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RESUMO

O tomate é um fruto originario da América Central e do Sul, sendo cultivado desde o século
XVI, atualmente é uma das hortalicas mais produzidas e consumidas mundialmente. O plantio
do tomate se difere em tutorado e rasteiro e € direcionado, respectivamente, para consumo in
natura e para a industria. Os tomates consumidos in natura, diretamente na mesa dos brasileiros,
possuem cultivo de origem organica ou convencional. O tipo de cultivo convencional tem como
principal caracteristica 0 uso de agrotéxicos e o organico é realizado sem esse tipo de insumo.
E um fruto que possui um alto valor nutricional, pois é rico em minerais, vitaminas,
aminoacidos e fibras. A vitamina C (&cido ascorbico) é um importante composto contido no
tomate, entretanto € facilmente oxidada por causa dos seus grupamentos hidroxilas. O objetivo
desse trabalho foi realizar um estudo comparativo da quantidade de acido ascdrbico em tomates
de cultivo orgénico e tradicional. Para quantificar o &cido ascérbico (AA) nas amostras de
tomates foi utilizada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com um preparo de
amostra de Extracdo em Fase Sélida (EFS). A quantificacdo foi conduzida em HPLC- DAD
utilizando uma coluna cromatografica de fase reversa ACE 3 Cig (15 cm x 2,1 mm). A fase
movel utilizada foi uma solugéo de fosfato de potassio monobasico (KH2PQO4) 0,2 mol.L™?
acidificada com &cido fosférico até pH 2,4. As condi¢fes do método foi uma eluicéo isocratica,
com fluxo de 0,5 mL/min, a temperatura ambiente, e um volume de injecdo de 20 pL. A analise
foi realizada em um comprimento de onda de 254 nm e a integracdo dos picos obtidas no
software LCsolution® da Shimadizu. As concentracOes obtidas apds a analise mostraram uma
diferenca significativa na quantidade de acido ascérbico entre as amostras de tomates, que pode
estar relacionada ao tempo de armazenamento para cada tipo de tomate. Conclui-se que a

técnica aplicada para quantificar o AA é vélida e pode ser aplicada em trabalhos futuros.

Palavras-chave: agrotdxico; vitamina C; hortaliga



ABSTRACT

The tomato is a fruit originally from Central and South America, and has been cultivated since
the 16th century, it is currently one of the most produced and consumed fruit worldwide.
Tomato plantation differs in tutored low and is directed, respectively, for fresh consumption
and the industry. Tomatoes consumed in natura, directly on the table of Brazilians, can have
organic or conventional cultivation. The main characteristic of conventional cultivation is the
use of pesticides and the organic one is carried out without this type of input. It is a fruit that
has a high nutritional value, as it is rich in minerals, vitamins, amino acids, and fibers. Vitamin
C (ascorbic acid) is an important compound contained in tomatoes; however, it is easily
oxidized because of its hydroxyl groups. The objective of this work was to carry out a
comparative study of the amount of ascorbic acid in organic and traditional tomatoes. To
quantify ascorbic acid (AA) in tomato samples, High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) was used with a Solid Phase Extraction (SFE) sample preparation. Quantification was
conducted on HPLC-DAD using an ACE 3 C18 reversed-phase chromatography column (15
cm x 2.1 mm). The mobile phase used was a 0.2 mol.L™* solution of monobasic potassium
phosphate (KH2PO4) acidified with phosphoric acid to pH 2.4. The method conditions were an
isocratic elution, with a flow rate of 0.5 mL/min, at room temperature, and an injection volume
of 20 pL. The analysis was performed at a wavelength of 254 nm and the peak integration was
obtained using Shimadizu's LCsolution® software. The concentrations obtained after the
analysis showed a significant difference in the amount of ascorbic acid between the tomato
samples, which may be related to the storage time for each type of tomato. It is concluded that

the technique applied to quantify AA is valid and can be applied in future works.

Keywords: pesticide; vitamin C; fruit
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1 INTRODUCAO

O tomate é umas das hortalicas mais consumidas e produzidas em todo o mundo. O maior
produtor mundial de tomate é a China, com aproximadamente 64milhdes de quilos, j& o Brasil
produziu cerca de 3 milhdes de kg no ano de 2021, sendo o décimo maior produtor (SILVA,
2022). A cultura do tomateiro no Brasil se concentra nos estados de Goias, Sdo Paulo e Minas
Gerais, entretanto é produzido em todas as regides (CONAB, 2019). Segundo o IBGE, a area
de plantio no Brasil alcangou aproximadamente 64 mil ha em 2016, desse total 35% foram

destinados a industria e o restante para 0 consumo in natura.

