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Resumo

Com este trabalho pretendeu-se otimizar um método analitico que se encontra
acreditado no laboratério no INSA para a determinacéo de carotenoides (a-caroteno,
B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina) em frutos e produtos
horticolas de forma a melhorar o seu controlo e estender o &mbito da sua aplicacdo a
determinacéo simultanea das vitaminas A e E.

O processo analitico incluiu passos de extracdo dos analitos das respetivas
matrizes e uma etapa de saponificacdo. A separacdo e quantificagdo dos analitos
foram feitas através de um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
de fase inversa, com detecdo por UV/Vis para a vitamina A e carotenoides e por
fluorescéncia para a vitamina E.

O método analitico foi ainda otimizado na perspetiva da reducdo de custos,
através do desenvolvimento de um material de referéncia interno a base de cenoura,
brécolos, péssego e tomate. A homogeneidade do material foi comprovada para os
carotenoides em estudo recorrendo a testes estatisticos, nomeadamente ao teste de
Cochran e ao teste de “homogeneidade suficiente”.

Para alargar a gama de aplicacdo do método a determinacao das vitaminas A e
E foram determinados parametros de validacdo, nomeadamente limites de detecéo e
quantificacdo, sensibilidade, precisao (repetibilidade e precisédo intermédia) e exatidao.
Os resultados obtidos permitiram concluir que o método validado é adequado para a
analise das vitaminas A e E em diversas matrizes alimentares.

O método foi aplicado a analise de varias matrizes alimentares recolhidas no
ambito do projeto TDSExposure, sendo os resultados obtidos nesta tese um contributo
para concretizar o objetivo final de avaliar a ingestdo de carotenoides, vitamina A e
vitamina E pela populagéo portuguesa.

Tendo em consideragdo os conhecimentos adquiridos, no ambito do projeto
Ibercarot foram analisados diferentes artigos cientificos sobre analise de carotenoides
por HPLC de alimentos produzidos em paises Ibero-Americanos, contribuindo para a

elaboracdo de uma tabela da composicéo, em carotenoides, destes alimentos.

Palavras-chave: Carotenoides, Vitamina A, Vitamina E, valida¢cédo, HPLC,

material de referéncia interno, matrizes alimentares
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Abstract

This work aims to optimize an analytical method that was previously accredited
in the INSA laboratory for the determination of carotenoids (a-carotene, B-carotene, -
cryptoxanthin, lycopene, lutein and zeaxanthin) in fruit and vegetables in order to
improve their control and extend the scope of its application to the simultaneous
determination of vitamins A and E.

The analytical process included extraction steps of the analytes of the
respective matrices and a saponification step. The separation and quantification of the
analytes have been made using a reverse phase high-performance liquid
chromatography (HPLC) with detection by UV / Vis for vitamin A and carotenoids and
fluorescence for vitamin E.

The analytical method has been optimized from the perspective of cost
reduction through the development of an internal reference material based on carrots,
broccoli, peaches and tomatoes. The homogeneity of the material was proven to
carotenoids studied using statistical tests such as the Cochran test and the test of
"sufficient homogeneity".

To extend the range of application of the method to the determination of
vitamins A and E validation parameters were evaluated, including detection and
guantification limits, sensitivity, precision (repeatability and intermediate precision) and
accuracy. The results showed that the validated method is suitable for the analysis of
vitamins A and E in different food matrices.

The method was applied to the analysis of various food matrices gathered
under TDSExposure project and the results obtained in this thesis contribute to achieve
the ultimate goal of evaluating carotenoids, vitamin A and vitamin E intake by
Portuguese population.

Taking into account the acquired knowledge, in the scope of Ibercarot project,
scientific literature about carotenoids analysis by HPLC of food produced in Ibero-
American countries was analysed, contributing to a carotenoid composition table of

these foods.

Keywords: Carotenoids, Vitamin A, Vitamin E, validation, HPLC, internal

reference material, food matrices
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1. Objetivos do Trabalho

O presente trabalho visou otimizar um método analitico acreditado no
laborat6rio do INSA para a determinacdo de carotenoides (a-caroteno, p-caroteno, -
criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina) em frutos e produtos horticolas de forma
a estender o ambito da sua aplicacdo a determinacao simultdnea da vitamina A e da
vitamina E e a reduzir custos através do desenvolvimento de um material de referéncia
interno. Os principais objetivos deste estudo foram:

e Otimizagdo do método acreditado para a determinacdo de carotenoides em
frutos e produtos horticolas, nomeadamente, através do desenvolvimento de
um material de referéncia interno;

e Contribuicdo para a validagdo do método para a determinacdo das vitaminas A
e E;

e Contribuicdo para a avaliacdo da ingestdo pela populacdo portuguesa dos
analitos em estudo através da determinacao do teor de carotenoides em varios
produtos alimentares recolhidos no ambito do projeto TDSExposure;

e Criacdo de uma base de dados referente ao teor de carotenoides em alimentos
produzidos em diferentes paises ibero-americanos, no ambito do projeto

Ibercarot.

Instituto Superior de Engenharia de Lishoa 1
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2. Enquadramento do Tema

Os carotenoides continuam a ser alvo de grande interesse desde a sua
descoberta no século XIX. Inicialmente o interesse nestes compostos estava
essencialmente ligado ao facto de serem pigmentos responsaveis pela cor de frutos e
flores. Hoje em dia, esta bem estabelecido que os carotenoides sdo compostos muito
importantes e com grandes beneficios para a saude humana, estando relacionados
com a prevencédo e diminuicdo do desenvolvimento de algumas doencas, tais como,
doencas cardiovasculares, cancro e degeneracdo macular.

Estes compostos bioativos sdo também muito importantes, nos paises em
desenvolvimento e em determinadas dietas especificas, no tratamento da caréncia em
vitamina A, visto que apresentam atividade pro-vitamina A. Dados os beneficios para a
saude humana, assim como o facto do teor de carotenoides variar consideravelmente
de alimento para alimento e, dentro de cada espécie de produto, com a variedade, tipo
de solo e clima, fazem com que seja de grande interesse a sua andlise para incluséo
em tabelas sobre a composi¢éo dos alimentos.

Com efeito existem atualmente dois projetos o lIbercarot (a nivel ibero-
americano) e o TDSExposure (a nivel europeu).

No ambito do projeto Ibercarot, financiado pela Rede Cyted, esta a decorrer
uma recolha de dados na literatura sobre os carotenoides em alimentos e refei¢des,
frutos e legumes produzidos em diferentes paises ibero-americanos para posterior
compilacdo. Nessa base de dados vai constar informacgéo relativa ao alimento ou
refeicdo (nome cientifico, cor, processamento, producdo), método de andlise e teor de
carotenoides.

O projeto TDSExposure é um projeto a escala europeia e financiado pela Unido
Europeia, através do qual se pretende criar uma rede de estudos de dieta total (TDS) e
melhorar e harmonizar a monitorizagdo da exposicdo a substancias quimicas
benéficas e prejudiciais presentes nos alimentos ingeridos diariamente.

Os estudos TDS sédo bastante importantes para a salde e tém como objetivo
cobrir a totalidade da dieta alimentar de forma a quantificar a ingestdo diaria
aproximada de nutrientes e a exposicao a contaminantes.

Em Portugal, trata-se de um projeto pioneiro, uma vez que nunca foi realizado
um estudo TDS.
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3. Introducéo

3.1. Carotenoides

O termo carotenoide deriva do nome dado ao pigmento cor de laranja,
caroteno, isolado pela primeira vez, em 1831, por Heinrich Wackenroder (1798-1854)
a partir da cenoura. Em 1837, Berzelius designou por xantofilas os pigmentos
amarelos que isolou das folhas amarelas do Outono. Mais tarde, em 1911 Tswett
conseguiu separar carotenoides através de cromatografia (Omenn, 1998).

Os carotenoides sdo um grupo de mais de 700 pigmentos naturais, cujas cores
variam entre o amarelo e o vermelho, que estdo presentes nomeadamente em folhas,
raizes, frutos, flores, sementes. Estes pigmentos participam na fotossintese, tendo a
funcdo de auxiliar a captacdo de energia solar e promover a prote¢cdo contra a
oxidacao por parte da luz. Fornecem, também, as flores cores distintas com o objetivo
de atrair insetos para a polinizacdo e disperséo de sementes (Lu, 2008; Britton, 1995;
Costa, 2010; Dias, 2009; Hornero-Méndez, 2000).

Estes compostos séo sintetizados por plantas, algumas bactérias e fungos. Os
animais sdo incapazes de sintetizar carotenoides e por isso, a sua principal fonte
reside nos frutos e vegetais presentes na sua alimentacdo. Sao produtos intracelulares
e encontram-se normalmente nas membranas das mitocondrias, cromoplastos ou
reticulo endoplasmatico (Atienza, 2007; Margalith, 1999; Okada, 2008).

Para além da atividade de pré-vitamina A de alguns carotenoides, um grande
namero de estudos epidemiolégicos revela que o consumo de frutos e vegetais ricos
em carotenoides reduz o desenvolvimento de iniumeras doencas degenerativas,
nomeadamente, cancro, doencas cardiovasculares, cataratas e degeneracdo macular
(Van Duyn, 2000; van den Berg, 2000; He, 2007).

Os carotenoides predominantes, tanto nos alimentos como no plasma humano,
sdo o a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina, que juntamente com a
zeaxantina, sdo os mais estudados em termos de beneficios para a satude (Rodriguez-
Amaya, 2004).

A industria alimentar tem vindo a utilizar estes compostos como aditivos
alimentares (ex.: B-caroteno- E160a; licopeno- E160d; luteina- E161b), de acordo com

a legislacdo em vigor presente no Decreto-lei n° 193/2000 de 18 de Agosto.
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3.1.1. Carotenoides nos alimentos

Embora os carotenoides estejam presentes em muitos produtos comuns da
alimentacdo humana, as frutas, sumos e verduras constituem as suas principais fontes
alimentares. Os produtos horticolas fornecem a maior parte de a-caroteno e B-
caroteno, sendo este Ultimo o mais distribuido entre os alimentos; frutas cor de laranja
fornecem B-criptoxantina; vegetais de cor verde-escura fornecem luteina; o tomate
fornece licopeno e a zeaxantina é fornecida pelo milho e bagas de Goji. A luteina e
zeaxantina estdo também presentes nas gemas de ovo (Gerster, 1997; Johnson,
2002; Paiva, 1999; Ong, 1992).

Na Tabela 1 estdo apresentadas as fontes naturais dos principais carotenoides

existentes nos alimentos.

Tabela 1 — Fontes naturais dos principais carotenoides (Tanaka, 2012; Krinsky, 2005;

Rodriguez-Amaya, 2006)

Carotenoides Fontes

a-caroteno Abdbora, cenoura, brocolos, espinafre, vagem

Melao, acerola, caju, néspera, batata-doce, mandioca,
cenoura, abdbora, espinafre, batata-doce, pimentéo
Nectarina, acerola, mamao, laranja, péssego, tomate

arboreo, ervilhas, milho

B-caroteno

B-criptoxantina

Licopeno Tomate, melancia, pitanga, péssego
Luteina Abdbora, pimentao, agrido, alface, brécolos, coentros, couve,
rdcula, salsa, milho verde, camu-camu, pitanga
, Nectarina, laranja, camu-camu, manga, milho, morango,
Zeaxantina

couve, tomate arbéreo

Devido a sua natureza poli-insaturada, os carotenoides estao muito sujeitos a
modificagbes, principalmente, a processos de oxidagdo. No entanto existem outros
fatores, tais como a temperatura, luz e pH, que também podem produzir alteracbes e
influenciar a cor dos alimentos e o0 seu valor nutricional (Rao, 2007).

Apesar de serem reconhecidos como tendo um papel muito importante na
salde humana, os carotenoides ndo tém um valor de dose diéria recomendada (DDR)
atribuido (Rao, 2007).

Os dados relativos a composicao dos alimentos organizam-se em tabelas de
composicao de alimentos, ou bases de dados. Em geral, as bases de dados europeias

ndo contém informacgéo sobre os carotenoides presentes nos alimentos.
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3.1.2. Caracteristicas dos carotenoides

Estruturalmente os carotenoides sao tetraterpendides C40, formados a partir de
oito unidades isoprendides C5 ligadas de forma que a sua sequéncia fique invertida no
centro, originando uma molécula simétrica (Rodriguez-Amaya, 2001).

A ciclizacdo e outras modificagdes, como por exemplo a hidrogenacéo,
desidrogenacao, isomerizacao, introducdo de grupos funcionais contendo oxigénio,
rearranjo, diminuicdo da cadeia ou a combinacdo destes processos, pode resultar
numa grande diversidade de estruturas dos carotenoides (Rodriguez-Amaya, 2001;
Oliver, 2000).

Deste modo, segundo a sua estrutura quimica, os carotenoides podem ser
classificados em dois grupos distintos: os carotenos (a-caroteno, [-caroteno,
licopeno), que sdo hidrocarbonetos lineares ou ciclicos, quer numa ou em ambas as
extremidades da molécula, e os carotenoides oxidados ou xantofilas (3-criptoxantina,
luteina, zeaxantina). Este segundo grupo € o mais complexo, quer em termos de
namero, quer em diferencas na estrutura dos compostos, 0s quais podem ser
encontrados na sua forma livre (tal como os carotenos) ou na forma de &cidos gordos
esterificados. Também nas suas extremidades podem apresentar grupos lineares ou
ciclicos, por exemplo ciclo-hexano e ciclo-pentano (Oliver, 2000; Murillo, 2013;
Atienza, 2007).

Na natureza, os carotenoides existem na sua forma mais estavel, a forma all-
trans (all-E). Este facto resulta de um maior impedimento estereoquimico junto dos
atomos de hidrogénio e/ou grupos metil provocado pela presenga de uma ligagéo cis,
de forma que os isbmeros cis sédo termodinamicamente menos estaveis (Rodriguez-
Amaya, 2001).

A Figura 1 apresenta a estrutura quimica dos principais carotenoides existentes

nos alimentos.

Instituto Superior de Engenharia de Lishoa 7




p-criptoxantina

CHs CHs CHg CHg

™ N -3 N CHs
H,C = = NN NN NN =

CHg CHa CHg CHs

licopeno

zeaxantina

Figura 1 — Estrutura quimica dos principais carotenoides existentes nos alimentos e no

plasma humano (adaptado de http://www.chemspider.com/)

Os carotenoides sdo moléculas lipofilicas praticamente insollveis em &agua.
Sao soluveis em solventes como acetona, éter etilico, tetra-hidrofurano (THF) e

cloroférmio. Os carotenos sdo muito sollveis em éter de petréleo e n-hexano.
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Quanto as xantofilas, dissolvem-se melhor em metanol e etanol (Rodriguez-Amaya,
1997).

Os carotenoides exibem uma caracteristica muito particular. Devido a
existéncia do sistema de ligacbes duplas conjugadas localizado no centro da
molécula apresentam uma grande variedade de cores, que vao desde o amarelo até
ao vermelho intenso. O croméforo permite a obtencéo de um espetro de absor¢édo na
regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis) caracteristico dos carotenoides bastante Uutil
para a sua identificacdo e quantificagdo. Se o composto sé tiver uma Unica ligacao
dupla conjugada, os comprimentos de onda estardo na gama do ultravioleta, pelo
que ndo sdo compostos corados. Caso a molécula tenha varias ligagées duplas
conjugadas, o seu comprimento de onda de maxima absorcdo desloca-se para a
regido visivel do espectro (400-600 nm) (Rodriguez-Amaya, 2001; Antunes, 2007).

O elevado numero de ligacdes duplas é a principal causa da sua
instabilidade, incluindo a sua predisposicdo para a ocorréncia de oxidagdo e
isomerizagdo geométrica. O calor, a radiac@o e os acidos promovem a isomerizagao
dos carotenoides que se encontram na forma all-trans para a configuragéo cis. A
oxidagdo é estimulada pela acdo da luz, calor, metais, enzimas e do oxigénio. O
principal passo da oxidacdo consiste na formacdo de epdxidos e apocarotenoides
(carotenoides de cadeia curta). As condi¢gbes necessérias para a isomerizacao e
oxidacdo dos carotenoides séo facilmente encontradas na preparacédo dos alimentos
na propria casa dos consumidores, processamento industrial e armazenamento dos
alimentos. Estes dois mecanismos sdo responsaveis pela perda de cor e do teor de

vitamina A presente nos alimentos (Rodriguez-Amaya, 1997).

3.1.3. Biodisponibilidade e metabolismo dos carotenoides

Os carotenoides apresentam grandes beneficios na salde humana. Para
serem biologicamente ativos, os carotenoides necessitam de atingir o seu local de
acdo. E neste contexto que a bioacessibilidade e a biodisponibilidade sdo conceitos
importantes a serem considerados (Parada, 2007).

A bioacessibilidade é descrita como a fracdo dos carotenoides ingeridos que é
libertada a partir da matriz alimentar durante a digestéo, tornando-se disponivel para
absorcdo intestinal. A biodisponibilidade refere-se a fracdo da quantidade de
carotenoides ingerida que est4d disponivel para funcdes biolégicas ou para
armazenamento no organismo humano (Parada, 2007).

E dada bastante atencdo a biodisponibilidade uma vez que os potenciais

efeitos benéficos dos carotenoides na saude estdo muito provavelmente
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relacionados com as suas concentracdes nos tecidos e sangue, que por sua vez,
estdo relacionados com a eficiéncia de absorcdo e metabolismo. Estudar a
biodisponibilidade dos carotenoides é bastante complexo devido ao facto desta ser
extremamente variavel, sendo influenciada por varios fatores, tais como: quantidade
e estrutura do carotenoide, natureza da matriz, preparacao do alimento ou método de
processamento, interagdo com outros carotenoides e a presenca de outros
componentes na dieta (a biodisponibilidade aumenta na presenca de gordura mas
diminui pela existéncia de fibra). Em relacdo ao individuo também existem fatores
gue influenciam os estudos sobre a biodisponibilidade, como por exemplo, o seu
estado nutricional (a biodisponibilidade aumenta pela deficiéncia em vitamina A mas
diminui pela deficiéncia em proteina), ma absorgcdo de lipidos, infecbes e fatores
genéticos (Stahl, 2005; Stinco, 2012; Rodriguez-Amaya, 2006).

Nos tecidos das plantas, os carotenoides encontram-se no interior das
células, em organelos como os cromoplastos cuja estrutura precisa de ser destruida
para que os carotenoides venham a ser absorvidos pelos enterécitos.

Uma vez que os carotenoides sao de natureza lipofilica, a sua digestéo ocorre
em paralelo com a digestéo lipidica. Uma absor¢do adequada dos carotenoides
presentes numa dieta alimentar requer em primeiro lugar a digestdo da matriz
alimentar, por agcdo mecéanica e enzimatica. Em seguida, os carotenoides sdo
solubilizados em micelas lipidicas formadas no trato gastrointestinal e sdo absorvidos
pelas células da mucosa intestinal. Depois de absorvidos pelos enterdcitos, os
carotenoides sao incorporados em quilomicrons e vao para o sangue, através do
sistema linfatico.

Os carotenoides podem também sofrer diferentes conversdes durante a sua
passagem através do trato gastrointestinal, como por exemplo a clivagem do (-
caroteno em vitamina A (van der Berg, 2000; Castenmiller, 1998; Parker, 1996).

Os métodos para avaliar a biodisponibilidade devem incluir estudos em seres
humanos e em animais. No entanto, os estudos feitos em seres humanos sao
bastante dispendiosos, muitas vezes invasivos, com um tempo de duragéo
significativo e eticamente discutiveis. A adequacdo da utilizacdo dos modelos
animais para estudos desta natureza € questionavel, uma vez que a
biodisponibilidade, metabolismo e a utilizacdo dos carotenoides sdo diferentes nos
seres humanos e nos animais. Apesar disso, muitas pesquisas tém-se centrado em
técnicas mais simples, como modelos in vitro. O modelo mais amplamente utilizado
para avaliar a biodisponibilidade dos carotenoides, desenvolvido por Garrett et al., €

o modelo de digestéo estéatica acoplada com uma absorc¢éo celular, em células Caco-
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2, simulando um pequeno ambiente intestinal, que permite estudar mecanismos de
absorcéo e transporte (Roman, 2012; O’Connell, 2007; Lee, 1999; Garrett, 1999).

A maioria dos modelos utilizados neste tipo de estudo sdo modelos estéaticos
que nao estudam a libertacdo dos carotenoides durante a digestdo gastrica e ndo
mimetizam os padrdes de mistura e as forcas que ocorrem no estdbmago devido a
peristalse (Roman, 2012; O’Connell, 2007; Lee, 1999).

3.1.4. Efeitos dos carotenoides na saude

Os carotenoides tém sido descritos na literatura como possuidores de
propriedades bastante importantes nao s6 para 0S organismos que 0s sintetizam,
mas também para os animais e seres humanos. Tém muitas fungdes na resposta
imunitaria e no ciclo de visdo. Ha também uma crescente evidéncia do seu papel
preventivo num elevado ndmero de doencgas cronicas ou relacionadas com a idade,
devido, em parte, as suas propriedades antioxidantes (Biehler, 2010; Lu, 2008).

Tem sido descrito que estes compostos podem ajudar a diminuir o
aparecimento e proliferacdo de varios tipos de cancro, incluindo o cancro no pulméo,
préstata e cancro na mama. Também tem sido sugerido que alguns carotenoides,
quando consumidos em frutas e vegetais, previnem doencas cardiovasculares e
podem desempenhar um papel benéfico para a saude 6ssea (Van Duyn, 2000; van
den Berg, 2000; He, 2007).

Estas evidéncias estdo diretamente relacionadas com o crescente interesse
na relacédo entre a ingestdo de carotenoides presentes na alimentacdo e as doencas
degenerativas (Biehler, 2010).

No esquema da Figura 2 encontram-se algumas das principais acfes

biolégicas dos carotenoides.
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Atividade prévitamina A Inibi¢io de cancro
Melhoria do " CAROTENOIDES > Prmrf:m;io de doengas
sistema imune cardiovasculares
r-___. \‘
Prevengio da Decréscimo do risco de formacio de
degeneragio macular cataratas

Figura 2 — Principais a¢Bes biolégicas dos carotenoides (adaptado de Rodriguez-Amaya,
1997)

3.1.4.1. Efeito pré-vitamina A

A contribuicdo dos carotenoides com atividade pro-vitamina A para a ingestao
diaria de vitamina A depende dos hébitos alimentares e dos alimentos disponiveis.
Estima-se que os legumes e frutas que contém carotenoides contribuem com mais
de 70% para a ingestdo de vitamina A nos paises em desenvolvimento; enquanto
nas sociedades ocidentais a contribuicdo é bastante menor, sendo a maior fonte de
vitamina A obtida a partir dos produtos de origem animal (Stahl, 2005; Tang, 2010).

Cerca de 50 das mais de 700 estruturas de carotenoides que sdo conhecidas,
possuem atividade pro-vitamina A, como é o caso do (-caroteno, a-caroteno e a [3-
criptoxantina. Este tipo de carotenoides sdo encontrados principalmente em plantas,
algas e microrganismos e podem ser metabolizados em vitamina A nos seres
humanos e outros animais. Contudo, o tratamento térmico pode promover a
isomerizagdo do 3 e a-caroteno, aumentando a concentragdo dos isGmeros cis com
baixa atividade pré-vitamina A (Carvalho, 2012).

Devido a sua estrutura quimica, o requisito minimo para que um carotenoide
possua atividade pro-vitamina A é a existéncia de um anel B-ionona que nao esteja
substituido e uma cadeia poliénica com 11 &tomos de carbono (Maia, 2006;
Rodriguez-Amaya, 1997).

Os carotenoides s&@o convertidos em retinol através da acdo da enzima -
caroteno 15,15’- mono-oxigenase (EC 1.14.99.36) (Stahl, 2005).

Os fatores de converséo utilizados para calcular o teor de vitamina A a partir

da pro-vitamina A foram definidos em 1989 e estabeleceram que 1 RE (equivalente
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de retinol) correspondia a 1 pg de retinol, 12 pug de a-caroteno, 12 ug de [-
criptoxantina ou 6 pg de B-caroteno (National Research Council).

Em 2001, o US Institute of Medicine publicou as doses diarias recomendadas
para a vitamina A baseando-se em novos fatores de conversao dos carotenoides
com atividade pro-vitamina A, que foram avaliados segundo a eficiéncia de
conversao do B-caroteno e a sua taxa de absorcdo (National Academy of Science,
2001). Foi, entdo, introduzido um novo conceito, o de equivalente de atividade do
retinol (RAE). Cada RAE equivale a 1 pg de retinol, 12 pug de B-caroteno, 24 ug de a-
caroteno ou 24 pg de B-criptoxantina (Campos, 2005).

Para o calculo dos novos fatores de converséao foi estabelecido que a razao
2:1 correspondia a taxa de conversdo do [(-caroteno e que 6:1 correspondia a
absorcéo do B-caroteno presente numa dieta rica em vegetais em relacdo a absorgéo
do B-caroteno puro. Os fatores de conversdo de a-caroteno e B-criptoxantina foram
estabelecidos através de uma extrapolagdo baseada no facto destas moléculas
estruturalmente conterem o equivalente a apenas uma molécula de retinol e o -
caroteno conter o equivalente a duas moléculas de retinol (Campos, 2005).

Deste modo, o teor total de vitamina A pode ser calculada através da equacao
(1), que tem por base o teor de retinol, a-caroteno, B-caroteno e [B-criptoxantina
presente em cada matriz alimentar (FAO/INFOODS, 2012):

— — — ®

3.1.4.2. Efeito Antioxidante

Os carotenoides sdo capazes de inativar espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxigen Species - ROS) e podem, portanto, ajudar a retardar ou prevenir 0s
danos oxidativos. Esta propriedade dos carotenoides esta associada a um menor
risco de desenvolvimento de certas doencas crénicas, como é o0 caso do cancro,
doencas cardiovasculares e osteoporose, uma vez que 0 processo de oxidacao esta
envolvido nas etapas iniciais do seu desenvolvimento (Young, 2001; Yeum, 2004;
Kelemen, 2006).

As ROS formam-se durante o metabolismo aerdbio e processos patologicos.
Os seus principais alvos sd8o os lipidos insaturados que se encontram nas
membranas celulares. Um ataque mediado por radicais livres as membranas lipidicas

pode iniciar uma reacdo em cadeia, resultando em primeiro lugar na peroxidagao
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lipidica e, finalmente, em danos significativos nas membranas, enzimas e acidos
nucleicos (Bendich, 1989; Yeum, 2004).

O metabolismo humano exibe um sistema de defesa antioxidante que envolve
enzimas e proteinas para neutralizar as ROS e evitar esses efeitos. No entanto,
estas defesas podem ser insuficientes sob certas circunstancias e pode ocorrer
stress oxidativo (Park, 2003).

Os carotenoides sé&o, provavelmente, os compostos mais envolvidos na
eliminac@o do oxigénio molecular singleto e dos radicais peroxil (Young, 2001).

O mecanismo de acao dos carotenoides consiste em capturar 0 oxigénio
singleto, com a libertacdo de energia sob a forma de calor. Essa capacidade de
captura depende do numero de ligagbes duplas conjugadas presentes na estrutura
do carotenoide (Shami, 2004).
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3.1.4.3. Prevencéo de doencgas cardiovasculares

A doenca arterial corondria, ou também denominada aterosclerose, € uma
das principais causas de mortalidade nos paises desenvolvidos. De entre os fatores
de risco desta doenca encontram-se a hipertensdo, hipercolesterolemia e o
tabagismo (Kritchevsky, 1999; Tapiero, 2004; Goulinet, 1997; Kohimeier, 1997).

Existem evidéncias de que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
modificadas por oxidacdo estdo envolvidas na iniciacdo desta doenca. Os
antioxidantes naturais presentes na dieta alimentar podem inibir a modificacdo
oxidativa das LDL e diminuir a progressdo da doenca cardiaca coronaria humana
(Kritchevsky, 1999; Tapiero, 2004; Goulinet, 1997; Kohlmeier, 1997).

Desde que se sabe que o [B-caroteno e o licopeno séo transportados
principalmente em LDL, que se tem sugerido que estes dois carotenoides se
encontram numa posicdo privilegiada para proteger estas proteinas contra a
oxidacdo. Em alguns estudos concluiu-se que apenas o licopeno contribuia para
esse efeito protetor (Kritchevsky, 1999; Tapiero, 2004; Goulinet, 1997; KohImeier,
1997).

O licopeno é considerado o carotenoide com maior capacidade antioxidante.
Varios estudos revelam que o licopeno protege moléculas lipidicas, LDL, proteinas e
ADN (Acido desoxirribonucleico) contra o ataque de radicais livres (Porrini, 2005;
Miller, 1996; Mortensen, 1997).

3.1.4.4. Prevencao da degeneragdo macular

A degeneragdo macular relacionada com a idade (Age-Related Macular
Degeneration - AMD) é uma das principais causas, nos paises desenvolvidos, de
cegueira irreversivel em idosos e afeta cerca de 20% da populacdo acima dos 65
anos (Murillo, 2010; Congdon, 2004).

A AMD é um processo degenerativo progressivo da macula, que tem como
alvo uma monocamada de células pigmentares existentes na retina. Esta doenca
destroi a retina e provoca uma perda da visédo central (Wegner, 2011).

A macula faz parte da retina e é a zona onde existe maxima acuidade visual e
que é responsavel pela percecdo de cor. Os carotenoides responsaveis pela
coloracao deste tecido sdo a luteina e a zeaxantina, cuja concentracdo €
relativamente maior do que no resto da retina (Chucair, 2007; Snodderly, 1995).

A falta de luteina e zeaxantina na dieta esta associada a um aumento do risco

da AMD. Ha cada vez mais estudos que evidenciam que estes dois carotenoides
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podem prevenir e/ou retardar esta doenca degenerativa (Chucair, 2007; Snodderly,
1995).

A luteina e zeaxantina atuam na retina como poderosos antioxidantes,
limitando os danos do stress oxidativo para as células da retina e inibindo a apoptose
(Chucair, 2007; Snodderly, 1995).

O interesse por estes dois carotenoides tem crescido consideravelmente nos
altimos anos, principalmente devido ao seu papel na visdo dos seres humanos
(Granado, 2003).

3.1.4.5. Efeitos sobre o cancro

O cancro é o maior problema de saude publica em muitos paises do mundo.
Em Portugal, morrem, por ano, cerca de 42 mil pessoas com cancro (Siegel, 2012;
Liga Portuguesa contra o Cancro, 2009).

Entre as possiveis causas de cancro, os danos provocados no ADN e em
outros componentes celulares pelas ROS parecem ser a maior causa do
aparecimento e desenvolvimento desta doenca. Estas espécies podem induzir
mutacgdes, oxidar lipidos e proteinas e alterar os sinais de transducéo, efeitos que
promovem o desenvolvimento desta doenga (Borek, 2004).

A alimentacdo tem um papel bastante importante. Uma dieta rica em
alimentos que contenham compostos com atividade antioxidante reduz o risco de
certos tipos de cancro (Borek, 2004).

Estudos sobre a acdo do B-caroteno tém demonstrado que este carotenoide
inibe a proliferagdo de células cancerigenas devido a sua atividade antioxidante e a
capacidade de se converter em vitamina A. No entanto, foi também verificado que
alguns fatores adjacentes, como por exemplo o tabaco, podem influenciar o [3-
caroteno no seu mecanismo de agao, fazendo com que este tenha exatamente uma
acao oposta a pretendida. Com o objetivo de esclarecer estas controvérsias, foram
realizados estudos in vivo e in vitro em animais, nomeadamente em furdes, uma vez
gue este animal mimetiza o metabolismo do (3-caroteno em humanos. Os resultados
revelaram que elevados niveis de [(-caroteno em animais expostos ao fumo do
tabaco, criava condicbes extremamente oxidativas, propicias a oxidacdo do B-
caroteno. Os metabolitos resultantes dessas rea¢cdes promoviam a destruicdo do
acido retindico, induzindo a ativagdo da carcinogénese. Tudo indica que a explicacédo
para este facto reside na dose de B-caroteno ingerida. Ao que parece doses

elevadas de B-caroteno, muito superiores as existentes naturalmente nos alimentos,
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favorecem o processo de carcinogénese, sendo que tal ndo se verifica quando se

ingerem doses mais reduzidas (Tang, 2012; Brenner, 1994; Russell, 2002).

3.2. Vitamina A

Vitamina A (Figura 3) € um termo genérico que abrange um certo nimero de
substancias lipossollveis, tais como retinol, retinal, 4cido retindico e éster de retinilo.
Estas substéncias sdo essenciais no organismo humano, desempenhando varias
funcdes ao nivel do desenvolvimento embrionario, visdo e crescimento, assim como,

ao nivel de vérios 6rgaos como coracgéo, pulmdes e rins (Msagati, 2013).

CH, CH,

I"IS
OH
CH,
Figura 3 - Estrutura guimica da Vitamina A (adaptado de
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.393012.htm|?rid=feef0575-7f9c-4e7c-9ef2-

€63584bad451)

A vitamina A encontra-se em produtos de origem animal, tais como ovo, 6leo
de figado de peixe, figado dos mamiferos, leite e seus derivados, assim como em
vegetais e frutas sob a forma de pré-vitamina A (Leboulanger, 1978).

