os produtos
gue sao elaborados, por exemplo, a partir de frutas inteiras ou frutas citricas
sao obtidos por autoclavagem, triagem e homogeneizacao [5].

O teor minimo de sumo e/ou de polme, expresso em percentagem
volumica deve encontrar-se entre 25 e 50% [2, 5].

3) Os refrigerantes sado feitos a partir de sumos de frutos, misturas de
sumos e concentrados, agua e, em muitos casos, com adicdo de sacarose ou
glucose, diéxido de carbono e/ou outros aditivos (edulcorantes, antioxidantes,
acidulantes, entre outros) [5].

A maioria dos refrigerantes sdo gaseificados e sdo os que dominam o
mercado a nivel mundial. Um refrigerante para ser considerado “gaseificado”,
tem que conter um teor de dioxido de carbono superior a 2 g/L [1, 3].

O processo de carbonatacao é efetuado por injecdo de diéxido de carbono
nos refrigerantes, através de difusores localizados nas tubulacbes ou em
tanques de carbonatacdo. A quantidade de dioxido de carbono injetada nos
refrigerantes € um fator de elevada importancia pois uma variacdo dessa
quantidade afetara diretamente as caracteristicas organoléticas do refrigerante,
como por exemplo o sabor e aroma, alterando a qualidade do produto final. Os
equipamentos de carbonatacdo sdo, geralmente, constituidos por trés partes
distintas: um desaerador responsavel pela remocao do oxigénio dissolvido na
agua utilizada na diluicdo do xarope composto, um misturador responsavel pela
mistura de agua com xarope composto, e o carbonatador que promove a
dissolucéo do dioxido de carbono no refrigerante [6].

Para além dos refrigerantes gaseificados, também s&o produzidos
refrigerantes ndo — gaseificados.

Os varios tipos de refrigerantes que existem possuem caracteristicas em
comum, como &gua (ingrediente predominante), adocante (normalmente
hidratos de carbono), uma certa acidez (o acido citrico e acido malico sdo os
mais comuns), aromatizantes, corantes e conservantes [1].

O teor minimo de sumo expresso em percentagem volumica deve

encontrar-se entre 6 e 16% [3].



Durante o armazenamento e sob condi¢cdes adversas (a luz, o aumento da
temperatura, 0 tempo) 0S compostos nutricionais dos sumos comerciais
referidos acima, podem sofrer alteracdes, por isso € necessario respeitar as
disposicdes legais impostas [1].

Na legislagdo portuguesa, 0s sumos e néctares de frutos estdo
enquadrados pelo Decreto-lei n° 159/90, de 18 de Maio, relativo as regras de
composicdo, fabrico, acondicionamento e rotulagem, posteriormente
regulamentado pela Portaria n® 189/91, de 6 de Marco, com as alteracbes
contidas nas Portarias n°517/91, de 7 de Junho e n° 59/94, de 25 de Janeiro [2,
7].

No que diz respeito aos refrigerantes, estes devem respeitar as disposicdes
legais abrangidas pelo Decreto-lei n°® 288/94, de 14 de Novembro, que foi
posteriormente regulamentado pela Portaria n°® 703/96, de 6 de Dezembro,
relativo as respetivas denominacdes, definicbes, acondicionamento e

rotulagem [3, 7].

2.1.2. Constituintes dos sumos

Os aditivos séo substancias que sao adicionadas intencionalmente durante
o fabrico, transformacdo, preparacdo, tratamento, acondicionamento,
transporte ou armazenamento de um produto alimentar, que podem ter ou néo
valor nutritivo, que ndo sdo normalmente consumidos como alimentos, nem séo
utilizados como ingredientes tipicos dos alimentos. Estas substancias sao
adicionadas para cumprirem funcbes tecnolégicas como melhorar a
estabilidade, ou as propriedades organoléticas ou nutritivas dos alimentos [8].

Varios aditivos sdo adicionados aos sumos comerciais, nomeadamente,
corantes, conservantes, aromas, edulcorantes, acidulantes, antioxidantes, entre
outros.

Os corantes sintéticos sdo muitas vezes utilizados com o proposito de
restaurar a cor de um sumo, em consequéncia da destruicdo dos corantes
naturais durante o processamento. Um exemplo de um corante natural que se
usa nos sumos comerciais é o0 Beta-caroteno que possui cor amarelo/laranja

(E160a) e um artificial € a tartrazina (E102), que proporciona cor amarelo-liméo

[1].



Os conservantes (como por exemplo o acido benzoico, malico e sorbico)
sao utilizados principalmente para inibir o desenvolvimento de certos
microrganismos causadores de alteracfes indesejaveis no sabor e odor de
sumos comerciais [1, 9].

O aroma de uma bebida atribui-lhe uma identidade genérica, diferenciando-
-a das outras. Esta parte do perfil sensorial € responsavel por agradar e atrair o
consumidor. Os aromas consistem numa mistura de substancias aromaticas
cuidadosamente equilibradas, para satisfazer as percecdes sensoriais do
consumidor. Exemplos de aromatizantes sdo: aldeido cinamico, benzaldeido,
vanilina, butirato de amilo, entre muitos outros [1].

Os edulcorantes sao utilizados com o objetivo de conferir dogura as
bebidas, assim como aos outros produtos alimentares, em substituicdo da
sacarose, e podem ser caléricos ou ndo. Porém, a maioria das bebidas
comerciais, exceto as dietéticas, contém acglcar como componente maioritario.
Os edulcorantes utilizados em sumos comerciais podem dividir-se em duas
categorias: os edulcorantes naturais, como a sacarose, xaropes de acucares
(glucose e frutose), xaropes de derivados de milho e mel; e os edulcorantes
artificiais, sendo os mais comuns: acesulfame K (E950), aspartame (E951) e o
ciclamato de sddio (E952) [1, 9-11].

Os sumos comerciais neste trabalho foram analisados na sua composi¢ao
ao nivel dos edulcorantes, acidulantes e antioxidantes. Relativamente aos
edulcorantes analisou-se a composicdo dos sumos em glucose, frutose e
sacarose.

A sacarose é um dissacarideo obtido a partir de cana-de-acucar ou de
beterraba e esta disponivel em forma de cristais ou liquido [1].

A glucose e a frutose séo os principais monossacarideos presentes nas
frutas. Em geral, a glucose esta presente em maior quantidade relativamente a
frutose, porém nas frutas pomoéideas (ex: magd, péra, marmelo e néspera), 0s
principais monossacarideos continuam a ser a glucose e a frutose, mas neste
caso é a frutose que em geral se apresenta em maior quantidade em relacdo a
glucose [8].

Na Tabela 1 mostram-se as estruturas destes compostos assim como,

algumas propriedades gerais de cada um.



Tabela 1 — Propriedades gerais e estruturas quimicas: sacarose, frutose e glucose [12].

Substancia Estrutura molecular Propriedades

HO Solubilidade: 204,09/100g

o o) H,O (20°C); Dissacarideo,
Sacarose OH HO mais conhecido por acucar
HO O de mesa.

O. OH Solubilidade: 45,09/100g
HO H,0 (20°C);
HO —OH Monossacarideo
OH encontrado em frutas,
cereais, vegetais e mel.

Frutose

HO Solubilidade: 81,89/100g

H,O (15°C);

@) Monossacarideo

Glucose OH encontrado em varias
OH frutas; Monossacarideo

OH mais importante na

biologia.

Os acidulantes, juntamente com os edulcorantes, devem proporcionar um
sabor agridoce a certos sumos comerciais. Porém, dependendo do composto
usado, a adicdo de certos acidos organicos tem outros fins, como baixar o pH
para evitar a degradacdo por parte de certos microrganismos e podem ser
também utilizados como intensificadores de sabor, dependendo dos outros
componentes presentes [1, 8, 13].

Neste trabalho, entre os varios acidos organicos, que atuam como
acidulantes e antioxidantes, os que foram analisados sdo os acidos: citrico,
tartérico, malico, ascorbico e acético.

Na Tabela 2 mostram-se as estruturas destes compostos bem como,
algumas propriedades de cada um.

O &cido citrico € dos acidulantes mais utilizados na industria de sumos
comerciais. E o principal constituinte de varios frutos como: limdes, groselhas e
arandos (“‘cranberry”). O acido citrico era inicialmente produzido
comercialmente a partir de limdes, limas ou bergamotas (espécie de tangerina),
através do espremimento dos frutos; atualmente é obtido por agdo enzimatica
em glucose e outros agucares. Este &cido proporciona um sabor acido e

refrescante nas bebidas [1, 5, 8].




Tabela 2 — Propriedades gerais e estrutura molecular dos acidos organicos analisados
nos sumos comerciais [12].

Substancia Estrutura molecular Propriedades
O OH O
) Solubilidade: 1449/100g H,O
Acido citrico HO OH (20° C); principal constituinte
) OH de varios citrinos; acidulante
dos mais usados.
OH O
) HO : Solubilidade: 138,0g/100g
Acido tartarico - OH H,O (20° C); principal 4cido
O OH das uvas; sabor forte e
amargo.
O
HOM Solubilidade: 144,0g/100g
Acido malico OH H,O (26° E:).; principal acido
0 OH das macas; confere sabor
suave.
HO ~ OH Solubilidade: 33,7g/100g H,0
Acido ascorbico e (25°C); poderoso
HO o O antioxidante; propriedades
OH nutricionais.
O Solubilidade em agua:
Acido acetico H )J\ H totalmente miscivel; sabor
3G o adstringente; acido fraco.

O acido tartarico € um componente natural das uvas, assim como das
amoras, groselhas e arandos. E um &cido que proporciona um sabor forte e
amargo. O acido tartarico tem uma baixa solubilidade, o que pode ser um
problema em determinadas situacdes, por isso sempre que possivel, é
preferivel utilizar o acido citrico [1, 5].

O &cido malico € muito predominante em macas. E o segundo maior acido,
depois do citrico, que se encontra em frutos citricos, e confere um maior sabor
suave nos frutos, em relacdo ao acido citrico [1, 5]. O acido malico apresenta-
se sob forma de cristais brancos e é altamente solGvel em agua [1, 5]. E o
acidulante preferido em bebidas de baixas calorias e em sumos de maca,
melhora o sabor e estabiliza a cor em sumos comerciais de frutos,

carbonatados e ndo — carbonatados [1, 5].
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A utilizacdo do acido malico juntamente com o acido citrico, é frequente
uma vez que esta referenciado que melhora as caracteristicas gustativas mais
do que qualquer outro acidulante utilizado individualmente [1, 5].

O acido ascorbico (vitamina C), € utilizado ndo s6 como acidulante, mas
também como estabilizador, e as suas propriedades antioxidantes ajudam a
preservar a vida de prateleira dos produtos, preservando o sabor. Muitos
componentes, como os aldeidos e cetonas, sdo suscetiveis de sofrerem
oxidacOes, nestas situacdes, o acido ascoérbico funciona como um escudo
protetor, pois sera preferencialmente oxidado, e deste modo o sabor e aroma
ndo sdo afetados. O acido ascérbico também é eficaz contra reacdes de
escurecimento (processos de oxidacdo) em sumos ndo processados, porém o
seu efeito pode ser destruido mediante uma pasteuriza¢do ou outro tratamento
térmico [1, 5].

Por fim o &cido acético ndo € muito usado nas bebidas, pois contém um
sabor muito adstringente (avinagrado). A sua presenca em sumos, geralmente
em quantidades pequenas, deve-se essencialmente a sua presenca em sumo
de uva [1, 5].

A composicdo dos sumos comerciais deve ser controlada para garantir a

conformidade dos produtos no que diz respeito a qualidade e seguranca.

2.1.3. Qualidade e seguranca dos sumos comerciais

A adulteragdo de sumos de frutos, assim como de qualquer outro produto
alimentar, € um problema importante devendo estes produtos serem
controlados de forma a garantir a sua qualidade e seguranca, ou seja,
controlados ao nivel quimico e microbiolégico [1].

A adulteracdo pode ser feita de varias maneiras como: a diluicdo excessiva
(adicdo de agua em excesso aos sumos), a utilizacdo de ingredientes solidos
mais baratos, a mistura de sumos mais baratos com sumos mais caros e a
utilizacdo de aditivos ndo declarados, muitas vezes para imitar os perfis de
composigdo dos sumos [1, 14, 15].

Para analisar possiveis adulteracdes por diluicdo excessiva, a metodologia

aplicada por muitos paises, tem sido a analise do teor minimo de sdlidos
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(medido em grau Brix) [1]. Para os outros tipos de adulteracbes € necessario
usar metodologias analiticas mais complexas e caras.

A detecdo de adulteracBes por adicdo de acUcares pode ser feita por
analise do perfil de aclUcares maioritarios (sacarose, glucose, frutose) ou de
acucares modificados (por exemplo, acUcares resultantes da transformacéao da
sacarose da beterraba e cana de aglcar e do amido resultante do milho). Nesta
tarefa utilizam-se vérios tipos de cromatografias, como a cromatografia em
placa, a cromatografia liquida com detecdo amperométrica e a cromatografia
gasosa capilar com detecdo por ionizacdo de chama. Também é possivel a
determinacdo da origem dos acuUcares adicionados através de métodos
isotopicos, tendo como interesse o carbono, o hidrogénio e o oxigénio, pois
estes trés elementos existem em diversas formas isotépicas, que estdo
presentes na natureza em quantidades conhecidas [1, 16-19].