O tomate € originario da América Central e do Sul, domesticado no México e sendo
cultivado na Europa a partir do século XVI. Apesar de ja disseminado na Europa, para a Asia,
Africa e oriente Médio, seu consumo mundial ocorreu somente a partir do século XIX. Além
do nome tomate (portugués, espanhol e francés), esse fruto recebe outros nomes bem comuns

como, tomati (africano ocidental) e pomodoro (italiano) (NAIKA et al., 2006).

O sistema de cultivo do tomate, dividido em tutorado ou em rasteiro, apresenta vantagens
no ciclo relativamente curto, no alto valor agregado no elevado teor de nutrientes e na
possibilidade de uma cultura aberta ou fechada (NAIKA et al., 2006). Apesar da sua colheita
ocorrer durante o ano todo, o tomate é bastante suscetivel a pragas e doencas. As pragas mais
comuns sdo causadas por insetos, como a mosca branca e as tragas, mas o plantio pode ser

afetado ainda por nematodos (vermes) e por doencas causadas por fungos, bactérias e virus.

O cultivo do tomate pode ainda ser divido em organico e convencional. Para combater as
pragas, doencas e manter alta a producdo de tomate sdo utilizadas substancias quimicas, como
agrotoxicos e fertilizantes, no plantio convencional. J& no plantio organico, esse controle é feito
sem 0 uso de substancias toxicas. O uso de agrotoxicos € a principal diferenca entre esses dois

tipos de tomate, entretanto seus plantios diferem em outros aspectos também.

O consumo desse fruto mantém uma dieta saudavel e equilibrada ajudando no
funcionamento do organismo e na reducgdo dos riscos de doengas, uma vez que é rico em
micronutrientes (minerais e vitaminas), aminoacidos essenciais, fibras e compostos fendlicos
como: licopeno, célcio e carotenoides (CARVALHO et al.,, 2017). Dentre as vitaminas
presentes no tomate, o acido ascorbico (vitamina C) é de extrema importancia pois a sua fungéo

antioxidante exerce protecdo contra os radicais livres. Além disso, 0 acido ascorbico atua na
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producdo de colageno, na atividade da dopamina beta-hidroxilase (DBH) e na prevencao de
doencas relacionadas ao coragdo e no cancer (NOVAKOVA; SOLICH; SOLICHOVA, 2008).
Para conhecer a disponibilidade dessa vitamina em tomates organicos e convencionais foi
realizado um estudo comparativo entre eles envolvendo a cromatografia liquida de alto
desempenho. Além disso foi utilizado um parametro estatistico para determinar se a diferenca

de vitamina C existente nas amostras tem significancia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Determinar e comparar a quantidade de acido ascorbico em tomates de cultivo tradicional,

e em tomates de cultivo organico.

2.2 Objetivos Especificos

Estimar a quantidade de acido ascérbico nas amostras de tomate convencional e organico por

meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Determinar se existe uma diferenca estatistica significativa na quantidade de acido ascérbico

presente nas amostras.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Tomate

O tomate (Figura 1), fruto proveniente do tomateiro (Solanum lycopersicum;
Solanaceae), é uma planta herbacea com espécies do tipo rasteira ou trepadeira, caule flexivel
com ramificagdes, flores amarelas em cachos, podendo ter frutos longos ou achatados nas cores
vermelha, verde e roxa (CARVALHO et al., 2017).

Figura 1 - Tomate

Fonte: Conquiste sua vida (2022)

O tomateiro é uma planta anual, sua altura pode chegar a 2 metros e pode diferenciar-se
em dois tipos, determinado e indeterminado. Os indeterminados, considerados variedades altas,
tem um periodo de cultivo prolongado e desenvolvem-se mesmo apos a florescéncia. Seus
frutos desenvolvem-se a sombra das folhas, o que dé a vantagem de n&o ser prejudicado pela
luz solar e de ter um amadurecimento mais lento. Esse tipo tomateiro necessita de tutoramento,
técnica que consiste em amarrar a planta em estacas para que ndo entre em contato com o solo,
evitando uma possivel contaminag&o. Esse tipo de tomateiro da origem aos tomates consumidos

in natura, considerados tomates de mesa (NAIKA et al., 2006).

Ja o tipo determinado para de se desenvolver apds a florescéncia e seus frutos
amadurecem muito mais rapidos. Esse tomateiro ndo necessita de tutoramento, seu crescimento
é rasteiro no solo, suportando seu proprio peso. Seu cultivo é considerado de baixo custo, pois
ndo necessita de muita méo-de-obra, por isso seus tomates séo direcionados para a industria.
(NAIKA et al., 2006).
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Apesar de ser classificado como fruto, o tomate € estudado no grupo das hortalicas e
estd entre 0os mais consumidos na dieta dos brasileiros, depois da alface. Por ser rico em
licopeno, um poderoso antioxidante que combate o envelhecimento precoce e alguns tipos de
cancer, o tomate ¢ um alimento essencial no cotidiano dos seres humanos. Além disso o fruto
é rico em vitaminas A, B e C, em sais minerais e nutrientes que ajudam no desenvolvimento

dos masculos e 0ssos, e na protecdo do sistema imunologico (CONAB, 2019).