O retinol e os seus ésteres sao insolUveis em agua mas facilmente sollveis
em éter, cloroférmio, acetona, gorduras e 6leos. Sao facilmente degradados pela
acao da luz, oxigénio e acidos, tal como os carotenoides (Msagati,2013; National
Institute of Health,2013).

A vitamina A é absorvida a partir do intestino, esterificada e armazenada no
figado, e libertada em quantidades controladas que mantém os niveis estaveis de
retinol no plasma, encontrando-se, na sua maioria, ligado a proteina transportadora

de retinol (Retinol Binding Protein RBP —) produzida no figado (Omenn,1998).
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3.2.1. Deficiéncia em vitamina A

A deficiéncia em vitamina A é um dos maiores problemas nutricionais em
muitos paises em desenvolvimento e afeta cerca de 250 milhGes de criangas com
idades inferiores a 5 anos e mulheres em idade reprodutiva (WHO, 2014; Ekesa,
2012).

A caréncia desta vitamina manifesta-se principalmente por alteracdes a nivel
dos 6rgéos e tecidos de origem ectodérmica. O olho é atingido precocemente, sendo
um dos primeiros sinais a cegueira crepuscular, que é acompanhada, geralmente,
por uma diminuicdo na taxa plasmatica de retinol e que reage rapidamente a
administracdo de vitamina A (Lebouranger, 1978).

A nivel do revestimento cutaneo, a caréncia em vitamina A manifesta-se pelo
aspeto de desidratacdo da pele com atrofia das glandulas sebaceas e sudoriparas e
chegando a hiperqueratose, que da a pele um caracter rugoso ou aspero ao tato
(Lebouranger, 1978).

Também estao relacionados com o défice de retinol, a anemia, bem como um
aumento da sensibilidade as doencas infeciosas e uma diminuigdo da resisténcia ao
stress (Lebouranger, 1978).

A fortificacdo dos alimentos com vitamina A € uma das estratégias tradicionais
para tratar a deficiéncia desta vitamina.

Para os paises cujas populacdes dependem da agricultura, a principal
estratégia sustentavel de fazer face a este problema é a utilizacdo de alimentos de
origem vegetal que sejam uma fonte de carotenoides com propriedades pré-vitamina
A. Existe, entdo, a necessidade de promover uma maior diversidade alimentar,
através da producdo e consumo de legumes e frutas. Este facto € um dos fatores
gue faz com que a pesquisa de carotenoides em alimentos seja tdo importante (Lu,
2008; Lozano-Alejo, 2007; Ruel, 2001).

Segundo o0 Regulamento n° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do
Conselho Europeu de 25 de Outubro de 2011 a DDR para a vitamina A a considerar
em termos de rotulagem é de 800 pg. No entanto, as recomendacdes nutricionais
referentes & ingestao individual de vitamina A variam de acordo com a idade, género
e na mulher, também, consoante o periodo reprodutivo em que se encontra (Tabela
2).
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Tabela 2- Recomendac¢des nutricionais de vitamina A (adaptado de National Academy of
Science,2001)

I dade | ug/dia

Lactentes 0 a 6 meses 400
7 a 12 meses 500

1 a3 anos 300

Criancas 4 a 8 anos 400
9 a 13 anos 600

Homens Acima de 14 anos 900
Acima de 14 anos 700

Gravidas < 18 anos 750

Mulheres Gravidas acima dos 19 anos 770
Lactacdo < 18 anos 1200

Lactacdo acima de 19 anos 1300

3.3. Vitamina E

Vitamina E (Figura 4) é um termo coletivo utilizado habitualmente para
designar as diferentes formas de tocoferol que apresentam atividade antioxidante.
Esta vitamina ocorre naturalmente em oito formas,a, 3, y € o tocoferol e respetivos
analogos insaturados, tocotriendis. O a-tocoferol encontra-se na natureza mais
frequentemente e apresenta uma atividade biol6gica mais elevada. Os B e y-
tocoferol apresentam uma atividade vitaminica reduzida, enquanto o o-tocoferol é

praticamente inativo (Gimeno, 2000; Leboulanger, 1978; Siluk, 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica da Vitamina E (adaptado de
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.14265.html?rid=fe18dcd0-edcb-4d3b-ad02-
27aa31d96b62)

Os tocoferodis, a temperatura ambiente, apresentam-se sob a forma de um
liqguido amarelo viscoso. Estes compostos sdo insoliveis em agua, solUveis em
gorduras e O6leos, assim como em solventes organicos, como éter, cloroférmio e

acetona, e particularmente sensiveis a luz solar e a oxidagéo (Leboulanger, 1978).
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E possivel encontrar a vitamina E sob a forma ndo esterificada e as suas
principais fontes s@o Oleos vegetais, nozes, sementes, frutas, cereais e vegetais de
folhas verdes (Hoppe, 2000).

Esta vitamina apresenta um papel importante na salde humana pois
desempenha um papel preventivo em doencas associadas ao stress oxidativo, tais
como doencgas cardiovasculares, cancro, cataratas, degeneragcdo macular
relacionada com a idade e tem uma grande importancia em fungcbes como o
crescimento, reproducao, e na protecdo da integridade dos tecidos (Siluk, 2007).

A existéncia de deficiéncia de vitamina E é rara e ndo foram encontrados
sintomas evidentes em pessoas saudaveis que obtém um baixo teor de vitamina E
através da sua dieta alimentar. No entanto, esta deficiéncia pode ocorrer em caso de
mé absor¢do da gordura ou em prematuros, sendo geralmente caracterizada por
problemas neurolégicos (http://ods.od.nih.gov/factsheets/VitaminE-
HealthProfessional/; Rao, 2013).

Segundo o Regulamento n° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do
Conselho Europeu de 25 de Outubro de 2011 a DDR para a vitamina E a considerar
em termos de rotulagem, € de 12 mg. Contudo, as recomendacdes nutricionais
referentes a ingestao individual de vitamina E também, variam de acordo com a
idade, género e na mulher, também, com o periodo reprodutivo em que se encontra
(Tabela 3).

Tabela 3 — Recomendacg8es nutricionais de vitamina E (adaptado de National Academy of
Science, 2001)

| Idade | mg/dia
Lactentes 0 a6 meses 4
7 a 12 meses 5
1 a3 anos 6
Criancas 4 a 8 anos 7
9 a 13 anos 11
Homens Acima de 14 anos 15
Acima de 14 anos 15
Mulheres Gravidas 15
Lactacdo 19
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3.4. Métodos Analiticos para a Determinacao de

Carotenoides, Vitamina A e Vitamina E

A identificacdo e analise quantitativa dos carotenoides constituem um desafio
devido a sua semelhanca quimica, instabilidade face a presenca de luz, oxigénio e
calor e a sua grande variabilidade. A falta de padrbes disponiveis comercialmente e o
elevado preco dos disponiveis, as baixas concentragcdes normalmente existentes em
amostras biolégicas e a presenca de compostos interferentes tornam o
desenvolvimento de métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo de
carotenoides em amostras de alimentos um processo dificil (Van Breemen, 2012).

Inicialmente, a analise cromatogréfica de carotenoides era realizada em
coluna aberta, & pressdo atmosférica, necessitando de uma grande quantidade de
amostra (Quirds, 2006).

Com base nas propriedades quimicas e fisicas destas moléculas e
aproveitando o grande desenvolvimento do método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography - HPLC), este tornou-se o
método mais comum para a determinacdo de carotenoides, tanto qualitativa como
quantitativamente (Rivera, 2012).

O detetor mais frequentemente utilizado neste sistema cromatogréafico € o
detetor de UV-Vis e mais recentemente o detetor de rede de diodos (Diode Array
Detector - DAD), que permite a obtencdo de cromatogramas em varios comprimentos
de onda selecionados para os diferentes componentes (Chauveau-Duriot, 2010;
Huck, 2000).

Para a andlise de carotenoides, tanto se pode utilizar sistemas de fase normal
(NP-HPLC) como de fase inversa (RP-HPLC), em modo isocratico ou gradiente.

No entanto, a maioria das separacdes destes compostos é feita através de
RP-HPLC utilizando colunas C8 e C18, sendo que estas colunas tém uma baixa
resolucdo para os isomeros cis e trans. As colunas C18 conseguem fornecer uma
boa separacdo para uma grande variedade de analitos, em especial para aqueles
gue possuem cadeias curtas e com baixos pesos moleculares.

Por outro lado, as colunas C30 proporcionam melhores separacfes dos
isdbmeros geométricos e de analitos de cadeia longa do que as colunas C8 e C18. As
colunas C30 sdo uma boa escolha para separar isomeros geométricos do licopeno e
B-caroteno e carotenoides menos polares. No entanto, quando utilizada para a

separacao de outros carotenoides, obtém-se, em geral, cromatogramas semelhantes
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aos obtidos com a coluna C18, mas com tempos de andlise bastante superiores
(Rivera, 2012; Daood, 2013).

O acetonitrilo € o solvente mais utilizado devido a sua reduzida viscosidade,
baixa absorcéo sob a luz UV e pelo facto de ndo induzir pressdes muito elevadas na
coluna. Por outro lado, o metanol proporciona recuperagfes mais elevadas, sendo
também menos toxico e menos dispendioso (Amorim-Carrilho, 2014).

Por vezes séo utilizadas pequenas percentagens de solventes menos polares
para melhorar a resolucdo e aumentar a solubilidade dos analitos, incluindo 4gua, 2-
propanol, acetona, acetato de etilo, THF, diclorometano (DCM) e cloroférmio (Rivera,
2012; Rodriguez-Amaya, 2004).

A eluicdo dos carotenoides pode ser isocratica ou em gradiente. Embora os
sistemas de gradiente melhorem a resolugcdo da analise, aumentando a
sensibilidade, apresentam algumas desvantagens, uma vez que tornam a analise
mais complexa e requerem equipamento dispendioso. A eluicdo isocratica apresenta
algumas vantagens muito importantes tais como um menor tempo total de analise,
uma vez que ndo é necessario equilibrar a coluna apés cada injecdo. Assim, 0s
métodos isocraticos sdo mais adequados para analises de rotina. Além disso, a
reprodutibilidade da anélise € maior devido a uma menor variacdo dos tempos de
retencdo (Meléndez-Martinez, 2007).

Recentemente foram observadas melhorias no desempenho cromatografico
utiizando o método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC). Este
método utiliza colunas de menor didmetro cujo enchimento sao particulas muito
pequenas (inferior a 2 um). Enquanto em HPLC a pressao € da ordem dos 35-40
MPa, dependendo do aparelho, em UHPLC a pressao pode chegar até 103,5 MPa.
UHPLC apresenta varias vantagens em relacdo a HPLC, tais como andlises mais
rapidas (com tempos de retencdo mais curtos), obtencdo de picos mais estreitos
(permitindo uma relacédo sinal-ruido maior) e maior sensibilidade.

Varios métodos de HPLC ja foram adaptados para UHPLC. Esse facto faz
com que esta técnica seja uma ferramenta altamente promissora para a otimizacao
da separacdo e posterior quantificacdo de carotenoides, enquanto economiza no
tempo de analise e nos solventes necessarios.

Chauveau-Duriot et al., num dos primeiros estudos sobre a separacdo de
carotenoides utilizando um sistema cromatografico de UHPLC, validou a
transferéncia de um método de HPLC, utilizado para analisar em simultaneo vitamina
A, vitamina E e carotenoides para um sistema de UHPLC, apresentando melhores

resultados na qualidade de separacédo dos analitos. Nao se verificaram, no entanto,
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tempos de analise mais curtos devido a dificuldade em separar os carotenoides de
matrizes complexas (Chauveau-Duriot, 2010; Rivera, 2012).

Em HPLC, os detetores mais utilizados s&o os UV-Vis ou DAD. No entanto,
uma vez que o0s espectros de muitos carotenoides sdo semelhantes e um grande
numero de moléculas séo eluidas ao mesmo tempo, tem-se vindo a complementar a
identificacdo dos carotenoides com outros métodos de deteg¢do, como por exemplo
espectrometria de massa (Mass Spectrometry - MS) (Rivera, 2012).

Desde o trabalho pioneiro realizado por Schwieter et al. (1965), que o método
de MS, devido a sua elevada sensibilidade e seletividade, tem sido uma opgéo para
a detecdo destes compostos. Esta técnica apresenta grandes vantagens para estas
andlises, incluindo a obtencdo de informacdo sobre a sua estrutura, baseada na
massa molecular e no seu padrdo de fragmentacdo. Estas vantagens facilitam a
quantificagdo de carotenoides que eluem ao mesmo tempo. Em geral esta técnica
exige técnicos muito experientes na interpretacdo de resultados devido a simetria
das moléculas de carotenoides e a grande quantidade de combinacdes possiveis
(Rivera, 2012; Rivera, 2013).

O padrdo de fragmentagcdo depende ndo s6 da composicdo da fase movel,
mas também da técnica de ionizag&o utilizada. Esta abordagem é util para distinguir
carotenoides com a mesma massa molecular mas diferentes padrbes de
fragmentagdo (isbmeros estruturais e geométricos). De entre as técnicas de
ionizacdo compativeis com LC-MS, as mais utlizadas sado o electrospray
(Electrospray lonization - ESI) e a ionizagdo quimica a pressdo atmosférica
(Atmospheric-Pressure Chemical lonization - APCI), devido a sua simplicidade e
acoplamento direto com o espetrometro de massa (Breemen, 2012; Rivera, 2011).

APCI tornou-se a técnica de ionizacdo de carotenoides mais amplamente
utilizada devido a sua alta sensibilidade e capacidade de ionizar compostos nao
polares. Hao et al. relataram que a detecdo de B-caroteno, B-criptoxantina, luteina e
zeaxantina em amostras boténicas € 100 vezes mais sensivel utilizando APCI em
vez de ESI (Hao, 2005; Rivera, 2013).

Um método alternativo para a separacdo destes compostos baseia-se na
utilizacdo de fluidos supercriticos como fases moveis, que sdo substancias
existentes a temperaturas e pressfes acima do seu valor critico e que possuem
baixa viscosidade e elevada difusividade. A cromatografia de fluido supercritico é
caracterizada por ser uma técnica rapida e amiga do ambiente, requerer pequenas
guantidades de solvente e pelo fato de ter mostrado uma grande capacidade de
separacdo, especialmente de isomeros cis e trans. O dioxido de carbono €

normalmente utilizado como fase mdvel, devido ao facto de ndo ser téxico nem
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reativo e ser de baixo custo. No entanto a baixa solubilidade destes compostos em
diéxido de carbono constitui uma dificuldade dificil de ultrapassar (Matsubara,2009;
Bijttebier,2014; Wada,2011; Matsubara,2012).

A cromatografia liquida bidimensional € uma abordagem introduzida
recentemente, baseada na combinacdo de duas etapas independentes de separagéo
com seletividade ortogonal. Nesta técnica, toda a amostra é analisada duas vezes,
de uma forma independente. Existem duas colunas ligadas em série, por meio de
uma valvula utilizada como sistema de transferéncia. A funcao desta valvula € isolar,
continuamente, as fragfes eluidas da primeira coluna, e permitir a sua injecdo na
segunda coluna (Dugo,2006; Dugo,2008).

A primeira aplicag@o desta técnica foi para elucidar o padréo de carotenoides
existente em sumo de laranja, utilizando uma coluna de silica de fase normal como
primeira dimensdo, e uma coluna monolitica C18 de fase inversa como segunda
dimensao. Mais recentemente, Cacciola et al. utilizaram um sistema de UHPLC com
uma coluna de micro boro-ciano na primeira dimenséo, e uma coluna C18 com
enchimento de particulas de nucleo fundido, para analisar a composi¢éo de piment&o
vermelho (Cacciola,2012; Dugo,2006).

Embora estas técnicas tenham apresentado grandes possibilidades de
realizar separacdes complexas de carotenoides, os tempos de analise tém sido um
problema, visto que sdo necessarias analises com cerca de 140 min e equipamentos
muito complexos e dispendiosos (Dugo,2009; Bijttebier,2014).

As vitaminas lipossolUveis existentes nos alimentos sdo geralmente
determinadas por métodos cromatogréaficos distintos e morosos. Os tocoferois e
tocotriendis podem ser separados e quantificados por NP-HPLC com detecdo por
fluorescéncia. A utilizacdo de RP-HPLC para separar estes compostos em alimentos
€ menos frequente, devido a sua baixa eficiéncia de separacdo; o a e o-tocoferol
podem ser separados mas o B e y-tocoferol co-eluem. A vitamina A pode ser
separada utilizando RP-HPLC com detecdo UV-Vis ou de fluorescéncia (Salo-
Vaananen, 2000).

Existem muitos métodos de HPLC para separar carotenoides e/ou vitamina E
e A, mas a maioria desses métodos sdo morosos e dispendiosos, dificeis de se
utilizar em andlises de rotina e sdo apenas apliciaveis de forma vidvel a amostras
especificas. Recentemente, Gleize et al. desenvolveram um método rapido e simples
utiizando HPLC de fase inversa, capaz de determinar simultaneamente retinol,
tocoferol, carotenoides e coenzima Qi, em amostras alimentares complexas. Plozza

et al. conseguiram determinar simultaneamente vitamina A, E e B-caroteno presentes

24 Instituto Superior de Engenharia de Lisboa




Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

no leite através do método de HPLC com detecdo por MS (Plozza, 2012; Gleize,
2012).

No Anexo 1 encontram-se alguns dos métodos reportados na literatura para a
determinagéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E, nas mais variadas matrizes

alimentares.

3.5. Principios de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é hoje em dia uma das
técnicas mais poderosas em qualquer laboratério analitico. E possivel identificar e
gquantificar componentes presentes em qualquer amostra, tais como, medicamentos,
alimentos, nutracéuticos, produtos quimicos industriais, cosméticos, entre outros
(Claessens, 2004).

A separacdo pode ser baseada em mecanismos de adsorcdo, particdo e
permuta de ides, dependendo do tipo de fase estacionaria utilizada. Esta técnica
envolve uma fase estacionéaria, que se encontra numa coluna de acgo inoxidavel, e
uma fase movel liquida (WHO, 2008).

O equipamento para este tipo de cromatografia consiste num sistema de
bombagem, um injetor, as fases estacionaria e moével, uma coluna cromatografica,
um detetor e um sistema de recolha de dados (computador) (WHO, 2008).

O diagrama da Figura 5 representa os diferentes componentes de um sistema
de HPLC.

Sistema de recolha
de dados

Detetor

Coluna

Injetor

Reservatorio de
fase moével

Figura 5 — Diagrama representativo dos diferentes componentes de um sistema de HPLC
(adaptado de Nollet, 2013)
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O sistema de bombagem proporciona um caudal controlado de fase movel, a
pressbes elevadas, conduzindo-a a coluna cromatografica. Este sistema permite,
ainda, fixar ou variar a proporcdo dos componentes da fase moével no decorrer da
corrida cromatogréfica, caso se pretenda uma elui¢do isocratica ou uma eluicdo em
gradiente (Ball, 1988).

O sistema de injecdo introduz uma quantidade exata da amostra, através de
uma seringa de injecdo automatica, na fase mével que a transporta até a coluna
cromatogréfica (Ball, 1988).

As diferentes interacbes dos componentes da amostra com a fase
estacionaria e com a fase mével vao permitir a separacdo desses componentes. A
maioria das separacdes sao realizadas a temperatura ambiente, no entanto, alguns
sistemas possuem estufas de modo a regular a temperatura a que ocorre a
separacdo, com o objetivo de se conseguir uma melhor eficiéncia (Ball, 1988).

A detecdo dos componentes separados € conseguida através de uma
monitorizacdo continua do efluente que sai da coluna cromatogréafica. Os compostos
a medida que sao eluidos da coluna passam por um detetor, que tem a sensibilidade
para responder a alteragbes na concentragdo de todos os compostos de interesse.
Os dois tipos de detetores mais utilizados sdo o detetor de absor¢do UV/Vis e o
detetor de fluorescéncia, dependendo das caracteristicas e concentracdes dos
analitos que séo separados e analisados (Ball, 1988).

O sinal emitido pelo detetor é enviado para o dispositivo de recolha de dados
(ex. computador), que é responsavel pelo registo e processamento dos dados,
resultando na criacdo de um cromatograma. A identificagdo e quantificagdo dos
analitos séo feitas através da comparacao dos tempos de retencdo e das areas dos
respetivos picos com solugdes padrdo cujos tempos de retencdo e concentracdes

séo conhecidos (Waters, 2014)

3.5.1. Modos de Separacao

A maior parte das separagcdbes sdo baseadas em mecanismos de particao,
gue se baseiam na polaridade dos analitos da amostra e na sua afinidade para com
a fase mével e estacionaria (Skoog, 2007).

Em cromatografia de particdo existem dois tipos de separagcéo, consoante a
natureza da fase movel: separacdo em fase normal (NP-HPLC) e separacao em fase
inversa (RP-HPLC) (Nollet, 2013).
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Na separacdo por NP-HPLC a fase estacionaria utilizada possui uma
polaridade mais elevada do que a fase movel, fazendo com que os compostos com
menor polaridade sejam os primeiros a ser eluidos da coluna (Nollet, 2013).

Em RP-HPLC utiliza-se um enchimento da coluna cuja particula de silica é
quimicamente ligada com uma fase estacionéria ndo polar; a fase moével € um
solvente com uma polaridade mais elevada do que a da fase estacionaria. A ordem
de eluicdo dos solutos é a oposta a ordem observada em NP-HPLC: os solutos
polares sdo eluidos em primeiro lugar, pois tém uma maior afinidade com a fase
movel; os solutos ndo polares tém maior afinidade para com a fase estacionaria,
essencialmente hidrofobica, e eluem depois (Ball, 1988).

O enchimento da coluna utilizado em RP-HPLC é geralmente baseado em
particulas de silica modificadas quimicamente, que facilita a ligacdo de cadeias de
hidrocarbonetos, cujo nimero de atomos pode ir de C8-C18. O grupo funcional mais
utiizado em RP-HPLC é o octadecil (C18). O uso de uma cadeia alquilo C18
assegura a retencdo adequada do soluto; o tempo de retencdo pode ser facilmente
otimizado através do ajuste da composicao da fase movel (Ball, 1988; Nollet, 2013).

Comparado com outras formas de HPLC, a técnica de separagdo em fase
inversa é geralmente mais robusta e versatil. As colunas de RP-HPLC sao também
mais eficientes e reprodutiveis e estdo disponiveis huma gama mais ampla de
opcdes que incluem as dimensdes da coluna, tamanho da particula e tipo de fase
estacionéria. A RP-HPLC é uma das técnicas mais difundidas devido a sua vasta
aplicabilidade na separacdo de uma ampla gama de compostos (Layne, 2002;
Snyder, 2010).

3.6. Validacdo de um Método Analitico

A validacdo de um método analitico, de acordo com a definicdo da norma
ISO/IEC 17025 — Requerimentos gerais para Laboratérios de Ensaio e Calibragédo
trata-se de uma confirmacéo, através do fornecimento de uma evidéncia objetiva, de
que sdo cumpridos todos o0s requisitos especificos para a aplicagdo ou uso
pretendido do método analitico (Internacional Standard Organization, 2005).

O principal objetivo da validagcdo de um método analitico € garantir que todos
os futuros ensaios de andlises de rotina obtenham resultados suficientemente
proximos do verdadeiro valor do teor do analito presente na amostra a analisar
(Gonzalez, 2007).

Todo o processo de validacdo de um método analitico deve estar descrito

num procedimento experimental e todas as determinacbes dos parametros de
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validacdo devem ser realizadas em equipamentos e instrumentos que se encontrem
dentro das especificacdes e em perfeito estado de funcionamento e calibragédo
(Inmetro, 2011).

Os parametros necessérios para a validacdo de um método analitico sdo os
seguintes: gama de trabalho; linearidade; limite de detecdo (LD); limite de
guantificacdo (LQ); sensibilidade; preciséo; exatiddo; recuperacdo e incerteza dos
resultados.

o Gama de trabalho

Para todos os métodos quantitativos existe uma gama de concentragdes do
analito, na qual o método pode ser aplicado. Dentro dessa gama de trabalho podera
existir uma gama de resposta linear, na qual haverd uma relacao linear entre o sinal
de resposta e a concentracdo do analito. A gama linear de trabalho é o intervalo
entre os valores inferior e superior de concentracdo do analito, no qual foi
demonstrado ser possivel fazer a determinacdo com a precisdo, exatiddo e
linearidade exigidas, sob as condi¢des especificadas para o ensaio (Inmetro, 2011).

Quando a metodologia utilizada envolve o tracado de uma curva de
calibracdo, a gama de trabalho é avaliada pelo teste de homogeneidade das
variancias. De acordo com a norma 8466-1, sdo analisadas, independentemente, dez
réplicas dos padrdes de concentracdo mais elevada e mais baixa, para verificar se

existem diferencas significativas entre as suas variancias (Relacre, 2000).

o Linearidade

by

A linearidade corresponde a capacidade que um método tem de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracao do analito a analisar, dentro de
uma determinada gama de trabalho (Ribani, 2004).

A sua gquantificac@o requer que seja conhecida a relagdo entre a resposta
medida e a concentracao do analito. Pode ser obtida através de padrfes internos ou
externos e apresentada como uma expressdo matematica usada para a
determinacdo da concentracdo do analito presente na amostra. A equacdo da reta

que relaciona essas duas variaveis esta representada na equacao (2):
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)

em que
y = resposta medida (absorvancia, area ou altura do pico);
X = concentracao;
a = declive da curva de calibracéo;

b = interseccdo com o eixo y.

Segundo a norma ISO 8466-1, a linearidade pode ser avaliada através de um
modelo estatistico. Partindo-se de um conjunto de pares ordenados, calculam-se as
fungbes de calibragdo linear e néo linear, assim como os respetivos desvios-padrao
residuais, Sy e Sy, (Relacre, 2000).

A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela equagéo (3):

®3)

em que N é o numero de padrdes de calibracao.

Calcula-se o valor teste, PG:

— (4)

Compara-se este valor de PG com o valor F da distribuicdo de
Snedecor/Fisher tabelado:
e Se PG <F, afungéao de calibragdo ¢ linear.

e Se PG > F, afuncao de calibragédo é néo linear.

o Limite de Detecao

O limite de dete¢éo (LD) corresponde ao minimo teor medido, acima do qual &
possivel detetar a presenca do analito a analisar, com uma certeza estatisticamente
admissivel. Este limite diz respeito a concentracdo mais baixa do analito que pode
ser detetada numa amostra, mas pode ndo ser necessariamente quantificada como
um valor exato (Relacre, 2000; Ribani, 2004).
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O LD pode ser calculado através da relagcdo sinal/ruido que é determinada
através da comparacao entre a medi¢cdo dos sinais do analito na amostra em baixas
concentracdes conhecidas e um branco dessas amostras. A relagdo sinal/ruido de
3:1 ou 2:1, sé@o as proporgdes geralmente aceites como estimativas do limite de
detecdo (Relacre, 2000; Ribani, 2004).

No geral, também se pode determinar o LD a partir da equacao 5 (Relacre,
2000):

()

em que
— — média aritmética do teor medido de uma série de brancos (entre 10 a

20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vérios dias de
trabalho

- desvio padréo associado a

o Limite de quantificagéo

O limite de quantificagdo (LQ) diz respeito a concentragdo mais baixa do
analito que permite a sua quantificacdo, com uma determinada exatiddo e precisao.
Em termos praticos, corresponde geralmente ao padrdo de calibracdo de
concentracdo mais baixa (Relacre, 2000; Ribani, 2004).

Apoés a sua determinacdo, deve ser testado para averiguar se a precisdo e
exatidao conseguidas sao satisfatorias.

Tal como o limite de dete¢éo, o LQ também pode ser determinado através do
método da relagdo sinal/ruido (cuja relacdo é, em geral, 10:1), e/ou através da

equacéo (6) (Relacre, 2000):

(6)

em que
— — média aritmética do teor medido de uma série de brancos (entre 10 a

20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vérios dias de

trabalho

- desvio padréo associado a
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o Sensibilidade

A sensibilidade é o parametro que avalia a capacidade que o método tem
para diferenciar pequenas variagbfes na concentracdo do analito a analisar. O
método € mais sensivel quanto maior for a variagdo na resposta resultante de
pequenas variacdes de concentracdo do analito (Inmetro, 2011; Relacre, 2000).

Caso seja um método analitico de calibracdo linear, a sensibilidade do
método corresponde ao declive da proépria reta (Inmetro, 2011; Relacre, 2000).

A sensibilidade € um parametro bastante importante, pois pode avaliar-se a
sua evolucdo ao longo do tempo; comparar o seu valor, para 0 mesmo analito ou
para varios métodos analiticos; e comparar o seu valor para diferentes analitos
(Inmetro, 2011; Relacre, 2000).

o Precisao

A precisdo é um parametro que pretende avaliar a dispersdo dos resultados
entre ensaios independentes, repetidos para uma mesma amostra ou amostras
semelhantes (Relacre, 2000).

Essa dispersdo pode ser avaliada através da repetibilidade e da precisao
intermédia, as quais sdo normalmente expressas pelo desvio padréo e coeficiente de
variagdo (Inmetro, 2011; Relacre, 2000).

O coeficiente de variacdo (CV, expresso em %) também designado por desvio
padrdo relativo é calculado através da equacéo (7) e ndo deve ultrapassar os 15%

(Inmetro, 2011; Committee for Medicinal Products for Human Use, 2011).
- (7)
em que

s — desvio padréo

— concentracdo média determinada
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¢ Repetibilidade

A repetibilidade diz respeito a precisdo de ensaios realizados para uma
mesma amostra, nas mesmas condicdes operacionais, ou seja, diz respeito a
concordancia dos resultados das varias medices de uma mesma amostra, sob

condicdes idénticas. Essas condi¢des dizem respeito a (Ribani, 2004; Inmetro, 2011):

o Mesmo procedimento experimental;

o Mesmo analista;

o Mesmo laborat6rio;

o Mesmo equipamento utilizado sob as mesmas condi¢des;

o Repeticdes realizadas num curto espago de tempo.

Para se determinar a repetibilidade de um método efetuam-se varias
medicdes sobre uma mesma amostra, nas condigfes de repetibilidade mencionadas
anteriormente. A estimativa da variacdo (S°) de um método de andlise é
determinada pela média ponderada das estimativas das variagbes de w séries de
andlises estudadas nas mesmas condicbes. Uma vez que a repetibilidade pode
variar com o teor do analito a analisar, em principio esta ultima condi¢cdo assegura a
igualdade estatistica das variagbes de w séries de andlises. Portanto, a variancia
associada a repetibilidade do método de ensaio, para cada nivel i de concentracao é

calculada através da equacao (8) (Relacre, 2000):

(8)

em que
— variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para
cada laboratério;
- variancia associada aos resultados considerados, para cada laboratorio;
— graus de liberdade da série de andlises;

p — nuimero de laboratérios participantes.
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O coeficiente de variagdo, expresso em percentagem, pode ser calculado

através da equacao (9):

— (9)

em que
Sri — desvio padrédo dos valores de concentracdo das tomas analisadas em
condicdes de repetibilidade;

— média dos valores de concentracao obtidos.

e Precisao Intermédia

A precisdo intermédia refere-se a preciséo avaliada sobre a mesma amostra,
amostras semelhantes ou padrbes, com a utilizagdo do mesmo método, mesmo
laboratorio, mas, no entanto, com condi¢des pré-definidas a variar, sendo estas:

o Diferentes analistas;
o Diferentes equipamentos;
o Diferentes dias de analise;

o Com/sem verificagcdo da calibrac&o.

Este pardmetro é o mais representativo da variabilidade dos resultados de um
laborat6rio e como tal, o parametro mais aconselhavel a adotar. O objetivo da sua
validacdo é assegurar que o método dara os mesmos resultados, no mesmo
laboratério (Ribani, 2004).

A sua determinacd@o e controlo podem ser feitos através de varios métodos,
dependendo do ensaio e tipo de aplicacdo. Um deles passa pela utilizacdo da

seguinte expresséo (10) (Inmetro, 2011):

— (10)

em que
- desvio padrao de precisdo intermédia
t — total de amostras ensaiadas
n — total de ensaios efetuados por amostra;
j—n°daamostra, j=1,t

k — n° do ensaio da amostra j, k =1,n
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— valor do resultado k para a amostra |

— média aritmética dos resultados da amostra |.

O coeficiente de variacdo da precisdo intermédia, expresso em percentagem,

pode ser calculado através da equacao (11):

— (11)

em que
Sri — desvio padréo da precisao intermédia;
— média dos valores de concentragcdo obtidos.

o Exatidao

A exatidao indica a proximidade entre o resultado da analise de uma amostra
e 0 seu valor de referéncia, aceite como sendo verdadeiro.
A avaliagc&o da exatidao pode ser feita através de (Relacre, 2000):
o Materiais de referéncia certificados;
o Ensaios interlaboratoriais;

o Testes comparativos.

Os Materiais de Referéncia Certificados (MRC) devem ser utilizados no
processo de validagdo de um método analitico sempre que possivel. Vém
acompanhados de um certificado que possui o valor de concentracdo de um dado
analito e uma incerteza associada. Sao fornecidos por organismos reconhecidos e
crediveis como por exemplo NIST (National Institute of Standards and Technology)
ou FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme) (Ribani, 2004).