A presenca de oligossacarideos que sdo caracteristicos dos acuUcares
adicionados mas nao das frutas sao também detetados e quantificados por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) [1].

A espectroscopia FT-NIR (Infravermelho Préximo com Transformada de
Fourier) e a analise multivariada PLSR (Regressdo por Minimos Quadrados
Parciais), sdo duas técnicas que em conjunto permitem quantificar em
simultaneo os aguUcares (sacarose, glucose e frutose) presentes nos sumos. A
espectroscopia FT-NIR permite analisar os acUcares de forma rapida e precisa
sem os destruir, e pode ser aplicada no controle da qualidade de bebidas ou na
monitorizacéo de adulteragdes ou contaminacdes [20].

Outro método eficaz para detetar adulteracfes por adicdo de sacarose, tem
por base a utilizagdo da técnica Py-MS (Espectroscopia de Massa por Pirdlise)
juntamente com uma analise multivariada [21].

De um modo geral, os sumos de frutos possuem perfis de acidos organicos
distintos, os quais podem ser usados como marcadores de autenticidade [15].

Embora o HPLC permita comparar as propor¢cdes da maioria dos
componentes dos &cidos, este método é limitado, pois pode-se utilizar como
adulterantes acidos organicos sintéticos com as mesmas proporcdes dos
acidos organicos presentes em sumos puros. Face a esta limitacao, existem
estudos que mostram que a eletroforese capilar pode ser uma escolha

acertada na investigacdo de amostras em meio aquoso, sendo apenas
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necessario uma simples diluicdo das amostras. Esta técnica possibilita a
separacdo dos acidos organicos através da detecdo direta por UV a 200 nm.
Este baixo comprimento de onda pode ser utilizado quando se trabalha com
solucbes tampédo que ndo séo absorvidos no UV [14, 15].

Também se utilizam métodos enzimaticos para determinar a presenca de
certos compostos, como por exemplo, o acido D-malico que ndo ocorre
naturalmente, ou seja, a determinacdo de alguns compostos séo realizados
utilizando kits enzimaticos (etanol, acido acético, acido D e L-lactico) [1, 22].

A adicdo de sumos mais baratos aos sumos mais caros também pode ser
detetada utilizando o HPLC em determinados componentes especificos. Por
exemplo, a adicdo de baga de sabugueiro ao sumo de morango pode ser
detetada por analise das antocianinas, usando HPLC [1].

A contaminacdo microbiana € outro problema ainda mais sério que esta
associado aos sumos e a todos os produtos alimentares. A contaminagdo dos
sumos provém geralmente das matérias-primas, ou seja, das frutas e pode
ocorrer durante o crescimento, colheita, armazenamento e processamento. As
superficies das frutas frescas sédo frequentemente contaminadas por leveduras
e bolores, sendo as leveduras o grupo mais significativo de microrganismos
associados a deterioracao de refrigerantes e sumos de frutos. A deterioragéo
ocorre pelo crescimento e producdo de subprodutos metabdlicos, como por
exemplo o CO,, etanol e acido acético, mas pode manifestar-se pela formacgéo
de peliculas e floculacédo que diminuem a turvagdo dos sumos [1, 23, 24].

Os bolores sao fungos e produzem metabolitos secundarios toxicos,
nomeadamente, as micotoxinas que sao prejudiciais para a saude. Certos
estudos focam especial atengdo na formacédo de acido fumarico em sumos de
frutos estragados por fungos (principalmente por Rhizopus stolonifer). A
presenca do acido fumarico pode surgir devido a adicdo de acido malico
sintético, o que pode indicar uma adulteracéo, isto quando as analises do &cido
D-malico confirmam que o acido malico ndo provém de fonte natural [1, 22, 23,
25].

Exemplos de bactérias que estdo associadas a deterioracdo de
refrigerantes e sumos sédo por exemplo a Acetobacter, Bacillus, Clostridium,
Gluconobacter, Leuconostoc, entre outras [1, 35, 38]. A utilizacdo de frutas

muito maduras, danificadas ou contaminadas com material organica fecal de
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animais levam ao aparecimento de surtos causados por Salmonelas e E. Coli
O157:H7 [1, 23, 26].

O controlo da contaminagdo microbiana nas frutas e nos sumos envolve
cuidados a ter em todas as fases de producdo, incluindo as praticas de
colheita, manipulacdo, lavagem, refrigeracdo e armazenamento. Também é
indispensavel a utilizacdo de conservantes quimicos adequados para reduzir a
carga microbiana [1, 23].

Novas metodologias para confirmar rapidamente a qualidade e seguranca
dos produtos alimentares sdo necessarios e, por isso, este trabalho incidiu na
otimizacdo do método analitico para simultaneamente analisar aclUcares e

acidos orgéanicos em sumos por HPLC.

2.2. Cromatografia liquida de alto desempenho

A técnica usada neste trabalho é a cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC, sigla inglesa de High-Performance Liquid
Chromatogaphy). Esta técnica pode ser aplicada na andlise de qualquer
composto que apresente solubilidade num liquido que possa ser utilizado como
fase moével [27-29]. Alguns exemplos de aplicacdo do HPLC na andlise de
compostos de alimentos incluem os acidos organicos, as vitaminas, 0S
aminoacidos, os agucares, as nitrosaminas, certos pesticidas, os metabolitos,
os acidos gordos, as aflatoxinas, os pigmentos e certos aditivos alimentares
[27, 30, 31].

A cromatografia por HPLC apresenta varias vantagens, pois permite
automatizar o sistema, reduzir o tempo de andlise, efetuar anéalises qualitativas
e quantitativas, bem como, ter reprodutibilidade de dados e boa detetabilidade
a diferentes comprimentos de onda [28, 30, 32, 33].

As desvantagens devem-se ao facto do equipamento e a sua manutencéo
ser dispendiosa, de ser um sistema complexo, apresentar baixa sensibilidade
perante alguns compostos e ser dependente da experiéncia do operador [28,
33].
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2.2.1. Equipamento do HPLC

O sistema HPLC é constituido por varios componentes: a bomba, o injetor,
a coluna, o detetor e o registador ou o sistema de processamento de dados
[27, 30, 32].

A bomba distribui a fase movel através do sistema, normalmente a uma
velocidade de fluxo de 1 mL/minuto, de forma controlada, exata e precisa. Os
dois principais tipos de bombas utilizadas s&o as de presséo constante e as de
volume constante. As bombas sdo construidas com materiais resistentes aos
solventes organicos e as solucbes aquosas utilizadas como eluente [27, 30,
32].

O injetor permite injetar a amostra na fase mével, para posteriormente ser
introduzida na coluna. A injecao é efetuada com injetores de valvula. A amostra
€ injetada na valvula, quando esta se encontra na posi¢cao “LOAD”, utilizando
uma seringa, num orificio externo de volume fixo, que se encontra a pressao
atmosférica. Entretanto o eluente flui diretamente da bomba para a coluna a
alta pressdo. Quando se roda a valvula para a posicao “INJECT”, o orificio
passa a fazer parte da corrente do eluente e a amostra € transportada para o
interior da coluna [27, 30, 32].

As colunas correspondem a fase estacionaria, isto €, consistem na
ferramenta responséavel pela separacdo dos compostos. Em geral, tém 10-25
cm de comprimento e 2,1-4,6 mm de diametro interno. As colunas séo
construidas por aco inoxidavel para suportarem elevadas pressdes e sdo
revestidas por vidro para evitarem possiveis rea¢cdes que possam ocorrer entre
o metal e o solvente [27, 30, 32].

E também fundamental referir a importancia das pré-colunas, porque
protegem as colunas de HPLC dos danos de contaminantes quimicos e
microparticulas sem alterar os resultados cromatograficos. Esta protecédo pode
levar ao aumento da vida atil da coluna. Num sistema de HPLC, as pré-colunas
situam-se antes das colunas analiticas [27]. Mais a frente faz-se uma descricao
pormenorizada do tipo de coluna usada neste trabalho e dos fendmenos de
separacao associadas a coluna para a analise de acucares e acidos organicos.

O detetor controla a sensibilidade com que cada composto pode ser

detetado e medido, depois de separados na coluna. O detetor deve ser capaz
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de responder as mudancas de concentracdo em todos 0s compostos de
interesse, com sensibilidade suficiente para medir o composto de menor
concentracdo. A selecdo do detetor mais apropriado para andlise depende do
tipo e da concentracdo do soluto, da sensibilidade, da amplitude linear e da
compatibilidade do detetor com o eluente e o modo de eluicéo a utilizar [27, 29,
30].

Existem seis tipos principais de detetores utilizados em HPLC que sdo os
de indice de refracdo (IR), ultravioleta (UV), fluorescéncia (FL), eletroquimico
(EC), condutividade (CD) e espectrometria de massa (MS) [27, 30].

Neste trabalho usam-se dois detetores ligados em série: 1) o indice de
refracéao (IR); 2) o ultravioleta (UV).

1) O detetor de indice de refracdo ndo é seletivo e, geralmente, é utilizado
para complementar o detetor de ultravioleta. Este detetor mede a variacdo do
indice de refracdo da fase movel, causada pelos analitos dissolvidos (Figura 1).
O sinal é mais intenso quanto maior for a diferenca entre os indices de refracdo
da amostra e do eluente. A detecdo deve ser efetuada com a escolha do

eluente mais apropriado [27, 32].

lens  Slit Flow cell
SN iy
I /
Source
Sample/
Reference
Photodiode

Figura 1 — Esquema de um detetor de indice de refragao.

Este detetor proporciona um método de detecdo quase universal mas €&
menos sensivel que outros detetores mais especificos, (por exemplo, mil vezes
menos sensiveis que os de ultravioleta). Outras desvantagens séo atribuidas a
sua sensibilidade a mudancas de temperatura, mudancas de pressdo, a
presenca de gases dissolvidos e a composi¢do do eluente [27, 30, 32]. O
detetor de indice de refracdo é amplamente utilizado na analise de analitos que

nao contenham croméforos que absorvam no ultravioleta, tais como os hidratos
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de carbono e os lipidos. JA o detetor de ultravioleta € capaz de medir a
radiagdo de compostos que contenham cromoforos, tais como cetonas,
compostos conjugados e arométicos, e uma série de ibes e complexos
inorganicos [27, 29].

2) O detetor de ultravioleta € o mais utilizado em HPLC por ser bastante
sensivel, possuir um vasto intervalo dindmico, ser pouco afetado por variagées
de temperatura, ser adequado na eluicdo de gradiente e ser seletivo (Figura 2).
A absorcéo ocorre num comprimento de onda acima de 200 nm, desde que a
molécula contenha pelo menos: uma dupla ligacdo adjacente a um atomo com
um par de eletrbes isolado; iodo, bromo ou enxofre; um grupo carbonilo; um
grupo nitro; duas ligagcdes duplas conjugadas; um anel aromatico, e ainda
incluindo i6es inorganicos [30, 32].

A absorvancia é proporcional a concentracdo e obedece a Lei de Beer —

Lambert que é definida como:

Absorvéncia = llz:-gff"flr = ebe
13

em que € corresponde ao coeficiente de absortividade, ¢ corresponde a
concentracdo do soluto e b corresponde ao percurso 6tico da célula [30, 32].

A sensibilidade e a resposta diferem para diferentes analitos, dependendo
dos croméforos que possuem. No entanto, a Lei de Beer — Lambert é uma lei
limitada porque, por exemplo, a curva da absorvancia/concentracdo é
geralmente linear apenas em faixas de baixa concentracdo e a lei é valida

apenas para radiacdo monocromatica [30, 32].

Figura 2 — Esquema de um detetor de UV.

Por fim, os registadores, integradores e computadores processam e

armazenam o sinal adquirido do detetor permitindo exibir e reprocessar a
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informacédo obtida como, por exemplo, as areas dos picos, as areas como
percentagem da area total e os tempos de retencdo de cada um dos
compostos analisados. Caso se utlize padrdes, estes podem ser usados

também para calcular as concentracdes dos analitos [27, 29].

2.2.2. Colunas e métodos de separacao cromatograficos

Dentro da coluna ocorrem fenébmenos que definem o tipo de cromatografia
em questdo. Segundo Quattrocchi et al, a cromatografia pode ser classificada
por afinidade e por tamanho molecular [34]. Em relacdo aos métodos por
afinidade encontram-se a cromatografia de fase normal, de fase ligada e de
troca i6nica. No que diz respeito ao tamanho molecular temos a cromatografia
por exclusdo de tamanhos e a cromatografia de filtracdo em gel. Na
cromatografia por afinidade o analito interage direta ou indiretamente, através
do solvente, com a fase estacionaria, enquanto na separagdo por tamanho
molecular ndo existe (pelo menos teoricamente) nenhuma interagdo com a fase
estacionaria [34].