3.2 Tomates industriais e tomates de mesa

Por possuir essa grande variedade de espécies conhecidas mundialmente, o tomate
possui sua producdo dividida em frutos destinados a industria e a mesa. Os tomates destinados
a industria sdo parte de um mercado dinamico, eficiente e competitivo no Brasil. Estima-se que
a safra brasileira industrial de tomate atingiu 1,8 milhdes de toneladas em 2010 e as principais
marcas produtoras séo Elefante, Pomarolla, Salsaretti, Etti, Arisco, Tarantella, Predlecta. O
Brasil conta com 23 agroindustrias de atomatados, localizados na maior parte no estado de
Goiés, e geram como principais produtos os concentrados e molhos (CLEMENTE; BOITEUX,
2012)

Os tomates de mesa, consumidos in natura, séo divididos em 4 grupos: Cereja, Santa
Cruz, Italiano e Salada. Os tomates cerejas sdo frutos pequenos de coloracdo vermelha a
amarela e além do consumo em saladas sdo usados principalmente como ornamentos de pratos.
Os tomates Santa Cruz sdo 0s que apresentam o menor custo no mercado e séo tradicionalmente
utilizados em molhos e saladas. O Italiano, por possuir uma polpa mias espessa € utilizado
principalmente em molhos, mas ainda assim sdao consumidos em saladas. Os tomates do tipo
Salada sdo os que apresentam menor acidez e seus frutos podem atingir até 5009 e esses S0 0s
mais consumidos no Brasil (CONAB, 2019).

3.3  Tipos de plantio

3.3.1 Plantio Convencional

No sistema convencional o preparo do solo para cultivar o tomate segue as etapas de
calagem, aracéo, abertura de sulcos para semeadura e adubacéo feita através de minerais. Como
consequéncia de uma alta demanda pelo fruto do tomateiro, nesse tipo de plantio sdo usadas
substancias quimicas como fertilizantes e agrotoxicos, além de reguladores de crescimento
desfolhantes e dissecantes, que sdo necessarias para combater as pragas e as doencas e evitar

possiveis perdas na colheita. Para manter o ritmo de producdo, o uso de agrotoxicos €
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amplamente impulsionado ndo s6 na cultura do tomateiro, mas no segmento agronémico em
geral (MAZZEI et al., 2021).

Em 2015, estima-se que foi pulverizado 899 milhdes de litros de agrotoxicos em
produtos advindos dos 21 tipos de lavouras brasileiras. Ja é cientificamente comprovado que o
uso excessivo de agrotdxicos é nocivo ao ser humano, podendo causar intoxicacdo aguda,
malformacdo do feto e mortalidade infanto-juvenil. Durante os anos de 2012 a 2016 os
principais tipos de agrotoxicos utilizados no Brasil foram Glifosato (herbicida), Clorpirifos
(inseticida), 2,4-D (herbicida), Atrazina (herbicida), Oleo mineral (adjuvante), Mancozebe
(fungicida), Metoxifenozida (inseticida), Acefato (inseticida), Haloxifope-P-Metilico
(herbicida), Lactofem (herbicida), Metomil (inseticida), Diquate (herbicida), Picoxistrobina
(fungicida), Flumetsulam (herbicida), Teflubenzurom (inseticida), Imidacloprido (inseticida),
Lambda cialotina (inseticida), Imazetapir (herbicida), Azoxistrobina (fungicida) e Flutriafol
(fungicida). Destes, 15% s&o considerados extremamente toxicos, 25% altamente toxicos, 35%

medianamente toxicos e 25% pouco tdxicos para o ser humano (PIGNATI et al., 2017).

Considerando o plantio do tomate, os principais agrotoxicos utilizados sdo os da classe
de inseticida e fungicida. A tabela 2 mostra os valores de limite maximo de residuos (LMR)
dos agrotdxicos que tem uso permitido na cultura do tomate, de acordo com o relatério do
Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos — PARA. Segundo esse estudo,
foram analisadas 316 amostras de tomates de mesa e 0s principios ativos mais detectados foram
o imidacloprido (108 amostras), fenpropatrina (86 amostras) e carbendazim (82 amostras).