O valor obtido na analise de um MRC é comparado com o valor certificado,
sendo determinados o erro e a exatiddo da analise. Nessa comparagdo podem ser
utilizados varios critérios de decisdo, nomeadamente, o erro relativo, testes de
hipoteses (teste t), fator de desempenho z (z-score), erro normalizado (Relacre,
2000).
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Caso se recorra ao calculo do fator de desempenho z, que é também uma
forma mais corrente de avaliar o desempenho do laboratério em ensaios

interlaboratoriais, este pode ser feito através da equacao (12):

(12)

em que
Xlab — valor obtido pelo laborat6rio;
Xv — valor aceite como verdadeiro (valor certificado do MRC);
s — desvio-padrao dos resultados dos ensaios realizados.

A avaliagcdo podera ser feita de acordo com a seguinte escala de pontuagéo:
< 2 - resultado Satisfatorio;
2 < <3 -resultado Questionavel;

> 3 — resultado insatisfatorio;

o Recuperacgao

A recuperacgdo do analito pode ser estimada através da andlise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do analito, sendo que essas quantidades
podem ser préximas da concentracdo maxima permitida, do LQ ou da concentragéo
intermédia da gama de trabalho do método e € calculada segundo a equacao (13)
(Inmetro, 2011):

— (13)

em que
C; — concentragéo do analito na amostra fortificada;
C, — concentragéo do analito na amostra ndo fortificada,;

Cs — concentragdo do analito adicionada.
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o Incerteza dos Resultados

Segundo o Guia ISO/IEC 99:2008 a incerteza € um “parametro nao-negativo
que caracteriza a dispersdao dos valores da grandeza que sao atribuidos a
mensuranda a partir das informacdes usadas” (Guia ISO/IEC 99, 2008).

O “Guia para a Quantificagdo de Incerteza em ensaios quimicos” permite
calcular a incerteza dos resultados segundo trés abordagens diferentes: a
abordagem “passo a passo’, abordagem baseada em dados de ensaios
interlaboratoriais e abordagem baseada em dados de validagédo e do controlo interno
da qualidade (IPAC, 2007).

A aplicagédo desta ultima abordagem consiste na combinagéo das incertezas

determinadas para a precisao e exatiddao do método analitico (IPAC, 2007).

¢ Quantificacdo da incerteza associada a precisao

A avaliagéo da incerteza associada a preciséo deve ser feita em condi¢fes de
precisdo intermédia, em vez de condi¢cdes de repetibilidade, de forma a refletir
eventuais variacdes do método que, normalmente, seriam constantes num mesmo

dia de trabalho. A incerteza associada a precisao ( pode ser determinada

através da equacao (14) (IPAC, 2007):

— (14)

em que
- desvio padrao de precisédo intermédia obtido a partir da equacéo 10

— média da concentracédo determinada

e Quantificacdo da incerteza associada a exatidao

A quantificacdo da incerteza associada a exatiddo esta relacionada com o
erro sistematico do ensaio. Este erro pode ser estimado através de alguns itens de
referéncia, tais como, materiais de referéncia certificados, amostras fortificadas ou
amostras analisadas por um método de referéncia.

Quando a determinacdo da exatidao é feita através de MRC, é possivel

estimar a recuperagdo média do método através da equacao (15) (IPAC, 2007):
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— (15)
em que
— concentracdo meédia de uma série de analises do MRC
— valor certificado do MRC
A incerteza associada a exatidao, ( pode ser determinada através da
equacao (16):
(16)

em que
— desvio padrao da série de anélises do MRC
n — nimero de analises do MRC
— incerteza padrdo associada ao teor certificado do MRC (referenciada no

certificado do MRC)

Os valores obtidos para as incertezas associadas a precisdo e a exatidao
podem ser combinados de modo a determinar-se a incerteza combinada expandida,
através da equacao (17) (IPAC, 2007):

(17)

em que

— incerteza combinada expandida relativa
y — fator de expanséo igual a 2, para um intervalo de confianga de 95%. Quando a
precisdo e a exatiddo sédo estimadas através de um numero reduzido de ensaios
(inferior a 6), utiliza-se um fator de expansédo extraido de uma tabela t-student
bilateral para um nivel de confianca igual a 95% e um nuamero de graus de liberdade

igual ao menor nimero de ensaios menos 1.
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3.7. Material de referéncia interno

A aplicagdo do HPLC a determinacdo de carotenoides é morosa, tem custos
relativamente elevados e € propensa a erros, devido a grande variabilidade, e
instabilidade destes compostos e a sua dificil extragdo. Assim, com vista a minimizar
estes erros, uma solucdo poderia passar pela utilizagdo frequente de um MRC. No
entanto, como a aquisicdo frequente deste material apresenta custos muito elevados,
as despesas com as analises iriam aumentar significativamente.

O interesse pelo desenvolvimento de um material de referéncia interno resulta
do facto da sua utilizacdo poder vir a permitir reduzir custos diminuindo a frequéncia
da utilizacdo do material de referéncia certificado e a introduzir um melhor controlo
dos resultados obtidos, j4 que desde ha 4 anos ndo h& ensaios interlaboratoriais para
estes analitos. Podera ainda contribuir para reduzir o numero de inje¢cbes por
replicado de amostra e eventualmente o numero de replicados por amostra
conduzindo, assim, a uma reducdo no consumo de fase movel.

Normalmente, e apesar de todos os cuidados, os materiais preparados em
laborat6rio nunca sédo completamente homogéneos. Quando esse material é dividido
em pequenas sub-amostras, existem normalmente pequenas variacbes na sua
composicao. Em condi¢cdes normais essas variagbes podem ser desprezadas, mas €
necessario comprovar esse facto. Ao testar a homogeneidade do material, procura-
se provar que as variacdes existentes entre essas sub-amostras ndo sao diferentes
das variagOes existentes entre replicados.

Para comprovar a homogeneidade do material interno de referéncia
desenvolvido, é possivel seguir-se o procedimento descrito por Fearn (2001). Os
resultados obtidos sdo analisados estatisticamente recorrendo ao teste de Cochran,
que permite verificar a existéncia de outliers, e ao teste de analise de variancias que
permite avaliar os desvios analiticos e de amostragem. Para aplicacdo destes testes
€ necessario um numero minimo de catorze valores experimentais.

O teste de Cochran permite verificar se existem outliers, ou seja, valores que
sejam discrepantes no conjunto de resultados obtidos.

Neste teste, o valor observado, C, é calculado através da equacao (18),

— (18)
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em que

Di — diferenca entre cada par de duplicados para i=1,..., m, com m = ndmero de sub-
amostras

Se o valor obtido através do teste de Cochran for inferior ao valor critico
(obtido a partir da Tabela A2.1 que consta no anexo 2), é possivel dizer que nao
existe qualquer evidéncia da existéncia de outliers.

No teste para aceitacdo da variancia entre sub-amostras, é calculado um
valor critico para comparacao, sendo que este € obtido a partir do célculo dos valores
de variancia permitida entre sub-amostras (), da variancia analitica ( ) e de
fatores (F, e F,) obtidos a partir da Tabela A3.1 que consta no anexo 3. O

procedimento adotado teve por base 0s seguintes passos:

i) Célculo da variancia analitica,

— (19)
1)) Célculo da estimativa da variancia entre as sub-amostras,

— (20)

em que
vs — variancia da soma de cada par de duplicados
iii) Determinacdo da variancia admissivel entre as sub-amostras,
(21)

em que
— desvio padrao alvo, tendo sido atribuido o valor de 10% da média do teor obtido

para cada analito
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iv) Determinacao do valor critico, C

(22)

em que

F, e F, séo valores tabelados (Tabela A3.1 do anexo 3).

Se a variancia entre sub-amostras for inferior ao valor critico, significa que o

material desenvolvido é suficientemente homogéneo.
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4. Materiais e Métodos

O laboratério de Quimica do INSA utiliza um método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) para a determinacdo dos teores de carotenoides em frutos
e produtos horticolas acreditado pela norma ISO EN 17025 cujo procedimento foi
validado internamente (Dias, 2008). Neste trabalho contribuiu-se para a extenséo da
validacédo deste método a determinacéo da vitamina A e da vitamina E, desenvolveu-
se um material de referéncia interno e avaliou-se os teores de carotenoides e
vitaminas A e E em algumas amostras recolhidas no ambito do projeto
TDSExposure.

Os analitos (a-caroteno, [-caroteno, [-criptoxantina, licopeno, luteina,
Zzeaxantina, vitamina A e vitamina E) presentes nas varias amostras foram extraidos
da matriz com THF e MeOH. Os extratos obtidos de matrizes que continham ésteres
dos carotenoides, vitamina A e vitamina E sofreram saponificagdo para a obtencdo
destes compostos na forma livre. A separacdo e a analise dos compostos foram
feitas através de um método de HPLC de fase inversa, com dete¢&o por UV/Vis a um
comprimento de onda de 325 nm para a vitamina A, 473 nm para o licopeno e 450
nm para os restantes carotenoides. Para a vitamina E a detecdo foi realizada por
fluorescéncia a um comprimento de onda de excitacdo de 295 nm e de emissédo de
330 nm. A identificacdo dos analitos foi efetuada por comparagédo com os tempos de
retencdo dos respetivos padrdes. Na quantificacdo recorreu-se ao método do padrao

externo e utilizando também padréo interno (equinenona e p-apo-8’-carotenal).

4.1. Reagentes e Padrdes

Nas analises, foi utilizada agua com uma pureza de, pelo menos, grau I,
obtida a partir de um sistema de purificagdo Mili-Q (Millipore).
Os reagentes utilizados foram os seguintes:
Acetato de amoénio, CH;COONH,, p.a., pureza = 98,0%, Merck
Acetonitrilo (ACN), CHsCN, para HPLC, pureza = 99,9%, Merck

Azoto, N,, com minimo de pureza 99,9990%

Carbonato de magnésio basico, 4AMgCO3;Mg (OH), - 5H,0, p.a., Merck
Diclorometano (DCM), CH,Cl,, para HPLC, pureza = 99,8%, Merck

Etanol (EtOH), C,HsOH, p.a., pureza = 99,9%, Merck

Eter de petroleo, p.a., ponto de ebulicdo 40-60°C, CAS 64749-49-0, Merck

Hexano, CgH14, p.a.,pureza = 99,0%, Merck
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e Hidréxido de potassio, KOH, lentilhas, p.a., pureza = 85,0%, CAS 1310-58-3,
Prolabo VWR

e Hidroxitolueno butilado (2,6-di-ter-butil-4-metilfenol) (BHT), C;5H240, p.a.,
pureza =298,0%, Panreac

e Metanol (MeOH), CH3;OH, p.a., pureza = 99,8%, Prolabo VWR

e Metanol (MeOH), CH3;OH, para HPLC, pureza 299,9%, Prolabo VWR, CAS
67-56-1

e Pirogalol (1,2,3-tri-hidroxibenzeno), C¢HsO3, p.a., Merck

e Sulfato de sddio anidro, Na,SOy, p.a., pureza = 99%, Merck

e Tetrahidrofurano (THF), C4HgO, p.a., pureza = 99,9%, Prolabo VWR

e Trietilamina (TEA), CsHisN, p.a., pureza = 99%, Merck

Os padrdes (substéancias puras) utilizados foram os seguintes:

e q-caroteno, pureza (HPLC) = 97%, CaroteNature

e [ -caroteno, pureza (HPLC) = 96%, Sigma

e [ -criptoxantina, pureza (HPLC) = 97%, CaroteNature

e Licopeno, pureza (HPLC) = 95%, Sigma

e Luteina, pureza (HPLC) = 96%, Sigma

e Zeaxantina, pureza (HPLC) = 97%), CaroteNature

e [-apo-8-carotenal, pureza (HPLC) = 97%, Sigma

e Equinenona, pureza (HPLC) = 98%, CaroteNature

e Vitamina A (all-trans-retinol), C,oH300, sintético (HPLC), = 95%, Sigma
e Vitamina E (dl-a-Tocoferol), C,9Hs00,, sintético (HPLC), = 95%, Sigma

4.2. Equipamento

O equipamento necessario para a realizacdo deste trabalho foi o seguinte:

e Agitador vai-vem horizontal, marca Qlabo, modelo KS-15.

e Aparelho de ultra-sons, marca Bransonic (ultrasonic cleaner), modelo Branson
3510 com controlo de tempo e de temperatura.

e Balanc¢a analitica, marca Mettler Toledo, modelo XP 205, com precisdo de
0,0001 g.

e Bloco de evaporacéo seco, marca Bichi Vacuum, modelo B-721.
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e Camara fria a temperatura de 5 °C, ensaiada com registador de temperatura
LT172 associado a Pt100’s, rastreado a Fluke (EUA), de acordo com ensaio
realizado a 5°C e critério de aceitagéo + 3 °C.

e Centrifuga, marca Eppendorf, modelo 5804R.

e Coluna analitica Vydac (cat. No. 201TP54) de fase invertida contendo silica
polimericamente modificada com C18, 250 x 4,6 mm (tamanho de particula 5
um, diametro de poro 300 A, carga de carbono 8%).

e Coluna analitica Waters Spherisorb ODS2 revestida com PEEK (Alltech, cat.
No. 8161), 100 x 4,6 mm (tamanho da particula 5 um, diametro do poro 80 A,
carga de carbono 12% carbono).

e Equipamento de HPLC marca Waters, modelo 717 plus, com detetor de rede
de diodos (DAD), marca Waters, modelo 2998, detetor de fluorescéncia
marca Waters, modelo 474. Foi utilizado o software Empower ® como sistema
de tratamento de dados.

e Espetrofotébmetro, marca Thermo Scientific, modelo Evolution 300 UV-Visible
Spectrophotometer equipado com o software VISIOpro®.

e Evaporador rotativo, marca Biichi, modelo R-210, com ligacdo ao azoto, com
banho de agua (heathing bath B-491) e regulador de temperatura e unidade
de vacuo (vacum controler V-850).

e Frigorifico de 4 °C, marca Miele.

¢ Homogeneizador, marca yellowline, modelo DI25 basic.

¢ Moinho de facas (Grindomix), marca: Retsch, modelos GM 200 e GM 300.

e Placa de agitacdo eletromagnética, marca IKA Labortechnik, modelo RCT
basic.

e Sistema de ultrapurificacdo de agua, modelo Milli-Q, marca Millipore.

e Ultracongelador a temperatura de — 70°C, marca Revco, ensaiado com
registador de temperatura LT211 associado a termopares, rastreado a Fluke
(EUA), de acordo com ensaio realizado a -70 °C e critério de aceitagéo < -
70°C.
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4.3. Preparacao de solucgbes

4.3.1. SolucBes de trabalho e fase movel

o THF:MeOH (1:1) com 0,1% de BHT

Mediu-se numa proveta 1 L de THF e 1 L de MeOH, e juntou-se num frasco
ambar. Adicionou-se 2 g de BHT e agitou-se a solu¢cdo numa placa eletromagnética,
utilizando um agitador magnético, até dissolu¢cdo completa.

o Eter de petréleo com 0,1% de BHT

Num frasco ambar dissolveu-se cerca de 1 g de BHT em 1 L de éter de
petroleo. Agitou-se numa placa eletromagnética, utilizando um agitador magnético,

até dissolucdo completa.

o DCMcom 0,1% d BHT

Dissolveu-se 0,1 g de BHT em DCM e diluiu-se a 100 mL num baldo

volumeétrico.

o Solugéo de hidréxido de potassio, a 10% em MeOH

Pesou-se aproximadamente 2 g de hidroxido de potassio num baldo
volumétrico de 20 mL. Em seguida, adicionou-se 3 mL de agua desionizada e perfez-

se com MeOH.

o Solugéo de pirogalol em MeOH

Pesou-se 80 mg de pirogalol para um baldo de 20 mL, dissolveu-se e perfez-

se 0 volume com MeOH.
o Fase mével para HPLC
Dissolveu-se aproximadamente 7,7 g de acetato de amonio em 2 L de MeOH
numa placa de agitacéo eletromagnética. Em seguida, adicionou-se 500 mL de DCM,

5 mL de TEA e 10 g de BHT. Voltou-se a agitar a solucéo.
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Filtrou-se através de um filtro de membrana de 0,45 um, apropriado para
solventes orgéanicos. Desgaseificou-se, durante aproximadamente 15 minutos, no
banho de ultra-sons.

o Solucéo de reconstituicdo

Mediu-se 670 mL de ACN e 230 mL de MeOH, para um frasco ambar
Adicionou-se 0,9 g de BHT e levou-se a agitar. Filtrou-se através de um filtro de
membrana de 0,45 um, apropriado para solventes organicos.

4.3.2. Solugdes de padrdes externos

o Solugbes mée individuais de cada carotenoide

Dissolveu-se o conteido da ampola de cada carotenoide (a-caroteno, [3-
caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina) em DCM com 0,1% de
BHT. Para ampolas de 1 mg utilizaram-se balBes volumétricos de 10 mL e para

ampolas de 5 mg usaram-se bal6es volumétricos de 50 mL.

o Solugédo mée de all-trans retinol (Vitamina A)

Dissolveu-se, num baldo volumétrico de 100 mL, uma ampola de all-trans-

retinol (25 mg) em EtOH, adicionou-se 0,1% de BHT e completou-se o volume.
o Solugéo mée de dl-a-tocoferol (Vitamina E)

Pesou-se cerca de 10 mg de dl-a-tocoferol, numa balanga analitica, e

dissolveu-se em MeOH, num bal&do volumétrico de 100 mL, e completou-se o volume.

o Solucbes padréo para confirmacao do teor
Carotenoides
Mediu-se 0,2 mL da solucdo mée de cada carotenoide para diferentes balbes
volumétricos de 10 mL. Evaporou-se o solvente com azoto. Para a-caroteno, -

caroteno, B-criptoxantina e licopeno reconstituiu-se em 10 mL de hexano; para a

luteina e zeaxantina reconstituiu-se em 10 mL de EtOH.

46 Instituto Superior de Engenharia de Lisboa




Determinacao de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

Vitamina A

Num baldo volumétrico de 50 mL, diluiu-se 0,7 mL da solugdo mée em EtOH.

Vitamina E

Num baldo volumétrico de 50 mL, diluiu-se 25 mL da solu¢do em MeOH.

Em seguida, procedeu-se a medida da absorvancia das solu¢des no
espectrofotdmetro em células de quartzo de 1 cm de percurso 6tico e aos valores de
comprimento de onda referidos na Tabela 4.

O teor dos padrdes foi calculado recorrendo a Lei de Lambert-Beer, através
da equacéao (23):

— (23)

em que
C, é o teor do padrdo em pg/mL
A é a absorvancia
€ o coeficiente de extingdo ou coeficiente de absorcdo (absorvancia de
uma solugdo com um teor de 1 g/100 mL medida numa célula de percurso

otico - 1 cm)

Tabela 4 - Coeficientes de extingdo dos carotenoides (adaptado de documentagdo do DAN,
2012)

Solvente ‘ A (nm)

a-caroteno Hexano 444 2800
B-caroteno Hexano 450 2560
B-criptoxantina Hexano 451 2460
licopeno Hexano 472 3450
luteina Etanol 445 2550
zeaxantina Etanol 450 2540
all-trans-retinol Etanol 325 1830
dl-a-tocoferol Metanol 292 76
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o Solucbes padrdo de cada carotenoide para determinacdo por HPLC da

pureza

Para a preparagédo de solucbes padrdo de cada carotenoide, para avaliacdo
da pureza pipetou-se 0,2 mL de cada uma das solugbes mae para 6 baldes

volumétricos de 10 mL e completou-se o volume com solug&o de reconstitui¢éo.

o Solugdes padréo de calibracéo

Carotenoides

Prepararam-se seis solu¢des padrdo de trabalho, sendo cada uma constituida
pela mistura dos diferentes padrées. As diluicbes foram feitas de acordo com a
Tabela 5 e completou-se o volume com solucéo de reconstituicdo. A determinacdo da
concentracdo de cada padréo presente em cada solugédo de trabalho teve em conta a sua
pureza, sendo o seu valor de 1 para o a-caroteno, 0,8528 para o B-caroteno, 0,9783 para a B-

criptoxantina, 0,6247 para o licopeno, 0,9161 para a luteina e 1 para a zeaxantina.

Tabela 5 - Constituicdo das solugcbes padrdo de trabalho para os carotenoides e respetiva

concentracdo

Nivel sol. Padréo 1 2 8 a2 "5 | &®6
Sol. M&e (mL) - 0,25 0,20 0,30 0,40 0,50

Sol. Padrao Nivel 6 (mL) 0,25 - - - - -
Volume final (mL) 10 25 10 10 10 10

Teor de a-caroteno (ug/mL) 0,1 0,8 1,6 2,4 3,3 41
Teor de B-caroteno (ug/mL) 0,1 0,7 1,5 2,2 3,0 3,7
Teor de B-criptoxantina (ug/mL) 0,2 1,2 2,5 3,7 5,0 6,2
Teor de licopeno (pg/mL) 0,03 0,4 0,8 11 15 1,9
Teor de luteina (ug/mL) 0,1 0,9 1,8 2,6 35 4,4
Teor de zeaxantina (pg/mL) 0,1 1,0 2,1 3,1 4,2 5,2

Vitamina A

Diluiu-se 1 mL da solugdo mae em n-heptano, usando um bal&o volumétrico
de 10 mL.
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Vitamina E

Transferiu-se 20 mL da solucdo padrdo para confirmacdo do teor para um
baldo de evaporador rotativo de 50 mL e evaporou-se a uma temperatura maxima de
40°C. Reconstitui-se com 20 mL de n-heptano.

Em seguida, as solu¢des de vitamina A e E, assim preparadas, foram diluidas

de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6 — Constituicdo das solucdes padréo de calibracdo para a Vitamina A e Vitamina E e
respetiva concentragao

Nivel de sol. Padrao 1 2 3 4 5 6

Sol. Calibracéo all-trans retinol (mL) 12 | 2,3 2,4 3,0 3,8 4,2
Sol. Calibracéo dl-a-tocoferol (mL) 1,0 | 3,8 5,0 7,0 9,0 11,0
Volume final (mL) 20 25 20 20 20 20

Teor de Vitamina A (ug/mL) 09 | 14 19 2,3 2,9 3,3
Teor de vitamina E (ug/mL) 24 | 71 11,7 16,3 21,0 25,7

4.3.3. Solucgbes de padrdes internos

o [p-apo-8-carotenal

Pesou-se 2 mg de padrdo para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-

se 0 volume com a solugéo de DCM contendo 0,1% de BHT.
o Equinenona

Pesou-se 2 mg de padrdo para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-

se com a solucédo de DCM contendo 0,1% de BHT.

4.4. Amostras

Neste trabalho foram utilizadas amostras compostas recolhidas no ambito do
projeto TDSExposure, constituidas a partir de alimentos que estdo disponiveis no
mercado portugués, nomeadamente frutos (laranja, mac¢ad, morango, pera,

péssego/anands, figo), salada de frutas, leguminosas (favas, ervilhas, grdo e

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa 49




Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

tremocos), néctar, sumo, amendoins, batata, carne de vaca, salmdo, salgados,
empaddo, ovos, cereais, marmelada, pipocas, pdo-de-l6 e pastéis de nata. As
amostras foram adquiridas em hipermercados, supermercados, mercados, lojas

especificas (ex. padarias, talhos) e restaurantes da regido da grande Lisboa.

4.4.1. Preparagdo das amostras

Cada amostra composta foi preparada a partir de 12 sub-amostras
adquiridas/preparadas de forma a obter uma amostra representativa do consumo dos
alimentos em analise, de acordo com o procedimento estabelecido no projeto
TDSExposure. A titulo de exemplo uma amostra composta de macd contem
diferentes variedades de magé (golden, royal gala, starking) adquiridas em 12 locais
diferentes (grandes superficies, supermercados, mercados) da regido de Lisboa de
forma a mimetizar o consumo de macéa pela populacdo desta regido. As amostras
soélidas foram trituradas/homogeneizadas no moinho. As amostras liquidas foram

homogeneizadas com agitagcdo suave.

44.1.1. Extracéo

Pesou-se cada amostra em duplicado, num erlenmeyer de 100 mL. A massa
de amostra variou de 2 a 20 g, de acordo com 0s teores esperados para os analitos.

Adicionou-se 1 g de carbonato de magnésio e 50 mL da mistura de THF e
MeOH. Juntou-se também 0,2 mL de solu¢cdo de padréo interno (equinenona nas
amostras de favas e ervilhas ou B-apo-8-carotenal nas restantes).

O padréo interno foi também analisado separadamente na mesma
concentracdo em que foi adicionado as amostras.

A extragdo dos analitos da matriz foi feita recorrendo-se ao homogeneizador a
19000 rpm durante 1 min. Lavou-se o homogeneizador e o erlenmeyer com mais 50
mL da mistura THF:MeOH.

De seguida, filtrou-se a suspensdo através de um filtro de fibra de vidro,
utilizando um Kitasato sob vacuo e o respetivo funil de Blichner. Lavou-se o bolo de
filtracdo com mais 2x50 mL da mistura THF:MeOH.

Depois, procedeu-se a uma extracdo liquido-liquido, onde ocorreu a
passagem dos analitos para um outro solvente, éter de petréleo.

Transferiram-se os extratos combinados para uma pera de evaporacao e
levou-se ao evaporador rotativo para evaporar o restante liquido remanescente.

Reconstituiu-se em 5,0 mL da solucdo de reconstituicéo.
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Filtrou-se com filtros de seringa de 0,45 um apropriados para o0s solventes

utilizados e transferiu-se para frasquinhos adequados para analise no HPLC.

4.4.1.2. Saponificacdo

Transferiu-se 2 mL da solucdo resultante obtida através da extracdo dos
carotenoides para tubos de vidro roscado e evaporou-se até a secura, utilizando-se o
bloco de evaporacao.

Em seguida, adicionou-se 0,75 mL de solugcédo de pirogalol e depois 0,75 mL
de solucdo de KOH. Purgou-se o ar do interior dos tubos com azoto, e misturou-se
num vértex até dissolu¢cao completa do residuo.

Procedeu-se a agitacao dos tubos num agitador vai-vém horizontal, a 250 rpm
durante 1 a 3 h, conforme o tipo de amostra a analisar.

Apb6s o periodo de agitacdo, adicionou-se 1,5 mL de agua, purgou-se com
azoto e misturou-se com um vortex. Adicionou-se, em seguida, 3 mL de éter de
petréleo e purgou-se com azoto.

Recorreu-se, novamente, ao agitador durante 5 minutos, a 250 rpm, e em
seguida procedeu-se a centrifugagéo durante 2 minutos a 2000 rpm.

A fase etérea foi transferida com uma pipeta de Pasteur para um tubo de vidro
limpo. A extrag@o com éter de petréleo foi repetida mais duas vezes.

As fases etéreas foram transferidas para o bloco de evaporagdo de modo a
evaporar o solvente. Em seguida, procedeu-se a reconstituicdio em 2,0 mL da
solucéo de reconstituicao.

A solucédo foi transferida com pipeta de Pasteur para frasquinhos de vidro

apropriados para a analise no HPLC.

4.4.2. Analise cromatogréfica

4.4.2.1. Condi¢des cromatograficas

As condi¢des utilizadas na analise cromatogréfica por HPLC foram as
seguintes:
o Caudal: 1,5 mL/min.
o Fase movel (gradiente de acordo com a Tabela 7): Eluente A — ACN; Eluente
B — MeOH (contendo acetato de amoénio 0,05M):DCM, 20:5 (v/v), contendo
0,4% de BHT e 0,2% de TEA.
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O

Fase estacionaria: Waters Spherisorb ODS2 revestida com PEEK (Alltech,
cat. No. 8161), 100 x 4,6 mm (tamanho da particula 5 pm, didmetro do poro
80 A, carga de carbono 12% carbono) ligada a uma coluna de fase invertida
Vydac (cat. No. 201TP54), contendo silica polimericamente modificada com
C18, 250 x 4,6 mm (tamanho de particula 5 pm, didmetro de poro 300 A,
carga de carbono 8%).

Volume de injegao: 50 pL.

Tempo de corrida: aproximadamente 35 minutos.

Detecéo de fluorescéncia: 295 nm para vitamina E.

Detecgdo UV/Vis: 325 nm para a vitamina A, 473 nm para o licopeno e 450 nm

para os restantes carotenoides.

Tabela 7 — Condi¢des aplicadas na eluicdo em gradiente

Tempo (min) %Eluente A %Eluente B

0 67 33
14 67 33
17 75 25
30 75 25
33 72 28

34,5 67 33

Na andlise dos cromatogramas com vista a identificacdo e quantificacdo dos

analitos recorreu-se ao software “Empower” integrado no sistema de HPLC “Waters”.

4.4.2.2. Identificacdo dos analitos

Todos os analitos foram identificados pela comparagéo dos seus tempos de

retencdo com os dos padrfes. A identidade de cada analito foi também confirmada

por comparacao do seu espectro na amostra e no padréo.

4.4.2.3. Quantificacdo do teor dos analitos

A quantificacdo dos analitos foi efetuada a partir das areas dos respetivos

picos utilizando as curvas de calibragéo construidas para o efeito.

O software “Empower” integrado no sistema de HPLC “Waters” permite o

célculo dos teores dos trés analitos na amostra, utilizando as curvas de calibragéo

construidas para o efeito.
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O teor dos carotenoides nas amostras, C, em mg/100 g, é calculado

recorrendo a equacao (24):

— (24)

em que
10 é um fator de converséo de unidades.

Csi € o teor do analito na solucdo de amostra analisada no cromatégrafo (ug/mL).
V; € 0 volume final em que se reconstitui a amostra (mL).

m € a massa da toma de amostra (g).

R é a recuperacao do padréao interno (%).

d é a diluicdo efetuada na solucéo de amostra ap0Os reconstituicdo da amostra.

De modo a avaliar se existem perdas significativas de analito durante a
andlise foi determinada a recuperacdo do padrao interno (R), a qual foi calculada
para cada amostra através da razdo entre as areas dos picos do padrdo interno na
solugédo de padrdo interno e na solucdo de amostra. O padrédo foi usado em igual

concentrac@o nas duas solugoes.

Os célculos das concentragfes da vitamina A em pg/100 g de amostra e da
vitamina E em mg/100 g foram efetuados através das equacdes 25 e 26,

respetivamente.

— (25)

— (26)

em que
Cvin — Concentracao final de vitamina A na amostra (ug/100 g).
Cvie — Concentracao final da vitamina E na amostra (mg/100 g).

Css — Concentracéo da solugdo analisada no cromatografo (pg/mL).
V., — Volume em que a toma de amostra foi reconstituida (mL).

m — massa da toma de amostra (g).

d — diluicdo efetuada na solucao para analise.
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4.5. Etapas de validacdo do método

Neste trabalho foram analisados e validados alguns dos parametros referidos
anteriormente, com o objetivo de estender o método ja validado a determinacédo da
vitamina A e vitamina E. Em seguida sdo apresentados os parametros que foram
validados e o respetivo procedimento. Na determinacdo dos parametros foram

usadas folhas de céalculo que se encontram implementadas no DAN.

Linearidade — A linearidade do método foi avaliada através da andlise de dez
curvas de calibracdo. Apds efetuada a regresséo linear, foi realizado o teste de
Mandel e analisado o coeficiente de determinacéo e os residuos obtidos.

Limites analiticos da curva de calibracdo (LQ e LD) — Os limites analiticos de
quantificacdo (LQ) e de detecdo (LD) foram determinados através do desvio padrédo
das concentracfes do primeiro padrdo de dez curvas de calibracéo.

Sensibilidade — Para a avaliacédo da sensibilidade foi determinado o desvio padrédo

e 0 CV dos valores de declive de dez equages de calibragéo obtidas.

Repetibilidade — Para a determinacdo do CV da repetibilidade para a andlise da
vitamina A foram realizados dois ensaios em quatro amostras (pastéis de nata, péao-
de-16, ovos e NIST 2383) sob condicbes de repetibilidade. Para a vitamina E foram

realizados dois ensaios em duas amostras (uvas e NIST 2383).

Precisdo intermédia — Para a determinacdo do CV da precisdo intermédia foram
realizados, em dias diferentes, dois ensaios em duas amostras, ovos e NIST 2383

para a vitamina A e uvas e NIST 2383 para a vitamina E.
Exatidao — A exatiddo do método foi avaliada através da analise de um material de

referéncia certificado, NIST 2383, contendo os analitos em questdo (vitamina A e

vitamina E).
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4.6. Preparacao do material de referéncia interno

Depois de estudadas diversas matrizes alimentares, optou-se por preparar o
material de referéncia interno a partir da mistura de uma refeicdo em boido a base de
cenoura e brocolos, com polpa de tomate e péssego em calda. De seguida,
procedeu-se a homogeneiza¢do da mistura a uma velocidade de 3500 rpm, durante
1 minuto, com inversdo de sentido aos 30 segundos, recorrendo ao moinho Retsch
Grindomix GM-300.

Para avaliar a homogeneidade do material de referéncia procedeu-se a sua
divisdo em doze sub-amostras, com uma massa, aproximadamente, de 2,5 g,
conforme ilustra a Figura 6. Essas sub-amostras foram analisadas aleatoriamente em
dois dias diferentes e em duplicado, aplicando o procedimento descrito anteriormente
(441.1e4.41.2).