Neste trabalho utilizou-se uma coluna Supelcogel C-610H de 30 cm x 7,8
mm DI. Esta coluna é constituida por uma resina de poliestireno divinilbenzeno
e é preparada especificamente para analise de &cidos organicos por troca
i6bnica. Porém também é ideal para a separacéo de agucares, alcoois, e outros
produtos de fermentacdo (utiizando um detetor de indice de refracdo),
tornando-se uma coluna de HPLC versatil para analise de alimentos e bebidas.
Os &cidos organicos e hidratos de carbono podem ser facilmente isolados, com
uma simples fase movel isocratica (a composicado da fase movel ndo se altera
ao longo do processo) [35].

A cromatografia de troca ionica utiliza as diferentes afinidades i6nicas das
amostras entre a fase movel e a fase estacionaria da coluna, ou seja, usa o
grau de ionizacdo da coluna e dos compostos para efetuar a separagédo. Os
compostos com carga idnica oposta a da coluna sdo atraidos e fixados a
mesma. Os grupos funcionais que conferem a coluna a sua capacidade de
separacdo podem ser de dois tipos: anionico quando o grupo funcional € um
amonio quaternario (-N*Rs3) e catiénico quando o grupo funcional é um éacido

sulfénico (-SOsH). Uma coluna que contenha uma resina de troca cationica €
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usada para separar catides e uma coluna que contenha um material de troca
anionica é usada para separar anides. Antes uma coluna polimérica usada em
cromatografia de troca ionica ndo tolerava grandes pressdes ou solventes
organicos, mas recentemente as colunas sao mais reticuladas e possuem mais
tolerancia a pressdes mais elevadas. Uma variedade de substratos tém vindo a
ser utilizados, tais como: poliestireno reticulado, celulose e silica [29, 30, 36].

A cromatografia por exclusdo de tamanhos baseia-se na diferenca de
penetracdo das moléculas duma amostra na fase estacionaria, permitindo
separar as moléculas de acordo com o tamanho. Esta técnica utiliza para esse
feito, fases estacionarias que contém poros com um diametro comparavel ao
das espécies quando estas se encontram dissolvidas na fase movel. A
velocidade de migracdo de compostos, pertencentes a mesma familia de
moléculas, vai depender da sua massa molecular. E indispensavel no campo
da separacdo de macromoléculas naturais, mas ndo € a técnica mais
adequada para diferenciar moléculas pequenas ou médias [30, 32, 37, 38].

A cromatografia por exclusdo de tamanhos designa-se por filtracdo em gel
guando a fase estacionaria é hidrofilica, ou seja, a fase mével é aquosa, e de
permeacdo em gel quando a fase estacionéaria € hidrofébica, ou seja, a fase
moével é um solvente organico. Na filtracdo em gel, utilizam-se fases
estacionarias poliidroxiladas a base de 4alcoois polivinilicos puros ou
copolimerizados com poliglicerol metacrilato e a fase moével sdo solucdes
aquosas. Na permeacdo em gel, a fase estacionaria mais comum é um
polimero de estireno — divinilbenzeno e a fase mével € um solvente orgéanico
[34, 37].

S&do constituidas por polimeros organicos ou inorganicos reticulados em
forma de gréos esféricos com 3 a 10 pum de diametro, com poros
compreendidos entre 4 e 200 nm. Estes materiais, geralmente designados por
géis, devem resistir ao efeito de esmagamento derivado da pressdo da coluna

e devem também resistir a temperaturas superiores a 100°C [37].

2.3. Linguaeletrénica

Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém surgido na literatura descrevendo a

aplicacao de linguas eletrénicas na analise de alimentos (sobretudo alimentos
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liquidos). Na andlise de alimentos, sdo utlizadas varias metodologias
tradicionais na determinacdo ou detecdo de compostos caracteristicos dos
alimentos. Estes métodos tradicionais apresentam boa precisdo, boa exatiddo
e confianca, porém sdo destrutivos, requerem equipamentos dispendiosos, sao
mais demorosos e sado inadequados para se monitorizar no local. Em solugéo a
estes problemas, as linguas eletronicas tém aparecido como uma ferramenta
de facil utilizagdo, muito promissoras na avaliacdo da qualidade dos alimentos,
especialmente em situaces em que apenas se requer informacédo qualitativa
ou semi-quantitativa. Para além disso as amostras ndo necessitam de um
tratamento prévio [39-41].

Estes dispositivos consistem num conjunto de sensores que podem ser
considerados instrumentos analiticos que artificialmente reproduzem a
sensacdo do sabor, imitando as linguas biologicas. Nestas Uultimas, as
substancias responsaveis pelo sabor sdo recebidas pelas células sensoriais
das papilas gustativas da lingua, que convertem a informacdo num sinal
elétrico, que permite ao cérebro reconhecer as sensacdes basicas do paladar,
que sdo o doce, o acido, o amargo, o salgado e o umami (palavra japonesa
para delicioso) [39, 42, 43].

O sistema de multisensores de uma lingua eletrénica funciona de maneira
semelhante a lingua humana. Quando é imersa num liquido obtém-se um
padrdo de sinais elétricos que variam de acordo com o liquido analisado, que
consequentemente irA ser decomposto em informacdo qualitativa ou
guantitativa. Denomina-se de seletividade global, esta capacidade de agrupar a
informacé&o adquirida [41, 44].

As linguas eletronicas sdo caracterizadas por serem nao-especificas, de
baixa seletividade e por possuirem sensores quimicos de elevada estabilidade
e sensibilidade cruzada. Outros sistemas de multi-sensores incluem sensores
seletivos a iBes além dos de sensibilidade cruzada, chamando-se de linguas
eletrénicas hibridas. O objetivo principal das linguas eletrénicas € a analise
qualitativa (como por exemplo, o reconhecimento, classificacao ou identificacao
de amostras) dependendo da composi¢cdo da matriz de sensores e do método
matematico usado no tratamento de dados. Mas o sistema também possibilita a

determinacdo quantitativa da concentracao de varios compostos [39-41].
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As linguas eletronicas podem basear-se em diferentes principios

eletroquimicos usados na medi¢&o do sinal dos sensores [40].

2.3.1. Métodos eletroquimicos e aplicacdes

As linguas eletrénicas funcionam de acordo com diferentes métodos
eletroquimicos, sendo o potenciométrico e o voltamétrico, os mais utlizados. A
voltametria consiste na aplicagcdo de um potencial crescente (ou decrescente)
numa célula até que ocorra a oxidagao (ou reducao) da substancia a analisar, e
que corresponde a uma subida (ou descida) do sinal da corrente, sendo o
tamanho do pico de corrente diretamente proporcional a concentracdo do
material eletroactivo. Neste trabalho, o método utilizado foi o potenciométrico,
que se baseia na medicao do potencial de uma célula na auséncia de corrente,
sendo proporcional ao logaritmo da concentracdo da substancia a determinar
[39, 45].

Na area alimentar, as linguas eletronicas potenciométricas tém sido usadas
na distincao de bebidas e alimentos, na detecao de contaminantes em agua, na
classificagdo de vinho e mel, identificacdo de adulteracbes no leite e na
quantificacdo de sabores e alguns compostos [39, 40, 43, 46- 48].

As linguas eletronicas voltamétricas também sdo capazes de identificar
adulteragdes no vinho, monitorizar processos de lavagem no processamento
do leite e distinguir as diferentes origens do leite [49, 50].

Existem varios tipos de sensores que podem ser utilizados nas linguas
eletrnicas, nomeadamente sensores de: membranas lipo/poliméricas,
membranas de vidro-calcogénio e membranas poliméricas seletivas a ides [39-
41].

2.3.2. Tipos de sensores

O estudo do paladar nédo se deve basear em substancias especificas mas
sim no conjunto destas como um todo, para que se possa determinar a
intensidade e a qualidade do sabor, e por esta razdo, como ja referido acima,
uma lingua eletrénica possui como caracteristicas principais a sensibilidade e
estabilidade, sendo a seletividade um parametro de menor interesse. Estas
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caracteristicas sado obtidas através do uso de sensores quimicos nao
especificos ou de baixa seletividade e de sensibilidade cruzada para diferentes
espécies existentes na matriz de qualquer solucéo liquida [40- 42].

Nestes tipos de sensores utilizam-se sensores de membranas poliméricas
ou de vidro-calcogénio, e os trabalhos realizados com linguas eletrénicas que
integram estes dois tipos de membranas sédo, geralmente, de natureza
qualitativa [40, 44, 46, 48, 51]. Em outros trabalhos sdo referidas linguas
eletrOnicas constituidas por membranas poliméricas com seletividade genérica
e seletivas a ibes. Esta combinacdo possibilita obter informacdo geral ou
seletiva sobre a amostra, possibilitando em alguns trabalhos realizar analise
quantitativa, além da qualitativa [41, 51].

O uso de linguas eletrénicas para analise quantitativa encontra-se descrito
em muitos poucos trabalhos. Alguns trabalhos que podem ser citados séo:
medicdo quantitativa de substancias organicas no vinho, tais como etanol e
acidos orgéanicos, com uma lingua eletrénica constituida por membranas de
vidro-calcogénio [46]; simulacdo do envelhecimento de sumos usando um
sistema de multi-sensores com membranas de vidro-calcogénio e membranas
convencionais de elétrodos seletivos a ibes [52].

Neste trabalho utilizou-se uma lingua eletrénica potenciométrica de
membranas lipo/poliméricas e membranas poliméricas seletivas a iGes.

Apoés obter-se os perfis de sinais registados pelas linguas eletronicas, o

tratamento destes é feito recorrendo a analise multivariada.

2.4. Métodos quimiométricos

A andlise de dados é fundamental na realizacdo de trabalhos
experimentais, sendo univariada quando apenas uma variavel é medida
sistematicamente em varias amostras. H4 muito tempo a estatistica univariada
tem sido aplicada a problemas quimicos, mas a sua utilizagdo tornou-se
limitada. Como solugdo, nas ultimas décadas, introduziu-se a estatistica
multivariada para tratamento de dados quimicos, dando origem a quimiometria.
O modelo estatistico dos métodos multivariados considera a correlagéo entre
muitas variaveis analisadas simultaneamente, permitindo a extracdo de uma

maior quantidade de informacao [53].
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Neste trabalho, utilizaram-se dois tipos de métodos quimiomeétricos:
métodos multivariados ndo supervisionados (analise de clusters e andlise dos
componentes principais) e métodos multivariados supervisionados (anélise

discriminante linear).

2.4.1. Métodos nado-supervisionados

Nos métodos de andlise ndo-supervisionados, 0S grupos nao sao pré-

estabelecidos.

Andlise de Componentes Principais (ACP) é uma técnica de anadlise
multivariada que transforma um conjunto de varidveis correlacionadas num
pequeno conjunto de variaveis independentes que sdo combinacdes lineares
das variaveis originais, denominadas de "componentes principais” [54].

O objetivo principal da ACP é o estudo e interpretacado da estrutura da
variancia-covariancia de um determinado facto calculado por multiplas variaveis
de modo a mostrar as relacdes entre as variaveis, entre 0s sujeitos ou entre 0s
sujeitos e variaveis. Além disso, € um método de reducdo dos dados e permite
sintetizar a informacdo de varias varidaveis correlacionadas em uma ou mais
combinacgdes lineares independentes, que contém a maioria da informacéo
presente nas variaveis originais [54].

Para além da utilizacdo formal, a ACP pode também ser usada, por
exemplo, na identificacdo de possiveis "outliers", e ainda, na identificacdo de
grupos de individuos (clusters) de uma forma evidente.

As componentes principais podem também ser utilizadas em técnicas
estatisticas (por exemplo a anélise de Clusters e Regressao linear multipla) que

exigem gue as variaveis em estudo sejam independentes [54].

Andlise de Clusters € um procedimento estatistico que pode ser usado para
classificar objetos por observacao das semelhancas e diferencas entre eles, ou
seja, € uma técnica exploratéria de analise multivariada que permite agrupar
sujeitos ou variaveis em grupos homogéneos ou compactos, relativamente a
uma ou mais caracteristicas comuns. Cada observacdo pertencente a um
determinado grupo é idéntica a todas as outras referentes a esse mesmo

grupo, mas diferente das observacdes relativas aos restantes grupos. A analise
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de Clusters foi efetuada, usando o método hierarquico. As técnicas
hierdrquicas recorrem a passos sucessivos de agregacdo dos sujeitos
considerados individualmente, por exemplo, cada sujeito € um Cluster e depois
estes vao sendo agrupados de acordo com as suas proximidades, neste caso
0s meétodos dizem-se aglomerativos, ou pelo contrario todos os sujeitos séo, a
partida, agrupados num unico Cluster e depois séo divididos em subgrupos de
acordo com as suas medidas de distancia, neste caso os métodos dizem-se
divisivos [54].

A medida de semelhanca e de distancia utilizada na analise de Clusters foi
a distancia euclidiana. Esta medida de diferenga métrica mede o comprimento
da reta que une duas observacdes num espaco p-dimensional. Para p-

variaveis, a distancia euclidiana entre os sujeitos a e b é dada pela equacao:

IE
D;; = ||Z[xik _x}'k)‘
NG

onde x;, € o valor da variavel k no sujeito i e x; € o valor da variavel k para o

sujeito j.