Tabela 1- LMR de agrotoxicos para o plantio de tomate

Agrotdxicos Classe Agronémica LMR (mg/Kg)
Acetamiprido Inseticida 0,5
Azoxistrobina Fungicida 0,5
Bifentrina Acaricida — Fungicida - 0,02
Inseticida

Boscalida Fungicida 0,05
Buprofenzina Acaricida - Inseticida 0,5
Carbendazim Fungicida 0,1

0,2
Carbosulfano Acaricida -Cupinicida - 0,05

Inseticida - Neonicotinodides
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Ciazofamida Acaricida - Inseticida - 0,05
Neonicotinoides

Ciflutrina Fungicida 0,02
Cipermetrina Fungicida - Inseticida 0,5
Clorotalonil Fungicida 3

Clotianidina Inseticida 0,1
Deltametrina Fungicida - Inseticida 0,03
Diafentiurom Acaricida - Inseticida 0,5
Difenoconazol Fungicida 0,1
Dimetomorfe Fungicida 0,5
Etofenproxi Inseticida 0,5
Fenpropatrina Acaricida - Inseticida 0,2
Flutriafol Fungicida 0,1
Imidacloprido Inseticida 0,5
Indoxacarbe Cupinicida - Inseticida 0,1
Iprodiona Fungicida 4

Lamda-cialotrina Inseticida 0,05
Metconazol Fungicida 0,05
Metomil Acaricida - Inseticida 1

Permetrina Fungicida - Inseticida 0,3
Piraclostrobina Fungicida 0,2
Piridabem Acaricida - Inseticida 0,1
Pirimetanil Fungicida 1

Procimidona Fungicida 2

Profenofds Acaricida - Inseticida 1

Propargito Acaricida 2

Propiconazol Fungicida 0,1
Terbuconazol Fungicida 0,3
Tetraconazol Fungicida 0,2
Tiacloprido Inseticida 0,1
Tiametoxam Inseticida 1

Trifloxistrobina Fungicida 0,5

Fonte: Anvisa (Adaptado de PARA)
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3.3.2 Plantio Organico

O sistema de plantio orgénico de tomate ndo utiliza nenhum tipo de agrotoxico. O
controle bioldgico de pragas é feito com o uso de microrganismos. Nesse cultivo é necessario
haver janelas de producdo pois ndo é possivel produzir tomate organico numa mesma
propriedade durante os 12 meses do ano. Assim como no plantio convencional, no plantio de
tomateiro orgénico é necessario realizar o tutoramento (TIVELLI, 2015).

Dos paises na América Latina, o Brasil ocupa o segundo lugar na producdo de tomate
organico (MAZZEI et al., 2021). Em 2003, no Brasil foi implementada a Lei de Organicos (Lei
Federal 10.831) estabelecendo o que é considerado um plantio orgénico. Portanto, para
comercializar um produto organico é necessario ter a certificacdo (Figura 2) estabelecida por
lei (TIVELLI, 2015).

A producéo desse tipo de alimento promove uma opg¢do de consumo mais saudavel para

as pessoas, além de reduzir a poluicdo ambiental e a aumentar melhoria da vida no campo.

Figura 2 - Selos de identificacdo de produto organico aferido pelo ministério da

agricultura e pelo IBD

PRODUTO

RGANICO

www.ibd.com.br
Selo Organico aferido pelo Selo Orgénico aferido
Ministério da Agricultura pelo IBD

Fonte: Ciorgénicos (2021)

Apesar do surgimento de problemas de satde causado por residuos de agrotoxicos em
alimentos, as producdes de tomate organico ndo conseguem suprir a alta demanda dessa

hortalica e ainda é necessario a producdo dos tomates convencionais (MAZZEI et al., 2021).

A tabela 2 apresenta as principais diferencas entre os tipos de cultivo de tomate.



Tabela 2 - Diferencas entre os tipos de cultivos de tomate
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Aspectos

agrondmicos

Sistema de Cultivo

Organico

Convencional

Preparo do solo

Restricdo de raizes a cada
dois ciclos, incorporacéo
superficial e cobertura

morta

Aracéo, gradagem e

sulcagem

Tratamento da muda

Calda Bordalesa

Inseticidas e fungicidas

Controle de doencas

Equilibrio do solo e calda

bordalesa

Fungicidas, bactericidas e

terramicina

Controle de pragas

Equilibrio do solo,
inimigos naturais,
inseticida biolégico,
feromonios, extrato de

Nim e enxofre

Inseticidas, permetrina,
piretroide Fenpropatrin,
fosforado Acefato,
fosforado Paration

metilico -e bioldgico

Adubacéo Torta de mamona, farelo N-P-K 4-14-8,
de trigo ou arroz, MB 4 superfosfato simples e
(silica), calcério de composto organico
Concha, farinha de peixe e comercial
micronutrientes
Tempo de 14 dias 13 dias

armazenamento para

comercializacéo

Fonte: Adaptado de Mazzei et al 2021

3.4 Acido Ascorbico (Vitamina C)

O tomate é um alimento rico em vitamina C, cada 100g de tomate cru com semente,

possui 21,2 mg de vitamina C. A vitamina C € encontrada nos vegetais na sua forma reduzida,

como acido ascérbico (AA), ou na forma oxidada, como &cido desidrosacorbico (DHA). Por

causa da perda da habilidade de sintetizar essa vitamina, devido a um defeito na enzima que

catalisa o acido ascorbico, o ser humano depende de fontes externas da vitamina C para prevenir
alguns tipos de doengas (BRASIL, 2011).
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A vitamina C deve ser consumida regularmente pois auxilia nas defesas naturais do corpo,
facilita a absorcéo de ferro no intestino, além de ser indicada no tratamento de combate a anemia
(NOVAKOVA; SOLICH; SOLICHOVA, 2008). A tabela 2 mostra a recomendac&o diéria de

vitamina C, de acordo com o Ministério da Saude.