Figura 6 — Material de referéncia interno
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5. Resultados e Discussao

Este trabalho iniciou-se com uma pesquisa na literatura sobre os
carotenoides, no ambito do projeto Ibercarot. Essa pesquisa permitiu a recolha de
dados, num total de 33 artigos, relativos a 143 alimentos, pratos compostos, frutos e
produtos horticolas produzidos em diferentes paises ibero-americanos. Todos 0s
artigos que fazem parte desta base de dados foram publicados entre 1998 a 2014.

O método de quantificacdo utilizado em todas as determinacbes de
carotenoides presentes nos alimentos que constam da base de dados foi 0 HPLC,
sendo variavel a utilizagdo ou ndo do passo de saponificagdo no procedimento
experimental de extracdo dos analitos das amostras.

A criacdo desta base de dados teve como principal objetivo a recolha de
informacgéo referente aos teores dos seis principais carotenoides presentes nos
alimentos (a-caroteno, -caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina).
No entanto, também foram incluidos na base de dados outros carotenoides que,
eventualmente, tenham sido quantificados pelos autores.

A base de dados que foi construida encontra-se no anexo 4.

Apoés a criacdo desta base de dados procedeu-se a revisao bibliogréafica sobre
0 método analitico (anexo 1) tendo-se chegado a conclusdo que os métodos
utilizados no que se refere a extracdo da amostra e a identificacdo e quantificacao
por HPLC continuam a ser os mais utilizados.

Em seguida procedeu-se ao desenvolvimento de um material de referéncia
interno, a extensao da gama de aplicacdo do método acreditado para a determinacao
de carotenoides, a determinagdo das vitaminas A e E e a andlise destes analitos em

amostras do projeto TDSExposure.

5.1. Desenvolvimento de um material de referéncia interno
para otimizacdo do método acreditado para a
determinacdo de carotenoides em frutos e produtos

horticolas

O desenvolvimento deste material de referéncia interno comegou com o
estudo de matrizes alimentares representativas de frutos e produtos horticolas que
pudessem constituir a mistura de interesse. Em primeiro lugar foram analisados
boides de refeicbes preparadas para criancas, uma vez que estes produtos

apresentam um maior controlo na sua preparacdo, de que resulta uma composicao
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mais homogénea e eventualmente uma melhor conservacdo ao longo do tempo.
Foram também feitas andlises a outros alimentos que, de acordo com a pesquisa
bibliografica, complementariam a composicao destas refeicdes, de modo a obter-se
um material com o0s seis carotenoides em teores convenientes para o método
analitico.

Os teores de carotenoides foram obtidos apds o procedimento laboratorial
para determinacdo de carotenoides recorrendo a folhas de célculo que se encontram
validadas (anexo 5) e utlizando retas de calibragdo construidas para os varios
carotenoides (anexo 6), em que as concentracdes das solucbes padrdo foram
corrigidas com base nas medidas de absorvancia feitas para cada analito.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores obtidos do teor de carotenoides

para as diferentes amostras analisadas em duplicado.

Tabela 8 - Teores dos carotenoides presentes nas amostras analisadas

Amostras Teores carotenoides determinados laboratorialmente (mg/100 g
a-caroteno B-caroteno B-criptoxantina  licopeno luteina zeaxantina

Boido 1 0,38 0,44 ND 1,7 0,035 0,013

Boido 2 1,2 4,3 ND ND 0,32 ND
Sumo Concentrado 0,0059 0,0095 0,021 ND 0,014 0,027
Sumo Polpa Marca 1 0,012 0,027 0,027 ND 0,021 0,018
Sumo Polpa Marca 2 0,0088 0,015 0,020 ND 0,021 0,044
Sumo Natural 0,0042 0,0081 0,016 ND 0,016 0,037
Péssego em calda ND 0,20 0,17 ND 0,0096 0,033
Polpa Tomate ND 0,25 ND 59 0,035 0,066

ND- N&o detetado (limites de detecdo em mg/100 g: a-caroteno-0,0009, B-caroteno-0,001, B-
criptoxantina-0,0006, licopeno-0,0008, luteina- 0,0007 e zeaxantina-0,0008)

ApOs a andlise dos teores dos carotenoides obtidos para as amostras,
concluiu-se que o material de referéncia interno seria entdo constituido por refeicéo
do boido 1, a base de cenoura e brdcolos, por polpa de tomate e por péssego em
calda, uma vez que a mistura permitia uma representacdo significativa dos seis
carotenoides. Na Tabela 9 encontra-se descrita a composicdo do material de

referéncia.

Tabela 9 — Composicdo do material de referéncia interno

Quantidade de Quantidade de Quantidade de Quantidade total de
Boido 1 (%) Polpa de tomate (%) Péssego em amostra composta (KQ)

calda (%)
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Na Figura 7 apresenta-se um cromatograma relativo & andlise do material de

referéncia interno desenvolvido contendo os seis carotenoides analisados.
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Figura 7 - Cromatograma do material de referéncia interno contendo 1 - luteina (tr=4,771
min), 2- zeaxantina (tr=5,220 min), 3 — B-apo-8’-carotenal (tr= 6, 333 min), 4 — B-criptoxantina
(tr=8,558 min), 5 - licopeno (tr=13,431 min), 6 — a-caroteno (tr=16,406 min) e 7- B-caroteno

(tr=18,213 min)

Na Tabela 10, apresentam-se 0s valores médios dos teores obtidos para o0s

carotenoides nas doze sub-amostras, as quais foram analisadas em duplicado.

Tabela 10 - Teor em carotenoides nas amostras analisadas

Sub-

amostra qg-caroteno

© 00 N O O A W N P

el
R O
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0,24
0,19
0,23
0,21
0,36
0,22
0,25
0,24
0,23
0,21
0,23

0,63
0,63
0,71
0,66
0,72
0,67
0,83
0,59
0,76
0,72
0,75

B-caroteno B-criptoxantina

0,11
0,11
0,12
0,11
0,15
0,13
0,13
0,13
0,11
0,12
0,11

1,2
1,2
1,2
13
4,3
2,3
1,8
0,76
2,2
2,4
19

0,057
0,057
0,040
0,052
0,049
0,043
0,049
0,052
0,074
0,064
0,055

0,036
0,036
0,042
0,037
0,045
0,040
0,040
0,046
0,041
0,041
0,041

2600

: Teores carotenoides determinados laboratorialmente (mg/100 g)

licopeno Luteina zeaxantina
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12 0,22 0,67 0,11 0,82 0,039 0,042
Média 0,22 0,69 0,12 1,7 0,051 0,041
Quando este material é dividido em pequenas sub-amostras, existem

normalmente pequenas variagdes na sua composi¢do, sendo necessario comprovar
que podem ser desprezadas. Ao testar a homogeneidade do material, procura-se
provar que as variacdes existentes entre essas sub-amostras ndo sao diferentes das
variagdes existentes entre replicados.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente recorrendo ao teste
de Cochran (ver 3.7), que permite verificar se existem outliers, ou seja, valores que
sejam discrepantes no conjunto de resultados obtidos.

O valor critico foi obtido através da Tabela A2.1, que se encontra no anexo 2,
tendo em atencdo o nimero de ensaios realizados.

Na Tabela 11 apresentam-se os valores observados para cada carotenoide

em estudo e os respetivos valores criticos que se encontram tabelados.

Tabela 11 — Resultados do Teste de Cochran

Analito Valor observado Valor critico

a-caroteno 0,388 0,540
B-caroteno 0,430 0,540
B-criptoxantina 0,378 0,540
licopeno 0,578 0,540
luteina 0,312 0,540
Zeaxantina 0,473 0,540

Da comparacao entre o valor observado e o respetivo valor critico tabelado
(Tabela 11) conclui-se que os resultados para o licopeno em duas sub-amostras
seriam outliers e deveriam ser desprezados. De facto, se esses resultados nédo forem
considerados, o valor observado para o licopeno sera de 0,040, sendo possivel dizer

que passou a nado existir nenhuma evidéncia da existéncia de outliers.

Recorreu-se também ao teste de analise de variancias, que permitiu avaliar
0s desvios analiticos e de amostragem.

Na Tabela 12 apresentam-se os valores obtidos para as variancias entre sub-
amostras, para cada analito, e 0s respetivos valores criticos que se encontram

tabelados (anexo 3).
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Tabela 12 — Teste de andlise de variancias

Variancia entre sub-amostras Valor Critico

a-caroteno 0,0144 0,0282
B-caroteno 0,210 0,490
B-criptoxantina 0,00340 0,00886
licopeno 17,20 18,70

luteina 0,00917 0,00186
zeaxantina 0,000631 0,000934

Para cada analito, a estimativa da variancia entre sub-amostras foi
comparada com o respetivo valor critico, calculado a partir da variancia analitica e da
variancia entre sub-amostras admissivel.

Como se pode verificar pela analise dos valores obtidos, apenas a variancia
entre sub-amostras para a luteina € superior ao valor critico. Como tal, foram
desprezados seis pontos num total de vinte e quatro. Apos se ter desprezado esses
valores, a variancia entre sub-amostras para a luteina foi de 0,000854, sendo inferior
ao valor critico (0,00122).

Isto significa que ndo existem evidéncias de que a variancia obtida para as
sub-amostras do material em estudo fosse superior a varidncia associada a
precisdo/repetibilidade do método analitico, ou seja, o processo de homogeneizacao
utilizado permitiu obter um material suficientemente homogéneo para os diferentes

analitos analisados.

Considerando que se o material de referéncia interno for liofilizado é mais facil
de armazenar e conservar, foram também realizadas andlises, em duplicado, no
mesmo material depois de este ter sofrido liofilizag&o.

Com base nas massas do material, antes e pos liofilizacdo determinou-se a
humidade do material em estudo, a qual foi de 85,7%.

Os teores médios obtidos para cada analito no material de referéncia interno

expressos em termos de matéria seca (ms), encontram-se na Tabela 13.
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Tabela 13 — Teor médio dos carotenoides (mg/100 g ms) no material de referéncia interno

liofilizado e fresco

Teor em carotenoides (mg/100 g ms)

Material liofilizado Material fresco
a-caroteno 1,9 1,6
B-caroteno 6,0 49
B-criptoxantina 0,87 0,84
licopeno 13 13
luteina 0,21 0,37
zeaxantina 0,43 0,28

Para verificar se o0s valores obtidos para o material liofilizado eram
semelhantes aos valores obtidos para o material fresco, procedeu-se a realizagéo de
um teste t, com um nivel de significAncia de 5%.

Os valores de p para os seis analitos encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de p para os carotenoides

Analito p

a-caroteno 0,1147
B-caroteno 0,1242
B-criptoxantina 0,6802
licopeno 0,7197
luteina 0,0345
zeaxantina 0,0679

Considerando os valores de p apresentados na Tabela 14, verifica-se que,
com excecdo da luteina, é possivel concluir que ndo houve degradacao pela
liofilizacdo, uma vez que estes valores determinados antes e apos a liofilizagdo néo
sdo estatisticamente diferentes. No caso da luteina, o facto dos valores obtidos ndo
serem estatisticamente iguais podera indicar que ndo houve uma boa separacdo da
luteina e zeaxantina, uma vez que ao somar 0S seus teores, tanto no material
liofilizado como no material fresco, verificamos que o resultado é semelhante.
Eventualmente também podera ter ocorrido uma degradacao/isomerizacdo da luteina

que tenha contribuido para este resultado.
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5.2. Validacdo do método para a determinagcdo das
vitaminas A e E (Extensdo do método acreditado para

0s carotenoides)

Com o objetivo de estender a validagdo do método ja acreditado para os
carotenoides, a determinacdo da vitamina A e da vitamina E, foram avaliados os
parametros de validacdo de acordo com os procedimentos ja referidos em 4.5 e que

a seguir se descrevem com maior detalhe.

e Gama de trabalho e linearidade da curva de calibracéo

Tendo como base a gama de trabalho utilizada no método analitico, ja
validado no DAN, para a determinagdo das vitamina A e E, estudou-se a linearidade
entre a resposta do equipamento (medida através da area do pico) e o teor de
vitamina A e vitamina E entre 0,9 pg/mL e 3,3 pg/mL para a vitamina A e entre 2,4
pg/mL e 25,7 pg/mL para a vitamina E.

Na Tabela 15, apresentam-se as concentracdes de vitamina A e vitamina E
nas solucdes padrdo necessarias a construcdo das curvas de calibracdo, as quais

foram preparadas a partir de solugcbes padréo mée (Tabela 6).

Tabela 15 — Concentracdes de vitamina A e vitamina E nas soluc¢des padréo de calibragcéo

Teor de Vitamina A (ug/mL) 14 | 19 | 23 | 29 3,3

Teor de vitamina E (ug/mL) 71 | 11,7 | 16,3 | 21,0 | 257

Nas Figuras 8 e 9 estdo apresentadas as curvas de calibracdo para as
vitaminas A e E, respetivamente, tendo em conta a gama de trabalho referida

anteriormente.
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Figura 9 — Reta de calibracdo para a determinacg&o da vitamina E

A partir dos resultados obtidos foi realizada uma comparacédo entre 0 modelo
linear e o modelo polinomial para verificar qual o ajuste mais adequado. Aplicou-se o
teste de Mandel que, através da equacgédo (4), permitiu calcular os valores de PG para
as duas curvas de calibragédo. Os valores de PG para as vitaminas A e E foram -8,99
e -9,00, respetivamente.

Por comparacéo dos valores de PG calculados com o valor tabelado de F. de
Snedecor/Fisher para n-3 graus de liberdade, 10,56, € possivel concluir que o ajuste
linear € adequado aos pontos experimentais, uma vez que os valores de PG que

foram obtidos sao inferiores a F.
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A linearidade das curvas de calibragcdo também foi confirmada através da
anélise do coeficiente de determinacao (r?), 0,9967 e 0,9992 para a vitamina A e para
a vitamina E, respetivamente, e dos residuos gerados para cada padrao da curva de
calibragdo. Uma vez que o valor deste coeficiente é superior a 0,995 para as duas
vitaminas e que visualizando os graficos ndo se observam desvios em relacao a reta
tracada, pode-se afirmar que a resposta do equipamento ao teor de vitamina A e
vitamina E na solucéo € linear.

Por outro lado, nas Figuras 10 e 11 estdo representados os gréficos dos
residuos percentuais gerados para cada padréo da curva de calibracdo da vitamina A
e da vitamina E, respetivamente. Os residuos representam o desvio percentual entre
o valor da area do pico (intensidade do sinal), para os diferentes pontos da curva e o
valor resultante do ajuste linear. Como se verifica, todos os residuos se encontram
abaixo dos 10%, estando, portanto, de acordo com o critério de aceitacdo definido
pelo controlo de qualidade interno do INSA (DAN, 2012).

Residuos (%)
o

Concentragdo (ug/mL)

Figura 10 — Residuos para os diferentes pontos da reta de calibragédo da vitamina A
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Figura 11 - Residuos para os diferentes pontos da reta de calibragdo da vitamina E

Em anexo encontram-se o relatério completo obtido através do programa
EMPOWER (anexo 7) e exemplo das folhas de célculo internas do DAN utilizadas

para a obtencao destes resultados (anexo 8).

e Limite de Detec¢éo e Limite de Quantificacédo

Os limites de detecdo e quantificacdo para as vitaminas A e E, foram
calculados com base no desvio padrdo das concentragdes do primeiro padréo de dez
curvas de calibracéo, de acordo com as equacdes (5) e (6).

Na Tabela 16, encontram-se os valores obtidos para os limites de detecéo e

gquantificacdo para as vitaminas A e E.

Tabela 16 — Limites de detecdo e quantificacéo para a vitamina A e vitamina E

Vitamina A Vitamina E

Limite de Detecéo (pg/mL) 0,065 0,78
Limite de Quantificacdo (ug/mL) 0,20 2,4
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e Sensibilidade

A avaliacdo da sensibilidade do método foi feita através da andlise dos
valores do declive de dez curvas de calibracdo preparadas ao longo do tempo para a
vitamina A e vitamina E. Na Tabela 17 encontram-se a média, desvio padrdo e

coeficiente de variacdo dos varios declives obtidos.

Tabela 17 - Sensibilidade do método, desvio padréo e coeficiente de variacdo (CV)

Vitamina A Vitamina E
Sensibilidade 170600 16150
Desvio Padréao 4903,5 1493,9
CV (%) 2,9 9,3

Através dos valores obtidos verifica-se que, para a vitamina A, a sensibilidade
do método se manteve aproximadamente constante durante a realizacdo de todos os
ensaios realizados, uma vez que se obteve o coeficiente de variagdo relativamente
baixo. Para a vitamina E o coeficiente de variacdo obtido € mais elevado, indicando
gue a sensibilidade do método sofreu algumas variagbes ao longo da realizacdo de
todos os ensaios. Comparando os resultados obtidos 0 método é bastante mais

sensivel para a vitamina A do que para a vitamina E.

e Precisao

A precisdo foi avaliada através da analise dos parametros repetibilidade e
precisdo intermédia, cujos célculos foram efetuados recorrendo as folhas de céalculo
apresentadas no anexo 9. Para a vitamina A, foram avaliadas quatro amostras
diferentes, nomeadamente pastéis de nata, pao-de-l6, ovos e NIST 2383. Para a
vitamina E foram avaliadas o NIST 2383 e uvas.

A utilizagdo neste ensaio de um material de referéncia certificado como o
NIST 2383 esta relacionada com o facto de ser constituido por uma mistura de
matrizes alimentares, sendo Gtil em estudos de precisao.

Na determinacdo dos parametros de precisdo para a vitamina E nao foi
possivel utilizar mais amostras do projeto TDSExposure devido a problemas de
funcionamento na lampada do detetor de fluorescéncia que ndo se conseguiram

resolver em tempo Uutil.
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Repetibilidade

Para a vitamina A, a repetibilidade do método foi avaliada através da andlise
dos duplicados de cinco amostras diferentes (carne de vaca, pastéis de nata, pao-de-
16, ovos e NIST 2383), mantendo todas as outras condi¢cdes operatdrias constantes,
nomeadamente 0 mesmo equipamento, o0 mesmo analista, seguindo 0 mesmo
procedimento experimental.

No caso da vitamina E, o estudo deste parametro foi realizado através da
andlise das duas amostras diferentes (NIST 2383 e uvas), em duplicado, com as
mesmas condi¢cfes operatdrias que o estudo da repetibilidade para vitamina A.

O coeficiente de variagdo da repetibilidade (CV,) para as vitaminas A e E
foram calculados através da equacéo (9).

Precisdo Intermédia

Para a vitamina A, os estudos de precisao intermédia foram realizados com o
objetivo de avaliar a variabilidade dos resultados obtidos, através da andlise, em
duplicado, de duas amostras diferentes (ovos e NIST 2383), variando o dia da sua
andlise, mas mantendo constante as restantes condi¢des operatorias.

No caso da vitamina E, a precisédo intermédia foi avaliada através da analise
de duas amostras diferentes, em duplicado, (NIST 2383 e uvas), realizada, também,
em dias diferentes.

Assim como a repetibilidade, também a precisdo intermédia pode ser
expressa através do coeficiente de variacdo de precisdo intermédia, calculado pela
equacao (11).

Na Tabela 18 apresentam-se os valores dos coeficientes de variacdo da

repetibilidade (CV,) e da precisdo intermédia (CVg).

Tabela 18 — Coeficientes de variacdo da repetibilidade e da precisdo intermédia

Vitamina A Vitamina E

CV; (%) 11,4 10,0
CVg (%) 14,4 10,3

Os coeficientes de variagdo obtidos para a repetibilidade e preciséo
intermédia foram inferiores a 15% (Committee for Medicinal Products for Human Use,
2011), sendo possivel afirmar que o método apresenta uma boa repetibilidade e

precisdo intermédia para as matrizes estudadas.

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa 67




Determinag&o de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

o Exatidao

A exatiddo deste método analitico foi avaliada através da quantificacdo da
vitamina A e vitamina E numa amostra de material de referéncia certificado (MRC), o
NIST 2383, que apresentava um teor de vitamina A de 0,08 mg/100 g e de vitamina
E de 2,5 mg/100 g.

O MRC foi analisado segundo o procedimento descrito anteriormente, e foram
realizadas, em duplicado, quatro analises em dias diferentes.

A avaliagcéo deste parametro foi feita através do calculo de z-score, segundo a
equacao (12) de acordo com a qual se o médulo do valor obtido for igual ou inferior a
2 o resultado sera satisfatério, confirmando-se a exatiddo do método.

O teor médio obtido para as duas vitaminas no MRC e os respetivos valores
de z-score sdo apresentados na Tabela 19. Todos os valores de z-score obtidos,
tanto para a vitamina A como para a vitamina E, sdo em médulo inferiores a 2, sendo
por isso considerados resultados satisfatérios, podendo afirmar-se que o método é

exato para a determinacédo das vitaminas A e E.

Tabela 19 — Teores de vitamina A e de vitamina E e respetivos z-score

Vitamina A Vitamina E

. Teor de Vitamina A Teor de Vitamina E

Dia da y .

analise determinado determinado

laboratorialmente laboratorialmente
(mg/1009) (mg/100g)

Dia 1 0,046 1,2 2,25 0,30
Dia 2 0,077 0,12 2,2 0,35
Dia 3 0,10 0,83 2,2 0,38
Dia 4 0,11 1,2 1,8 0,87

Os resultados de validagéo obtidos para as vitaminas A e E sdo indicativos de
gue é possivel determinar estes analitos utilizando este método. Sera, no entanto,

necessario estudar mais matrizes para obter uma validagdo mais completa.

e |Incerteza dos resultados obtidos

Em relagdo aos carotenoides, tratando-se de um método previamente
acreditado as incertezas tinham sido previamente avaliadas recorrendo a varias

matrizes de frutos e produtos horticolas. A incerteza expandida relativa combinada
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foi de aproximadamente 30% para o a-caroteno, (-caroteno e B-criptoxantina, 45%
para a luteina e zeaxantina e 60% para o licopeno.

Neste trabalho, o célculo das incertezas, para as vitaminas A e E, foi realizado
seguindo uma abordagem com base nos dados da validagdo do método, recorrendo
aos valores de preciséo intermédia e exatidao determinados previamente e utilizando
as equacdes (14) e (16), anexo 10.

A incerteza expandida relativa combinada foi de 30% para a vitamina E e de
40% para a vitamina A (all-trans-retinol), conduzindo, em geral, & apresentacdo dos
resultados com dois algarismos significativos, tal como sdo apresentados os teores
em carotenoides.

Os valores de incerteza obtidos para a vitamina A e E sdo semelhantes aos
determinados para estes analitos pelo método acreditado no INSA, baseado nas
normas EN ISO 12822 e 12823-1, que sao 32% e 40% para as vitamina E e A,

respetivamente.

5.3. Anadlise de carotenoides (a-caroteno, p-caroteno, [B-
criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina), vitamina

A e vitamina E em amostras do projeto TDSExposure

No éambito do projeto TDSExposure e de acordo com as amostras
recolhidas/preparadas durante o periodo em que decorreu este trabalho, foram
analisadas diferentes amostras de variadas matrizes alimentares.

Todas as amostras foram processadas e analisadas de acordo com o
procedimento descrito anteriormente e os resultados finais foram obtidos através de
calculos efetuados utilizando folhas de célculo como as apresentadas nos anexos 5 e
11.

Todos os resultados obtidos foram corrigidos com base na recuperacao do
padrao interno (B-apo-8’-carotenal ou equinenona, conforme 0s casos) obtida em
cada ensaio. As recuperacdes obtidas para os analitos quantificados apds
saponificacdo (40%-60%) sdo em geral bastante inferiores as obtidas para os

analitos que n&o requerem saponificacéo (60%-120%).
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E:

Carotenoides

Na Figura 12, a titulo exemplificativo, apresenta-se um cromatograma relativo
a analise da amostra de salada de frutas contendo os seis carotenoides analisados.
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Figura 12 - Cromatograma da amostra de salada de frutas contendo 1 - luteina (tr=5,102
min), 2- zeaxantina (tr=5,694 min), 3 — -apo-8-carotenal (tr= 6, 066 min), 4 — B-criptoxantina
(tr=8,120 min), 5 - licopeno (tr=11,252 min), 6 — a-caroteno (tr=13,856 min) e 7- B-caroteno
(tr=15,067 min)

Na Tabela 20, apresentam-se os valores médios do teor em carotenoides

obtidos para cada amostra analisada em duplicado, os quais sédo afetados pelas

incertezas referidas no ponto 5.3.
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Tabela 20 — Teores dos carotenoides presentes nas amostras analisadas

Teores de carotenoides determinados laboratorialmente (mg/100 g)

Amostras
a-caroteno
Laranja ND 0,060 0,056 ND 0,024 0,055
Maca ND 0,022 0,0038 ND 0,0067 0,0058
Morango ND 0,0091 ND ND 0,030 0,0083
Pera ND (0,0016)* ND ND 0,0098 0,0063
Péssego/Ananas ND 0,20 0,17 ND 0,0096 0,033
Figo ND 0,019 ND ND 0,022 0,040
SaF'f‘Linge 0,019 0,089 0,013 0,014 0,033 0,020
Néctar ND 0,11 0,012 (0,0019)% 0,0056 0,014
Sumo 0,0067 0,019 0,016 ND 0,0099 0,027
Favas ND 0,10 ND ND 1,1 0,10
Ervilhas ND 0,35 ND ND 0,81 ND
Gréo ND ND ND ND 0,13 0,18
Tremocgos ND ND ND ND 0,022 0,12
Amendoins ND ND ND ND 0,054 ND
Batata ND 0,0052 ND ND 0,027 0,018
Carne Vaca ND 0,014 ND ND 0,0057 0,027
Salmao ND ND ND ND 0,087 0,15
Salgados 0,040 ND ND ND 0,064 ND
Empadao ND 0,056 ND 0,31 0,096 0,026
Ovos ND ND ND ND 0,27 ND
Cereais ND 0,063 0,010 ND 0,069 0,077
Marmelada ND 0,024 0,020 ND 0,010 0,016
Pipocas ND 0,0096 0,012 ND 0,10 0,17
Pao-de-lo ND 0,022 0,0023 ND 0,25 0,26
Pasteis Nata ND 0,028 ND ND 0,087 ND

ND- Néo detetado (limites de detecdo em mg/100 g: a-caroteno-0,0009, [B-caroteno-0,001, B-
criptoxantina-0,0006, licopeno-0,0008, luteina- 0,0007 e zeaxantina-0,0008)

0* — Entre o limite de detecéio e o limite de quantificagéo (limites de quantificagdo em mg/100 g: a-

caroteno-0,002, B-caroteno-0,003, B-criptoxantina-0,002, licopeno-0,003, luteina- 0,002, e zeaxantina-
0,002)
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Com base na andlise dos resultados obtidos para todas as amostras
analisadas é possivel verificar que os carotenoides presentes na maior parte das
matrizes alimentares, e consequentemente presentes na alimentacdo dos
portugueses, sdo a luteina, zeaxantina e 3-caroteno, sendo que a luteina € o Unico
carotenoide que esta presente em todas as amostras analisadas. A Unica amostra
em que foi possivel identificar e quantificar todos os carotenoides analisados foi a
salada de frutas.

Em relagéo aos teores mais elevados de cada carotenoide, a amostra de
salgados foi a que apresentou maior teor de a-caroteno, das trés amostras em que
foi detetado este composto; o [(-caroteno apresentou um teor mais elevado na
amostra de ervilhas; a amostra composta de péssego/anands foi a que apresentou
um teor mais elevado de B-criptoxantina; no caso do licopeno o teor mais elevado
encontra-se na amostra de empadao; a luteina encontra-se em maior quantidade na
amostra de favas; e por fim a zeaxantina apresenta maior teor na amostra de pao-de-

7

6.

Procedendo agora a uma discussdo mais pormenorizada por grupo de
alimentos, a Figura 13 apresenta os teores em carotenoides e respetiva incerteza
para os frutos analisados neste trabalho sob a forma de um grafico de barras, para

facilitar comparagoes.
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Figura 13 — Teores dos carotenoides e respetiva incerteza nos frutos analisados

Com a andlise efetuada as seis amostras de frutos foi possivel identificar e

quantificar quatro carotenoides: o [-caroteno, a B-criptoxantina, a luteina e a
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zeaxantina. No caso da pera foi possivel identificar B-caroteno, mas o seu teor
encontrava-se abaixo do limite de quantificagéo.

Através da observacdo do gréfico de barras é possivel verificar que a luteina
e a zeaxantina sdo os carotenoides que se encontram presentes em todos os frutos
analisados. Sé a laranja, maca e péssego/ananas apresentaram 3-criptoxantina.

A amostra composta por péssego e ananas foi a que apresentou os teores de
B-caroteno e B-criptoxantina mais elevados.

No caso da zeaxantina, foi a laranja que apresentou um maior teor enquanto
em relacdo a luteina, o morango foi a amostra que apresentou teores mais elevados.
outros autores é

Uma comparacdo com os resultados obtidos por

apresentada na Tabela 21.

Tabela 21 — Teores de carotenoides em frutas (mg/100 g)

Frutos \ REECHEES \ a-caroteno  B-caroteno \ B-criptoxantina licopeno luteina zeaxantina
Este trabalho - 0,060 0,056 - 0,024 0,05
Murillo et al. - 0,03 +
Laranja (2010) - - i 001 | 003*001
Dias et al. - 0,034 a
(2009) 0,011 a 0,027 | 0,017 a 0,049 0,11 a 0,23 0,072 0,066 a 0,19
Este trabalho ND 0,022 0,0038 - 0,0067 0,0058
Maca Dias et al. 0,0032 a
(2009) - 0,010 a 0,063 0,004 - 0,017 0,0030
Este trabalho - 0,0091 - - 0,030 0,0083
0,0541 +
Morango | Cardoso et al. ) 0,00771° ) ) ) )
(2011) - 0,0530 +
0,00215"
Este trabalho - - - - 0,0098 0,0063
Pera Dias et al. - 0,0043 a
(2009) - - 0,0018 a 0,0025 0.0088 -
Este trabalho - 0,20 0,17 - 0,0096 0,033
Dias et al. -
" (2009) - 0,0082 0,17 0,21 0,075 0,026
Péssego/ ~
> Péssego
Ananas -
Murillo et al. - 001+
(2010) - - - - e 0,01 + 0,01
A 0,01
Ananas
Figo Este trabalho - 0,019 - - 0,022 0,040
9 Sue t al. (2002) 0,02 0,04 0,01 0,32 0,08 -
2 _ Produto de agricultura bioldgica
b Produto de agricultura convencional
73
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Em relacdo a laranja e comparativamente com os resultados de Murillo et al.
(2010) apenas o teor de zeaxantina obtido neste trabalho se encontra acima do
referido por estes autores, estando o teor em luteina dentro do intervalo de valores
reportado no artigo. Os valores dos teores em carotendides referidos por Dias et al.
(2009) sédo da mesma ordem de grandeza que os obtidos no presente trabalho, com
excegao do teor de [B-criptoxantina, que se encontra abaixo do referido por esses
autores. No entanto, no presente trabalho nao foi detetada a presencga de a-caroteno
na laranja.

Para a macd, os teores dos carotenoides analisados neste trabalho estao
dentro da gama de valores referida por Dias et al..

Em relacdo a pera, foi encontrado um teor em luteina proximo do referido por
Dias et al. mas nao foi detetada a presenca de B-criptoxantina que tinha sido
reportada pelos mesmos autores.

Relacionando os teores obtidos por Dias et al. para a amostra de péssego
com o0s teores obtidos por Murillo et al. (2010) para a amostra de ananas e
comparando com os teores obtidos no presente trabalho para a amostra composta
de péssego e anands, apenas o teor de luteina ndo esta nos intervalos de valores
referenciados.

Os valores obtidos por Cardoso et al. (2011) para morangos produzidos em
modo biol6égico ou convencional sd@o relativamente superiores ao obtido neste
trabalho.

Para a amostra de figo, Su et al. (2002), obtiveram teores superiores aos do
presente trabalho para a luteina e B-caroteno. Estes autores referem a presenca de

a-caroteno, B-criptoxantina e luteina que néo foram detetados neste trabalho.

Comparando a amostra de néctar (mistura de néctares de diferentes frutos) e
de sumo (mistura de sumo de diferentes frutos) analisadas, pode-se verificar que na
amostra de sumo s6 nao foi detetada a presenca de licopeno, enquanto na amostra
de néctar nao foi detetada a presenca de a-caroteno e o teor de licopeno encontra-se
abaixo do limite de quantificacdo. O carotenoide presente em maior quantidade no
néctar foi o B-caroteno e no sumo foi a zeaxantina. Em relagéo a B-criptoxantina e

luteina, foi 0 sumo que apresentou teores mais elevados.
A Figura 14 representa os resultados obtidos para as amostras de

leguminosas analisadas (favas, ervilhas, grao e tremogos) sob a forma de um gréfico

de barras, para facilitar a sua comparacéao.
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Figura 14 — Teores de carotenoides e respetiva incerteza para amostras de leguminosas

Nestas quatro amostras foi possivel identificar e quantificar trés carotenoides:
B-caroteno, luteina e zeaxantina. Todas amostras apresentaram luteina e a amostra
de favas foi a Unica que apresentou os trés carotenoides.