2.4.2. Métodos supervisionados

Nos métodos de analise supervisionados, 0s grupos sao pré-estabelecidos.

Analise discriminante linear (ADL) é uma técnica de estatistica multivariada
aplicavel quando a variavel dependente é qualitativa (grupos) e as variaveis
independentes sdo quantitativas. Esta técnica permite identificar as variaveis
gue distinguem um ou mais grupos de individuos diferentes do ponto de vista
estatistico. Posteriormente, as variaveis sdo usadas para obter uma ou mais
funcdes discriminantes que tornam possivel a diferenciacdo dos grupos
estabelecidos. Com esta informacéo € possivel classificar a que grupo pertence
novos casos. E muito importante selecionar adequadamente as variaveis para
se obter uma boa classificacdo, pois, o uso de toda a informagéao disponivel
pode levar a introducdo de ruido e ao agravamento de problemas, como por

exemplo, uma maior sobreposi¢cao de grupos [54].
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A andlise discriminante "Stepwise" € um método de analise designado por
passo-a-passo, uma vez que as variaveis vao sendo adicionadas ou removidas
ao longo dos passos realizados, ou seja, a variavel é adicionada quando
aumenta a capacidade da funcdo discriminante ou removida quando a
capacidade da funcéo discriminante néo é afetada pela remocéo dessa variavel
[54]. Neste trabalho usou-se a técnica “stepwise” usando a eliminagéo por
remogao (“backward elimination”) que consiste em considerar inicialmente
todas as variaveis no modelo e, posteriormente, as que menos contribuem séo

eliminadas.

A seguir apresenta-se a componente material e métodos referentes ao

trabalho laboratorial executado neste trabalho.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

Todas as solucfes usadas neste trabalho foram preparadas com agua
desionizada de qualidade tipo II.

O eluente para andlise cromatogréafica foi preparado com o acido orto-
fosforico da Panreac. Todos os reagentes usados neste trabalho séo de
qualidade “para analise”.

Na Tabela 3 mostram-se os compostos usados neste trabalho para a
preparacao das solucdes padrao usadas na calibracdo do HPLC, bem como, a

marca.

Tabela 3 — Descricdo dos reagentes usados na preparacédo das soluc@es padrao.

Composto Formula molecular Marca
Sacarose C12H22011 Panreac
Frutose (D) CsH1206 Fluka
Glucose (D) CeH1206 Fluka
Acido citrico (mono-hidratado) CeHgO7 H,0 Fisher Scientific
Acido Tartarico (L) C4HeOs Riedel-deHaen
Acido malico (DL) C4HOs Fluka
Acido ascorbico (L) CeHsOs Panreac
Acido Lé&ctico C3HgO3 BHD
Acido acético C,H.0, Fluka

3.2. Amostras

Neste trabalho estudou-se as capacidades analiticas de uma lingua
eletrénica e do HPLC em bebidas nédo alcodlicas, mais precisamente em sumos
comerciais de varios tipos. As bebidas foram adquiridas em superficies
comerciais da cidade de Braganca, num total de trintas amostras.

Na Tabela 4 apresentam-se as 30 amostras obtidas e analisadas neste
trabalho. Faz-se a descricdo do tipo de sumo comercial, a sua lista de
ingredientes em sumos de fruta, bem como, a percentagem de sumo total

adicionado de acordo com o referido no rétulo .
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Tabela 4 — Amostras comerciais analisadas.

N° da amostra Nome comercial Tipo Lista de ingredientes % Minima de sumo
1 Continente Néctar Parcialmente fabricado & base de sumos concentrados. Agua, sumo de laranja & base de 45
Manga Laranja concentrado (30%), polpa de manga (15%).
2 Continente Néctar Parcialmente fabricado & base de sumos concentrados. Agua, sumo de laranja maca e 50
Multifrutos maracuja a base de concentrado (48%), polpa de banana (2%).
Continente . Fabricado & base de sumos concentrados. Agua, sumo de laranja (50%) & base de
3 - Néctar 50
Laranja concentrado
4 Continente. Morando Maca Néctar Parcialmente fabricado & base de sumos concentrados. Agua, sumo de maga & base de 45
' 9 & concentrado (10%), polpa de morango e maga (35%).
5 Compal Vital Néctar de laranja, Néctar Fabricado & base de sumos concentrados. Agua, sumos e polpas de liméo (1%), manga 50
cenoura e manga (12%), cenoura (14%), laranja (23%): & base de concentrados
6 Compal Classico Néctar de Néctar Agua, sumo e polpa de péssego (50%) 50
pessego
. . . Agua, sumos e polpas de manga, tomate (7%), maca, cenoura (3%), maracuja, kiwi e
7 Compal Light Tropical cenoura Refrigerante lim3o- & base de concentrado. 25
8 Compal Classico Néctar de manga Néctar Agua, sumo e polpa de manga a base de concentrado. 30
0,
9 Compal Fresr::alg%OA; sumo de Sumo Sumo de maga a base de concentrado. 100
Compal Vital Néctar de frutos . Proveniente de concentrado. Agua, sumos de uva tinta, amora, maga, morango,
10 Néctar 40
vermelhos framboesa, cranberry, groselha.
0,
11 Compa[ Fresh 100% sumo de Sumo Sumo e polpa de laranja a base de concentrado. 100
laranja a base de concentrado
12 Compal Light Ananés/Coco Néctar Bebida a base de sumo de ananas com aroma de coco. Agua, sumo de ananas a base 43
de concentrado.
13 Compal Classico Néctar de péra Néctar Agua, sumo e polpa de péra. 50
. b ~ 7 A 0
14 Compal Vital Roma/Cha verde Refrigerante Bebida a base de sumos de~roma e uva com cha verde. Agua, sumos de uva (4%) e 20
roma (16%) a base de concentrados.
. < . . 0 . .
15 Continente Refrigerante Agua, sumos de fruta a base de concentrados de laranja (10%), maca, ananas e manga 20

Laranja (Infantil)

(9%), polpa de alperce (1%).
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Tabela 4 (cont.) — Amostras comerciais analisadas.

N° da amostra

Nome comercial

Tipo

Lista de ingredientes

% Minima de sumo

16

17

18

19

20

21

22
23
24
25
26

27

28

29

30

Continente
Ananas (Infantil)

Continente
Tropical (Infantil)

Um Bongo, Morango

Um Bongo, 8 Frutos

Um Bongo, Ananas

Um Bongo, Laranja

Sumol, Laranja
Sumol, Ananas
Frisumo, Laranja
Fresky, Laranja

Frisumo, Ananas
Fresky, Frutos tropicais
Compal light Tropical cenoura
Compal Fresh Néctar de maracuja

Compal Light Morango e macéa

Refrigerante

Refrigerante

Refrigerante

Refrigerante

Refrigerante

Refrigerante

Refrigerante
Refrigerante
Refrigerante
Refrigerante

Refrigerante
Refrigerante
Néctar
Néctar

Néctar

Agua, sumos de fruta & base de concentrados de ananas (10%), maca e laranja (4,5%),
polpa de banana (0,5%),

Agua, sumos de fruta & base de concentrados de maca laranja ananas manga (18%),
polpa de goiaba (1,5%) e polpa de banana (0,5%).

Agua, sumos de morango (6%), maga, laranja, ananas, maracuja, alperce, goiaba,
manga, banana: a base de concentrados.

Agua, sumos de maga, laranja, ananas, maracuja, alperce, goiaba, manga, banana: a
base de concentrados.

Agua, sumos de ananas (10%), mac4, laranja, maracuja, alperce, goiaba, manga,
banana: a base de concentrados.

Agua, sumos de laranja (10%), maca, ananas, maracuja, alperce, goiaba, manga,
banana: a base de concentrados.

Agua gaseificada, sumo e polpa de laranja (10%).
Agua gaseificada, sumo e polpa de ananas (8%)
Agua gaseificada e sumo concentrado de laranja (8%).
Agua, sumo de laranja & base de concentrado (11%).

Agua gaseificada e sumo concentrado de ananas (6%).
Agua, sumo de frutos de frutos tropicais & base de concentrado (12%).

Agua, sumos e polpas de manga, tomate, macé, cenoura (3%), maracuja, kiwi e limao: a
base de concentrados.

Proveniente de concentrado. Agua, sumo e polpa de maracuja & base de concentrado.

Parcialmente fabricado & base de sumos concentrados. Agua, sumo e polpa de morango
(26%), polpa de magé (10%), sumo de maca (9%): & base de concentrado.

20

20

14

20

20

20

10
8
8

11
6

12

32

25

45
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Verifica-se que as amostras usadas neste trabalho sdo 6,7% de sumos,
43,3% de néctares e 50% de refrigerantes.

Os sumos analisados sdo maioritariamente produzidos usando sumo de
laranja, seguindo-se o sumo de maca, manga, ananas, maracuja e banana.

Alguns dos sumos mostram na sua composicao a presenca de extratos de
chas ou sumos de frutos que aparecem raramente: Cha verde, roma, coco,
péra, péssego, framboesa, groselha, amora e arando.

Os sumos 100% sé&o preparados por diluicdo de sumos concentrados, 0s
néctares sao preparados com niveis, em geral, de 25% até 50% de sumos de
frutos concentrados, e os refrigerantes de 6% até 25% de sumos concentrados.
Estes dados encontram-se de acordo com as disposi¢cdes legais impostas [2,
3].

3.3. Preparacéo de solucdes

Para a calibracdo do HPLC preparou-se varias solucdes padrao de mistura
de todos os padrbes: sacarose, frutose, glucose, acido citrico, acido tartarico,
acido malico, acido ascorbico, acido lactico e acido acético. Estas solucdes
foram obtidas por medicdo de massas de cada composto para balbes
volumétricos de forma a obterem-se concentracfes a variar entre 0,128 e 8,34
g/L. No estudo da precisdo e exatidao preparou-se solugdes de controlo de
qualidade usando o mesmo procedimento para 0os compostos acima referidos
(exceto para o acido tartarico e acido latico por se ter verificado que nao

estavam presentes nas amostras analisadas).

3.4. Analises com HPLC

As amostras foram analisadas num sistema de cromatografia constituido
por um HPLC Varian, equipado com uma bomba Prostar 220, um injetor
manual Rheodyne modelo 7725i, provido com um loop de 20 pL, um forno
Jones CHromatography modelo 7981 e uma coluna Supelcogel C-610H com 30
cm x 7,8 mm ID de dimensdo. Na andlise cromatografica foram usados dois
detetores: o detetor IR da Varian modelo RI-4 para a analise e quantificacédo

dos acucares (sacarose, glucose e frutose) e o detetor UV da Varian modelo
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9050 (comprimento de onda ajustado a 210 nm e a temperatura de 45 °C), para
a andlise e quantificacdo dos acidos organicos (&cido citrico, acido tartarico,
acido maélico, acido ascérbico, acido lactico e &cido acético).

As trinta amostras foram filtradas com o auxilio de microfiltros (nylon 0,2
pm da Whatman) e seringas para dentro de vials, depois foram injetadas duas
vezes no HPLC. Na quantificacdo dos agucares repetiu-se 0 mesmo processo
mas com a diferenca de que as amostras foram diluidas em &cido orto-fosforico
a 0,1% de 1:10 pois, sem diluicdo os picos dos acucares apareciam saturados.
Cada vez que era injetada uma amostra, era necessario aguardar 30 minutos,
para dar tempo a todos os compostos de serem analisados pela coluna, antes
de passar a seguinte amostra.

As amostras que continham gas foram des-gaseificadas no ultrassons da
Elma Transsonic 460/H durante aproximadamente 5 minutos, antes de serem
utilizadas.

Quando as amostras ndo estavam a ser utilizadas, permaneciam no
congelador.

Os dados foram recolhidos, registados e tratados através do software Star
Chromatography Workstation, version 6.4.

O eluente utilizado no HPLC para a analise de acUcares e acidos organicos
foi o &cido orto-fosforico a 0,1%, da Fisher Scientific. Todos os eluentes
preparados para o HPLC foram antecipadamente filtrados com um sistema de
filtracdo da Phenomenex com um filtro de Nylon 0,2 um, juntamente com uma

bomba de vacuo da Laboport.

3.5. Analises com 0s sensores

A lingua eletrénica utilizada neste trabalho € constituida por dois sistemas
de multi-sensores e um elétrodo de referéncia Ag/AgCl. No primeiro sistema, as
membranas eram selectivas a ides preparadas por mistura de um aditivo do
respetivo ido (5,0%) com o plastificante 2-NPOE (62,1%) e o polimero PVC
(33,0%). No segundo sistema, membranas de sensibilidade cruzada, as
membranas foram preparadas com varios compostos lipidicos (3,0%), o
plastificante Dibutil-Sebacato (65,0%) e o polimero PVC (32,0%). Cada

membrana foi colocada em duplicado no sistema de multi-sensores.
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Na Tabela 5, estdo representados mais em promenor os constituintes dos

sensores, bem como, a indicagdo da numeracéo indicada a cada membrana.

Tabela 5 - Informacéo relativa aos sensores usados.