Tabela 3- Recomendacéo diaria de vitamina C de acordo com a faixa etéria

Idade Vitamina C (mg)
Adultos a partir de 11 anos 45
Lactente 0-6 meses 25
Lactente 7-11 meses 30
Crianca 1-3 anos 30
Crianca 4-6 anos 30
Crianca 7-10 anos 35
Gestante 55
Lactante 70

Fonte: Ministério da Saude

O acido ascorbico ¢ um composto altamente polar e solivel em solucdes aquosas. Sua
propriedade &cida (pKa= 4,04 a 25°C) é advinda da ionizacdo dos grupos hidroxilas. O AA é
um composto suscetivel a oxidagdo, principalmente quando é catalisado pelos cations Cu®* e
Fe3*. Outros dois fatores que influenciam acelerando o processo de oxidac&o sdo a luz e o calor.
O pH, a concentracdo de oxigénio e a atividade da agua sdo fatores que podem acelerar esse
processo influenciando diretamente na velocidade da reacdo de oxidagdo do AA. O processo de
degradacdo quimica do AA envolve principalmente a conversdo dele em DHA, mas também
ocorrem outros processos que levam a formacdo de produtos nutricionalmente inativos, como
0 acido L-isoascérbico (DE OLIVEIRA, 2012). Nos alimentos, a perda de AA também pode
estar relacionada com o armazenamento, processamento e congelamento (DEMODARAN,
SRINIVASAN; PARKIN, 2018).

Equacéo 1 - Reacdo de oxidacdo do &cido ascorbico

CH2OH CH,OH
| |
HCOH o HCOH O +2H" + 26
—
TAY H
OH OH o o

Acido ascorbico Acido desidroascorbico
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A tabela 4 contém as principais caracteristicas fisico-quimicas do &cido ascorbico.

Tabela 4- Caracteristicas Fisico-quimica do &cido ascorbico

Formula Quimica CeHsOs

Massa Molar 176,12 g/mol
Densidade 1,65 g/cm?®
Solubilidade H20: 10 mg/ml

Ponto de fuséo 190-194 °C

Acidez (pKa) 4,17 (primeira); 11,6 (segunda)
Aparéncia Sélido branco ou amarelo claro

Fonte: Adaptado DEMODARAN, SRINIVASAN; PARKIN, 2018

3.5 Teécnicas de Quantificacéo e de Preparo da amostra

3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo no qual os componentes a
serem separados sao distribuidos em duas fases, uma estacionaria e a outra movendo-se numa
direcdo definida (definicdo IUPAC). A cromatografia liquida é conduzida na fase liquida. O
processo (figura 3) consiste em uma fase estacionaria, que pode ser particulas de silica porosa
embaladas em uma coluna e uma fase movel, que pode ser um solvente organico, como hexano
por exemplo. Durante o procedimento é injetada uma amostra que € arrastada através da coluna
pela fase mdvel, onde ocorrem as interacdes fisico-quimicas e a separacdo dos compostos. Ao
final da coluna tem-se um detector que transforma os sinais obtidos durante a analise em
cromatogramas. A partir da interpretacdo dos cromatogramas € possivel obter os resultados
esperados para a analise, que pode ser qualitativa ou quantitativa (DONG, 2006)
Figura 3 - (a) Esquema do processo cromatografico mostrando a migracdo de duas bandas de
componentes para baixo de uma coluna. (b) Representagdo microscopica do processo de
particdo das moléculas de analito A e B na fase estacionaria ligada a um suporte. (c) Um

cromatograma referente ao sinal de um detector UV, que exibe a eluicdo dos componentes A e
B.
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1b. Partitioning
1a. Chromatography Process X
Mobile Phase Flow

A+B

B A
ol
" Stationary
Phase
 S—
Solid Support
B
1c. The Chromatogram
A
A |
B

Detector

Fonte: DONG, 2006

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma tecnologia analitica versatil
amplamente utilizada para a analise de produtos farmacéuticos, biomoléculas, polimeros e
muitos compostos organicos e iénicos. E uma forma moderna de cromatografia liquida que usa

colunas de particulas pequenas, na qual a fase mdvel é bombeada a alta pressao (DONG, 2006)