A luteina foi o carotenoide em maior quantidade nas favas e ervilhas. No
caso do grdo e dos tremocos, 0 carotenoide presente em maior quantidade foi a
Zeaxantina.

Uma comparagcdo com resultados recolhidos da literatura é apresentada na
Tabela 22.

Tabela 22 — Teores em carotenoides em leguminosas (mg/100 g)

Leguminosas Referéncias - B-caroteno luteina zeaxantina
Este trabalho 0,10 1,1 0,10
Favas
El-Qudah (2014) 0,0089 0,2683 -
Ervilhas Este trabalho 0,35 0,81 -
Edelenbos et al. (2001) 0,300a 0,490 | 1,200 a 1,900 -
Grio Este trabalho - 0,13 0,18
El-Qudah (2014) 0,0077 0,3357 0,1484
Tremogos Este trabalho - 0,022 0,12
Wang et al. (2008) 1,198 a5,043 | 1,861 a 2,411 | 1,623 a 13,504

Em comparacdo com os resultados de Edelenbos et al. (2001) em amostras
de ervilhas, o teor obtido neste trabalho para o B-caroteno encontra-se dentro do

intervalo referenciado enquanto o teor de luteina é inferior.
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Alimentos
Processados

Os valores obtidos por EI-Qudah (2014) para as amostras de favas e grao sédo
mais elevados que os obtidos neste trabalho, com excecdo do teor de zeaxantina,
cujos valores se encontram concordantes.

Os teores obtidos por Wang et al. (2008) para a amostra de tremog¢os ndo sédo
concordantes com o0s obtidos neste trabalho, sendo que existem diferencas
significativas relativamente a ordem de grandeza de ambos os valores.

Na amostra de amendoins e na amostra de ovos s6 foi detetada a presenca
de luteina.

Na amostra de batata, o carotenoide presente em maior teor foi a luteina.
Murillo et al. (2010) também estudaram o teor de luteina e zeaxantina na batata e
obtiveram um teor de 0,07 + 0,01 mg/100 g para a luteina e 0,77 + 0,06 mg/100 g
para a zeaxantina. O teor obtido para a zeaxantina, no presente trabalho, ndo é da
mesma ordem de grandeza que o referenciado pelos autores, sendo
significativamente inferior e o teor de luteina apresenta um desvio de cerca de 61%.

Na amostra de salmao foi detetada e quantificada luteina e zeaxantina; na
amostra de carne de vaca, para além desses dois carotenoides, também se
gquantificou o B-caroteno.

Nas amostras de cereais de pequeno-almogo, pipocas, pao-de-16 e
marmelada, foi possivel detetar os mesmos carotenoides, [-caroteno, -
criptoxantina, luteina e zeaxantina. Nos pastéis de nata apenas o [-caroteno e a
luteina foram detetados.

Uma comparagcdo com o0s resultados obtidos para outros autores é

apresentada na Tabela 23.
Tabela 23 - Teores em carotendides em alimentos processados
luteina

Referéncias B-caroteno

B-criptoxantina

2014

zeaxantina

Este trabalho 0,063 0,010 0,069 0,077
Heinonen et al. 2,7+
Cereais (1989) 0,170+0,0056 ] 0,080 -
Perry et al.
(2009) - 0,011 0,040 0,049
Este trabalho 0,0096 0,012 0,10 0,17
Pipocas Heinonen et al. 1,3
(1989) 0,063 + 0,0011 - 0.015 -
Perry et al.
(2009) 0,017 0,024 0,064 0,141
Este trabalho 0,022 0,0023 0,2463 0,26
Pao-de-l6 Heinonen et al. 0,066 +
(1989) 0,120 + 0,0083 - 0.0024 -
Amendoins Este trabalho - - 0,054 -
76
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Heinonen et al. 0,014 +
(1989) 0,002 + 0,0001 0.0013 -
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Heinonen et al. (1989) realizaram um estudo sobre o teor de carotenoides em
alimentos processados, como cereais, pipocas, amendoins e um bolo contendo
frutos na sua superficie (assemelhando-se a um bolo de aniverséario, ndao foram
encontrados dados relativos ao pao-de-16). No caso da amostra de amendoins o teor
obtido € superior ao obtido através do presente trabalho. Por outro lado, as restantes
trés amostras analisadas apresentam teores inferiores aos referenciados.

Comparativamente com Perry et al. (2009), os teores obtidos para as
amostras de cereais e pipocas encontram-se concordantes, com excecdo do teor de

B-criptoxantina presente na amostra de pipocas, cujo valor foi ligeiramente inferior.

Para a matriz uvas foi também feito um estudo sobre a influéncia da
sazonalidade (das amostras recolhidas no ambito do projeto TDSExposure para
estudar a sazonalidade foi a Unica com mais de uma amostra recolhida no decurso
deste trabalho) nos teores determinados. Para isso realizou-se a analise de trés
amostras de uvas recolhidas em diferentes estacdes do ano, primavera, verdo e
outono, e compararam-se 0s resultados obtidos. Na Tabela 24 apresentam-se 0s
resultados médios obtidos para os carotenoides das trés amostras de uvas

analisadas.

Tabela 24 - Teores dos carotenoides presentes nas trés amostras de uvas analisadas

Més da recolha
Novembro Abril/Maio Agosto/Setembro

Analito

2014

2013 2014 2014
Teor de carotenoides (mg/100 g)
a-caroteno ND ND ND
B-caroteno 0,020 0,027 0,032
B-criptoxantina ND ND ND
Licopeno ND ND ND
Luteina 0,022 0,038 0,037
zeaxantina ND 0,0054 0,0087

ND- N&o detetado (limites de detecdo em mg/100 g: a-caroteno-0,0009, B-caroteno-0,001, fB-
criptoxantina-0,0006, licopeno-0,0008, luteina- 0,0007 e zeaxantina-0,0008)
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Na Figura 15 apresentam-se o0s resultados sob a forma de um gréfico de

barras, para facilitar a sua comparagao.
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Figura 15 — Teores de carotenoides em amostras de uvas resultantes de trés
colheitas

Com as analises efetuadas, verificou-se a presenca de B-caroteno, luteina e
zeaxantina nas amostras de uvas analisadas, sendo que na amostra recolhida em
Novembro de 2013 né&o foi detetado zeaxantina.

O carotenoide que se encontra em maior quantidade nas trés amostras de
uvas analisadas foi a luteina.

Os resultados obtidos sugerem que o teor em carotenoides é superior no
verdo correspondendo aos meses de producgédo deste tipo de fruta em Portugal.

Comparativamente com outros autores, Bunea et al. (2012) apresentaram
resultados semelhantes para o 3-caroteno, num intervalo de 0,0232 — 0,0593 mg/100
g, e valores superiores para a luteina num intervalo de 0,0471 — 0,0825 mg/100 g,
consoante a variedade das uvas analisadas. Oliveira et al. (2006) realizaram também
um estudo do teor de carotenoides presentes em diferentes variedades de uvas e
obtiveram teores semelhantes para o B-caroteno, num intervalo de 0,0168 — 0,0910
mg/100 g, e para a luteina entre 0,0218 — 0,1044 mg/100 g.

No presente trabalho, analisaram-se também quatro sumos de laranja,
obtidos de diferentes formas e de diferentes marcas. Esses resultados encontram-se
na Tabela 25.
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Tabela 25 - Teores dos carotenoides presentes nos quatro sumos de laranja analisados

Amostras Teores carotenoides determinados laboratorialmente (mg/100 g
a-caroteno B-caroteno B-criptoxantina  licopeno luteina zeaxantina
Sumo Concentrado 0,0059 0,0095 0,021 ND 0,014 0,027
Sumo Polpa Marca 1 0,012 0,027 0,027 ND 0,021 0,018
Sumo Polpa Marca 2 0,0088 0,015 0,020 ND 0,021 0,044
Sumo Natural 0,0042 0,0081 0,016 ND 0,016 0,037

ND- N&o detetado (limites de detecdo em mg/100 g: a-caroteno-0,0009, B-caroteno-0,001, B-
criptoxantina-0,0006, licopeno-0,0008, luteina- 0,0007 e zeaxantina-0,0008)

Na Figura 16 mostra uma comparacéao entre os resultados que foram obtidos.

0,07
0,06
0,05
o
=)
9 0,04
S~
b
E
+ 0,03
o
]
[
0,02 [ [ 1
- i [ i I i i i
, NN HEE =HE
Sumo Concentrado Sumo Polpa Marca 1 Sumo Polpa Marca 2 Sumo Natural
W o-caroteno M B-caroteno M B-criptoxantina luteina M zeaxantina

Figura 16 - Teores de carotenoides em diversos sumos de laranja

Com a andlise efetuada, foi possivel identificar e quantificar cinco
carotenoides presentes nos quatro sumos de laranja analisados, a-caroteno, [-
caroteno, B-criptoxantina, luteina e zeaxantina. O carotenoide presente em menor
quantidade, nos quatro sumos, foi o a-caroteno. Em relacdo ao composto presente
em maior quantidade, este varia com o tipo de sumo. No caso do sumo obtido a
partir de concentrado, sumo de polpa da marca 2 e do sumo natural o composto que
se encontrou em maior quantidade foi a zeaxantina. No caso do sumo de polpa da
marca 1 o B-caroteno e a B-criptoxantina estavam presentes em teores muito

semelhantes, 0,0269 e 0,027 mg/100 g, respetivamente.
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O sumo polpa da marca 2 foi aquele que apresentou um maior teor de
zeaxantina. No que se refere aos restantes carotenoides, o sumo polpa da marca 1
foi 0 que apresentou maior teor, sendo que, em relagdo a luteina, o sumo polpa de
marca 2 apresentou 0 mesmo teor.

Em comparagdo com outros autores, Murillo et al. (2010) estudaram a
presenca de luteina e zeaxantina em sumo de laranja, e obtiveram teores de 0,01 +
0,01 mg/100 g para ambos o0s carotenoides. Apenas 0s teores obtidos para a
zeaxantina no sumo de polpa da marca 2 e o sumo natural foram ligeiramente
superiores. Os restantes teores sdo concordantes.

Meléndez-Martinez et al. (2003) também realizaram um estudo em sumo de
laranja previamente congelados e obtiveram 0,069 * 0,027 mg/100 g para a B-
criptoxantina, 0,011 + 0,005 mg/100 g para o a-caroteno e 0,021 + 0,007 mg/L para o

B-caroteno, teores concordantes como os obtidos neste trabalho.

A analise de resultados que foi apresentada mostra que existe uma grande
variabilidade nos teores de carotenoides, ndo sé no presente trabalho mas também
comparando diferentes trabalhos publicados na literatura. Essas diferencas podem
ser justificadas pelos varios fatores que influenciam o perfil de carotenoides, como a
espécie, variedade, condigbes do solo, entre outras. Assim, torna-se importante
analisar os alimentos consumidos no préprio pais, ndo sendo adequado recorrer ao

uso de tabelas de composicao de outros paises para 0os carotenoides analisados.

Vitaminas Ae E

Nas Figuras 17 e 18, a titulo exemplificativo, apresentam-se dois
cromatogramas relativos a analise das amostras de péo-de-l6 e uvas contendo as
vitaminas A e E, respetivamente.
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Figura 17 — Cromatograma da amostra de pao-de-lé6 contendo 1- vitamina A (tr = 3,581 min)
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Figura 18 - Cromatograma da amostra de uvas Abril/Maio 2014 contendo 1- vitamina E (tr=

6,662 min)

Na Tabela 26, apresentam-se os valores médios obtidos para a vitamina A e

vitamina E para cada amostra analisada em duplicado, e respetivas incertezas.

Tabela 26 - Teores de vitamina A e vitamina E presentes nas amostras analisadas

Teores de vitamina A e E
determinados

82

Amostras laboratorialmente (mg/100 g)
Vitamina A Vitamina E

Ovos 0,18 £ 0,05 2,2+0,7

Ervilhas ND 0,20 £ 0,06

Carne Vaca ND 0,12 £ 0,04
Pasteis Nata 0,07 £ 0,02 0,8+0,2
Salgados ND 1,7+0,5

Uvas Novembro 2013 ND 0,30 £ 0,09
Pao-de-l6 0,20 £ 0,08 0,6 £0,2

Laranja ND 0,10 + 0,03

Salada de Frutas ND 0,09 £ 0,03
Uvas Abril/Maio 2014 ND 1,0+£0,3
Cereals ND 0,3+0,1

ND- N&o detetado (limite de detec¢éo: vitamina A-0,0016 mg/100 g)
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A vitamina A encontra-se presente em alimentos de origem animal. De todas
as amostras analisadas sO trés delas, ovos, pdo-de-l6 e pastéis de nata,
apresentavam vitamina A. A amostra que apresentou maior teor em vitamina A foi o
pao-de-16.

Foi possivel detetar/quantificar a vitamina E em 11 amostras do numero total
de amostras analisadas. A amostra que apresentou um teor mais elevado foi a
amostra de ovos; enquanto a que apresentou um teor mais baixo foi a salada de
frutas.

Heinonen et al. (1989) estudaram o teor de vitamina A, expresso em
equivalentes de retinol, no bolo com frutos a superficie. O valor obtido foi de 0,00069
mg/100 g.

Chun et al. (2006) estudaram o teor de vitamina E nas laranjas e o valor
obtido foi de 0,25 mg/100 g, superior ao obtido no presente trabalho.

Piironen et al. (1986) estudaram o teor de vitamina E num bolo que se
assemelha ao péo-de-l6 em cereais. Obtiveram 0,04 mg/100 g para os cereais e 0,35
mg/100 g para a amostra de bolo. O teor obtido neste trabalho para os cereais é
bastante superior ao valor referenciado, tal como acontece com o teor de vitamina E
no bolo, embora estes Ultimos sejam da mesma ordem de grandeza.

Seker et al. (2012) determinaram o teor de vitamina E presente em diferentes
variedades de uvas e os teores obtidos variam entre 0,231 e 3,642 mg/100 g. O teor

obtido no presente trabalho encontra-se dentro do intervalo referenciado.

5.3.1. Avaliagdo da vitamina A nas amostras que continham
carotenoides

A contribuicdo de alguns carotenoides para a ingestao de vitamina A pode ser
expressa em equivalentes de atividade de retinol (RAE), que é equivalente a 1 ug de
retinol, 12 yg de B-caroteno, 24 pg de a-caroteno ou 24 pg de [B-criptoxantina
(Campos, 2005).

Na Tabela 27 apresenta-se o teor de vitamina A, expressa em equivalentes
de retinol, presente nas amostras analisadas, o qual foi determinado através da

equacéao (1).
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Tabela 27 — Teor de vitamina A expresso em equivalentes de retinol presente nas
amostras analisadas

Teor de Vitamina A em RAE

Amostras (Mg/100 g)
Laranja 0,0073
Maca 0,0020
Morango 0,00076
Pera 0,00010
Péssego/Ananas 0,023
Figo 0,0016
Salada de Frutas 0,0087
Néctar 0,0097
Sumo 0,0025
Favas 0,0083
Ervilhas 0,030
Batata 0,00040
Carne Vaca 0,0012
Salgados 0,0016
Empadéao 0,0046
Ovos 0,18
Cereais 0,0057
Marmelada 0,0028
Pipocas 0,0013
Pao-de-l6 0,21
Pastéis Nata 0,076
Uvas Abril/Maio 14 0,0022
Uvas Novembro 13 0,0016
Uvas Agosto/Setembro 14 0,0027

Através dos teores de vitamina A calculados é possivel verificar que a
amostra que contem o maior teor desta vitamina € a amostra de pao-de-l6, seguida
da amostra de ovos. As amostras que apresentam um maior teor sdo de origem
animal (ovos) ou contem ingredientes de origem animal (pao-de-16). A amostra que

contém um menor teor € a amostra de pera, seguida da amostra de batata.
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6. Conclusao

O trabalho realizado possibilitou a obtencdo de um material de referéncia
interno, contendo todos os carotenoides em estudo. A aplicagdo dos testes
estatisticos revelou que o processo de homogeneizacao utilizado permitiu obter uma
matriz composta homogénea para os diferentes analitos. Estes resultados
complementados com estudos de estabilidade a médio/longo prazo, realizados no
laborat6rio para matrizes semelhantes, permitiram concluir que este material é
adequado para utilizacdo em rotina como material de referéncia interno, conduzindo
a um melhor controlo do método analitico e a redugéo de custos.

O método analitico que se encontrava validado para a determinacdo dos
carotenoides apresentou resultados fidveis que permitem a sua utilizacdo regular
para a determinacdo da vitamina A e vitamina E nas amostras em que se pretende
avaliar os carotenoides, economizando tempo e reagentes. No entanto os estudos de
preciséo realizados deverao ser complementados com outras matrizes.

Os limites de detecdo e quantificagcdo obtidos para a vitamina A foram de
0,065 pg/mL e 0,20 pug/mL, respetivamente. Para a vitamina E foi obtido um valor de
0,78 pg/mL para o limite de detegéo e 2,4 ug/mL para o limite de quantificacao.

Os valores dos coeficientes de variagcdo para a precisédo intermédia e para a
repetibilidade obtidos para a vitamina A foram de 11,4% e 14,4%, respetivamente.
Para a vitamina E os valores dos coeficientes de variagdo obtidos foram de 10,0%
para a precisao intermédia e 10,3% para a repetibilidade. Estes valores sao inferiores
a 15%, sendo possivel afirmar que o0 método apresenta uma boa repetibilidade e
precisdo intermédia para as matrizes estudadas.

Quanto a exatiddo do método, os valores de z-score foram todos inferiores a
2, pelo que se pode dizer que foi um resultado satisfatorio, confirmando-se a
exatiddo do método.

A incerteza expandida relativa combinada foi de 30% para a vitamina E e 40%
para a vitamina A, pelo que os resultados devem, em geral, ser apresentados com
dois algarismos significativos.

A luteina foi o carotenoide detetado e quantificado em todas as amostras
analisadas. A amostra de salada de frutas foi a Unica que continha todos os
carotenoides analisados.

De acordo com a revisdo bibliogréfica, para a analise de carotenoides o
método mais utilizado é definitivamente HPLC. No entanto, com a pesquisa realizada

foi possivel verificar que ja existem trabalhos realizados em que se utiliza UHPLC.
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Esta técnica é bastante promissora para a determinacdo destes analitos, uma vez
que permite a reducdo da quantidade de solventes necessarios, assim como o tempo
necessario para as analises, os principais problemas na utilizagdo da técnica de
HPLC.

De acordo com a andlise bibliografica realizada no a&mbito do contributo para
uma base de dados Ibero-Americana, o teor de carotenoides em alimentos deve
sempre incluir a identificacdo tdo completa quanto possivel do alimento (espécie,
variedade), assim como o local e data de producdo, e ainda o detalhe do método
analitico como é evidenciado pela grande variabilidade encontrada para um mesmo

alimento.
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7. Proposta de trabalho futuro

Apresentam-se algumas propostas relacionadas com o presente trabalho que
poderédo ser realizadas futuramente:

e Estudo de outras matrizes alimentares inseridas no projeto
TDSExposure, nomeadamente produtos horticolas e refeicdes que
contenham frutos ou produtos horticolas na sua constituicdo, com o
objetivo de estudar e avaliar a ingestdo de carotenoides dos
portugueses;

e Tendo em consideragdo a variagdo encontrada nos teores de
carotenoides das amostras analisadas e na literatura, determinar os
carotenoides nas amostras recolhidas sazonalmente, no ambito do
projeto TDSExposure;

e Complementar os estudos de precisdo para as vitaminas A e E,

utilizando outras matrizes.
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Tabela Al1.1 — Métodos analiticos para a determinagdo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em varias matrizes

Analitos

Extracao

Método Analitico

Saponificagéo

Fase Movel

Fase

Método

Referéncia
Bibliografica

Azeite virgem

Clorofila a,
clorofila b,
luteina,
anteraxantina,
violaxantina,
neoxantina, B-
criptoxantina

1g+ 0,001 g azeite virgem + 4 mL
de n-hexano. Coluna lavada com 5
mL de n-hexano. Eluigdo da
coluna com 3 mL de acetona;
solvente evaporado num
evaporador rotativo e
reconstituicdo em 0,3 mL de
acetona

(A) MeOH:H,0 (8:2,
v/v) contendo 0,025%
acetato de amonio e
0,05% TEA (B)
MeOH:acetona (1:1,
vIv)

Estacionaria

Coluna ODS2
(250 x 4,6 mm,
5 pm)

Utilizado

HPLC-DAD

Mateos, 2006

Azeitonas

B-caroteno

2,5 g de amostra homogeneizada
durante 1 min com 10 mL de n-
hexano; centrifugacéo a 4000 rpm
durante 5 min.

Extrato de n-
hexano/acetato de etilo
evaporado sob vacuo a

40°C e residuo dissolvido
em 10 mL de i-
propanol/THF (7/3)

(A) ACN:MeOH (7/3)
(B) i-propanol

Coluna RP-18
(100 x 3 mm, 2
um, 3 um)

HPLC-DAD-
ESI/MS

Sagratini, 2013

Bagas
Bulgaras

Luteina,
zeaxantina,
licopeno, -
caroteno, -

criptoxantina,
a-caroteno

2 g de amostra + 0,2 g carbonato
de magnésio + 15 mL MeOH:THF
(2:1, v/v) contendo 0,1% BHT.
Centrifugagdo durante 3 min a
3000 rpm. Recolha dos
sobrenadantes; pellets extraidos
até ficarem incolor; dissolucéo em
ACN:MeOH:Acetato de etilo
(60:20:20, v/iviv)

Contendo 0,1% BHT
e 0,05% TEA: (A)
ACN:MeOH (95:5,

viv) (B)

ACN:MeOH:Acetato

de etilo (60:20:20,
VIviv)

Coluna RP C18
(150 x 4,6 mm,
5 pum) com
coluna C18

HPLC-DAD

Marinova, 2007
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30 mg de amostra + 50 mL

Fase orgénica evaporada a

cis- S 40°C; Adicao de 10 mL de
. . carbonato de hidréxido de . A
violaxantina, . éter dietilico, 10 mL de
- magneésio + 25 mg BHT e 35 mL
anteraxantina, . ) ) KOH em MeOH (0,5 M)
! EtOH:n-hexano (4:3, v/v) sob No;
cis- o : . com 0,1% BHT e 20 mL de
anteraxantina agitagdo durante 45 min. Residuo éter dietilico. Solugao é
Bebida lactea luteina ' lavado com 35 mL de EtOH:n- lavada com. o me?smo (A) MeOH:Acetato de | Coluna RP C18 Morales-de la
de sumo de o hexano (4:3, v/v), filtrado 2 vezes . : amonio 0,1M (B) H,O | (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD ~
zeaxantina, a- procedimento anterior + 10 Pefia, 2011
fruta criotoxantina. | €°M 12,5 mL deEtOH e uma vez mL etanol. Evaporacio a (C) MTBE (D) MeOH 5 pm)
P ' com 12,5 mL de n-hexano (até o s poraca
B- - ! . 45°C; residuo dissolvido
criptoxantina ficar incolor). Filtrado € lavado 2 com 4 mL de éter dietilico
P " | vezes com 50 mL de solucéo de '
B-caroteno, a- 1 evaporado sob N, e
cloreto de sadio (10%) e 3 vezes L
caroteno com 50 mL. de H.O reconstituido com 1 mL de
2 MeOH:MTBE (70:30, v/v)
10 g de amostra extraidas com n- . o
Cenoura %:ggﬁgso’ hexano:EtOH 96% (1:1, v/v) até i (A()B?ﬁé'\gao(g)%_/o) Coluna RP 18, HPLC-DAD Mech-Nowak,
PP ficar incolor; manter a -20°C e ; 250mm 2012
xantofilas . hexano:ACN (10%)
analisar num espaco de 72h
Luteina, B- n-
Cenouras e caroteno, a- | 0,1 g de amostra liofilizada + THF hexa%'z)'ace:lc\)li—:]'DCM Coluna ODS3
. caroteno, contendo 0,01% BHT. Seco sob N, - raa ‘ (250 x 4,6 mm | HPLC-DAD | Mazzeo, 2011
espinafres ; - (2:1:1:1, viviviv) (B)
fitoflueno, e reconstituido em DCM ACN X 5 um)
fitoeno
Adicdo de 100 pL de KOH
80% em H,O0.
Sobredanates removidos,
residuo re-extraido com 2
mL de EtOH,
0,1 g de amostra + 2 mL de EtOH centrifugacéo. Re- ) y
, Luteina, B- | + 0,1 g de &cido ascérbico. Vortex extragdo com 1 mL de MeOH.AC!\I.lsopropa Coluna C18 .
Cereais : nol Eluicao de (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD Irakli, 2011
caroteno durante 1 min, banho durante 5 | EtOH. Extratos + 2 mL H,O .
X = Gradiente 5 um)
min. + 2 mL DCM. Evaporagéo
sob N, a 30 °C.
Reconstituicdo com 200 pL
de sol. de acetato a-
tocoferol em MeOH (IS, 50
pm/mL)
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200 mg de amostra + 5 mL de n-
hexano:éter dietilico (1:1), vortex
durante 1 min. Deixar repousar
durante 20 min a 20°C, com
agitacdo a cada 5 min. (A) ACN:H,0 (90%) 0#8”5220 ;;;16
Chas Luteina Centrifugagao a 4000 rpm, 20°C - (B) Acetato de etilo » O Hm), HPLC-DAD Loranty, 2010
. "~ L ) com coluna
durante 10 min. 2 extragBes com 5 Eluicdo de gradiente ci8
mL n-hexano: éter dietilico (1:1).
Evaporagéo do sobrenadante a
40°C. Residuo reconstituido em 1
mL de n-hexano:acetona (1:1)
Zeaxantina,
luteina, B-
criptoxantina,
- B-citraurino, | 300-500 g de amostra extraidas 3 (A) Sol. Ag. de MeOH
(dci;grrlenr?t?es B-caroteno, a- | vezes com MeOH e duas vezes 30% KOH:MeOH (12%, viv) (B) MeOH (2%8“;”4&?6(:%?11, HPLC-DAD | Agocs, 2007
espécies) .caroten_o, com éter dietilico. Extratos (C) MeOH:DCM 5 um)
violaxantina, evaporados (30%, Vviv)
(92)-
violaxantina,
mutatoxantina
Saponificacdo com sol. de
KOH (10%, w/v). Extrato
Coentros Extracdo com acetona fria até ficar lavado, concentrado a ACN:MeOH:Acetato Coluna C18 RP
(Coriandrim B-caroteno incolor + 0,01% BHT. Extracto + 40°C em vacuo, num de etilo (80:10:10, HPLC-DAD Divya, 2012
. . , ) . (259 x 4,6 mm)
sativum L.) éter de petréleo centrifugados. evaporador rotativo. VIVIV)
Reconstituido em 1 mL de
fase mével
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Adicao de 2 mL de sol. de
KOH (40%) em MeOH
durante 16 horas, sob
azoto. Adicao de 15 mL de
n-hexano e agitacao
durante 10 min. Adi¢c&o de
: extragdo com 30 mL n- 15 mL de sol. de sulfato de i )
Erva chinesa 25 hexano:EtOH:acetona:tolueno sadio (10%) e agitacao ) MeQH'ACN'HZO Coluna C30 HPLC-DAD-
(Taraxacum . Py I 7 (79:14:7, viviv) (B) (250 x 4,6 mm, Kao, 2012
formosanum) carotenoides (10:6:7:7, viviviv). Agitacéo durante 1 min. DCM 5 um) APCI/MS
durante 1h. Sobrenadante + 15 mL de
n-hexano, agitagdo durante
10 min (4 repeticdes até
ficar incolor).
Sobrenadante evaporado e
dissolvido em 5 mL de
MeOH:DCM (1:1, viv)
10 g amostra + 50 mL de 10% de
Erva chinesa n-hexano:EtOH:acetona:tolueno
tradicional 10 (10:6:7:7, vIviviv) + 5 mL de 40% ) ('(AglMleAfOSH\f/‘\?/y)?é? Coluna YMC | |0 = Mms Wang, 2010
(Lycium carotenoides | MeOH sob N,, no escuro durante ’ .D7CM C30 '
barbarum) 6h. Extrato evaporado e dissolvido
em 20 mL de DCM
Adicao de 0,19 mL de sol.
de KOH (10M). Tubos
colocados em gelo + 3 mL
de NaCl (1M) + 3 mL de n-
0,10 g de amostra + 3 m de EtOH hexano; vortex e Coluna (150 x
Farinha de Luteinae a- | com 0,1 % TBHQ, vortex durante centrifugacdo. Extracao MeOH:ACN:H,0
O ) . . o 3,9mm, 3,5 | HPLC-DAD Whent, 2012
trigo integral tocoferol 10 s e aquecimento a 85°C com n-hexano repetida. (22,5:48:29,5)
durante 5 min. Sobrenadantes lavados wm)
com carbonato de sédio e
H,O. Evaporacédo sob N, e
reconstituicdo em 0,25 mL
de alcool isopropilico
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10 g de amostra + 30 mL
MeOH:THF (1:1, v/v) contendo 0,1
Farinhas de % BHT durante 30 min a 45 rpm;
centrifugacao a 3000 g, 12°C, 5 250 x 4,6 um, 5
batata-doce Total de ; A . ] )
. min. Extrato separado com éter de MeOH:THF:H,O pm diametro .
extrudadas e | carotenoides . - o : HPLC-DAD | Waramboi, 2013
~ petroleo (40 mL) e 300 mL H,O (67:27:6) interno da

néo e B-caroteno . : |

extrudadas durante 15 min. Fase superior coluna
seca com 5g de Na,SO, anidro;
reconstituicdo em 1 mL de
MeOH:THF
Adi¢do de KOH:MeOH
(10%), durante a noite, a
, temperatura ambiente. o
Frutas 60 Polpa extr_alda com,acetona, Antes da transferéncia, o MeQH com Ol/f’ Coluna C30 HPLC-DAD-
L . transferida para éter de . TEA:MTBE Eluicdo | (250 x 4,6 mm, De Rosso, 2007
amazobnicas | carotenoides etréleo-éter dietilico extrato é congelado (- de aradiente 3 um) MS/MS
P ' ' 18°C) durante 2h, seguido 9 H
de filtrac&o e lavagem com
acetona fria
Luteina, a-
caroteno, -
caroteno
o 0,5 mL EtOH:n-hexano (4:3, v/v),

Gaspacho e . trans centrifugacdo a 2140 g durante 15 (A) H.O (B) M?OH Coluna C30 HPLC-DAD- Vallverdu-

ketchup licopeno, 5- min, a 4°C. Reconstituigdo com i (C) MTBE Eluicdo de | (250 x 4,6mm, | o\ '\;cmg Queralt, 2012

cis-licopeno, ’ ' gradiente 5puL) '
S MTBE.
9-cis-licopeno,
13-cis-
licopeno
Adicdo de 10 mL sol. KOH
(40%) em MeOH (1:1, v/v)
durante 1 hora, a 50°C,
) _| 0,59 de amostra homogeneizada | com agitagdo a 100 rpm.