N° do Aditivo N° do Aditivo de sensibilidade
sensor seletivo aiao sensor cruzada
S1-S2 Magnésio S21-S22 Acido oleico
S3-54 Calcio S23-S24 | Brometo de Tetradodecilamoénio (TDA)
S5-S6 Sédio S25-S26 Alcool oleilico
S7-S8 Potassio S27-S28 Fosfato de Bis (2-etil-hexilo) (T2EHP)
S9-S10 Sulfato S29-S30 Octadecilamina
S11-S12 Cloreto S31-S32 1-Octadecanotiol
S13-S14 Nitrato S33-S34 Dibenzo-18-crown-6
S15-S16 Amonio S35-S36 TDA + T2EHP (1:1)
S17-S18 Hidrogénio S37-S38 TDA + Acido oleilico (1:1)
S19-S20 AqgCl S39-S40 Acido oleico

No segundo sistema, as membranas contendo &cido oleico foram
colocados em quadruplicado.

As analises com os sensores foram efetuadas de forma direta, ou seja, a
lingua eletronica era colocada diretamente em cada sumo (sem diluices)
durante 10 minutos. Cada sumo foi analisado duas vezes. Os sinais dos
sensores foram adquiridos através do software “Agilent BenchLink Data
Logger”. Os sinais dos sensores foram importados para o Excel que permitiu a
visualizagcédo do sinal em fungcédo do tempo e sua preparacdo para o tratamento
de dados com o SPSS, programa de estatistica. Todos os sumos foram
analisados a 25°C numa célula de vidro de dupla parede termostatizada,
colocada sobre um agitador magnético da marca Velp Scientifica, para agitar a
amostra durante a analise.

Os resultados e conclusdes obtidas dos dados experimentais resultantes
quer da aplicacdo do HPLC quer da aplicacdo da lingua eletronica estdo a

seguir apresentados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Anélise por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho usando

os detetores IR e UV

No decorrer do trabalho experimental pretendeu-se otimizar uma técnica
analitica (HPLC) com vista a sua aplicacdo no controlo de qualidade de
bebidas comerciais, hnomeadamente de sumos comerciais sem alcool.

O desenvolvimento desta técnica visou a sua utilizacdo na separacao de
trés acucares (sacarose, glucose e frutose) e seis acidos (acido critico, acido
malico, acido tartarico, acido ascérbico, acido latico, acido acético). Assim,
seguidamente indicam-se os resultados obtidos durante:

- Alidentificacédo dos picos do cromatograma,;

- A calibracdo do sistema de HPLC com solucbes padrdo de calibracéo
preparadas por mistura de compostos;

- A validacdo do método de HPLC usando solucbes de controlo de
qualidade;

- Avalidagdo do método de HPLC usando uma amostra;

- A analise de amostras de sumos por HPLC.

4.1.1. Calibracado do sistema de HPLC

Como ja foi referido, no controlo de qualidade de bebidas comerciais é
importante  monitorizar a concentracdo de diferentes compostos,
nomeadamente, acucares e acidos organicos. A Figura 3 mostra um exemplo
de cromatograma obtido no estudo da capacidade da coluna Supelcogel C-
610H (30 cm x 7,8 mm ID de dimensdo) em analisar varios compostos
presentes em bebidas comerciais, usando os detetores de UV (a 210 nm) e IR.
O cromatograma foi obtido da analise de uma solucéo preparada por mistura
de varios compostos: sacarose, glucose, frutose, acido citrico, acido malico,

acido ascorbico, acido latico, acido acético, glicerol e etanol.

32



0,18 1
0,16
0,14
012
0.1 C
0.08
0,06 I

|
E_ﬁg | I LJLE_,/ \t___. i

0,02
0,18 2
0,16
0,14
0,12
0.1
0,08 B
0.06 |

0.04 ‘ W :{

0,02 \
X | LJJ
0.02 0 2 4 & 8 IIJ 12 14 16 18 20 22 24 26 28 X
Tempo (min)

=

Sinal (mV)
e
@

Sinal (mAU)

Figura 3 — Exemplos de cromatogramas de HPLC obtidos para uma solu¢do padrédo de
calibracdo com o detector IR (1) e detector UV (2): Sacarose (A), Acido citrico (B),
Glucose (C), Frutose (D), Glicerol (E), Acido acético (F), Etanol (G), Acido citrico (B"),
Acido malico (H), Acido ascorbico (l), Acido lactico (J), Acido acético (F') e Pico
desconhecido (K).

O primeiro objetivo deste trabalho foi caracterizar as diferentes amostras de
sumos ao nivel da sua composicdo em agucares e acidos organicos. Verificou-
se que 0s compostos presentes nas amostras de sumos deste trabalho séo:
sacarose, glucose, frutose, acido citrico, acido malico, acido ascorbico e acido
acetico

A analise destes compostos, por HPLC, foi efetuada através de curvas de
calibracdo obtidas usando cinco soluc¢des padrao preparadas por mistura dos
referidos compostos com diferentes concentragoes.

Na Tabela 6 indicam-se os niveis de concentracdes usadas para cada
composto nas solucdes padrdo de calibragdo do HPLC que, em geral,

encontravam-se entre 0,1 e 8,4 g/L.
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Tabela 6 — Intervalo de concentracfes das solugfes padréo utilizadas na obtencdo das
curvas de calibragdo para o HPLC.

Compostos Concentracfes (g/L)
Glucose [0,321 - 5,03]
Frutose [0,348 - 5,13]

Sacarose [0,326 - 5,02]
Acido Citrico [0,390 - 4,62]
Acido Tartérico [0,691 - 8,34]
Acido Malico [0,382 - 5,00]
Acido Ascérbico [0,233 - 1,02]
Acido Acético [0,128 - 1,10]

Em virtude de se pretender dispor de um sistema de HPLC que pudesse

ser utilizado na andlise de outras bebidas que ndo sumos, nomeadamente

vinho, as solucfes padrédo contém elevadas concentracdes de acido tartarico e

baixas concentracdes de acido acético.

A informacao relativa aos tempos de retencdo obtidos para cada um dos

compostos presentes nas solugbes padrdo e amostras, bem como, 0s

parametros da curva de calibracdo apresentam-se a seguir.

Na Tabela 7 apresentam-se os tempos de retencdo médios globais para as

amostras e padrdes, bem como, os respetivos valores dos desvios padréo.

Tabela 7 — Tempos médios de retengcdo obtidos na andlise de amostras e solucfes
padrdo para o sistema de HPLC.

Tempo de retengédo das
amostras (min)

Tempo de retengao dos

padrées (min)

Compostos Média | Desvio Padrao (s) Média Desvio Padréo (s)
Sacarose 10,01 0,02 9,99 0,01
PEeOT | Glucose 11,69 0,02 11,679 0,005
Frutose 12,74 0,02 12,723 0,005
Acido Citrico 10,67 0,02 10,64 0,02
Detetor | Acido Tartéarico 11,26 0,03 11,33 0,04
uv Acido Mélico 12,57 0,03 12,58 0,02
(210 nm) | Acido Ascérbico| 13,04 0,04 13,03 0,01
Acido Acético 18,81 0,03 18,79 0,01

Com base nos tempos de retencdo medios obtidos pode afirmar-se que,

com um nivel de significancia de 5% (teste t-student) ndo existem evidéncias
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estatisticas que permitam afirmar que existem diferencas entre os tempos de
retencdo registados nas amostras e nas solugbes padrédo, exceto para a
sacarose, glucose, frutose e &cido citrico. Porém convém salientar que as
médias dos tempos de retencdo das amostras e dos padrdes sdo muito
semelhantes, podendo atribuir-se a diferenca significativa entre os resultados
ao facto da variabilidade nas solugBes padrdo ser bastante inferior as das
amostras. O desvio padrdao dos tempos de retencédo das amostras e dos
padrées variaram entre 0,02-0,04 e 0,005-0,04 minutos, respetivamente.
Verificou-se ainda que no detetor IR, as variagdes nos tempos de retencéo das
amostras e padrbes sao globalmente dos mais baixos comparativamente aos
resultados obtidos com o detetor UV. Por fim, os resultados mostram que a
analise por HPLC, quer nos padrbes quer nas amostras, para ambos os
detetores é bastante reprodutivel.

A curva de calibracédo para cada composto analisado no sistema de HPLC
foi determinada pela relagdo entre as areas dos picos de cada composto em
funcado das respetivas concentragoes.

Na Figura 4 esta representado, como exemplo tipico de calibracdo por
HPLC, a reta de calibracdo obtida da relacdo linear entre as areas dos picos da
glucose e as respetivas concentracdes usadas nas solucdes padrdo, assim
como o valor de coeficiente de correlacdo. A mesma informacéo foi obtida nas

calibracOes referentes aos outros compostos analisados.
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Figura 4 — Gréafico de calibracdo obtido para a glucose por HPLC.
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Na Tabela 8 mostram-se os parametros da calibracdo obtidos por

regressao linear para cada composto no HPLC.

Tabela 8 — Pardmetros obtidos da calibracdo por regresséao linear.

Compostos a b R LD (g/L) | LQ (g/L)

Glucose | 2,06x10°| 1,05x10° | 099998 | 0,03 | 0,10

Deltgtor Frutose 1,95x10° |-1,76x10*| 099999 | 002 | 0,06
Sacarose 1,68x10° | 6,29x10° [ 0,999997 | 0,01 0,04

Acido Citrico | 1,05x10° | -6,95x10*| 0,09093 | 006 | 017

Acido Tartérico | 1,34x10° | 8,84x10* | 0,09993 | 011 | 032
Detﬂe\}or Acido Malico | 7.51x10° | 2,15x10* | 0,09995 | 006 | 017
Acido Ascérbico | 2,00x10° | -3,74x10°| 099955 | 0,04 | 0,11

Acido Acético | 4,99x10° | -2,18x10°| 0,09987 | 002 | 006

a — Declive (contagemxL/g); b — Ordenada na origem; R — Coeficiente de correlagéo; LD —
Limite de detecéo; LQ — limite de quantificacéo

Por ordem decrescente, o &cido ascorbico foi o composto que mostrou
maior sensibilidade (=2,9x10° contagemxL/g), seguido da glucose e frutose
com sensibilidades préximas (=2,0x10° contagemxL/g); a sacarose obteve um
valor de 1,68x10° contagemxL/g, ligeiramente mais baixo que os dos
monossacarideos. O acido malico e acido acético foram os compostos com
menores sensibilidades, com valores iguais a 7,51x10° e 4,99x10°
contagemxL/g, respetivamente. Os declives obtidos neste trabalho s&o, de
modo geral, maiores do que os declives obtidos por Vérette et al, Pérez-Ruiz et
al, Eyéghé-Bickong et al e Shui and Leong [55-58].

Todas as retas de calibracdo apresentaram coeficientes de correlagéo bons
(R =0,999), semelhantes aos reportados por Vérette et al (1995) (referente aos
acucares e aos acidos citrico, tartarico, malico e aceético) e Pérez-Ruiz et al
(2004) (referente ao acido citrico, tartarico e malico) [55, 56].

Os LD variaram entre 0,01 e 0,11 g/L. Os valores de LD mais baixos foram
obtidos para a sacarose, frutose, acido acético e glucose com valores a variar
entre 0,01 e 0,03 g/L. Os valores de LD mais altos foram obtidos para o acido
tartarico e acido citrico e malico, com valores iguais a 0,11 e 0,06 g/L,
respetivamente. Os resultados obtidos estdo de acordo com os descritos por

Eyéghé-Bickong et al para a glucose, frutose e &cidos citrico, malico e tartarico
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(cujos valores variavam entre 0,02 e 0,16 g/L) e sdo da mesma ordem de
grandeza dos determinados por Vérette et al para a glucose, frutose e para os
acidos citrico, tartarico, malico e acético (entre 0,04 e 0,11g/L) [55, 57]. Shui
and Leong (com valores entre 0,0002 e 0,01 g/L) apresentaram valores
inferiores aos determinados neste estudo, assim como os valores descritos por
Scherer et al para o acido citrico, tartarico, ascérbico e malico [58, 59].

Os valores de LQ variaram entre 0,04 e 0,32 g/L. Os resultados mais
elevados estdo associados mais uma vez ao acido tartarico (0,32 g/L) e acido
citrico e malico (0,17 g/L). A sacarose, frutose e acido acético apresentam os
menores valores de LQ (£ 0,06 g/L). Os resultados obtidos no presente
trabalho sdo muito superiores aos referidos por Scherer et al para o acido
citrico, tartarico, ascorbico e malico. Rodrigues et al apresentaram valores
inferiores para o acido citrico e malico (0,07; 0,001 g/L, respetivamente), e
superiores para o acido acético (0,115 g/L), relativamente aos obtidos neste
trabalho [59, 60].