A CLAE foi a técnica escolhida no presente trabalho por apresentar algumas vantagens
quando comparada a técnica classica de titulacdo para a quantificacdo do acido ascérbico:

Analises quantitativas rapidas e precisas
Operacédo automatizada
Alta sensibilidade de detec¢éo

Recuperacdo quantitativa da amostra

vV V V V V

Suscetivel a diversas amostras

3.5.2 Extracdo em Fase Solida

A técnica de extracdo em fase solida (EFS) tem o objetivo de preparar a amostra,
removendo os interferentes e obter 0 méximo de concentracdo dos analitos de interesse para
que sejam analisados. A EFS é um procedimento de separacao de fase solido-liquido, na qual
empregam-se solventes similares aqueles usados na cromatografia liquida. Essa técnica quando
comparada a extracao liquido-liquido tradicional apresenta vantagens, como menor consumo
de solventes organicos, auséncia da formacéo de emulsédo, baixos volumes de residuos toxicos,
possibilidade de aumentar a seletividade e a concentracdo do analito, porcentagem de
recuperacdo do analito elevada e alta disponibilidade no mercado de equipamentos e solventes
para essa técnica (JARDIM, 2010).

Na escolha da tecnica de extracdo e de preparo da amostra devem ser levando em

consideracdo alguns aspectos, como a natureza da amostra, a matriz, a técnica usada para
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andlise e as propriedades do analito. A selecdo da fase s6lida empregada na técnica deve seguir

0s mesmos critérios de escolha da fase estacionaria utilizada na cromatografia liquida. Os

principais critérios levados em consideracdo sdo os componentes da matriz da amostra, as

caracteristicas do solvente e a estrutura quimica do analito (JARDIM, 2010)

Apesar de ser uma técnica relativamente facil de separacéo, a EFS é bastante demorada

e pode consumir 80% do tempo total de analise envolvida no procedimento analitico (JARDIM,

2010).

O procedimento de extracdo (figura 4) segue as etapas de condicionamento, na qual é

usado um solvente semelhante ao qual a amostra esta dissolvida, introducdo da amostra,

limpeza do cartucho para remover os interferentes e eluicdo do analito. Na eluicdo do analito é

usado um manifold a vacuo, gerado por uma bomba (JARDIM, 2010).

Figura 4 - Esquema de extracdo da técnica EFS

1) 2)

condicionamento introdugéo
da amostra

Fonte: JARDIM, 2010

lavagem com
solvente ou clean-up analitos

¢ analitos

e Ao & intorforentos

4)

*
eluigdo dos
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Quimica Instrumental (LQI) do
Nucleo de Tecnologia e Qualidade Industrial do Ceara (NUTEC). As amostras foram coletadas
nos supermercados da regido metropolitana de Fortaleza — CE, entre os dias 07/02 e 09/02/2022.
Foram obtidas 3 amostras orgénicas (Figura 5), com selo de reconhecimento organico, de trés
fornecedores diferentes, e 3 amostras de tomates convencionais (Figura 6) de 3 mercantis
diferentes. As amostras foram transportadas para o laboratério em suas embalagens originais e

la foram armazenadas em papel aluminio para evitar o contato com a luz.

Figura 5 - Tomates Organico: O1- Organico 1; O2 - Organico 2; O3 - Organico 3

Figura 6 - Tomates Convencionais: C1 - amostra 1; C2 - amostra 2; C3 - amostra 3

PAiTor

Fonte: préprio autor

4.1 Pré-tratamento da Amostra

O suco do tomate foi obtido através da trituracdo de cada amostra separadamente
utilizando um liquidificador e filtragdo convencional com o auxilio de uma peneira (figura 11),
com poros de 0,84 mm. Foi pesado 25 g do suco e transferido para um baldo de 100 mL, que
teve seu volume completado com &gua deionizada. Em seguida foi realizada a filtragdo do suco
por gravidade utilizando um papel de filtro Quanty (JP41 - 28um).
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Figura 7 - Preparo do suco do tomate

Fonte: préprio autor

4.2 Preparo da Amostra — Extracéo em fase solida

O procedimento foi realizado utilizando um cartucho Sep-Pak C1g e um Manifold (figura
11) para a remocéo do liquido. Inicialmente o cartucho foi tratado com uma aliquota de 10 mL
de Acetonitrila grau HPLC: 4gua grau Milli — Q (CH3CN : H20) (1:1) e removida com Manifold
até completa secura do cartucho. Em seguida foi adicionado ao cartucho 10 ml da amostra pré
tratada, no qual os primeiros 5 ml foram descartados e os 5 ml restantes coletados. O

procedimento foi realizado para as 6 amostras e ap6s isso foram analisadas no cromatografo.