Mamao Er(i:atgoizzghg em 10 mL de n-hexano:DCM (1:1, | Adicao de 10 mL de sulfato (A) MeOH (B) MTBE %10é%nf4Rgr§rio HPLC-DAD- Sancho. 2011
P ' viv); centrifugacdo a 9000 g de sdédio (10%); Extrato ' " | APCI/MS '
licopeno : o 3 um)

durante 10 min a 5°C (3 vezes). evaporado num

evaporador rotativo a 30°C;
reconstituicdo em 2 mL de

acetona
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Liconeno 3 g de amostra homogeneizada +
IuteF:'na ’ 30 mL de acetona. Lavagem com
vioIaxanti'na acetona até ficar incolor. Adicédo (A) Acetato de etilo Coluna OSD?2
Melancia (20 ' de n-hexano (50 mL) e 300 mL (B) ACN:H,0 (9:1,
. neurosporeno, (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD Yoo, 2012
genotipos) H,O. Extratos de n-hexano v/v) contendo 0,1%
zeacaroteno, d N TEA 5 pum)
fitoflueno evaporados com H, €
fitoeno ' reconstituidos com 0,5 mL de
acetona.
Folhas de amaranto (150 mg),
Molhos 2 B-caroteno polpa de nozes de palma (200 mg)
base de luteina ' e 4gua homogeneizadas 4 vezes (A) MeOH:H,0
folhas de violaxanti,na com 10 mL EtOH:n-hexano (4:3, (60:40 v/v.) (ZB) Coluna C30 Amoussa-
) " | vlv). Lavagem com 10 mL de NaCl o ) (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD Hounkpatin,
amaranto e 9-cis-B- - MeOH:MTBE:H,O
a 10% e 10 mL H,O destilada. ) . 5 um) 2013
nozes de caroteno, 13- P i (28,5:67,5:4, viviv)
alma cis-B-caroteno Fase organica seca com No;
P reconstituicdo em 2 mL de
acetona.
7 g de Nopal ou 14 g de
marmelada + 45 mL de acetona
fria filtrados em véacuo. (2
) extrages) Adicao ao filtrado de 50
Nopal e B ca,roteno, mL de éter de petréleo e 200 mL ACN:MeOH:THF Coluna ODS2
marmelada luteina, a- | . iy (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD | Leopoldo, 2012
de Nopal criptoxantina de H,O destilada. Fase eter_e:i\ (58:35:7) 5 um)
lavada 4 vezes com H,0. Adigcéo
de sulfato de sodio anidro. Extrato
concentrado em N, e reconstituido
em 5 mL de acetona
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Adicao de 2 mL de sol. de
KOH (9M) em EtOH:H,0O
(50%) durante 10h. Adicdo
de 10 mL H,O destilada; 3
2 g de amostra + b-apo-8' extrac6es com hexano (12
carotenal + 10 mL acetona: banho mL). Fra¢Bes com n- (A) MeOH:MTBE:H,0 Coluna RP C30
Pasta de 12 ultrassénico durante 2 min; hexano lavadas 10 vezes (81:15:4, viv) (B) (250 x 4,5 mm, | HPLC-DAD Jacobo-
abacate carotenoides filtracdo sob vacuo. Extratos de com 10 mL de H,O MTBE:MeOH:H,O 5 ’ ’ Velazquez, 2012
: . . pm)
acetona concentrados num destilada até a (90:6:4, viv)
evaporador a 37°C durante 1h. neutralidade. Fragdo com
hexano concentrada a
37°C durante 1h: seco com
N, e reconstituido com 1
mL alcool isopropilico
Luteina,
Zeaxantina,
criptoxantina,
5-licopeno, 9-
licopeno, 13- ) - (A) MeOH:MTBE:H,0
licopeno, 15- 05-1g a'mostrg I|of|I|z~ada rSmbL (895:3:2, viviv) com
S MeOH; centrifugacéo a 800g
cis-licopeno, . R sol. Aq de acetado de
. durante 10 min. Adi¢do de 5 mL . Coluna C30
Peixe, frutos trans- S . ~ amonio (1,5%) (B) Rasmussen,
. THF ao residuo; centrifugacdo 800 - : . (150 x 4,6 mm, | HPLC-DAD
do mar licopeno, a- o MeOH:MTBE:H,0 2012
g durante 5 min; Secagem sob N, an. 3 um)
caroteno, all- o, S (8:90:2, viviv) com
de 10 mL a 4°C; reconstituicdo em
trans- 500 ul de EtOH Sol. ag. de Acetato de
caroteno, [3- H amonio (1%)
caroteno, 9-
cis-B-
caroteno, 13-
cis-B-caroteno
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10 g + 1 g bicarbonato de sodio.
Extracdo com acetona até ficar
incolor. Extratos de acetona
evaporados sob vacuo a 35°C até (A) MeOH:MTBE:H,O Coluna C30
Pimento 52 50 mL. Concentracdo com 100 mL i (82:16:2, viviv) (B) (250 X 4,6 mm HPLC-DAD- Giuffrida. 2013
carotenoides | de éter dietilico. Solugdo de NaCl MeOH:MTBE:H,0 5 r’n) " | APCI/MS '
(10%) + solucdo Na,SO, (2%). (10:88:2, VIVIV) H
Fase etérea evaporada a 30°C.
Residuo reconstituido em
MeOH:MTBE (1:1, viv)
1 g de amostra + 20 mL acetona
fria (5°C); filtragao sob vacuo.
Violaxantina Separacédo com éter de petré!e_o e
Pimentos B- " | H,O. Fase superior lavada varias ACN:MeOH:THF Coluna ODS Hernandez-
: . vezes com H,0; adi¢do de sulfato - (58:35:7) Eluicédo (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD
secos criptoxantina, de sodi . T < - Ortega, 2012
e sodio anidro. Adig&o de éter de Isocratica 5 pum)
B-caroteno . . i
petréleo até perfazer 10 mL;
concentragdo com N, e
reconstituicdo em 1 mL acetona.
Saponificagdo com sol. de
KOH (10%), durante a
Pimentos npite, a temperatura ACN contendo 0,05% Coluna C18 _
vermelho e 20 _ 15-20 g de amo§tra + aceto,na, ambiente. Extrato Iavaqu e TEA:I\_/IeOH:.Agetato (150 X 4,6 mm HPLC- Azevedo-Meleiro,
amarelo carotenoides | transferido para éter de petréleo. | seco com sulfato de sédio. | de etilo Eluicdo de 3 w’n) " | DAD/MS 2009
Concentragéo e gradiente
evaporacao com No.
Reconstituido em acetona
Luteina. a- 400 pL dee KOH (20%);
caroter;o I_Banho 85°C durante 10
zeaxantina, B- ?mﬁbgndho o elg ei 65 (A) MeOH:H,0 (92:8
: > . . e H,O desionizada; Ap6s eOH:H, :8,
rf’org:jclggss Cngltl(-)t)izrr:tsl?al gfrgn?: E? rr?w?: téﬁf&?ﬁ'iiri %EI)-H(': saponificacdo adido de | v/v) com 10 mmol/L (2%8|l;<n4aecr?1(r)n HPLC-DAD | Dijuikwo, 2011
Apo-8' carotenil decanoato. | acetato de amonio (B) ' ' '
(folhosos) caroteno, 13- (0,1% wiv) 4 ExtracGes com n-hexano; MTBE 3 um)
us;)(f?irso_tg_no, Secaggam sob argon;
caroteno Reconstituicdo em 1 mL
(50:50) MeOH:DCM
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Repolho
chinés

Luteina, B-
caroteno,
fitoeno,
prolicopeno

5 g + 100 mL solucao de
DCM:MeOH (2:1, viv).
Centrifugacdo a 17000 g. 2
extracdes com 100 mL de DCM.
Filtracdo. Adicao de 100 mL de n-
hexano e 100 mL de NaCl 5%.
Sobrenadante evaporado.

Precipitado dissolvido em
50 mL de éter dietilico + 5
mL de 60% KOH (w/v).

Adicao de 50 mL de
solugdo n-hexano: éter
dietilico (1:1, v/v) e NaCl
(5%). Solvente orgénico
tratado com NaCl (5%),
evaporado e dissolvido em
éter dietilico.

ACN:EtOH (8:2, viv)

ODS (250 x 4,6

Coluna 5C18

mm)

HPLC-DAD-

APCI/MS

Watanabe, 2011

Rosa
mosqueta
(Rosa spp.)

14
carotenoides

1 g de amostra liofilizada extraida
em 20 mL de solucéo contendo
EtOH (99,7%):n-hexano:BHT
(75:25:0,01). Centrifugacéo a
10000 g durante 10 min

(A) ACN:MeOH:DCM,

(80:15:5, viv) (B)
ACN:MeOH:DCM
(30:20:50, v/v)

Coluna RP (250

X 4,6 mm, 4

Andersson, 2011

Semolina

Tocais,
carotenoides,
retindis

2 g de amostra + 5 mL solugéo
pirogalol em EtOH (60 g/L);
guardado a -20°C.

Sob N, adicéo de 2 mL de
EtOH a 95 %, 1-2 mL de
cloreto de sodio (10 g/L) e
2-3 mL de sol. KOH (600
g/L); banho a 70°C durante
30/45 min. Banho de gelo
+ 15 mL de NaCl (10 g/L).
extracdo com 15 mL de n-
hexano:acetato de etilo
(9:1, viv) (2 vezes). Fases
organicas evaporadas;
residuo dissolvido em
alcool isopropilico (10%)

em n-hexano

n-hexano/Alcool
isopropilico (5%)
Eluicdo de gradiente

HPLC-DAD
pm) com coluna
C18
Coluna (250 x HPLC-
4,6 mm, 5 um) UV/Vis

Fratianni, 2012
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Adicao de 0,10 mL de sol.
KOH (10 mol/mL), vértex
10s; banho a 85°C durante
10 min, vortex 10 s. Adicdo ACN:MeOH:H,0
de 3 mL NaCl (1 mol/L). ) .
> (48:22,5:29,5, viviv)
Adicdo de 3 mL de hexano, C f
. . : ~ - | Condig8es isocraticas
vortex 10 s; centrifugacdo ara 40 min. sequido
100 mg amostra + 3 mL EtOH com | a 1000 g durante 5 min a é)e 4 min de ’ rac?iente Coluna fenil
Soja Luteina 0,1% TBHQ; vortex 10 s; banho a 4°C. (3 extracdes) i 9 (150 x 3,9 mm, | HPLC-DAD Slavin, 2012
o ! inear a 100% MeOH
85°C durante 5 min. Sobrenadantes lavados ! 5 pum)
durante 7 min,
com 5 mL Na,CO3 5% . .
] . ~ seguido de 4 min de
(w/v); centrifugacdo a 1000 : . N
: : gradiente linear as
g, durante 5 min a 4°C. P
condi¢des iniciais
Lavagem com 5 mL de
H,O; evaporacéo sob N, e
reconstituicdo em 250 mL
IPA
10 mL de EtOH/n-hexano (4:3, v/v)
a-caroteno, B- + 100 pL de padrao interno
Sumo de caroteno, (equinenona 5mg/L em acetona) e
cenoura, violoxantina, 10 mL de NaCl 10% (p/v). (A) MeOH:MTBE:H,O | Coluna C30
espinafres 13-cis- Centrifugacdo durante 10 min a - (28,5:67,5:4 (viviv) | (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD | Courraud, 2013
crus e caroteno, f3- 875 g. Fase superior lavada 2 Eluicdo de gradiente 5 pum)
cozinhados caroteno, 9- vezes com 10 mL de H,O
cis-B-caroteno | destilada. Residuo dissolvido em 1
mL de acetona
Adicéo a fase superior de
sol. de KOH (10%) em
extracdo com MeOH:acetona:n- EtOH durante 1 hora; 4
Sumo de 34 hexano (25:25:50, v/v/v) contendo lavagens com H,0. MeOH e MTBE Coluna C30 Meléndez-
. . . = : contendo 0,1% BHT, | (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD .
laranja carotenoides | 0,1% de BHT. Centrifugacéo 2500 Residuo evaporado e Martinez, 2010
! o 0,5% TEA e H,O 5 pum)
g durante 10 min. reconstituido em 1 mL de
acetona:MeOH (1:2, viv,
com 0,1% BHT)
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. Fase etérea reduzida a 30
Luteina, dicio d | d
zeaxantina, - e mL e adicao de sol. de
. ! THF com BHT até ficar incolor. KOH durante 16h. Adicao (A) MeOH:H,O
criptoxantina, . . ~ ) Coluna RP C18
Sumo de Extratos THF + éter dietilico e de solucéo de cloreto de (75:25, viv) (B)
: a- , . o " o i } (250 x 4,6 mm, | HPLC-DAD Plaza, 2011
laranja critoxantina. | 2948 salgada. Fase orgéanica seca sédio e éter dietilico. ACN:DCM:MeOH 5 um)
P ' com sulfato de sédio anidro. Lavagem. Evaporac&o. (70:5:25, viviv) H
[3-caroteno, a- N
caroteno Reconstituicdo em 2 mL de
DCM
Retinol Microextracgéo lig-liq dispersiva
acetato de 0,1-2 mL de amostra + 10 mL de
Sumo retinil H20 + 2 mL. MeOH contendo 150 MeOH:H,0 Eluigo | SOMMNARP C8 | p) o yy. "
enriquecido : pL de CCl,. Centrifugacdo durante - . (150 x 46 mm, Vifias, 2013
palmitato de ; . de Gradiente APCI/MS
de frutas retinil, B- 2 min a 3000 rpm. Residuo 5 pum)
caroténo evaporado sob N, e reconstituido
com 50 pL de MeOH
3 g de puré ou 5g de néctar + 80
mL MgCOg;, 15 mL EtOH:n-hexano
(4,3 viv) com 0,1% BHT. Lavado
com 15 mL de EtOH:n-hexano (4:3
_ v/v), 15 mL EtOAH,_15 mL de n- (A) Acetato de
Tamarillo hexano. Fase organica lavada com aménio:H,0 (B) Coluna C30
(Solanum 36 40 mL de cloreto de sédio (10%) e o C2 HPLC-DAD-
betaceum carotenoides 2 x 40 mL destilado. Fase de n- Sol. KOH (10%) MeQH/Acetato de (250 x 4,6mm, ESI/MS Mertz, 2010
. amonio (C) MTBE 5uL)
Cav.) hexano seca com sulfato de sédio Eluicdo de aradiente
anidro, filtrado e evaporado a 40°C & 9
num evaporador rotativo. Residuo
dissolvido em 500 pL de DCM e
500 pL de MTBE:MeOH (80:20,
YA%)
2 extracgdes até ficar incolor com
Liconeno 10 mL de THF (0,01% BHT).
Iuteiga q'_ Centrifugagéo a 3000 rpm durante MeOH:ACN:DCM Coluna RP 18 HPLC-
Tomate ’ 10 min. Evaporagdo sob N,. - (50:48:2, viviv) (125 x 4,6 mm, . Zanfini, 2010
tocoferol, 3- P - . o L UV/Vis
Residuo dissolvido em 3 mL de Eluicéo Isocrética 5 pm)
caroteno . -
cloroférmio e diluido com fase
movel
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10 g de amostra + 200 mg de
carbonato de magnésio + 35 mL
EtOH:n-hexano (4:3, v/v). Residuo
re-extraido com 35 mL EtOH:n-
hexano (4:3, v/v) e lavado com 30

(A)
ACN:MeOQOH:Clorofor
mio (50:35:15, v/v)

Licopeno, a- | mL de n-hexano puro. Extratos + o
caroteno, [3- 150 mL H20 destilada + 100 mL contendo 0,01% B':'T Coluna RP C18 UHPLC- Meulebroek,
Tomate ~ - e 0,05% TEA Eluicédo | (100 x 2,1 mm,
caroteno, a- de solucéo de cloreto de sodio . fi MS/MS 2012
NP isocratica; (B) 1,9 um)
tocoferol 10% (w/v). Fase inferior tratada ACN:MeOH:isopropa
com 20 mL de n-hexano. 100 pL ) r:1S0prop
S nol Eluicdo de
de sobrenadantes diluidos com radiente
ACN:MeOH (50:50, v/v) + 0,01% 9
BHT até fazer um volume final de
1mL
25 mg de amostra extraidas com
all-trans- 4,5 mL de MeOH:CHCl; (2,5:2,
licopeno, B- | v/v) e 2,5 mL de Tampao tris (pH MeOH e MTBE Coluna YMC i
Tomate caroteno, 7,5). FragBes de CHCI; secas sob Eluicdo de gradiente C30 HPLC-DAD | Capanoglu, 2008
luteina N, e reconstituidas em acetato de
etilo
0,5 g de amostra seca + 10 mL de
EtOH:n-hexano (4:3, v/v), agitagdo
all-trans- a 150 rpm durante 1h,
Tomate (20 luteina, bcentrguga(;ao, separacao do (A) MgQH:h;IT/BE:Hzo C18 (100 x 2,1
cultivares e Licopeno, B- sobrenadante, 2 extra¢cdes com 10 (90:5:5, viviv) (B) mm, 1,7 pm); UHPLC- .
- ’ mL de hexano. Sobrenadantes MeOH:MTBE:H,O ' ’ Li, 2012
linhagens caroteno, lavados com 50 mL de H,O (90:5:5, viviv) Eluicdo com coluna DAD
diferentes) | Isémeros cis 2 R ¢ Cc18

de B-caroteno

destilada e 50 mL de sol. aq. NaCl

(10%). Evaporacgéo sob azoto do

sobrenadante. Reconstituigdo em
1 mL com fase mével

de gradiente
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Tt?;“t::ﬁeﬁgs 0,2 g de amostra liofilizada + 5 mL
de EtOH: n-hexano (4:3, v/v); i
com campo 10 centrifugacao a 4000 rpm, a 4°C, (A) H.0, M?QH ©) C30 (250 x 4,6 HPL(.: Vallverda-
elétrico . . » MTBE Eluicao de UV/Vis-
carotenoides | durante 15 min. Evaporacédo sob . mm, 5 um) Queralt, 2013
pulsado de d b d id gradiente API/MS
moderada N, o.so, renadante. Residuo
. . reconstituido em 1 mL de MTBE.
intensidade
3 g de amostra + 15 mL de
EtOH/acetona/n-hexano (1:1:2).
Filtragcdo. Lavagem com 3 mL da
Luteina, mistura de extragdo. Filtrado Coluna C30
Trigo zeaxantina, 3- | transferido para frascos de 25 mL MeOH:H,O:MTBE (150 x 3mm, 5 | HPLC-DAD | Lachman, 2003
caroteno e adicdo da mistura de extracéo. pm)
Evapora¢éo. Residuo dissolvido
em 2-3 mL EtOH/acetona (6:4)
com 0,2% BHT
50 g de amostra + 25 pL BHA
(12,66 mg/mL em EtOH).
Isémeros de Homogeneizacgéo durante 5 min
. com 3g de carbonato de (A) TEA:H,0O (0,05%)
luteina, . S~ ~ ) Coluna RP C30
. . magnésio. Adicdo de padréo (B) TEA:MeOH
isdmeros cis . . o (250 x 3mm, 5 | HPLC-DAD- .
Uvas de luteina interno (100 pg de b-apo-8'- (0,05%) (C) um) com coluna| ESUMS Crupi, 2010
IS6mMeros cis carotenal). Diluicdo com 40 mL de TEA:MTBE (0,05%) C30
de B-caroteno H,O; extragdo com 40 mL de n- Eluicdo de gradiente
hexano:éter dietilico (1:1, v/v).
Residuo dissolvido em 2 mL

MTBE:hexano (1:1, v/v)
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Vegetais (25
variedades
diferentes)

Luteina,
zeaxantina, -
caroteno,
trans e cis-B-
caroteno

10 g de amostra + 20 mL acetona
fria. Adicdo de 10 mL padrao
interno b-apo-8' carotenal e n-

hexano (6 mg/200 mL);

centrifugacdo a 1500 g durante 5

min. Precipitado reconstituido em

20 mL de acetona; centrifugacao.
Extracdo com acetona até ficar

incolor. Sobrenadantes secos sob

vacuo e a temperaturas inferiores
a 30°C. Residuo dissolvido em
acetona até volume final de 20 mL

(A) MeOH:MTBE

(85:15, VW) (B) | 550 4.6 mm

MeOH:MTBE (6:94,
viv)

Coluna C30

5 pm)

HPLC-DAD

Kao, 2012
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Anexo 2

Tabela 28 - Valores criticos utilizados no Teste de Cochran (1 grau de liberdade),
a=0,05 (Fearn, 2001)

2 10,9985 | 0,9750 | 0,9392 | 0,9057 | 0,8772 | 0,8534 | 0,8332 | 0,8159 | 0,8010 | 0,7880 | 0,5700 | 0,5400

Anexo 3

Tabela 29 - Fatores F1 e F2 utilizados no teste de homogeneidade (Fearn, 2001)

19 18 17 16 15| 14 13 12 11 10 9 8

F1| 1,59 16 (162|164 167|169 1,72 |1,75|179 (183|188 (194|201 21
F2| 057 |059)|062)|064)|068 071|075 08 |086|093|101|1,11 1,251,443
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Anexo 4

A base de dados foi construida com base nas seguintes referéncias bibliogréaficas:

Agostini-Costa T.S., Wondraceck D.C., Rocha W.S., da Silva D.B. (2012),
Carotenoids profile and total polyphenols in fruits of pereskia aculeata miller, Revista
Brasileira De Fruticultura 34 (1), p. 234-238;

Assuncao R.B., Mercadante A.Z. (2003), Carotenoids and ascorbic acid composition
from commercial products of cashew apple (anacardium occidentale L.), Journal of
Food Composition and Analysis 16 (6), p. 647-657;

Atienza S.G., Ballesteros J., Martin A., Hornero-Méndez D. (2007), Genetic variability
of carotenoid concentration and degree of esterification among tritordeum
(XTritordeum ascherson et graebner) and durum wheat accessions, Journal of
Agricultural and Food Chemistry 55 (10), p. 4244-4251;

Azevedo-Meleiro C.H., Rodriguez-Amaya D.B. (2009), Qualitative and quantitative
differences in the carotenoid composition of yellow and red peppers determined by
HPLC-DAD-MS, Journal of Separation Science 32, p. 3652-3658;

Blessington T., Nzaramba M.N., Scheuring D.C., Hale A.L., Reddivari L., Miller Jr,
J.C. (2010) Cooking methods and storage treatments of potato: Effects on
carotenoids, antioxidant activity, and phenolics, American Journal of Potato Research
87 (6), p. 479-49;

Bulux J., De Serrano J.Q., Perez R., Rivera C., Solomons N.W. (1998), The plasma
B-carotene response to a single meal of carrots in guatemalan schoolchildren,

International Journal of Food Sciences and Nutrition 49 (3), p. 173-179;

Burgos G., Amoros W., Salas E., Mufioa L., Sosa P., Diaz C., Bonierbale M. (2012),
Carotenoid concentrations of native andean potatoes as affected by cooking, Food
Chemistry 133 (4), p. 1131-1137;

Cardoso P.C., Tomazini A.P.B., Stringheta P.C., Ribeiro S.M.R., Pinheiro-Sant'Ana

H.M. (2011), Vitamin C and carotenoids in organic and conventional fruits grown in
brazil, Food Chemistry 126 (2), p. 411-416;
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Carvalho L.M.J., Gomes P.B., Godoy R.L.D.O., Pacheco S., Monte P.H.F., Carvalho
J.L.V., Ramos S.R.R. (2012), Total carotenoid content, a-carotene and B-carotene, of
landrace pumpkins (cucurbita moschata duch): A preliminary study, Food Research
International 47 (2), p. 337-340;

Carvalho L.M.J., Oliveira A.R.G., Godoy R.L.O., Pacheco S., Nutti M.R., De Carvalho
J.L.V., Fukuda W.G. (2012), Retention of total carotenoid and S-carotene in yellow
sweet cassava (manihot esculenta crantz) after domestic cooking, Food and Nutrition
Research 56; p. 1-8;

Ceballos H., Morante N., Sanchez T., Ortiz D., Aragén |., Chavez A.L., Dufour D.
(2013), Rapid cycling recurrent selection for increased carotenoids content in cassava
roots, Crop Science 53 (6), p. 2342-2351;

Chisté R.C., Mercadante A.Z. (2012), Identification and quantification, by HPLC-DAD-
MS/MS, of carotenoids and phenolic compounds from the amazonian fruit caryocar
villosum, Journal of Agricultural and Food Chemistry 60 (23), p. 5884-5892;

Collera-Zufiga O., Jiménez F.G., Gordillo R.M. (2005), Comparative study of
carotenoid composition in three mexican varieties of capsicum annuum L, Food
Chemistry 90 (1-2), p. 109-114;

Costa T.S.A., Wondracek D.C., Lopes R.M., Vieira R.F., Ferreira F.R. (2010),
Carotenoids composition of canistel (pouteria campechiana (kunth) baehni), Revista
Brasileira De Fruticultura 32 (3), p. 903-906;

Demir T. (2013), Determination of carotenoid, organic acid and sugar content in some
sweet cherry cultivars grown in sakarya, turkey, Journal of Food, Agriculture and
Environment 11 (2), p. 73-75;

Dias M.G., Camdes M.F.G.F.C., Oliveira L. (2008), Uncertainty estimation and in-
house method validation of HPLC analysis of carotenoids for food composition data
production, Food Chemistry 109, p. 815-824;

Faria A.F., Hasegawa P.N., Chagas E.A., Pio R., Purgatto E., Mercadante A.Z.
(2009), Cultivar influence on carotenoid composition of loquats from brazil, Journal of
Food Composition and Analysis 22 (3), p. 196-203;
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Faria A.F., Rosso V.V., Mercadante A.Z. (2009), Carotenoid composition of jackfruit
(artocarpus heterophyllus), determined by HPLC-PDA-MS/MS, Plant Foods for
Human Nutrition 64 (2), p. 108-115;

Garcia M.l., Lozano M., Espinosa V.M., Ayuso M.C., Bernalte M.J., Vidal-Aragon
M.C., Pérez M.M. (2007), Agronomic characteristics and carotenoid content of five
Bola-type paprika red pepper (Capsicum annuum L.) cultivars, Scientia Horticulturae
113, p. 202-207;

Lépez A., Javier G.A., Fenoll J., Hellin P., Flores P. (2014), Chemical composition
and antioxidant capacity of lettuce: Comparative study of regular-sized (Romaine)
and baby-sized (Little Gem and Mini Romaine) types, Journal of Food Composition
and Analysis 33, p. 39-48;

Meléndez-Martinez A.J., Vicario .M., Heredia F.J. (2003), A routine high performance
liquid chromatography method for carotenoid determination in ultrafrozen orange

juices, Journal of Agricultural and Food Chemistry 51, p. 4219-4224;

Murillo E., Meléndez-Martinez A.J., Portugal F. (2010), Screening of vegetables and
fruits from Panama for rich sources of lutein and zeaxanthin, Food Chemistry 122, p.
167-172;

Oliveira D.S., Aquino P.P., Proenca R.P.C.R., Pinheiro-SantAna H.M. (2011),
Vitamina C, carotenoids, fendlicos totais e atividade antioxidante de goiaba, manga e

mamao procedentes da Ceasa do Estado de Minas Gerais, Maringa 33 (1), p. 89-98;

Rosso V.V., Mercadante A.Z. (2007), Identification and quantification of carotenoids,
by HPLC-PDA-MS/MS, from amazonian fruits, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55 (13), p. 5062-5072;

Sa& M.C., Rodriguez-Amaya D.B. (2003), Carotenoid composition of cooked green
vegetables from restaurants, Food Chemistry, 83 (4), p. 595-600;

Sentanin M.A., Rodriguez- Amaya D.B. (2007), Teores de carotendides em mamao e

péssego determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos 27 (1), p. 13-19;
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Vallverdu-Queralt A., Alvarenga J.F.R., Estruch R., Lamuela-Raventos R.M. (2013),
Bioactive compounds present in the Mediterranean sofrito, Food Chemistry 141, p.
3365-3372;

Wondracek D.C., Faleiro F.G., Sano S.M., Vieira R.F., Agostini-Costa T.S. (2011),

Composicdo de carotenoides em passifloras do cerrado, Revista Brasileira de
Friticultura 33 (4), p. 1222-1228;
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Base de dados construida no &mbito do projeto Iberocarot

Mame [english)
American
gooseberry

cashew apple
(pulp)

cashew apple
[concentrated)

cashew apple
[nectar]

cashew apple
[ready-to-drink)
cashewapple
[Sweetened

tritordeum

tritordeum

durum wheat
Potato
Andean potato

Andean potato
Andean potato

Andean potato

Andean potato

128

Mame [native
language) /
ora—pro—nobis
I Brazil

caiju ! Brazil
caju { Brazil
caiju ! Brazil
caju { Brazil
caiju ! Brazil
Spain

Spain

Spain
Texas

Peru

Peru

Peru
Peru

Peru

Scientific name
Hincluding, if

Pareskia aculeata Mill
Anacardium
occidentals L.
Anacardium
acoidentale L.
Anacardium
occidentals L.
Anacardium
acoidentale L.
Anacardium
occidentals L.
Tritordeum
Ascherson et
Ascherson et
Graebner (HT2)

mixture of genotypes
Solanum phureja

(705821)

Solanum phureja
(705821)

(705172)

Solanum phureja
(705172)

Solanum goniocalix
(704393}

Fruit/
vegetable

Fruit
Frui
Fruit
Frui
Fruit
Frui

vegetable

vegetable

vegetable
vegetable
vegetable

vegetable

vegetable
vegetable

vegetable

Colour [of edible
portion)

reddizh-orange
vellow

yellow

vellow

yellow

yellow

yellow

ellow

yellow
white
light yellow

light yellow

light yellow

light yellow
intermediate
ellow

Processing
Raw/Frozen
Uknown
Uknown
Uknown
Uknown
Uknown

Raw

Raw

Uknown
Raw

Boiled

Raw
Boiled

Raw
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peel fskin f
bones

Without
With

With

With

With

With

Unknown

Unknown

Unknown
With
With

With
With

With

With

Ripeness

ripe

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

ripe

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Production

Conventional

Unknown

Unknown

Unknown
Unknown

Unknown
Indoarfunder
Elass
Indoer/under
glaszs

Indoer/under
glazs
Domesticated /
cultivated |

Conventional

Conventional

Conventional
Conventional

Conventional

Method

SAP/HPLC

UNSAF/HPLC
UNSAP/HPLC
UNSAF/HPLC
UNSAP/HPLC
UNSAP/HPLC

UNSAP/HFLC

UNSAP/HFLC

UNSAP/HPLC
UNSAP/HPLE
SAP/HPLC

SAF/HPLC
SAP/HPLC

SAP/HFLC

SAP/HPLC

Quality

assessment | a-carotene
2270160
[mwe=3)

Precision ! 31,8112,82
Recovery  nb=3;nl=5)
Precision | 14,99£1,95
Recovery [nh=5;ni=5)
Precision ! 1,0840,55
Recovery (nb=1:ni=5)
Precision ! 1,65t1,64
Recovery [nb=1;ni=5)
Precision | 54111,15
Recovery [nb=1;nl=5)

B-carotene

20£2 {nw=3)

26+3 [nw=3)
27 +4 {nw=3)
3213 {nw=3)

74103
[mw=3)

B-cryptoxanthin

220420 [nw=3)
35,87 £ 10,88 (nb=4;
ni=5}

6,85%3,56 (nb=5;
nl=5)

1,3740,57 [nb=1;
nl=5}
1,8140,95(n=1;
ni=5}

14,2144,597 [nb=1;
nl=5}

lutein zeaxanthin

650140
[nwe=3}
4,20+2,01
[nb=4:
[nb=5
nl=5)
[nb=1;
nl=5}
0.5610,18
[nb=1;
3,54+0,74
[nb=1;
290{nI=24)
| max-590;
[max-430;
min-90}
30{ni=7}
[max-140;
min 60}

10+20
21t 3

[nw=3} n.d
85+1%

[nw=3} n.d.
[nw=3} n.d.
155+ 10

[rw=3) n.d.
130+ 10

[nw=3} 17+ 1 [nw=3)
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a- B- S-cis+13-cis-b- T I p- LIp- ZI-
Mame (english) cryptoxanthin WIOLAXANTHIN ANTHERAXANTHIN Auvroxanthin Zeinoxanthin {-Carotene Carotenet+phytofluene Carotene f carotene cryptoxant lycopene

American 270£20 28010
gooseberry [nw=3) 3420460 [rw=3]  (rw=3]

cashew apple
{pulp) 0,62 +0,42 (nb=4 ; nl=5} 7,46 11,82 [nb=4 ; nl=5) 2,60+0,85 (nb=4 ; nI=5} 77,82+27,21(nb=4;nl= 16,11+5,353 {nb=4 ; nl=5} 10,4812,12 [nb=4 ; nl=5)

cashew apple
[concentrated) 0,23+0,14 [nb=5; nl=5} 3,11*2,23 [nb=5; nl=5} 1,09+0,56 [nb=5;n=5) 47,148,182 [nb=5 : nl=5 14,22+2,15 [nb=5; nl=5) 3,27+0,85 [nb=5; nl=5)

cashew apple
[nectar) 0,1540,04 [nb=1 ; nl=5} 0,35+0,05 [nb=1 ; nl=5} 3,26%1,21 [nb=1; nl=5} 0,93+0,29 [nb=1;nl=5} 0,3740,03 [nb=1 ; nl=5}

cashew apple
[ready-to-drink] 0,11+0,04 [nb=1 ; nI=5} 0,37+0,12 [nb=1 ; nl=5) 5,5443,15 (nb=1;nl=5} 1,96+1,77 [nb=1;nl=5} 0,56+0,17 [nb=1 ; nI=5}

cashew apple
(Sweetened 0,58+0,11 (nb=1;nl=5} 3,23+0,82 [nb=1, nl=5} 0,55+0,00(nb=1;nl=5} 10,44+2,29 [nb=1 ;nl=5 2,44+0,48 [nb=1;nI=5} 2,72+0,37 [nb=1; nl=5}

tritordeuwm

tritordeum

durum wheat
Potato
Andean potato 38+5 [nw=3) 25% 3 [nw=3}

Andean potato 11+ 4 {nw=3) 16+ 4 [nw=3}
Andean potato 57+ 5[nw=3) 28+ 2 [nw=3)

Andean potato 10+ 4 [nw=3) 1241 [nw=3})

Andean potato 284 +19 (nw=3] 163+ 14 (nw=3)
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Name (english}
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Andean potato
Persimmon
Persimmon
Acerola
Acerola
Strawberry

Strawberry
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Name [native
language} /

Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Didspiro fBrazil
Digspiro /Brazil
Acerola f Brazil
Acerola f Brazil
Marango /Brazil

Marango /Brazil

Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

Scientific name
#Hincluding, if
Solanum goniocalix

(704393)
Solanum goniccalix

{701862)

Solanum goniccalix
{701862)

Solanum goniocalix
(702472)

Solanum goniccalix
{702472)

Solanum phureja
{705799)

Solanum phureja
(705793}

Saolanum phureja
(704218)

Solanum phureja
{704218)

Diospyros kaki L., var.
Rama Forte
Diospyros kaki L., var.
Rama Forte
Malpighia punicifolia
L., var. Olivier
Malpighia punicifolia
L., var. Olivier
Fargaria vesca L., var.
Oso Grande

Fargaria vesca L., var.
Oso Grande

Fruit/f
vegetable

vegetable
vegetable
vegetable
vegetahle
vegetable
vegetahle
vegetahle
vegetahle
vegetable
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Fruit

Colour [of edible
portion)
intermediate

yellow
intermediate

yellow
intermediate
yellow

deep yellow
deep yellow
deep yellow
deep yellow
deep yellow
deep yellow
unknown
unknown
unknown
unknown

unknown

unknown

Processing

Boiled

Raw

Boiled

Raw

Boiled

Raw

Boiled

Raw

Boiled

peel fskin /
bones

With
With
With
With
With
With
With
With
With
With
With
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Ripeness

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Production

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Organic

Conventional

Organic

Conventional

Organic

Methad
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC

SAP/HPLC

Quality
assessment | f-carotene

nud,

12+ 2 [nmw=3)

5,2+ 0,6

{nw=3)

7,3t 0.9

{rwe=3)

n.d.