Na detecao por IR, os picos da glucose e frutose sédo afetados pelos picos
do acido tartarico e acido malico, respetivamente, em virtude destes compostos
terem tempos de retencdo muito semelhantes (Tabela 7) e serem moléculas
com rotatividade otica (e por isso detetados pelo IR). A resolucdo desta
interferéncia foi possivel considerando a concentracdo do respetivo acido
calculada pelo cromatograma obtido com o detetor UV e efetuando a sua
correcdo nos dados obtidos pelo detetor IR. Na quantificacdo da concentracéo
de glucose nas amostras nao foi necessario proceder a esta correcao, pois as
guantidades de acido tartarico nos sumos analisados eram muito baixas,
inferiores ao limite de detecéo (< 0,11 g/L).

Na Tabela 9 indica-se a equacao de calibracdo estabelecida para calcular a
concentracdo de frutose, tendo em consideracdo a correcdo da presenca de
acido mélico e para determinar a concentracdo de glucose, tendo em
consideracdo a correcdo da presenca de &cido tartarico. Estas duas situacdes

particulares de interferéncia ja foram referidas por Eyéghé-Bickong et al [57].
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Tabela

9 — Equacado de calibracdo referente a presenga simultanea de frutose/acido

malico.
Composto Equacéo dareta R
Frutose Area do pico= [Frutose]x1,93x10°%+5,73x10*+[Acido Malico]x1,44x10° 0,9999
Glucose | Area do pico = [Glucose]x2,06x10%+1,22x10°+[Acido Tartarico]x2,07x10° | 0,9999

4.1.2. Validacdo do método de HPLC

Qualquer método analitico necessita de mostrar a sua fiabilidade através

da avaliacdo de parametros de desempenho, que globalmente se define como

validacao.

A validacédo do método de HPLC foi efetuada tendo em conta o estudo da:

a)

Precisdo (repetibilidade e precisédo intermédia) com base na anélise
cromatografica de uma solucdo padrdao de controlo de qualidade e

exatiddo usando varias solu¢des padréo de controlo de qualidade;

b) Precisdo (repetibilidade e precisdo intermédia) com base na andlise

cromatografica de uma amostra (amostra 2);

As solugbes de controlo de qualidade foram preparadas por mistura dos

compostos identificados nas amostras de sumos analisados neste trabalho:

sacarose, glucose, frutose, acido citrico, acido malico, acido ascorbico e acido

acético.

A

amostra 2 corresponde a um néctar produzido a base de sumos

concentrados, com um teor minimo de sumo de 50% (Tabela 4).

Na Tabela 10 apresentam-se os valores dos coeficientes de variagcéo

percentuais no estudo da repetibilidade e da precisdo intermédia para uma

solucdo de controlo de qualidade ao nivel dos tempos de retencdo e das

concentracdes obtidas por HPLC.
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Tabela 10 — Repetibilidade e preciséo intermédia da analise da solugdo de controlo de
qualidade por HPLC.

Tempo de retencao Concentragdes
Composto Média (min.) (m?n.) sr% Média (g/L) (g?L) sr%
Repetibilidade (IR)

Sacarose 9,99 0,02 0,2 0,798 0,005 0,7
Glucose 11,66 0,02 0,2 0,749 0,009 1
Frutose 12,78 0,02 0,1 0,813 0,005 0,6

Repetibilidade (UV)
Acido Citrico 10,64 0,01 0,1 0,685 0,001 0,2
Acido Malico 12,57 0,01 0,1 0,828 0,006 0,7
Acido Ascorbico 13,02 0,01 0,1 0,227 0,007 3
Acido Acético 18,76 0,02 0,08 0,045 0,002 4
Precisédo intermédia (IR)

Sacarose 9,97 0,03 0,3 0,809 0,01 2
Glucose 11,64 0,03 0,2 0,76 0,02 2
Frutose 12,76 0,02 0,2 0,81 0,01 2

Preciséo intermédia (UV)
Acido Citrico 10,64 0,01 0,1 0,681 0,003 0,5
Acido Malico 12,57 0,01 0,1 0,827 0,005 0,7
Acido Ascorbico 13,02 0,01 0,1 0,21 0,02 8
Acido Acético 18,76 0,02 0,08 0,043 0,003 7

s — Desvio padrao; sr% - Desvio padréo relativo percentual

Os tempos de retencéo da solucédo de controlo de qualidade obtidos para
cada composto, no estudo da repetibilidade e da precisdo intermédia no detetor
IR e UV sédo muito semelhantes, mostrando valores de desvio padrao relativo
percentual baixos (sr% < 0,3%), tal como o esperado.

Globalmente pode afirmar-se que, no estudo da repetibilidade e precisao
intermédia dos valores das concentracdes, os resultados obtidos sdo aceitaveis
(sr% < 5%) exceto, na andlise de acido ascoérbico e acético (na precisdo
intermédia) devido a um valor de desvio padréao relativo percentual maior do
gue o esperado e devido ao baixo valor de concentragéo, respetivamente.

A exatiddo do método foi avaliada através do célculo do erro relativo
percentual associado as concentracdes obtidas a partir das curvas de
calibracdo anteriormente estabelecidas para a solugcdo de controlo de
qualidade (de concentragbes conhecidas) usada no estudo da precisao.

Na Tabela 11 mostram-se os resultados do estudo da exatiddo, ou seja, o
erro relativo percentual das concentracbes medias obtidas do estudo da

precisao intermédia usando a solucéo de controlo de qualidade.
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Tabela 11 — Estudo da exatidao da analise da solucdo de controlo de qualidade por
HPLC.

Compostos Valor exato g/L | Er% Preciséo intermédia
Glucose 0,804 5
Frutose 0,773 5
Sacarose 0,814 0,6
Acido Citrico 0,695 2
Acido Malico 1,042 21
Acido Ascorbico 0,221 4
Acido Acético 0,159 73

Er% — Erro relativo percentual.

A sacarose, acido citrico, acido ascorbico, glucose e frutose apresentaram
os valores mais aceitaveis de erro relativo percentual (< 5%). O acido malico e
acético foram os compostos que apresentaram os piores resultados, o que leva
a concluir que se deve analisar as solu¢des de controlo de qualidade logo apés
a sua preparacado. Apesar dos resultados para o acido ascorbico terem sido
aceitaveis deve-se ter especial atencdo a este composto pois é facilmente
oxidavel. Estes resultados mostram que este trabalho deveria ter sido repetido
usando outra ou varias solucdes de controlo de qualidade.

Embora os valores de exatiddo obtidos com a solucdo de controlo de
qualidade usada no estudo da precisdo ndo terem sido os melhores para
alguns dos compostos, em geral, 0 método mostra ser aceitavel (Er% < 5%).

Para verificar se esta situacdo era pontual efetuou-se a analise de trés
novas solucdes de controlo de qualidade e os resultados para o erro relativo
percentual estdo apresentados na Tabela 12. Os erros relativos percentuais
destas trés solucdes de controlo de qualidade séo inferiores a 5%, exceto em
quatro casos para trés compostos. Estes resultados mostram que € necessario
um maior controlo na preparacdo das solucdes para evitar estes erros

elevados.

Tabela 12 — Estudo da exatiddo para trés solucdes de controlo de qualidade.

Acido | Acido Acido Acido

Compostos | Glucose | Frutose | Sacarose . L o o
P Citrico | Malico | Ascérbico | Acético

0,2 1 0,1 0,3 0,3 0,7 0,2
Er% 7 3 1 2 0,7 4 3
8 15 2 3 2 7 4
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Na Tabela 13 apresentam-se o0s resultados obtidos no estudo da
repetibilidade e da precisdo intermédia para uma amostra. Os valores de
concentracéo obtidos no detetor IR, sdo apresentados tendo em conta o fator

de diluicao.

Tabela 13 — Repetibilidade e precisdo intermédia das analises efetuadas a amostra 2 por
HPLC.

Tempo de retencéo Concentragdes
Composto Média (min.) s sr% Média (g/L) S sr%
Repetibilidade (IR)

Sacarose 9,98 0,01 0,07 0,91 0,01 1
Glucose 11,66 0,01 0,06 1,142 0,004 0,3
Frutose 12,71 0,01 0,06 2,16 0,01 05

Repetibilidade (UV)
Acido Citrico 10,66 0,01 0,07 2,54 001 04
Acido Malico 12,55 0,01 0,07 2,55 0,04 2
Acido Ascorbico 13,03 0,01 0,06 0,409 0,007 2
Acido Acético 18,80 0,01 0,04 D - -
Precisédo intermédia (IR)

Sacarose 9,99 0,01 0,1 0,904 0,006 0,6
Glucose 11,66 0,01 0,09 1,10 0,02 2
Frutose 12,72 0,01 0,1 2,09 0,05 2

Precisédo intermédia (UV)
Acido Citrico 10,64 0,01 0,1 2,536 0,006 0,2
Acido Malico 12,53 0,01 0,1 2,47 0,07 3
Acido Ascorbico 13,03 0,01 0,05 0,41 0,01 4
Acido Acético 18,79 0,01 0,04 D - -

s — Desvio padréo; sr% - Desvio padréo relativo percentual; D - Detetado

A amostra 2 apresenta, por ordem decrescente, valores de concentracao
elevados de frutose, glucose e sacarose. Em relacdo aos acidos organicos, o
acido citrico e acido malico tém concentragdes semelhantes (= 2,5 g/L) sendo o
acido ascorbico, o terceiro acido organico mais concentrado. O acido acético foi
detetado nesta amostra, mas nao foi possivel quantificar por se encontrar
abaixo do limite de quantificacdo. Globalmente, os resultados séo aceitaveis
(sr% < 5%) quer para os tempos de retencédo quer para as concentracdes dos
compostos analisados, ao nivel da repetibilidade e preciséo intermédia.

Comparando os tempos de retencao obtidos para cada um dos compostos,
no estudo da repetibilidade e da precisao intermédia, verifica-se que sao muito
semelhantes, ndo havendo diferencas significativas a um nivel de significancia
de 5% (teste t-student).
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As concentracdes obtidas no estudo da repetibilidade e da preciséo
intermédia sdo muitos semelhantes embora, com valores de desvio padréo tao
baixos em alguns casos que estatisticamente poderiam ser considerados

diferentes.

4.1.3. Anélise das amostras

Por HPLC, analisaram-se trinta amostras de bebidas comerciais a base de
sumo nomeadamente, dois sumos, treze néctares e quinze refrigerantes. As
amostras foram analisadas diretamente para detetar/quantificar os &acidos
organicos por UV, e apés diluicdo, para quantificar os agucares por IR.

Na Tabela 14 apresentam-se as concentracdes finais obtidas para os
compostos analisados nas amostras por HPLC.

Os acucares analisados estdo presentes em todas as amostras de sumos.
Os niveis de sacarose nos sumos variam entre 1,49 g/L (amostra A4) a 76,8
g/L (amostra A29). S6 em duas amostras (amostras 10 e 14) os niveis sdo
abaixo do limite de quantificacao.

As concentracdes de glucose nas amostras variaram entre 10,0 g/L
(amostras A4 e A30) e 57,5 g/L (amostra A26).

Em relagcéo a frutose, os valores de concentracdo encontram-se entre 13,1
g/L (amostra A26) e 84,3 g/L (amostra A28). As amostras da A2 & A7, A9, A10
e Al12 sofreram uma correcao para corrigir a interferéncia do acido malico.

Para alguns dos compostos analisados obtiveram-se, em certas amostras,
valores de concentracdo fora do intervalo de concentragfes definido para os
padrdes da reta de calibracéo, estando esta situacdo indicada na Tabela com a
letra “E1” e “E2” de extrapolagdes: “E1” representa as situagdes onde as
concentracbes sdo superiores ao LQ e inferiores a concentracdo do primeiro
padrao da reta de calibragao; “E2” corresponde as concentragdes superiores a
concentracdo do ultimo padrao da reta de calibracdo. Na sacarose observou-se

esta situacdo em nove amostras (duas situacdes “E1” e sete situagdes “E2”),
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Tabela 14 — Concentra¢des finais (g/L) dos compostos presentes nas amostras
analisadas por HPLC.