Figura 8 - Sistema de preparo — extracdo em fase solida

Fonte: proprio autor
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4.3 Desenvolvimento do método cromatogréafico

A identificagdo e quantificagdo do &cido ascorbico foi realizada em um cromatografo
liqguido Shimadzu (modelo 20A Prominence), Figura 9, um detector com arranjo de diodos
(DAD) (modelo SPD-M20A), duas bombas (modelo LC-20AT), forno (modelo CTO-20A),
desgaseificador (modelo DGU-20A3) e al¢a de amostragem (loop) de 20 pL. Foi utilizada uma
coluna de fase reversa octadecilsilano (C1s) da marca ACE (15 cm x 2,1 mm; 3,0 um).

A fase movel utilizada foi uma solucdo (polar) de fosfato de potassio monobasico (KH2POs)
0,2 mol.L? acidificada com acido fosforico até pH 2,4, em uma eluigdo isocratica, num de
tempo de 10 minutos. Cada amostra foi analisada em triplicata com um tempo total de analise
de 90 minutos tanto para amostras organicas como para as convencionais. O fluxo da fase mével
foi de 0,5 mL/min, a temperatura ambiente (25 £ 2 °C), e um volume de injecdo de 20 pL. O
analito foi detectado em um comprimento de onda de 254 nm e as areas dos picos
correspondentes obtidas utilizando o software LCsolution® da Shimadizu.

Figura 9 - Cromatografo Prominence UFLC Shimadzu

Fonte: préprio autor

4.3.1 Curva de calibragdo
O método utilizado para obtencéo da curva de calibragdo foi o do padréo externo, que
faz uma comparacgéo da &rea da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas

das solugdes de concentragdo conhecidas que sdo preparadas a partir de um padréo.



29

O padrdo de &cido ascdrbico utilizado foi o da Sigma Aldrich (figura 13). Foi preparada
uma solucdo aquosa de 1000 mg.L* de 4cido ascorbico e a partir dessa foram preparadas, em
agua, outras 5 solucdes de concentracio 10, 25, 50, 75 e 100 mg L™ para compor os pontos da

curva de calibracéo.

Figura 10- Reagente padrdo de &cido ascorbico — Sigma Aldrich

SIGMA -ALDRICH
ol .

Fonte: préprio autor

5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando a analise de variancia (ANOVA) produzida
com o software Statistic10. O teste de Tukey foi aplicado para detectar diferengas significativas,

e p <0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras, em triplicata, de tomates organicos e convencionais foram injetadas em
HPLC-DAD para obtencao do perfil cromatografico. O acido ascérbico é uma molécula polar,
ou seja, sua afinidade maior ¢ pela fase mével do sistema, o que implica uma retencdo menor
na fase estacionéria. Primeiramente foi feita a curva analitica utilizando o padrdo de &cido

ascorbico.

6.1 Curvade Calibracéo

A curva analitica foi realizada injetando-se as solu¢fes do padrdo de &cido ascorbico no
cromatdgrafo. A figura 11 é a representacdo grafica da média das 3 curvas obtidas. Observa-se
um valor de coeficiente de determinacéo satisfatorio (R > 0,99) indicando uma curva analitica

com boa linearidade.

Figura 11- Curva analitica do padréo de acido ascoérbico.

Curva Analitica
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16000000

14000000
12000000 y =159243x - 154873
10000000 R?=0,9963
8000000
6000000
4000000
2000000
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentragdo (ppm)

Area (mUA*S)

Fonte: préprio autor

6.2 Limites de deteccdo e quantificacdo, e precisao

Os valores dos limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos com base no coeficiente
angular da equacdo da reta, usando método da IUPAC, conforme as equagdes 1 e 2. A precisdo
intralaboratorial foi avaliada pela repetibilidade, calculando o coeficiente de variagdo (CV, %).
Os valores de area correspondentes, as concentragdes dos padrdes, a média, o desvio padrdo, o
coeficiente de variagédo e o tempo de retencéo do analito encontram-se na tabela 4. O tempo de
retencdo do AA variou entre 3 e 4 min.
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O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados de acordo
com os parametros da curva analitica obtida. O LD e o0 LQ para 0 método sdo expressos pelas

equacOes 1 e 2 respectivamente:
LD =33x % Equacéo 1
LQ=10x % Equaco 2

Onde s é a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacéo da curvae S é
o coeficiente angular da curva analitica. De acordo com as equacdes os valores para LD e LQ
foram, respectivamente, 2,0 e 5,0 mg L. A tabela 4 apresenta um C.V variando de 7,9 a
19,04%, essa variacao esta relacionada com o aumento da concentracdo das solucdes de AA
usada na curva (10 a 100 mg L%). Valores de C.V abaixo de 20% indica uma boa repetibilidade
dos dados.
Tabela 5- Pardmetros da obtencdo da curva analitica de acido ascorbico. Al, A2 e A3: areas

integradas; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variancia; TR: tempo de retencdo nas
concentragdes de 10 a 100 mg L1,