15+ 2 [nw=3}

1042 [mw=3}

n.d.

nod.
recovery/ | B45,60%
linear range | 42,58 (mw=6}
recovery/ 703,24t
lingar range | 86,64 [nw=6)
recovery/ | 6130,24%
linear range 559,17
recovery/ | 2486,38+
lingarrange '272,48
recovery/ 53,02%2,15
linear range |[{nw=6)
linearrange | 54,08+7,71

/LoD /Loa, | (nw=6)
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lycopene  lutein
185+14
=3}
250122
{ma=3)
253+ 5
{ma=3)
J7t5
{rw=3)
73te
{ma=3)
105+ 21
{rw=3)
113+ 23
{nw=3]
9616
{nw=3]}
S95+8
{me=3)

45337+

3,22

567,87+

269,59

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

zeaxanthin
41% 3 {nw=3)
n.d.

21+ 1 [nw=3)
562t 16
[rmwr=3})
555t 13
(=3}
SE832
[rmwr=3})
57133
[nw=3}
104861
[nw=3}
1013 #55

(=3}

VIOLAXANTHIN
78 10 [nw=3)
43230 [nw=3)
36+ 7 [nw=3)
55+ 5 (nw=3)
n.d.

72+ 10 {nw=3)
34+ 7 [mw=3})
38+ 8 (nw=3)

n.d.

ANTHERAXANTHIN
71+ 15 [nw=3}

63+ 8 [nw=3)

n.d.

172+ 7 {nw=3}

45+ 4 {nw=3)
310¢ 17[nw=3}
163 63 [nw=3)
190+ 4 [nw=3}

n.d.



Name [english)
Cassava
Cassava
Cassava
Cassava
Cassava
Cassava
Cassava
Cassava roots
Cassava roots
Cassava roots
Cassava roots
Cassava roots
Cassava roots
Laryocar
villosum Fruits
Capsicum
annuum fruits

Capsicum
annuum fruits

Name [native
language]) {
Mandioca !
Brazil
Mandioca !
Brazil
Mandioca !
Brazil
Mandioca !
Brazil
Mandioca f
Brazil
Mandioca !
Brazil
Mandioca !
Brazil
Mandioca f
Colombia
Mandioca f
Colombia
Mandioca !
Colombia
Mandioca f
Colombia
Mandioca !
Colombia
Mandioca f
Colombia

piquia I Brazil
Chile !
Mezxico
Chile !
Mexico

Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

Scientific name
“lincluding, if
Manihot
esculenta
Manihot
esculenta
esculenta
Crantz I 1668 -
Manihot
esculenta
Manihot
esculenta
esculenta
Cramtz I Hibrido
Manihot
esculenta
Manihot
esculenta
Manihot
esculenta
Manihot
esculenta
esculenta
Crantz [ 2010)
Manihot
esculenta
Manihot
esculenta
Laryocar
villosum
Capsicum
annuum L., var.
Capsicum
annuum L_, var.

Fruit!

vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable

vegetable
vegetable

Fruit
Fruit

Fruit

Colour [of

peel Iskin

edible portion) Processing | bones

vellow
vellow
vellow
vellow
wellow
vellow
vellow
urkrown
urkrown
unknown
urkrown

unknown
urkrown

vellow
urkrown

urkrown

Faw

Flaw

Faw

Faw

Fraw

Flaw

Flaw

Fraw

Fraw

Faw

Fraw

Faw

Fraw

Unknown

Urkrawn

Unknown

Unknown

Urkrown

Urkrawn

Urkrawn

Urkrown

Urkrown

Unknown

Urkrown

Unknown

Urkrown

Freeze-dried ‘with

DOrried

Oried

Urkrawn

Urkrown
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Ripeness
Unkriown
Unknawn
Unkriown
Unkriown
Urkrawn
Unknawn
Unknawn
Urkrawn
Urkrawn
Unkriown
Urkrawn

Unknown
Urkrown

Unknown
Urkrawn

Urkrown

Production
Oamesticated !
cultivated {
Domesticated !
cultivated !
cultivated !
agquaculture
Oamesticated !
cultivated {
Domesticated !
cultivated |
cultivated !
aquaculture
Domesticated !
cultivated !
Domesticated !
cultivated |
Domesticated !
cultivated |
Oamesticated !
cultivated {
cultivated {
aquaculture
Oamesticated !
cultivated {
Domesticated !
cultivated |

Conventional
Carwentional

Conwentional

Method

NSAPHP
LC
UNSARHP
LC
NSAPHP
LC
NSAPHP
LC
UNSARHP
LC
UNSARHP
LC
UNSARHP
LC
UNSARHP
LC
UNSARHP
LC
NSAPHP
LC
UNSARHP
LC
NSAPHP
LC
UNSARHP

LC
NS aHHE

LC-MSIMS
UMSAPHP
LC reverse
UNSAPHP

LC reverse

a-carotene f-carotene lutein

193 +3
nw=13]
3296
(nw=13]
21 2
nw=13]
23gx14
[nw=3)
284 £ 35
Inw=3)
811+6
(nw=13]
537+51
(nw=13]

230 [nl= 23]
[man-330)
250 (nl=173)
[man-12380)
430 [nl=345]
[man-1030)
330 [nl=430]
[max-1310)
850 [nl=332]
[man-1500)
360 [nl=415]
[man-1620)

157168 -

121004 -

NEOXANTH VIOLAXANTHI 'a-

zeaxanthin IN

32281

127.03

13.33

153,28

10304

a32.32

CRYPTOXANTHI

337.06

15142
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Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

b- CAPSORUEBI ' ANTHERAXANTHI Cucurbitazxanthin
Name [english] CRYPTOXANTHI CAPSANTHIN N N Latoxanthin B Mutatoxanthan 2 'Mutatoxanthan 1  Cryptocapsin 13-Z—f-carotene 3I-Z-f-carotene 'I-cis-neoxanthin

Cassava S22 (rw=3] 47 £ 2 (rw=3]
Cassava 5141 [nw=3) T2+ 5(nw=3]
Cassava 29+ 1[nw=3] 8147 [nw=3]
Cassava A2 + 27 [raw=7] 25+ 2 [nw=3)
Cassava 47 £ Gnw=3] TI212(nw=3)
Cassava S0+ nw=3] 391 nw=3]
Cassava 372 (nw=3) TE+2[nw=3]
Cassava roots

Cassava roots

Cassawva roots

Cassawva roots

Cassava roots

Cassava roots

Laryocar

villosum Fruits 80+ 20(mw=3]
Capsicum

annuum fruits 723,44 TZ8.63 163,15, races 417 36 TE36 22,56 24,816 18,05

Capsicum
annuum fruits Giepd, 23 91,75 23,66 477,33 10546 - 20,35 20,23 G7E
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Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

I-cis- 9-cis- J-cis- 15-cis- I-cis- af-£ - a#-£ -  all-trans- all-trans- a#-f - alfFf -
HName [english] violaxzanthin mutatozanthin antheraxanthin J-cis-Capsanthin Zeaxanthin J-cis-Zeananthin Sintaxzanthin neoxanthin carotene lutein  neoxant violaxant antherax zeaxant
Caszava 100 £ 5 [rw=3]
Cassava 167 £ 1(rw=3]
Cassawa W01+ 1 [rw=3]
Cassawa 112 M rw=3]
Cassawa 155 £ 16 [rw=73]
Cassawa T27% Slnw=3]
Caszava 423+ 47 [nw=3]
Cassawva roots
Cassava roots
Cassawva roots
Cassava roots
Cassava roots
Cassawva roots
Caryocar 30+z0 Z30+E0  M0+20  3d0+80 230+30
villosum fruits 40+ 100(w=3] G0+ 50 [rw=131 G0+ 20 (rw=31 30 £ 200mm=13] TOxdnw=31  [rw=3] [rw=3] [rw=3] =31 [rme =131
Capsicum
annuum fruits 75352 - -
Capsicum
annuum fruits ETE 3238 33.8
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Name [english)
Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Canistel

Landrace pumpkins
Landrace pumpkins
Jackfruit

Jackfruit

Jackfruit

Loguat

Loguat

Loquat
Loguat

Loquat

Name [native
language} /

Chile [ Mexica
Chile [ Mexica
Chile [ Mexico
Chile [ Mexica
Canistel  Central
America, Mexico
Abdbora [ Brazil
Abdbora [ Brazil
Jaca f Brazil
Jaca [ Brazil
Jaca [ Brazil
Néspera/ Brazil
Néspera/ Brazil
Néspera/ Brazil
Néspera/ Brazil

Néspera/ Brazil
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Scientific name
Hincluding, if
Capsicum annuum L.,
var. Mulato
Capsicum annuum L.,
var. Ancho

Capsicum annuum L.,

var. Guajillo
Capsicum annuum L.,

var. Mulato

Pouteria
campechiana
Cucurbita moschata
Duch/ A

Cucurbita moschata
Duch/ B

Artocarpus
heterophyllus/ Batch
Artocarpus
heterophyllus/ Batch
Artocarpus
heterophyllus/ Batch
Eriobotrya japonica
Lindl. | Centendria)
Eriobotrya japonica
Lindl. {Mizauto)
Eriobotrya japonica
Lindl. [Mizuha)
Eriobotrya japonica
Lindl. [Mizuma)
Eriobotrya japonica
Lindl. [Méctar de

Fruit/
vegetable

Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Fruit

Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Fruit

Colour [of edible
portion}

unknown
unknown
unknowrn
unknown
orange-yellow
orange-yellow
orange-yellow
cream

vellow

vellow

orange

Orange
orange-yellow
orange

yellow

Dried

Dried

Dried

Dried

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

peel fskin /
bones

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
With
With
With
With
With
With
With
With
With
With

With

Ripeness
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
ripe

Unknown
Unknown
ripe

ripe

ripe

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Production

Conventional
Conventional
Conventional
Conventional

Conventional
Dromesticated /
cultivated /
Domesticated /
cultivated /

Conventional
Conventional

Conventional
Domesticated /

cultivated /
Domesticated /

cultivated /
Domesticated [

cultivated /
Domesticated /
cultivated /
Domesticated /
cultivated /

Method

UNSAP/HPLC
rEVErse
UNSAP/HPLC
normal
UNSAF/HPLC

normal
UNSAF/HPLC

normal
UNSAP/OCC
UNSAFP/HPLC

UNSAP/HPLC
UNSAP/HPLC-
MS/MS
UNSAP/HPLC-
MS/MS
UNSAF/HPLC-
MS/MS
SAP/HPLC-
MS/MS
SAF/HPLC-
MS/MS
SAP/HPLC-
MS/MS
SAP/HPLC-
MS/MS
SAF/HPLC-
MS/MS

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

o-carotens B-carotena lutein
215,75 1078,76 63,71
1037,76 1481,44 traces
517,14 1095,12 traces
6154 796,54 1,45
710170
[nw=2)
6706133
[nw=3; nl=5)
7299+11
[nwe=3; nl=5)

total
zeaxanthin carotenoid PHYTOENE
257,74
548,98
298,12
2,17
25,3 [nw=2)
22,0 [nw=2)
22,1 [nw=2}
34,0 [nw=2)
n.d.

PHYTOFLUENE

BEO10 [nw=2)



Name (english)
Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Caniztel

Landrace pumphkins
Landrace pumpkins
Jackfruit

Jackfruit

Jackfruit

Loquat

Logquat

Loquat
Loquat

Loquat

Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

MEOXANTHIN  WIOLAXKANTHIN
traces 1582,8
405,6 traces

429,33 traces

803,64

a-CRYPTOXANTHIN

52,13

730,08

512,59

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

ANTHERAXANTHIN

304,08 traces

105,28 traces

b-CRYPTOXANTHIN CAPSANTHIN CANTAXANTHIN CAPSORUBIN
441,64 810,88 56,47

- 437,66 -
298,47 - - 20,28 traces
23,89 3,62 -

48,51 traces

Lataxanthin

110,77

53,39

59,49

214,3

Cucurbitaxanthin A Cucurbitaxanthin B Cycloviolanxanthin

- 810,88 -

- 437,66 -

- traces 77,74
193,1 3,62 20,99
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HName [english)
Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Capsicum annuum
fruits

Canistel
Landrace pumpkins

Landrace pumpkins

Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

15-Z-f-carotena

13-Z-p-carotens

367 32 [nw=3; nl=5)

124 + 14 [nw=3; nl=5}

9-Z-f-carotene

234+ 35 [nw=3; nl=5)

97 [nw=3; nl=5}

S-ciz-neoxanthin

9-ciz-violaxanthin

cis-antheraxanthin

Trans-{-Carotene

910+ 30 [nw=2}

Jackfruit n.d. 0,70+0,09 [nw=2) 0,360,023 [nw=2) 3,19+0,15 [nw=2) 1,79£0,02 [nw=2) 1,64+0,14 [nw=2)
Jackfruit .. 3,79£0,17 [nw=2) 0,99+ 0,09 [nw=2) 5,28+0,29 [nw=2}) 4,8910,13 [nw=2) 0,87 0,02 [nw=2)
Jackfruit 0,63 +0,01 (nw=2) 2,19+ 0,02 [nw=2) 3,93+ 0,01 [nw=2) 12,52 +0,12 [nw=2) 15,54 0,37 [nw=2}) 0,98+ 0,05 [nw=2)
Loguat 2,0 [mw=2) 13,4 [nw=2) 6,7 [mw=2) 2,4 [nw=2}

Logquat 4 B [mw=2) 42,0 [nw=2) 17,3 [nw=2) 5,4 [mw=2})

Loguat 3,0 [nw=2) 459 [nw=2) 18,0 [nw=2) 7.1 [nw=2)

Logquat 3,4 [mw=2) 36,2 [nw=2) 12,3 [nw=2) 12,8 [mw=2)

Loguat 0,7 [mw=2) 5,0 [nw=2) 1,6 [mw=2) 2,3 [nw=2})
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all-trans-viclaxanthin+ 13'-cis-b- ali-E-f- all-E -oi- "
Mame [english) violaxanthintneoxanthin Luteoxanthin cis-Luteoxanthin cis-zeinoxanthin S-cis-neoxanthin cryptoxanthin S-cis-Capsanthin CHECEEER OREREEELD cryptoxanthin cryptoxanthin RIS
Capsicum annuum
fruits 152,04 718,93
Capsicum annuum
fruits 200,78 1331,04
Capsicum annuum
fruits - 532,69
Capsicum annuum
fruits 199,1 8,69
Canistel 19600 £ 500 (nw=2)
244221963
Landrace pumpkins [mwe=3; nl=5}
14195+ 359 [nw=3;
Landrace pumpkins nl=5}
10,36+1,10
Jackfruit n.d. n.d. n.d. 8,33+1,29 (nw=2) 0,67 +0,04 [nw=2} n.d. [rwe=2)
2,06£0,12 33,321,482 55,61+3,18
Jackfruit 0,78+0,02 [nw=2}) 2,10%0,05 [nw=2) [rwe=2) [mwe=2) 1,22 0,06 [nw=2) | n.d. [rwe=2)
1,26+0,03 45,12+0,65 35,80 0,72
Jackfruit n.d. n.d. [rwe=2) [mwe=2) 1,76+0,01 [nw=2) 1,24+0,10 [nw=2} [nw=2)
Loguat 9,3 [nw=2) 5,8 [me=2) 858,5 [nw=2} 278,4 [nw=2) 3,9 [me=2)
Loquat 12,9 [nw=2) 15,1 (nw=2) 980,9 (nw=2) 480,2 [nw=2) 12,5 (nw=2)
Loguat 22,7 [nw=2}) 20,1 [nw=2) 1080,7 [nw=2) 557,6 [nw=2) 13,5 [nw=2)
Loquat 28,2 [nw=2) 15,6 [nw=2) 14415 [nw=2) 715,2 [nw=2) 7,9 [mw=2)
Loguat 4.4 [nw=2) 4,0 [nw=2) 38,1 [nw=2}) 54,8 [nw=2) 6,4 [nw=2)
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all-trans- all-trans- all-trans- all-trans- all-trans- all-E- ZIp- Z,Z- cis-

Mame [english} neoxanthin neochrome luteoxanthi Zeinoxanthi phytofluen zeaxanthin carotene zeaxanthin phytofluen
Capsicum annuum
fruits - -
Capsicum annuum
fruits - 631,68
Capsicum annuum
fruits 290 -
Capsicum annuum
fruits 637,12 1296
Canistel
Landrace pumpkins
Landrace pumpkins

£,3320,15 0,77 £0,02
Jackfruit [mwr=2) n.d. [mw=2) n.d. n.d.

501+0,53 |2,05+0,30 2,71+x0,07 2,20¢ 0,03 2,23x0,13
Jackfruit [mwe=2]) [mw=2) [mw=2) [mw=2) [mwe=2})

17,13+ 2,38+0,10 2,74%0,01
Jackfruit 1,53 [nw=2) n.d. [mw=2) (=2} n.d.
Loquat n.d. 03,3 [mw=2) 1,7 [nw=2) 12,5 [nw=2)
Loquat n.d. 1,5 [nw=2) 1,9 [nw=2) 8,5 [nw=2)
Loquat n.d. 1,5 [nw=2) 3,3 [nw=2) 10,1 [nw=2})
Loquat n.d. E, 4 [nw=2) 3,4 [nw=2) 19,3 [nw=2)
Loguat 0,2 [nw=2) 1,2 [mw=2) 0,7 [mw=2) nd.
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Mame [english)
Buriti
Mamey
Marimari
Palm oil
Peach Palm
Phy=alis
Tucuma
Broccoli
Broccoli
Broccoli
Broccoli
Broccoli

Endive
Green bean
Green bean

Green bean

Determinagao de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

Mame[native  Scientific name Fruit/ Colour [of edible peel fekin / total

language} / Hincluding, if vegetable portion) Processing bones Ripeness Production B-carotene lutein carotenoid MEDXANTHIN  WVIOLAKANTHIN

Brazil [Amazonian SAP/HPLC-

region) Mauritia vinifera Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown Conventional MS5/MS 51387

Brazil [Amazonian SAP/HPLC-

region) Mammeaamericana Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown Conventional MS5/MS 6253

Brazil [Amazonian SAP/HPLC-

region) Geoffrola striata Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown Conventional MS5/MS 3788

Brazil |Amazonian Not Mot SAPJHPLC-

region) Elaeis guineensis unknown Uknown applicable applicable  Unknown MS5/MS 12503

Brazil [Amazonian SAP/HPLC-

region) Bactrys basipaes Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown Conventional M5/MS 19766

Brazil [Amazonian SAP/HPLC-

region) Phy=alis angulata Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown Conventional MS/MS 2085

Brazil [Amazonian Astrocaryum SAP/HPLC-

region) aculeatum Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown Conventional MS5/MS 6265
1880+570 3480330

Broculos [ Brazil  (Restaurant A) vegetable Ereen Boiled Without Unkngwn Unknown UNSAPFHPLE | [nl=5) [nl=5} B30+ 270 [nl=5 &80 1 150 [nl=5)
2220420 3960510

Broculos f Brazil  (Restaurant B} vegetable Ereen Boiled Without Unknown Unknown UMNSAP/HPLC | [nl=5) [nl=5} 7401280 [nl=5 310 £ 440 [nI=5)
1570+350 3110+520

Bréculos f Brazil  [Restaurant E} vegetable Ereen Boiled Without Unknown Unknown UNSAPSHPLC | [nl=5) [nl=5} £70+ 190 [nl=5 &00 £ 210 [nl=5)
1140370 2760270

Broculos [ Brazil  (Restaurant A) vegetable Ereen stir-fried Without Unkngwn Unknown SAP/HFLC [nl=5} [nl=5} 740+ 150 [nl=5 500 £ 200 [nl=5)
2010650 3790+

Bréculos f Brazil  [Restaurant E} vegetable Ereen stir-fried Without Unknown Unknown SAP/HPLC [nl=5} 1290 (nl=5) 650+ 150 [nl=5 410+ 260 [nl=5)
1240+370 2340500

Brazil [Restaurant C} vegetable unknown stirfried Unknown Unknown Unknown SAP/HPLC [nl=5} [nl=5} 700+ 200 [nl=5| 680 * 150 [nl=5)

Feijao Verde / Bra [Restaurant A} vegetable Ereen Boiled Unknown Unknown Unknown SAP/HPLC 130+ 20 [nl=5) 220+ 50 [nl=5) Trace Trace

Feijao Verde / Bra [Restaurant B} vegetable Ereen Boiled Unknown Unknown Unknown SAP/HPLC 160+ 30 [nl=5) 240 +40 [nl=5} Trace Trace

Feijao Verde / Bra (Restaurant C) vegetable Ereen Boiled Unknown Unkngwn Unknown SAP/HFLC 200+ 30 [nI=5) 290+ 70 [nl=5) Trace Trace
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Name [english}
Green bean
Green bean
Green bean
Kale

Kale

Kale

Sweet cherry
Sweet cherry
Sweet cherry
Sweet cherry
Sweet cherry
Sweet cherry
Sweet cherry
Apple

Apple

Apple

Mame [native
language
Feijéo Verde [
Brazil

Feijdo Verde [
Brazil

Feijdo Verde [
Brazil

Couve [Brazil
Couve [Brazil
Couve [Brazil
Turkey

Turkey

Turkey

Turkey

Turkey

Turkey

Turke
IVI3Ca[ FOTTUEal

[Mangualde)
Macd/ Portugal
(Alcobaga)
Macd/ Portugal
(Cova da Beiral
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Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

Scientific name
Hincluding, if

(Restaurant A)

[Restaurant B}

(Restaurant C}

[Restaurant A}
(Restaurant B}

[Restaurant D)
Prunus avium
(Karakiraz)

Prunus avium
(Mapoleon)

Prunus avium
(Lambert}

Prunus avium
[Churchill)

Prunus avium [Hasan
Kazak)

Prunus avium [z0500-
1}

Prunus avium [z0900-

2
IWVI3IUS OOmestica

Barkh var. bravo
Malus domestica

Barkh var., golden
Malus domestica

Barkh var. golden

Fruit/
vegetable

vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Fruit

Colour (of edible

portion) Processing
Ereen stir-fried
Ereen stir-fried
Ereen stir-fried
unknown stir-fried
unknown stir-fried
unknown stir-fried
unknown Raw/Frozen
unknown Raw/Frozen
red Raw/Frozen
unknown Raw/Frozen
red Raw/Frozen
unknown Raw/Frozen
unknown Raw/Frozen
unknown Raw
unknown Raw
unknown Raw

peel [skin
bones

Unknown
Unknown
Unknown
Without
Without
Without
With
With
With
With
With
With
With
With
With

With

Ripeness

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

Production

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Domesticated |

cultivated [

Domesticated /

cultivated /

Domesticated |

cultivated [

Domesticated /

cultivated [

Domesticated |

cultivated [

Domesticated |

cultivated [

Domesticated |

cultivated [
Conventional
Conventional

Conventional

Method
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC
SAPJHPLE
SAPJHPLEC
SAPJHPLEC

SAP/HFLC

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

a-carotene

1027 (nw=3)
1278 [nw=3)
1059 (nw=3)
1511 {nw=3)
1627 (nw=3)
1278 (nw=3)

1299 (nw=3)

p-carotene
170+ 60 [nl=5)
180+ 60 [nl=5)
180470 [nl=5)
2280420
[nI=5}

2240 420
[nl=5}
240230
[nl=5}

1036 [nw=3)
1012 [nw=3)
1116 [nw=3}
1165 [nw=3}
1536 [nw=3)
1012 [nw=3)

1016 [nw=3)

B-cryptoxanthin

332 (nw=3)
48 [nw=3)
158 [nw=3}
134 (nw=3)
132 (nw=3)
48 [mw=3)

58 [nw=3)

lutein
290190
[nl=5}
280150
[nl=5}
250100
[nl=5}
35001450
[nI=5}
28601450
[nl=5}
310+370
[nl=5}

17 (=2}
3,2 [nw=2)

1,6 [nw=2)

zeaxanthin

150 [nw=3}
40 [nw=3)
121 [nw=3}
162 [nw=3}
150 [nw=3}
40 [nw=3)
21 [nw=3)
1,9 [nw=2)
MD

1,8 [nw=2)

MEQXANTHIN

Trace

Trace

Trace
7901240
(mI=5)
480+210
[nl=5}
630270
[nl=5}

VIOLAXANTE
Trace
Trace
Trace
BE0£440(nl
280+160(nl

530370 (nl



Name [english)
Apple
Apple
Apple
Apple
Apple
Apple
Cherry
Orange
Orange
Orange
Orange
Peach

Pear

Beetroot leaves

Leaf Beet

Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

Mame [native
language) /
Maga/ Portugal
{Alcobaga)

Maci/ Portugal
{Alcobaga)

Maci/ Portugal
{Alcobaca)

Magd/ Portugal
{Alcobaga)
Magd/Portugal
(Cova da Beira)
Maca/ Portugal
{Mangualde}
Cereja [Portugal
(Cova da Beira)
Laranja/ Portugal
(Algoz)

Laranja/ Portugal
{Farao)

Laranja/ Portugal |
Silves)

Laranja/ Portugal
{Tavira)

Pessego [Portugal
{Cova da Baira)
Péra fPortugal |
Alcobaga)
Beterraba /
Partugzal (Ribatejo)

Scientific name
Hincluding, if
Malus domestica
Barkh var, jonagold
Malus domestica
Borkh var. reineta
Malus domestica
Barkh var. royal gala
Malus domestica
Barkh var. starking
Malus domestica

Barkh var. starking
Malus domestica

Barkh var. starking
Prunus avium L., var.
de saco

Citrus sinensis L., var.
navel lane late
Citrus sinensis L., var.
navel lane late
Citrus sinensis L., var.
navel lane late
Citrus sinensis L., var.
navel lane late

Prunus persica L., var.

m carnival
Pyrus communis L.,

var. recha

Beta vulgaris L., var.
wulgaris

Beta vulgaris L..ssp.
Vulgaris convar. Clica
(L) Alef.

Fruit/
vegetable

Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Fruit

vegetable

vegetable

Colour (of edible
portion)

unknawn
unknown
unknown
unknawn
unknawn
unknown
unkngwn
orange
orange
orange
orange
unknown

unknown

unknown

unknown

peel fskin /

Processing bones
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw Without
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With

Ripeness

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

Production

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC
SAPJHPLC

SAPJHPLC

lycopene

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

UNSAP/HPLC ND

UNSAP/HFLC ND

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

lutein

2,5 [nw=2)
10 [nwe=2)
2,2 (nw=2}
9,7 [nw=2)
16 [nw=2)

10 [w=2)
130273

[nwe=2) [min- [mw=2) [min-

35+

BE,5(nw=2) &0,06(nw=2)

33 [nw=2)
34 [nw=2)
72 [nw=2)

75 (=2}
£,27+2,31

[nwe=2) [min- <LQ (30,0024}

4400
[mw=2)

3600

[nwe=2)

zeaxanthin
ND
2,0 [nw=2)
3,0 [nw=2)
ND
1,8 [nw=2)

2,2 [nw=2)
27+0,43

BBt

100 (nw=2)
72 [mw=2)
190 (nw=2}

26 [nw=2)

ND

130 [nw=2)

all-E -a-carotene

ND

ND

ND

ND

ND

ND

296,96 (nw=2)
[min-23;max-37)
13 3,64 [nw=2)
27 [nw=2)

11 [nw=2)

12 [nw=2)

8,2 [nw=2}

ND

ND

ND

ali-E-f-carotene

26 (nw=2)

17 [mw=2)

11 [nw=2)

12 (nw=2)

43 (nw=2)

36 [nw=2)
824,58 [nw=2)
[min-78;max-87)
17 4,76 [nw=2)
18 [nw=2)

43 [nw=2)

43 [nw=2)

170 [nw=2)

<L0,(0,003)

2500 (nw=2)

2900 (nw=2)

all-E-p-

MD
4 [mw=2)
ND
MD

MD

ND

21+2,73 [nw=2)
[min-18;max-23)
110 18,7 [nw=2)
150 (nw=2)

210 (nw=2)

230 (nw=2)

210 (nw=2)

2,15+ 1,16 [nw=2)

ND

MND
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Determinagao de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

Mame [native Scientific name Fruit/ Colour [of edible peel /skin f Quality
. . " Method _ . . ali-E-u-carotene  ali-E-f-caroten
Name [english} language} / Hincluding, if vegetable portion) Processing bones Ripeness Production assessment | f-oryptoxanthin lycopene lutein zeaxanthin
Couve Galega / Brassica oleracea L.,
Portugal | var., acephala D.C. | 3700
Galega Kale Ribatejo} June} vegetable unknown Raw Without ripe Conventional UNSAP/HFLC NDx [mw=2) ND ND 2600 [nw=2)
Couve Galega [ Brazsica oleracea L.,
Portugal | var. acephala D.C. 5900
Galega Kale Ribatejo) {October) vegetable unknown Raw Without ripe Conventional UMSAP/HPLC MO [nwr=2) NI NI 4200 [nw=2)
Couve Galega / Brassica oleracea L.,
Portugal | war. acephala D.C. 7200
Galega Kale Ribatejo} |December] vegetable unknown Raw Without ripe Conventional UNSAP/HFLC MO [mw=2) ND ND 5400 [nw=2)
Beldroega / Portulaca oleracea L.
Portugal spp sativa (Haw.) 5400
Purslane [Ribateja) Schiibl & Mart. vegetable unknown Raw Without ripe Cenventional UMSAP/HPLC ND [nwe=2) 190 [nw=2) 9 [nw=2) 3500 [nw=2)

Couve Tronchuda Brassica oleracea L.
[ Portugal [ Beira  war. costata DC. Glaria

Tronchuda cabbage Alta) Portugal vegetable unknown Raw Without ripe Conventional UNSAP/HFLC NDx 520 (nw=2 |ND ND 460 (nw=2)
Couve Trenchuda
J Portugal Brassica oleracea L. 3300

Tronchuda cabbage (Minha) var. costata DC. Penca vegetable unknown Raw Without ripe Conventional UMSAP/HPLC MO [nwr=2) NI NI 2800 [nw=2)
Couve Tronchuda Brassica oleracea L.
[ Portugal | var, costata DC. 4700

Tronchuda cabbage Ribatejo) Valhascos vegetable unknown Raw Without ripe Conventional UNSAP/HFPLC MO [nw=2) NI NI 3600 [nw=2)
Nabigas [
Portugal | Brassica rapa L. var. 5800

Turnip greens Ribatejo) rapa vegetable sreen Raw Without ripe Cenventional UMSAP/HPLC ND [nwe=2) NI NI 4400 [nw=2)
Tomate [ Lycopersicon linearity,

Tomato Portugal esculentum M. var. Fruit red Raw With ripe UNSAP/HFLC repeatabilit <& 3000+ 2000 100417 <8 <8 1000+ 140
Tomate [ Lycopersicon linearity,

Tomato Portugal esculentum M. var. Fruit red Raw With ripe UNSAP/HFLC repeatabilit <& 2300570 2015 <3 <3 390156
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Orange

Orange

Orange

Peach

Peach

Peach

Baby food

Baby food

Baby food

NIST 2382

MIST 2334

NIST 2385

Mame [native
language} /
Laranja /
MNetherlands
Laranja /
Metherlands
Laranja /
MNetherlands
Péssego /
Netherlands
Pészego /
MNetharlands