Amostras | Sacarose | Glucose | Frutose Acido | Acido Acido Acido
Citrico | Malico | Ascorbico| Acético
1 14,2 11,3 16,1 4,96 F2 ND 0,202F! D
2 9,69 11,6 22,6* 2,20 2,04 0,235 D
3 13,0 12,9 15,0+ | 5,41% | 1,08 0,144F ND
4 1,495 10,0 19,0* 2,76 2,31 0,140F* D
5 14,7 13,0 20,5* 3,55 1,79 0,136 % ND
6 74,0F2 17,8 16,2* 1,39 2,43 0,197 % ND
7 11,6 32,0 56,3*%2 | 2,07 |0,342F| 0,138% ND
8 60,3 F? 19,2 25,9 2,62 ND 0,275 ND
9 13,0 29,7 69,3*2 | 1,19 4,70 0,150F! ND
10 D 14,4 16,5* 2,94 1,06 0,217F ND
11 35,0 25,0 30,2 7,852 ND 0,374 D
12 15,9 16,9 16,7* 2,02 1,43 0,145F! ND
13 47,5 11,7 26,5 1,22 ND 0,144F ND
14 D 11,8 13,6 3,44 ND 0,214F ND
15 57,0% 24,2 27.8 3,23 ND 0,189F! ND
16 72,4F2 19,5 22,1 3,17 ND 0,212°F D
17 42.0 32,4 38,6 3,26 ND 0,184F! ND
18 35,0 28,6 31,7 2,45 ND ND ND
19 42,4 28,1 33,6 3,65 ND 0,141 F* ND
20 67,05 20,4 23,1 2,20 ND 0,169 ND
21 68,5 2 17,9 21,5 3,74 ND 0,180°F! ND
22 32,7 32,4 23,1 1,74 ND 0,157 ND
23 38,4 36,0 30,4 1,27 ND 0,147F ND
24 30,5 42,7 28,5 1,88 ND 0,135F! ND
25 25,2 11,5 13,1 2,61 ND 0,152 F! ND
26 9,73 57,5 44,5 1,81 ND ND ND
27 19,3 22,2 27,1 3,65 ND 0,163F! ND
28 31,6 54,1F2 84,3F2 3,71 ND 0,201 ! D
29 76,82 26,1 29,1 7,35F2 ND 0,205FE! ND
30 2,455 10,0 17,2 1,67 ND 0,159 D

* Concentracdo com corre¢do da interferéncia do 4cido malico; E1 - Extrapolagdo por célculo
de uma concentracdo superior ao LQ e inferior a concentracao do primeiro padrdo da reta de
calibracdo; E2 - Extrapolacdo por célculo de uma concentracdo superior a concentracdo do
Ultimo padrdo da reta de calibracdo; ND - Inferior ao limite de detecdo; D — Detetado, mas
inferior ao limite de quantificacéo

na glucose em duas amostras (situagbées “E2”), na frutose em trés amostras

(situagdes “E2”), no acido citrico em quatro (situagdes “E2”) e no acido malico

em uma (situagcdo “E1”) e no acido ascorbico em vinte e cinco amostras

(situacdes “E1”).
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Os resultados da anélise dos sumos por HPLC mostram que o &cido citrico
esta presente em todos 0s sumos, mesmo nos trés sumos, cujos rétulos ndo
apresentavam esta informacéo (amostras A9, A10 e A29). Os niveis de &cido
citrico nos sumos variam entre 1,19 g/L (amostra A9) e 7,85 g/L (amostra All).
Esta grande variabilidade de concentracdes de acido citrico nos sumos deve-se
a sua funcao, isto é, em geral permite melhorar as propriedades organoléticas,
acidificar aumentar o tempo de conservacéo do produto.

Neste trabalho, a quantificacdo do acido malico por UV apresentou
algumas dificuldades pois na maioria das amostras 0s cromatogramas
apresentaram um pico de um composto desconhecido com tempo de retencao
proximo do pico do acido malico. A sua detecdo e posterior quantificacdo nos
sumos s6 foi efetuada quando o pico apresentava tempos de retencdo de
12,57+0,03 min. Atendendo aos resultados da precisdo intermédia e
repetibilidade globais obtidos para a amostra, o critério é aceitavel. Por isso,
embora se suspeite que o acido malico esteja presente na maior parte dos
sumos comerciais analisados, s6 se apresentam o0s resultados em nove
amostras, com concentracdes a variar entre 0,342 g/L (amostra A7) e 4,70 g/L
(amostra A9). Uma solucdo para resolver este problema em trabalhos futuros
sera efetuar a adicdo de padrdo de &cido malico as amostras duvidosas para
verificar a sua influéncia no pico desconhecido.

O acido ascorbico foi detetado em todos os sumos exceto em duas
amostras (amostras A18 e A26), apesar da informacao relativa a sua presenca
estar em todos os rotulos. Os niveis de acido ascorbico nos sumos foram de
0,135 g/L (amostra A24) a 0,374 g/L (amostra All). Este composto tem
propriedades nutricionais (vitamina C) e antioxidantes, dai a sua presencga nos
sumos.

O acido acetico foi detetado s6 em sete sumos, mas com concentracdes
inferiores ao limite de quantificagdo. A presenca deste composto pode resultar
de contaminagfes, dado que o &acido acético consiste num dos subprodutos
metabdlicos resultantes de deterioracdes (amostras Al, A2, A4, All, A16, A28
e A30).

Relativamente ao 4cido tartarico e ao acido latico, ndo foram detetados em

nenhum dos sumos.
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A sacarose, glucose, frutose e acido citrico correspondem aos compostos
maioritarios ao nivel da concentracdo e estao presentes em todas as amostras.

Na figura 5 mostram-se as representacdes gréficas das suas
concentracbes para todas as amostras, de forma a se poder visualizar as
diferencas entre as amostras.

Relativamente a sacarose verifica-se que 23,3% das amostras apresentam
uma concentracdo superior a 50g/L, 36,7% tém uma concentracao inferior a
20g/L e 33,3%, concentracdo entre esses dois limites. De referir que nas
amostras A10 e Al4, a sacarose foi detetada mas ndo quantificada.

Em relagdo a glucose, podemos observar que 6,7% das amostras
apresentam uma concentracdo superior a 50g/L, 43,3% uma concentracao
entre 20 e 50 g/L e 50% tém uma concentracao inferior a 20g/L.

Na frutose verifica-se que 30% das amostras tém uma concentracao
inferior a 20g/L, 10% com concentragéo superior a 50g/L e as restantes 60% de
amostras com concentragdo entre 20 e 50 g/L.

Relativamente ao acido citrico, com concentracdes bastante inferiores aos
acucares, 10% das amostras apresentam concentracdo superior a 5g/L, 60%
das amostras com uma concentragdo entre 2 e 5 g/L e 30% tém uma

concentragéo inferior a 2g/L.
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Figura 5 — Concentrac8es de sacarose, glucose, frutose e acido citrico nas amostras
analisadas.
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Na Figura 6 apresenta-se um grafico de analise de Clusters “Heat Map”,
das concentracdes de sacarose, glucose, frutose e &cido citrico, presentes nas
amostras de sumos, bem como, as amostras com o objetivo de visualizar as
suas semelhancas.

Apresenta-se também um mapa de cores onde se mostra a sua
intensidade de acordo com a grandeza do valor (ver legenda) associado a cada
variavel quimica.

A interpretacdo dos resultados obtidos pela analise do dendograma foi
efetuada com o auxilio dos graficos da Figura 5.

Usando a informacéo fornecida pelo dendograma estabelecido para as
amostras analisadas neste trabalho, podem-se destacar quatro grupos:

1° grupo — amostras A29, A6, A16, A21, A20, A8, Al5 e Al3;

2° grupo — amostras All, Al18, A19, A17,A 23, A22 e A24;

3° grupo — amostras A27, A25, Al12, A3, Al, A5, A2, A4, A30, Al4 e Al0;
4° grupo — amostras A26, A7, A9 e A28.

Se considerarmos a influéncia dos niveis de concentracdo da sacarose,
glucose, frutose e &cido citrico na separacdo das amostras pode-se retirar as
seguintes conclusdes:

- 0 1° grupo é constituido por quatro néctares e quatro refrigerantes e
representa as amostras com maiores concentracdes de sacarose;

- 0 2° grupo é formado por um sumo e seis refrigerantes apresentado
valores de concentracao intermédios para a sacarose, glucose e frutose;

- 0 3° grupo é composto por oito néctares e trés refrigerantes e apresenta
baixas concentracdes de sacarose, glucose e frutose;

- 0 4° grupo é constituido por um néctar, um sumo e dois refrigerantes e diz
respeito as amostras que possuem maiores concentracbes de frutose e
glucose, e baixa concentragcdo de sacarose e acido citrico, a excecdo da

amostra A28.
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Figura 6 — Dendogramas para as amostras de sumos e para as concentracdes de
sacarose, glucose, frutose e 4cido citrico.

A Figura 7 apresenta um gréfico de extremos e quartis para os valores das
concentracdes (g/L) dos acucares e acido citrico. O grafico mostra que a maior
variabilidade das concentracdes foi observada para a sacarose. O acido citrico
foi aquele que apresentou uma menor dispersdo dos resultados, mas este
resultado estd associado aos menores valores de concentracdo. A glucose e
frutose sdo os compostos com concentragdes mais semelhantes. Os pontos
que saem do intervalo definido pelos extremos quartis para a glucose (uma
amostra), frutose (trés amostras) e acido citrico (duas amostras) sédo as
amostras que apresentam niveis do composto bastante diferentes dos

restantes.
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Figura 7 — Grafico de extremos quartis para os valores de concentracdo (g/L) da
sacarose, glucose, frutose e acido citrico.

4.2. Analise por lingua eletrénica

Neste trabalho utilizou-se uma lingua eletrénica com sensores de
sensibilidade cruzada e seletivos a i0es (sistema de multi-sensores) com 0
objetivo de verificar a sua capacidade analitica para classificar os sumos
usados, bem como, verificar a possibilidade de analisar semi-quantitativamente
0S sumos considerando dados de composi¢do quimica obtidos por HPLC.

Na Figura 8 apresenta-se um exemplo da variacdo dos sinais de potencial
para os dez primeiros sensores da lingua eletronica em funcdo do tempo.
Como se pode verificar, os sensores sdo estaveis ao longo do tempo e, em
geral, os seus sinais estabilizam num minuto apds inser¢cdo do sistema de

multi-sensores na solucao.
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Figura 8 — Variacdo dos sinais de potencial obtidos pelos sensores em funcédo do tempo.

Na Figura 9, mostra-se através de um grafico de extremos e quartis a
variabilidade dos sinais obtida pelos sensores na analise de todas as amostras.
A Figura 9 mostra que ha sensores com grande variabilidade, sendo os

sensores S11, S12, S18 e S39 os que apresentam uma maior variabilidade.
Verifica-se também que 45% dos sensores mostram “outliers” na
representacdo grafica mas, em geral, registam amostras que ndo sdo comuns,
ou seja, sdo maximos ou minimos no sinal mas para diferentes amostras. Logo,
nNao se removeram as amostras por se considerarem gue 0s sinais resultam de

influéncias pontuais da matriz da respetiva amostra.
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Figura 9 — Gréfico de extremos e quartis do estudo da variabilidade dos sinais da lingua
eletrénica obtida na anédlise as amostras.

Na Figura 10 apresenta-se um grafico de analise de clusters “Heat Map”
para as amostras e sinais obtidos pelos sensores.

A analise dos dois dendogramas representados na Figura 10 permite-nos
observar trés grupos distintos quer em relagdo as amostras quer para 0s sinais
obtidos dos sensores. Em relagdo as amostras verificamos 0s seguintes
grupos:

- 0 1° grupo agrupa as amostras A4, A6, A7, A8, A9, Al10, All, Al2, Al13,
Al4, A20, A25, A27,A28 e A30;

- 0 2° grupo é constituido pelas amostras A15, A16, A17, A18, A19, A21,
A22, A23, A24, A26 e A29;

- 0 3° grupo possui as amostras Al, A2, A3 e A5.

Quanto aos sensores 0s grupos obtidos foram:

- 0 1° grupo contém os sensores S11, S15, S16, S21, S29 e S39;

- 0 2° grupo abrange os sensores S1, S2, S3, S4, S13, S18, S20, S23, S25,
S27, S28, S32, S38 e S40;
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- 0 3° grupo é constituido pelos sensores S5, S6, S7, S8, S9, S10, S12,
S14, S17, S19, S22, S24, S26, S30, S31, S33, S34, S35, S36 e S37.

Multi-sensores

e oy o

Amostra n®

aBnn0nnaon R0 T8R 3R 885080885888 3580

Sensor n®

Figura 10 — Dendogramas para as amostras de sumos e para o0s sinais obtidos dos
sensores.

Os grupos formados (quer para as amostras quer para 0S sensores) nao
possuem nenhuma caracteristica que justifigue a separacdo entre eles, o que
significa que devem ter sido formados tendo em conta ndo uma mas sim varias
caracteristicas. No caso dos sensores, todos 0s grupos incluem sensores de
sensibilidade cruzada e seletivos a ides.

A seguir mostram-se o0s resultados da aplicagdo da andlise de
componentes principais (ACP) com o objetivo de verificar, com outro método
multivariado n&o supervisionado, se a variabilidade apresentada no
dendograma obtido para as amostras se mantinha. Na Figura 11 apresenta-se
o grafico bidimensional da ACP onde se visualiza os diferentes grupos

formados pela primeira e segunda componente principal.
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Verificou-se que as duas primeiras componentes principais explicavam
80,6% da variabilidade total. A primeira componente (PC1) explica 60,4% da
variancia total e a segunda componente (PC2), 20,2%.
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Figura 11 — Anélise das componentes principais PC1 e PC2 obtido a partir da matriz dos
sinais dos sensores referentes a analise das amostras (G1 - grupo 1, G2 - grupo 2, G3 -
grupo 3).

No gréafico (Figura 11) destacam-se trés grupos: o 1° grupo engloba as
amostras A15, A16, A17, A18, A19, A22, A23, A24, A26 e A29; o 2° grupo as
amostras A4, A6, A7, A8, A9, Al10, All, Al2, Al13, Al4, A20, A21, A25, A27,
A28 e A30; e, por fim, o terceiro grupo abrange Al, A2, A3 e A5. Através da
primeira componente principal é possivel distinguir dois grupos bem definidos

(grupo 1 e grupo 3). O grupo 1 encontra-se bem evidenciado para valores
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negativos do PC1 e o grupo 3, para valores positivos do PC1. Tal distincdo dos
dois grupos deve-se ao grupo 2 se encontrar no meio da representacédo gréfica,
para valores centrais do PC1. A segunda componente principal divide cada
grupo formado em sub-grupos. Estes resultados sdo semelhantes aos
agrupamentos encontrados no dendograma, para as amostras, apresentado na
Figura 10.