Concentracédo Al A2 A3 MEDIA DP CV (%) Tr (Min)
(mg L)
10 1695060 1946733 1710994 1784262,33  140929,1 7,90 3,69
25 3197462 3667601 3766885 3543982,66 304173,89 8,59 3,65
50 8334854 8157273 6961801 7817976 746766,68 9,55
75 10007261 11912975 12176470 11365568,67 1183683,74 10,41 3,62
100 12577330 17741866 18032144 16117113,33 3068976,19 19,04 3,78

6.3 Perfil Cromatogréafico das Amostras

As Figuras 12 e 13 mostram, respectivamente, os cromatogramas obtidos para os
tomates organicos e convencionais. A concentracdo de acido ascérbico foi obtida integrando as

areas dos picos apresentados pelos cromatogramas e pela equacédo da curva analitica.



Figura 12- Perfil cromatografico das amostras de tomates organicos
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Figura 13- Perfil cromatografico das amostras de tomates convencionais
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A tabela 5 mostra os valores de AA, a area integrada e o tempo de retencdo para as amostras

de tomates organicos e convencionais.

Tabela 6 - Concentracdo de acido ascorbico nos tomates organicos (O1, O2 e 03) e
convencionais (C1, C2 e C3) obtidas nos respectivos cromatogramas.

Amostra Area TR (min) Concentracéo (ppm)
01 4555962 3,36 30£0,12°
02 386596 3,50 3,4 +0,01¢
03 6193286 3,71 40+0,24°
Cl1l 11412444 3,29 72+0,23°
C2 14300635 3,21 90+0,72°
C3 15199329 3,26 95+0,282

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a amostra estatisticamente diferentes ao nivel de confian¢a de
95%. p < 0,05.

A Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos - TACO indica que a quantidade
minima de AA é de 21,2 mg /100 g de tomate, 0 que equivale a 5,3 g de AA / 25 g de tomate.
Os valores de AA ascorbico para O1, O2 e O3, considerando as 25 g de amostra pesadas, sao,
respectivamente, 3,0, 0,34 e 4,0 mg. De acordo com esses valores, as amostras de tomate
organico apresentaram um valor abaixo do minimo esperado. A amostra O2 apresentou um
valor (3,4 ppm) abaixo do limite de quantificacdo (5 ppm), caracterizando um valor nédo

confiavel de AA naquela amostra.

Para as amostras de tomates convencionais (C1, C2 e C3) foram obtidos valores de AA
entre 7,0 e 9,5 mg para cada 25g de amostra. Esses valores estdo acima do valor minimo
estabelecido pela TACO (5,3g de AA / 25g de tomate), indicando uma baixa degradacdo do

AA nas amostras de tomates convencionais.

A andlise de variancia e o teste de Tukey mostraram que Ol e O3 ndo apresentam
diferenca significativa na quantidade de AA entre elas (letras iguais). Para os tomates
convencionais, a andlise indicou que C2 e C3 sdo estatisticamente diferentes de C1. Em
contrapartida, como esperado, quando as amostras de tomates organicos sao comparadas as
amostras de tomates convencionais h4 uma diferenca na quantidade de AA com p > 0,05,

indicado pelos indices com letras diferentes.

Todas as amostras de tomates convencionais estudadas apresentaram uma maior
quantidade de AA em relagdo as amostras de tomates organicos. Essa diferenca pode ser
ocasionada devido ao tempo de armazenamento para cada tipo de tomate, uma vez que 0S

tomates convencionais permanecem em armazenamento por 13 dias, e os organicos ficam 14
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dias armazenados. Apesar de ser apenas um dia essa diferenca pode ocasionar perdas
significativas de &cido ascorbico, uma vez que esse composto é muito suscetivel a oxidacao
principalmente pela luz e calor. Alem disso a umidade relativa, o tipo de cultivo e o estagio de
maturacdo podem influenciar o tempo de armazenamento dos tomates. Outro fator que pode
ocasionar a degradacdo do acido ascorbico sdo os diferentes tipos de substancias utilizadas nos
plantios convencionais e organicos, entretanto seria necessario um estudo mais aprofundado

para conhecer a interferéncia desses compostos na quantidade de AA (FERREIRA et al., 2010).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia aplicada, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, se mostrou

satisfatoria para quantificar o &cido ascorbico nas amostras de tomate.

Através da andlise estatistica utilizando o teste de Tukey foi possivel comparar as
quantidades de &cido ascorbico encontrada nos diferentes tipos de amostra. Com o resultado foi

possivel concluir existe uma diferenca significativa entre esses valores.

O estudo realizado no presente trabalho apresentou resultados satisfatorios. Mas, sugere-
se que sejam realizadas novas pesquisas para saber se 0 possivel uso de substancias quimicas,
como os agrotoxicos e os fertilizantes, interferem beneficiando a quantidade de acido ascérbico

dos tomates convencionais.
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