Para estudar a capacidade dos 40 sensores, presentes no sistema de
multi-sensores, em classificar as amostras segundo grupos definidos tendo em
conta intervalos de concentracdo de um dado composto (analise semi-
quantitativa), foi utlizado a analise discriminante linear (ADL) com “stepwise” de
forma a selecionar os sensores com informacao relevante para o estudo. Este
meétodo estatistico foi efetuado para cada um dos compostos maioritarios na
composicdo dos sumos: sacarose, glucose, frutose e acido citrico. Testaram-se
varios agrupamentos das amostras com diferentes intervalos de concentragao
para cada um dos compostos referidos. Verificou-se que os modelos ADL
obtidos néo classificavam corretamente as amostras se 0S Qrupos
considerados fossem mais do que dois. Estes resultados podem indicar que o
perfil de sinais obtido da analise a cada amostra, com o sistema de multi-
sensores, poderd ter informacao néo linear.

De seguida séo discutidos os resultados obtidos com analise discriminante
linear para a sacarose, glucose, frutose e acido citrico quando se separam as
amostras em dois grupos considerando um limite de concentracdo definido
atendendo as variacdes das concentracdes de cada composto nos sSumos.
Para verificar se as funcbes eram significativas, foi aplicado o teste “Wilks’
Lambda” (quando o valor de p<0,05, indica que as fungdes discriminantes sao

significativas).

Sacarose. As amostras foram divididas em dois grupos considerando que a
concentracdo em sacarose era: grupo 1 - [sacarose]<40g/L e grupo 2 -
[sacarose]>40g/L. O grupo 1 contém dezoito amostras e o0 grupo 2, dez
amostras. O modelo obtido é constituido por apenas uma funcéo discriminante
que traduz 100% da variabilidade inicial dos resultados. Através do teste “Wilks’

Lambda” verificou-se que a funcdo era significativa (valor de p=0,00003). O
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modelo ADL permitiu classificar corretamente todas as amostras (100% de
classificacdes corretas).

A avaliagcdo do desempenho do modelo na previsédo do grupo a que cada
amostra correspondia foi efetuada recorrendo a valida¢do cruzada, usando o

procedimento “leave-one-out”, encontrando-se os resultados na Tabela 15.

Tabela 15 — Matriz de contingéncia da classificacdo dos dois grupos de amostras pelo
procedimento da validac&o cruzada para a sacarose.

Grupo 1 2 % correta
1 17 1 94
2 0 10 100
Total 17 11 96

Das dezoito amostras pertencentes ao grupo 1, dezassete foram bem
classificadas; as dez amostras do grupo 2 foram todas corretamente
classificadas. Verifica-se que o modelo mostra uma boa capacidade de prever
as amostras uma vez que, globalmente, 96% das amostras estdo corretamente
classificadas. O modelo obtido por “stepwise” usa o0s sinais de catorze
sensores que sao: S1, S2, S3, S5, S9, S10-S13, S15, S16, S18, S20 e S23.
Exceto o0 sensor S23, todas os outros sao de membranas seletivas a ides.

Glucose. Com o objetivo de verificar se era possivel extrair dos sinais dos
sensores informacéo sobre a glucose, as amostras foram separadas em dois
grupos tendo em conta se as concentragdes de glucose eram <25 ou >25¢g/L. O
grupo 1 contém dezoito amostras e o grupo 2, constituido por doze amostras.
O modelo classificou corretamente todas as amostras. Aplicou-se a ADL e,
através do teste de “Wilks’Lambda” verifica-se que a funcéo era significativa,
pois o valor de p=0,0001.

Para avaliar o desempenho do modelo relativamente a capacidade de
previsao do grupo a que cada amostra se enquadrava, foi efetuada a validacao
cruzada, usando o meétodo “leave-one-out”, e os resultados estao apresentados

na Tabela 16.
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Tabela 16 — Matriz de contingéncia da classificacdo dos dois grupos de amostras pelo
procedimento da validacéo cruzada para a glucose.

Grupo 1 2 % correta
1 17 1 94
2 0 12 100
Total 17 13 97

Os resultados presentes na matriz de contingéncia mostram que das
catorze amostras pertencentes ao grupo 1, uma foi mal classificada e todas as
amostras do grupo 2, foram bem classificadas. Verifica-se que o modelo mostra
ter uma capacidade aceitavel de prever as amostras utilizadas, visto que 97%
das amostras foram corretamente classificadas. O modelo obtido por “stepwise”
utiliza quinze sensores que sdo: S3, S4, S13, S14, S16-S21, S26, S27, S29,

S37 e S40. Os sensores sao maioritariamente de membrana seletivas a ides.

Frutose. Para a frutose manteve-se 0 mesmo critério que foi usado no estudo
efetuado com os niveis de glucose. Considerou-se no grupo 1, as amostras
com niveis de frutose <25¢g/L (quinze amostras) e no grupo 2, as amostras com
niveis >25¢g/L (quinze amostras). O modelo obtido para separar os dois grupos
estabelecidos corresponde a uma fungéo discriminante que é significativa pois
p=0,001 no teste “Wilks’ Lambda”, que permite classificar todas as amostras
corretamente.

Recorreu-se a validacdo cruzada para avaliar o desempenho do modelo
nas previsbes dos grupos de cada amostra. Os resultados da validacao
cruzada estédo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Matriz de contingéncia da classificacdo dos dois grupos de amostras pelo
procedimento da validac&o cruzada para a frutose.

Grupo 1 2 % correta
1 14 1 93
2 3 12 80
Total 17 13 87

Verifica-se que sete amostras do grupo 1 foram bem classificadas, estando
uma amostra mal classificada. Doze amostras do grupo 2, de um total de
quinze amostras, foram corretamente classificadas. O modelo conseguiu

classificar corretamente 87% das amostras. Os doze sensores que o0 modelo
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(obtido por “stepwise”) utiliza sdo: S1, S4, S5, S7, S8, S14, S18-S20, S23, S35
e S37.

Acido citrico. Nas amostras de sumos, os niveis de concentracdo em acido
citrico sdo mais baixos comparativamente aos dos acucares. Os dois grupos de
amostras foram obtidos considerando os niveis em acido citrico <2g/L (grupo 1,
com oito amostras) e >2g/L (grupo 2, com vinte e duas amostras). O grupo 1
contém oito amostras e 0 grupo 2, vinte e duas amostras. Também se aplicou a
ADL com o objetivo de verificar se os sensores permitem definir um modelo
que classifigue as amostras nestes dois grupos. Em ambos o0s grupos, as
amostras foram todas corretamente classificadas, o que significa que o modelo
traduz 100% da variabilidade inicial dos resultados. O teste de “Wilks’ Lambda”
mostrou que a funcéo era significativa (valor de p=0,003).

Efetuou-se a validagédo cruzada para avaliar o desempenho do modelo em
prever a que grupo cada amostra correspondia, encontrando-se os resultados
na Tabela 18.

Tabela 18 — Matriz de contingéncia da classificagdo dos dois grupos de amostras pelo
procedimento da validagao cruzada para o acido citrico.

Grupo 1 2 % correta
1 6 2 75
2 4 18 82
Total 10 20 80

Verifica-se que seis amostras do grupo 1 foram bem classificadas e duas
mal classificadas. Das vinte e duas amostras do grupo 2, quatro foram mal
classificadas. O modelo classifica corretamente 80% das amostras, 0 que
significa que possui uma capacidade aceitavel de previsdo das amostras
usadas. Os sensores que o modelo, obtido por “stepwise”, utiliza sdo: S1-S5,
S7, S8, S11-S13, S18 e S36. Dos doze sensores que o modelo ADL usa, s6
um é de membrana de sensibilidade cruzada (S36).

Globalmente, verifica-se que o melhor modelo de classificacdo das
amostras entre dois grupos estabelecidos em funcdo dos niveis de
concentragdo para cada composto estudado, considerando os resultados da
validacdo cruzada, foi para a glucose (97% das amostras foram bem
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classificadas), seguindo-se a sacarose (96% das amostras bem classificadas) e
depois a frutose (87% das amostras bem classificadas). O modelo com pior
desempenho de previsédo foi obtido no estudo com o &cido citrico.

A preponderancia de sensores com membranas seletivas a i6es nos
modelos ADL leva a colocar a hipdtese de que a metodologia “stepwise” com
selecao de variaveis “backward” pode condicionar a construgdo do modelo. Ou
seja, como a técnica corresponde a eliminacdo de variaveis, esta parece
escolher sempre as ultimas como primeira opcao de remocdo. Em estudos
futuros deve-se pensar em usar com ADL novas metodologias de selecédo de

variaveis.
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5. CONCLUSAO FINAL

Neste trabalho, usou-se o HPLC para analisar aclUcares (sacarose,
glucose, frutose) e acidos organicos (acido citrico, acido tartarico, acido malico,
acido ascorbico e acido acético) em sumos comerciais, nao alcodlicos.
Posteriormente, os mesmos sumos foram analisados com uma lingua
eletronica com o objetivo de testar a sua aplicabilidade na classificacdo semi-
quantitativa dos sumos tendo em conta os dados de composi¢cdo quimica
obtidos por HPLC.

No estudo da validacdo do método analitico HPLC através da precisao
(repetibilidade e preciséo intermédia) e da exatiddo, verificou-se que:

- 0s resultados obtidos no estudo da precisdo da solucédo de controlo de
qualidade foram aceitaveis (sr% < 5%) exceto para o acido ascorbico e acido
acético relativamente a preciséo intermédia;

- 0s resultados do estudo da precisdo para uma amostra foram todos
aceitaveis quer no estudo da repetibilidade quer no da preciséo intermédia;

- no estudo da exatiddo do método, os resultados foram aceitaveis (com
erros relativos percentuais iguais ou inferiores a 5% exceto em situacoes
pontuais associadas a ma preparacao de solu¢des) quando se analisaram trés
solugdes de controlo de qualidade.

Da analise dos compostos presentes nas amostras de sumos verificou-se
que:

- a sacarose, glucose, frutose e acido citrico foram detetados e
qguantificados praticamente em todas as amostras;

- a analise dos acidos acético e malico apresentou dificuldades quer na
detecao quer na quantificacao;

- 0 &cido tartarico e o acido latico ndo foram detetados em nenhuma
amostra.

As amostras de sumos foram analisadas com uma lingua eletrénica usando
dois sistemas de multisensores: o primeiro sistema continha membranas de
i0es seletivos; o segundo, continha membranas de sensibilidade cruzada. Da
analise com a lingua eletrénica obteve-se um perfil de sinais (40 sinais) que €

caracteristico de cada amostra.
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Usando os perfis de sinais obtidos com a lingua eletronica, através da
analise de componentes principais e da analise de clusters, foi possivel
verificar que os trés grupos de amostras obtidos por ACP eram semelhantes
aos grupos de amostras obtidos através da andlise de clusters, o que
demonstra coeréncia nos resultados. Porém nao foi possivel evidenciar
qualguer caracteristica que justifique a separacdo entre eles, o que
provavelmente significa que a separacdo dos sumos se deve a um conjunto de
caracteristicas e ndo a uma especifica. Estes resultados mostram que é
necessario aplicar metodologias multivariadas mais avancadas para extrair
informacgao que permita dar sentido aos resultados obtidos.

Estudou-se também a capacidade dos perfis de sinais da lingua eletrénica
em classificar as diferentes amostras tendo em conta intervalos de
concentracdo para cada um dos compostos: sacarose, glucose, frutose e acido
citrico. Estes compostos foram selecionados para este estudo em detrimento
dos outros por terem as concentracdes mais elevadas e por estarem presentes
em todas as amostras. Através da ADL “stepwise” com “backward eliminarion”,
concluiu-se que o melhor modelo de classificacdo das amostras em dois
grupos, considerando os resultados da validagdo cruzada, diz respeito a
glucose, com 97% das amostras bem classificadas. O pior modelo de previséo
foi obtido no estudo da classificacdo das amostras com base em informacéo do
acido citrico.

Com este trabalho, verificou-se que a metodologia usada na selecdo dos
sensores para obter o melhor modelo ADL podera ndo ser o mais adequado,
devendo-se desenvolver um algoritmo que permita selecionar varidveis em
grupos, de forma, a se estudar todas as combinac¢des possiveis.

Outras situacdes que devem ser consideradas em trabalhos futuros:

- introducdo de mais sensores com membranas de sensibilidade cruzada
atendendo a bons resultados obtidos em trabalho anterior [61];

- outros métodos estatisticos multivariados de classificacdo ndo lineares
por haver indicios de nao linearidade nos perfis dos sinais da lingua eletrénica

obtidos para as amostras usadas nos estudos de classificacéo efetuados.
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