Pészego /
Metherlands

MNetherlands

Metherlands

Metherlands

Determinagéao de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014
Scientific name Fruit/ Colour [of peel fkin / all-E-a- allEp- all-E-p- all-E-
Hincluding, if vegetable edible Processing bones Ripeness Production p-carotene lycopene carotene carotene cryptosanthin lycopene
Citrus sinensis L. |
Method 1) Fruit orange Raw/Frozen  'With Unknown  Conventional SAP/HPLC E1+10 [nw=3) NI ND 61%10[nw=3] E40+130 (nw=3) ND
Citrus sinensis L. | 33,5365 33,5%6,5
Method 2) Fruit orange Raw/Frozen  With Unknown  Conventional SAP/HPLC [nw=3} ND N [nw=3) 544+98 [nw=3] NDO
Citrus sinensis L. |
Method 3} Fruit orange Raw/Frozen  'With Unknown  Conventional SAP/HPLC 43415 [nw=3) NI ND 43+15[nw=3] BE3+81([nw=3) ND
Prunus persica L. 102+22
(Methad 1) Fruit unknown Raw/Frozen  With Unknown  Conventional | SAP/HPLC [nw=3} ND ND 10121 [nw=3) 33213 [nw=3) ND
Prunus persica L. 106,33 3,4 105,7+3,3
(Method 2} Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown  Conventional SAP/HPLC [rw=3} ND MO [mw=3) 38,619 [(nw=3) ND
Prunus persica L. 130%36
(Method 3} Fruit unknown Raw/Frozen With Unknown  Conventional SAP/HPLC =3} NI ML 113+28 [nw=3) 7411 (nw=3) ND
vegetables with egg,
Olvarit; Mutricia Not 436+35 1720170 11704100
[Method 1} unknown Uknown Without applicable Other UNSAPHPLE [nw=3) [mw=3) 176+ 45 [nw=3) 227+78 [nw=3) 62,417 8 (nw=3} [nw=3)
vegetables with egg,
Olvarit; Mutricia Not 431140 17801160 1446191
(Method 2} unknown Uknawn Without applicable Other SAP/HPLC [mw=3} [nw=3) [nwe=3) 170+ 14 (nw=3) ND NS
vegetables with egg,
Olvarit; Mutricia Not 453 +54 1530+130 33,2+x 38 1160+ 600
(Method 3} unknown Uknown Without applicable OCther SAP/HPLC [nw=3} [nw=3) 141413 [nw=3] 236+31 [nw=3) [nw=3} [nw=3)
Not 259179 BE1+85 BE1+85
Method 1 unknown Uknown Without applicable  Other UMEAP/HPLE | [nw=3) [nw=3] 76220 (nw=3) 227278 (nw=3) 107£35[nw=3] [nw=3]
Not 187115
Method 2 unknown Uknown Without applicable Other SAP/HPLC [nw=3} NS 78,5+5(nw=3) 170214 [nw=3) 123%14([nw=3] N5
Not 261+35 455+ 36 453+ 36
Method 3 unknown Uknown Without applicable OCther SAP/HPLC [nw=3} [nw=3) 95,614 [nw=3] 236+31(nw=3) 131+54([nw=3] [nw=3)

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

ali-E-

all-E-lutein .
zeaxanthin

78,3%8 E5+16
[nw=3} [mwe=3)
27,9+15 E19+8,6
[nw=3} [mwe=3)
B6+13 98+27
[nw=3} [mwe=3)
132+21 5oted
[nw=3} (=3
95,7454 43,7+3,3
[rw=3} [mw=3)
171+ 54 79t46
=3} [mw=3)
162+37  E3,8%12
[mwe=3} [nwe=3)
107+15  18,6%5,1
[mw=3} [mwe=3)
150+65 23+ 8,2
[nw=3} [mwe=3)
165+17 79+21
[mwe=3} [nwe=3)
101,46 80,8%8,3
=3} [mw=3)
118+32 50140
[nw=3} [mwe=3)




Determinagao de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares 2014

MName [native Scientific name Fruit/ Colour [of peel fskin f all-E-o- ali-E-p- ali-E- all-E-lutain all-E- cis-
Mame [english) language) / Hincluding, if vegetable edible Processing  bones Ripeness  Production B-carotene  lycopene carotens caroteng lycopene zeaxanthin neocxanthin
Couve Galega/ Brassicaoleracea 6320£330 60801320 11250+
Kale (Galega) Portugal L., var. acephala vegetable green Raw Without Unknown  Conventignal UMNSAP/HPLC [mw=3) ND NI [mwr=3) NI 730 [nw=3] ND
Couve Galega,/ Brassica oleracea 2060+350 17301340 8410330
Kale (Galega) Portugal L., wvar. scephala vegetable green Raw Without Unknown  Conventional UNSAP/HPLC [mw=3) ND N [mwe=3) NI [mwe=3) ND
Couve Galega/ Brassicaocleracea 6390+ 900 57901900 10280+
Kale (Galega) Portugal L., var. acephala vegetable green Raw Without Unknown  Conventignal UMNSAP/HPLC [mw=3) ND NI [mwr=3) NI 230 [nw=3] ND
Betavulgariz L., =p. 3480+ 350 3110330 5210650
Leaf Beet Netherlands Vulgaris convar. vegetable green Raw/Frozen With Unknown  Conventignal UMNSAP/HPLC [mw=3) ND NI [mwr=3) NI [mer=3) ND
Betavulgariz L., =p. 2910270 24101230 38101330 320X 120
LeafBeet Netherlands Vulgaris convar, vegetable green Raw/Frozen |With Unknown Conventional UNSAP/HPLC [nw=3) ND NI [nw=3) NI [nw=3) [nw=3})
Betavulgariz L., =p. 3330550 27901550 4450770 250x54
Leaf Beet Netherlands Vulgaris convar. vegetable green Raw/Frozen With Unknown Conventional UNSAP/HPLC [nw=3) ND ND [nw=3) ND [nw=3) [mw=3}
Abobora Curcubita pepo L. 1836+53 44+132 1861528 7Jet13
Pumpkin JPortugal var. styriaca Greb.  wvegetable unknown Raw With Unknown  Conventignal UMNSAP/HPLC [mw=3) ND [mwee=3) [mwr=3) NI [mer=3) ND
Abobora Curcubita pepo L. 275+44 65,17+0,75 269133
Pumpkin [Portugal var. styriaca Greb. wegetable unknown Raw With Unknown Conventional UNSAP/HPLC [nw=3) ND [nw=3) [nw=3) ND ND ND
Abobora Curcubita pepo L. 232,47% 5E,4+7,7  232,47%0,64 45+15
Pumpkin [Portugal var. styriaca Greb. wvegetable unknown Raw With Unknown Conventional UNSAP/HPLC 0,64 [nw=3) ND [nw=3) [nw=3) NI [nw=3) ND
Tomate [ Lycopersicon 170100 3440740 170100 6700 102 7,3
Tomato Partugal esculentum M. Fruit red Raw/Frozen |With Unknown Conventional UNSAP/HPLC [nw=3) [nw=3) NI [nw=3) 1000 [nw=3) ND
Tomate | Lycopersicon 607 £ 90 2340370 513x75
Tomato Portugal esculentum M. Fruit red Raw/Frozen |‘With Unknown Conventional UNSAP/HPLC [nw=3) [nw=3) NI [nw=3) NS MO ND
Tomate / esculentum . 255258 9600 + 1100 255125 9050500 77,116,3
Tomato Partugal [Methed 3) Fruit red Raw/Frozen |With Unknown Conventional UNSAP/HPLC [nw=3) [nw=3) NI [nw=3) [nw=3) [nw=3) ND
Camucamu/ 72,2+74,6 160,5+114 2,1+1,2
Camu Camu Amazon (Brazil- Myrciaria dubia Fruit unknown Raw With ripe Conventional SAPfHPLC [nl=3) [nI=3) [nl=3]}
Camucamu/ 142,3+23,7 5019+ 16,0+10,2
Camu Camu Amazon (Brazil- Myrciaria dubia Fruit unknown Raw With ripe Conventional SAPfHPLC [nl=3) 92,5 (nl=3} [nl=3]}
£999,3+
Psidiumguajal. var. 366,3164 2420,5
Guava Goiaba /Brazil  Paluma Fruit red Raw With ripe Conventional UNSAP/HPLC [nw=5) [nw=5}
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Mame [english}

Guava

Guava

Guava

Mango

Mango
Mango

Mango

Papaya

Papaya
Papaya

Papaya

Paszion fruit
Paszsion fruit
Passion fruit
Passion fruit
Passion fruit
Passion fruit
Passion fruit

MName [native
language} /

Goiaba /Brazil
Goiaba /Brazil
Goiaba /Brazil
Manga / Brazil
Manga / Brazil
Manga / Brazil
Manga / Brazil
MamZa / Brazil
Mamac / Brazil
Mamac / Brazil

Mamao / Brazil
cerrado / Brazil
suspiro / Brazil
sono / Brazil
amarelo / Brazil

Brazil

Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes alimentares

2014

Scientific name
Hincluding, if
PzidiumguajsL. var.
Paluma

Psidiumguajal. var.
Paluma

Psidiumguajal. var.
Paluma
Mangiferaindical.var
.TommyAtkins
Mangiferaindical.var
TommyAtkins
Mangiferaindical.var
.TommyAtkins
Mangiferaindical.var
TommyAtkins

Carics papaya L. var.
Formaosa [control)
Carica papaya L. var.

Formosa [ after
Carica papaya L. var.

Formosa (during
Carica papaya L. var.

Formaesa [final distr.}
Mast CPAC MJ-26-01
M1-01-03
MJ-12-01-BRS Pérola
M1-26-01
M1-21-01

Maracuja / Brazil P.edulizSims.

Maracuja / Brazil P.eduliz Sims.

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Colour [of edible
portion)

red

red

red

unknown

unknown
unknown
unknown
unknown

unknown
unknown

unknown
cream
unknown
light yellow
deep yellow

deepyellow
unknown
unknown

Processing bones
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With

peel fskin f

Ripeness

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

ripe

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Method

Production

Conventional UNSAP/HPLLC
Conventional UNSAP/HPLC
Conventional UMNSAP/HPLLC
Conventional UMSAP/HPLC
Conventicnal UNSAP/HPLC
Conventional UNSAP/HPLC
Conventional UNSAP/HPLC
Conventional SAP/HFLC
Conventional SAP/HPLC
Conventional SAP/HFLC
Conventicnal SAP/HPLC
cultivated /

cultivated /

cultivated /

cultivated /

cultivated /

Domesticated /
Domesticated /

p-carotene
4324181
[rw=5)
364,24121,7
[rw=5)
351,3+84,6
[nw=5])
1557,1%
180,2 (nw=5)
1748,2+
249 4 [nw=5)
1747,5¢
178,9 [nw=5)
14801+
2844 [nw=5)
548,64 175,1
[nw=5])
468,1+224 3

[mwe=5])
558,0+102,4

[nw=5])
513,59+ 256,9
[rwe=5)
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p-cryptoxanthin

3798,6+278,0
[nw=5])
3477,0+£1043,7

[mw=5])
4097, 3% 596,93

[nw=5])
3435,0%1723,2
[rwe=5)

2412
20+3
1753
18020

lycopene
7649,9+1599,2
[mw=5)
7023,8+1739,3
[mw=5)

5503,4+ 1668,5
[mwe=5}
77,2£53,0
[nw=5})

81,2+ 69,2
[mwe=5)

74,4+ 60,7
[mwe=5}
57,4+37,4
[mwe=5)
3137,5+596,3
[mwe=5}
3131,4+1485,8

[mwe=5)
4381,0635,6
[mwe=5}
3105,4%1482,7
[mwe=5)

all-E-f-carotene

30+10 jE0£0
5+0

6619
284+0,6
260+10
360+10
720+20

all-trans-  cis-
violaxanthi violaxanthi

18+6
5015
60+3 120+ 16
50+ 10 12120
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Pepper

Pepper

Papaya

Papaya

Papaya

Peach

Peach

Peach

Guava

Papaya

Mango

Hill cherry

Mame [native
language] /
Pimentdo [

Brazil

Pimentdo /
Brazil

Mamio, Brazil
Mamio, Brazil
Mamao, Brazil
Peszego / Brazil
Pessego / Brazil

Pessego [ Brazil
Goizba /Brazil
Mamao, Brazil

Manga  Brazil

Panama
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Scientific name
Hincluding, if
Capsicum annuum L. |
F1 Magali hybrid)

Capsicum annuum L. |
F1 Amanda hybrid)
Carica papaya
[Fermosa)

Carica papaya
[Sunrize)

Carica papaya
[Golden)

Prunus pérsica
[Diamante)
Frunus pérsica
[Coral)

Prunus pérsica
[Kiripa)

Psidium guajal. var.
Paluma

Carica papaya L. var.
Formaosa

Mangifera
indical.var.TommyAt
kins

Bunchosia nitida

Fruit/
vegetable

vegetable

vegetable

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Fruit

Calour [of
edible

yellow

red
reddizh-
orange
reddizh-

arange

orange

arange

white

white

unknown

unknown

unknown

unknown

peel fskin /
Processing bones
Raw Without
Raw Without
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw With
Raw Unknown

Ripeness

ripe

ripe

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

ripe

ripe

ripe

Unknown

Production

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional

Conventional
Wild or
gathered

e p-carotene B-cryptoxanthin lycopene VIOLAMANTHIN
SAPHPLE
SAP/HPLC
700+ 170 (nl=5; 2300+ 750
SAP/HPLC nw=2) [nl=5; mw=2}
820£120 23901920
SAP/HPLC [nl=5;nw=2) [nl=5;mwe=2}
870190 18501640
SAPSHPLC [nl=5;nw=2) [n1=5;nw=2)
640t 110 12 2
SAP/HPLC [nl=5;nw=2) [n1=5;nwe=2)
210
SAPSHPLC [nl=5;nw=2}
71
SAPSHPLC [nl=5;nw=2)
B999,3 %
366,364 2420,5
UNSAP/HPLC [mw=5) [mw=5)
5486+ 31375+
175,1 3798,6+278 [596,3
UNSAP/HPLC [nW=5) [mw=5) [mw=5)
1557,1%
180,2 77,2+58,4
UNSAP/HPLE {mw=5) [rwe=5)

SARJHPLC

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

all-£-B-
carotans

230 %80 (nl=5;

nwi=2)

580+60 [nl=5;

nw=2)
120+50
[nl=5;mw=2)
50+160
[nl=5;mer=2}
120130
[ml=5;mw=2}
406
[nl=5;mer=2}
3t4
[nl=5;mw=2)
61
[ml=5;mw=2}

all-E-f-
cryptoxanthin

670170
[nl=5;me=2])
760£120
[nl=5;nw=2)
310130
[n1=5;nw=2)
550+110
[nl=5;nw=2)
20
[nl=5;me=2}
62
[n1=5;nw=2)

all-E-

15701630
[nl=5;mw=2)
20701790
[nl=5;me=2}
1630+ 450
[nl=5;mw=2}

all-E- all-trans-
lycopene  lutein  violaxanthi
120 [nl=5;
[nl=5; nw=2)
750180 270150
[nl=5; [nl=5;
nw=2)  nw=2)
9t1
[nl=5;nw=2)

all-E-
capsanthi

3260t
270 [nI=5;
nw=2)
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HName [native Scientific name Fruit/
Name [english) language) / Hincluding, if
Hill cherry Panama Bunchosia nitida Fruit
Membrillo Panamsa Gustavia superba Fruit
Black Palm Panamsa Astrocaryum standley Fruit
Canistel Panamsa Pouteria campachian: Fruit

Chinese passion fruil Fanama

Sastra Panamsa
yellow mombin Panamsa
Guanabana toreta Panamsa
Purple mombin Fanama
Chinese rose Panama
Mance Panama
Red mamey Panamsa
Corozo Panamsa

South American sap Fanama

Red guava Panamsa

Cionosicyos macranth Fruit

Garcinia intermedia  Fruit

Spondias mombin Fruit

Annona purpurea Fruit

Spondias purpurea Fruit

Pereskia bleo Fruit

Birzominiz crassiflora Fruit
Pouteria sapota Fruit
Aiphanes aculeata Fruit
Quararibea cordata  Fruit

P=idium guajava Fruit

vegetable

Colour [of edible
partion)

unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown

unknown
red

unknown
unknown

unknown

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

Raw

peel fskin f
bones

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Ripeness

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Production
Wild or
gathered
Wild or

gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or
gathered
Wild or

gathered
Domesticated |

cultivated |
Domesticated |

cultivated [
Domesticated |

cultivated /
Domesticated /

cultivated /

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

SAF/HFLC
SAP/HPLL
SAF[HPLC
SAPHPLC
SAP/HPLL
SAP/HPLL
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAPHPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC

SAP/HPLC

lutein
750160
[mw=4)
E70E5D
[nwe=3)
440+30
[er=4)

ND

ND
J680+250
[nwe=3)
BeDx70
[mwr=a)
23020
[mwr=a)
63050
[mer=4)
2301100
[mer=4)
70110
[er=4)

ND

MO
22020
[mer=4)
12020
[nwe=4)

zeaxanthin

NI
37602400

[mes=4)

MO

1970+ 160
[mw=4)
28020
[mes=4)
24701750
[mes=4)
120+20
=4}
630+90
[rwe=4)

20+ 10 [nw=4)
8010 [nw=4]
2010 [nw=4)
MD

7920 1030
[rwe=4)

4620 620

[mw=4)

NI
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Name [native  Scientific name Fruit/ Colour [of edible peel fskin /

Mame [english) language) / Hincluding, if vegetable portion) Processing bones Ripeness Production IR lutein zeaxanthin
Domesticated

Orange mamey Panama Pouteria zapota Fruit orange Raw Unknaown Unknown cultivated SAP/HPLC ND ND
Domesticated

Watermelon Panama Citrullus vulgaris Fruit unknown Raw Unknown Unknown cultivated SAP/HPLC ND ND
Lromesticated |

Passion fruit Fanama Pasiflora edulis Fruit unknown Raw Unknown Unknown cultivated SAP/HPLC 10+ 10 [nw= 20£ 10 [nw=4}
Domesticated [/

Tree tomata Panama Cyphomandra betace: Fruit unknown Raw Unknawn Unknawn cultivated SAPFHPLC 190+ 10 (nw 170 % 20 [nw=4)
Domesticated [

Mango Fanama Mangifera indica Fruit unknown Raw Unknown Unknown cultivated / SAP/HPLC 60 10 [nw= 50£ 10 [nw=4)
Domesticated [

Mandarin Fanama Citrus reticulata Fruit unknown Raw Unknown Unknown cultivated / SAP/HPLC 200 30 (nw: 210+ 20 (nw=4)
Domesticated [

Mela Fanama Cucumis mela Fruit unknown Raw Unknown Unknown cultivated / SAP/HPLC 30110 [nw= 10+ 10 [nw=4)
Domesticated |

Cassablanca Fanama Sicana odorifera Fruit unknown Raw Unknaown Unknown cultivated SAP/HPLC 10 10 [nwe= 40 £ 10 [nw=4)
Domesticated /

Red tree tomato Fanama Cyphomandra betace: Fruit red Raw Unknaown Unknown cultivated SAP/HPLC 17020 [nw 2401 20 [nw=4)
Domesticated /

Red papaya Panama Carica papays Fruit red Raw Unknown Unknown cultivated / SAP/HPLC 20+ 10 [nw= 60+ 10 [nw=4)
Domesticated [

Grafted orange Fanama Citrus sinensis Fruit unknown Raw Unknown Unknown cultivated SAP/HPLC 70120 [nw= 1101 20 [nw=4)
Domesticated |

Mandarin juice Fanama Citrus reticulata Fruit unknown Raw Unknaown Unknown cultivated SAP/HPLC 16020 (nw 170130 [nw=4)
Domesticated /

Yellow papaya Panama Carica papaya Fruit vellow Raw Unknown Unknown cultivated / SAP/HPLC 10 10 [nw= ND
Domesticated /

Pineapple Panama An3nasz comosus Fruit unknown Raw Unknaown Unknown cultivated SAP/HPLC 10+ 10 [nw= 10+ 10 [nw=4)
Domesticated |

Cashew Panama Anacardium occidents Fruit unknown Raw Unknawn Unknawn cultivated SAPFHPLC 40 10 [nw= 10£ 10 [nw=4}
Domesticated |

Aguacate Panama Perzea americana Fruit unknown Raw Unknaown Unknown cultivated / SAP/HPLC 320+ 40 (nw ND
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Grafted orange (juici Panama

Red grapefruit

Red cashew

Maranjilla

Orange

Tahitian apple

Cocona

yellow guava

Roszelle
COrange juice

Plantain

India mustard
Beet

Espinach
Watercress
Endive

Romaine lettuce
Lettuce
Cabbage

Squash

Panama

Panama

Fanama

Panama

Panama

Fanama

Panama

Panama

Panama

Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama

Mame [native Scientific name Fruity/
Hincluding, if vegetable
Citrus sinensis Fruit
Citrus grandis Fruit

Anacardium occidentz Fruit

Solanum quitoense Fruit

Citrus sinensis Fruit

Spondias dulces Fruit

EZolanum sessiliflorum Fruit

P=idium guajava Fruit

Hibizcuz sabdariffa Fruit

Citrus simensis Fruit
Musa paradisiaca Fruit
Brassica juncea vegetable
Beta vulgaris vegetable
Epinacea junces vegetable

MNasturitum officinale vegetable
Cichorium endivia vegetable
Lactuca sativa [longifo vegetable
Lactuca sativa vegetable
Braszsica oleracea [viri vegetable

Cucurbita maxima vegetable

Colour [of edible
portion)

unknown
red
red
unknown

unknown

unknown
unknown
vellow

unknown
unknown

unknown
unknown
unknown
Ereen

unknown
unknown
unknown
Ereen

unknown
unknown

peel fskin f
bones

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Unknown
Unknown
Unknown

Unknown
Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Ripeness

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Production IR
Domesticated |

cultivated / SAP/HPLC
Domesticated

cultivated / SAP/HPLC
Domesticated /

cultivated / SAP/HPLC
Domesticated

cultivated / SAP/HPLC
Domesticated /

cultivated / SAPFHPLC
Domesticated [/

cultivated / SAP/HPLC
Domesticated /

cultivated / SAP/HPLC
Domesticated /

cultivated / SAPIHPLC
Domesticated /

cultivated / SAPIHPLC
Domesticated /

cultivated / SAPIHPLC
Domesticated /

cultivated / SAPJHPLC
Conventional SAP/HPLC
Conventional SAPIHPLC
Conventional SAP/HPLC
Conventional SAPIHPLC
Conventional SAP/HPLC
Conventional SAPFHPLC
Conventional SAP/HPLC
Conventional SAPFHPLC
Conventional SAP/HPLC

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

lutein

50110 [nw=4)
20210 [nw=4)
20210 [nw=4)
190 £ 30 [mw=4)
30+ 10 [nw=4)
50220 [nw=2)
401 20 [nw=4)
40+ 10 [nw=4)

MND

10+ 10 [nw=4)
40+ 20 [nw=4)
53801420 [nw=4)
5310+ 610 [nw=
4370320 [nw=4)
4280+ 380 [nw=4)
24201 400 [nw=
2110+ 140 [nw=4)

200+ 10 [mw=4)
250+ 10 [nw=4)

5170+ 1510 [nw=4) | 190+ 30 [nw=4]

zeaxanthin
B0 10 [nw=4)
20210 [nw=4)
10+ 10 [nw=4)
MDD

3010 [nw=4)
1010 [nw=4)
MDD

2010 [nw=4)
8030 [nw=4)
1010 [nw=4)
ND

20110 [nw=4)
70210 [nw=4)
70110 [nw=4)
4010 [nw=4)
S50 £10 [nw=4)
70+10 [nw=4)

10110 [nw=4)
1010 [nw=4)
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Name [english}
Red pepper
arange pepper
Carrot

Tomato

Yellow pepper
Broccoli

Kidney been
Green pepper
Okra

Red peach palm
Orange peach palm
Sweetpotato

Corn flour

Yellow peach palm
GreenFrench plantain

Ripe French plantain
Boiled corn

Potato
Yellow potato
Apricot
groundcherry

MNectarin

European plum

Kivsi
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Name [native
language] /

Panama

Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama

Panama
Panama

Panama
Panama
[Fanama/ imported)
[Panama/ impaorted)
[Panama/impaorted)

[Fanama/ imported)

[Panama/imported)

Scientific name
*Hincluding, if possible,
Capsium annumm
Capsium annumm
Daucus carota
Sglanum lycopersicum
Capsium anuumm
[italica)

Phaseolus vulgaris
Capsium anuumm
esculentus

Bactris gasipaes
Bactris gasipaes
|pomoes batatas

Iea mays

Bactris gasipaes
Musa paradisiaca [AAB)
Musa paradisiaca [AAB)
Zea mays

Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Prunus armeniaca
Physalis peruviana
Prunus persica

Prunus domestica

Actinidia deliciosa

Fruit/
vegetable
vegetable

vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable
vegetable

vegetable
vegetable

vegetable
vegetable
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit

Fruit

Calour [of edible
red
orange
unknown
unknown
vellow
Sreen
unknown
Ereen
unknown
red
orange
unknown
unknown
yellow
Sreen

unknown
unknown

unknown

yellow

unknown
unknown

unknown

unknown

unknown

peel fskin f
bones
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown
Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Unknown

Ripeness
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown
Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Unknown
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Production

Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional
Conventional

Conventional
Conventional

Conventional
Conventional
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Unknown

Method

SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLD
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLD
SAP/HPLC
SAP/HPLD
SAP/HPLC
SAP/HPLD
SAP/HPLC
SAP/HPLD
SAP/HPLD
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLD
SAP/HPLC
SAP/HPLC
SAP/HPLD

SAPJHPLC

lutein

220 %40 [nw=4)
790 + 60 [nw=4)
360 + 50 [nw=4)
340 £ 60 [nw=4)
220120 [nw=4)
140+ 20 [nw=4)
430 £50 [nw=4)
390+ 40 [nw=4)
520+ 30 [nw=4)
120+ 20 [nw=4)
90+ 20 [mer=4)
90+ 10 [nw=4)
210+ 20 [nw=4)
310+ 60 [nw=4)
40+ 10 [nw=4)
150+ 20 [nw=4)
280 + 40 [nw=4)
70110 [nw=4)
70t 10 [mw=4)
5010 [nw=4)
250+ 20 [nw=4)
3010 [nw=4)
50+ 20 [nw=4)

7010 [nw=4)

zeaxanthin
440+ 40 [nw=3)
6200+ 380 [nw=4)
ND

130+ 20 [nw=4)
440 +60 [nw=4)
ND

10+ 10 [nw=4)
MO

10+ 10 [nw=4}
MO

ND

30 #10 [nw=4)
940 + 70 [nw=4)
ND

ND

ND

370¢ 50 [nw=4)
770t 60 [nw=4)
50+ 10 [nw=4)
30+ 10 [nw=4}
40+ 10 [nw=4)
20+ 10 [nw=4)
10+ 10 [nw=4}

NI



Name

(english)
Red pepper

{pericarp)
Red pepper
{pericarp)
Red pepper
{pericarp)
Red pepper

{pericarp)
Red pepper

{pericarp)
Red pepper

(paprika)
Red pepper

{paprika)
Red pepper

(paprika)
Red pepper

(paprika)
Red pepper
(paprika)

Lettuce
Lettuce

Lettuce

Lettuce

Lettuce

Name
[native
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain

Spain

Spain

Spain
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Scientificname  Fruit/
Hincluding, if vegetable
Capsicum

annuum L. [RR-1) wegetable
Capsicum

annuum L. [RR-2) wegetable
Capsicum

annuumL. [RR-3] wegetable
Capsicum

annuumL. [RR-4] wegetable
Capsicum

annuum L. [RR-5) wegetable
Capsicum

annuum L. [RR-1) wegetable
Capsicum

annuum L. [RR-2) wegetable
Capsicum

annuum L. [RR-3) wegetable
Capsicum

annuumL. [RR-4] wegetable
Capsicum

annuum L. [RR-5) wegetable
Lactucs sativa L. |

Romaine- vegetable
Lactucs sativa L. |
Romaine- Espunia) wegetable
Lactucs sativa L. |
Romaine- Aitana) wegetable
Lactucs sativa L. |

Romaine-

Collado) vegetable
Lactucs sativa L. |

Romaine- vegetable

Colour [of

red
red
red
red
red
red
red
red
red
red
Ereen
Ereen

Ereen

green

Ereen

Dried

Dried

Dried

Dried

Dried

Dried

Dried

Dried

Dried

Dried

peel fskin [
bones

Without
Without
Without
Without
Without
Without
Without
Without
Without
Without
Without

Without

Without

Without

Without

Ripeness
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Production

Domesticated |/

cultivated |

Domesticated |/

cultivated |

Domesticated |

cultivated

Domesticated |

cultivated

Domesticated [/

cultivated |

Domesticated |

cultivated |

Domesticated |

cultivated

Domesticated [/

cultivated |

Domesticated |

cultivated

Domesticated [/

cultivated |
Indoorfunder

Elass
Indoor/under
Elass
Indoorfunder

Elass

Indoor/under

glazs
Indoor/under

glass

Method

UMSAP/HFLC
UMSAP/HFLC
UMNSAP/HPLC
UMNSAP/HPLC
UMSAP/HFLC
SAP/HPLC
SAF/HPLC
SAP/HPLC
SAF/HPLC
SAP/HPLC
UMSAP/HFLC
UMSAP/HFLC

UNSAPHPLC

UNSAF/HPLC

UNSAP/HPLC

p-carotene
22300 [mw=4)
19700 [nw=4)
31400 [nw=4)
41800 [nw=4)
21700 [nw=4)
13700 [nw=4)
12200 [nw=4)
14500 [nw=4)
20900 [nw=4)
18100 [mw=4)
26401300
[nw=4]
2460+ 500
[nw=4]
34501230
[nw=4]
3200190
=4}

3350£230
[nw=4]

B-cryptoxanthin lutein

17400 (nw=4)
14900 [nw=4)
23300 (nw=4)
33000 (nw=4)
20600 (nw=4)
8400 [nw=4)

9700 [nw=4)

11900 (nw=4)
17700 (nw=4)

12900 [nw=4)

1170150
[nw=4)
1000£210
[nw=4)
1330+120
[nw=4)

1160+ 20

[nw=4}
1340+ 100
[nw=4)
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zeaxanthin

35100 [mw=4)
34200 [mw=4)
S8500 [nw=4)
EE400 [nw=4)
40000 [nw=4)
25300 [mw=4)
24800 [nw=4)
31000 [mw=4)
35900 [nw=4)

35500 [nw=4)

MEOXANTHIN VIOLAXANTHIN CAPSANTHIN

340130
[nw=4]
320+ 60
[nw=4]
460£40
[nw=4]

350+10
=4}
410130
[n=4)

550130
[nw=4)
550100
[nw=4)
750150
[nw=4)

53030

[nw=4}
62040
[nw=4)

136900 [nw=4)
128100 [nw=4)
183700 [mw=4)
184200 [mw=4)
159600 [nw=4)
62200 [mw=4)
21800 [nw=4)
93400 [mw=4)
101800 [nw=4)

110100 [nw=4)

CAPSORUBIN  LACTUCAXANTHIM
71700 [nw=4)

57000 [nw=4)

106500 [mw=4)

83200 [nw=4)

102200 [nw=4)

19700 [nw=4)

30000 [nw=4)

45200 [mw=4)

41600 [nw=4)

55400 [mw=4)
650+ 30 [nw=4)
590+ 110 [nw=4)
820+ 70 [nw=4)
210+ 70 [nw=4)
860+ 80 [nw=4)
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Mame  Scientific name Fruit/ Colour [of peel fzkin f
Mame [english) [native  *{including, if vegetable edible Processing bones Ripeness Production Lozt o-caroteneg p-carotene B-cryptoxanthin lutein MEQMANTHIN  WIOLAXNANTHIN LACTUCAXANTHIN S-cis-Lycopene
Lactuca sativa L. [ Indoor/under 2010+130 7701250 230+30
Lettuce Spain Romaine- Isasa) vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [rw=4) SO0+ 120 [nw=4) 400+ &0 [nw=4)
Lactuca sativa L. | Indaor/under 3300+ 220 1410+£110 45060
Lettuce Spain Romaine- AR- vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [nw=4) 3070 (nw=4) 230 80 (nw=4)
Lactuca sativa L. | Indaor/under 20501100 780130 260120
Lettuce Spain Little Gem - Ricote) vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HFLC [nw=4) [rwe= [nw=4) 450130 [nw=4) 500170 (nw=4)
Lactuca sativa L. | Indoor/under 1850+ 100 78070 25020
Lettuce Spain Little Gem-Patra) wegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [rw=4) 460+ 10 [nw=4) 470+ 20 [nw=4)
Lactuca sativa L. | Indaor/under 18801220 840170 260120
Lettuce Spain Little Gem-Etna) wegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [nw=4) 430£30 (nw=4) 530260 (mw=4)
Lactuca sativa L. | Indaor/under 206050 240+40 270+10
Lettuce Spain Little Gem - Urbidn) vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HFLC [nw=4) [nwr=4) [nw=4) 480130 (nw=4) 530150 (nw=4)
Lactuca sativa L. [ Indoor/under 2070+410 870+130 270+ 40
Lettuce Spain Little Gem-Sandra) vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [rw=4) 490+ 60 [nw=4)  420+70 [nw=4)
Lactuca sativa L. [ Indoor/under 22701290 9701130 31030
Lettuce Spain Little Gem - Mzaite] wegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [rw=4) 53070 (nw=4)  &50% 50 [mw=4)
Lactuca sativa L. | Indaor/under 2030+340 7801110 25040
Lettuce Spain Little Gem-Ferro) vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [nwe=4) [nwr=4) [nw=4) 42050 [nw=4) 460% &0 [nw=4)
Lactucasatival. |
Mini Romaine - Indoor/under 4180+ 5580 1490+ 200 500170
Lettuce Spain Marta) vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [mwe=4) [rw=4) 750+ 60 [nw=4) 111070 [n=4)
Lactuca sativa L. |
Mini Remaine - AR- Indaor/under 33301140 1270+40 39010
Lettuce Spain 253232 vegetable green Raw Without Unknown glass UNSAP/HPLC [mw=4) [n=4} [nw=4) G20£30 (nw=4)  840%30 (nw=4)
Spain
Orange juice  [Huelva) Fruit arange ultrafozen Without Unknown Conventional SAP/HPLC 11+5 (nl=17) 21%7 [nl=17) &3%27 (nl=17)
Saofrito Spain [Sofrita A) unknown Other Without Unknown Other UNSAP/HFLC 205+ 4 [nw=4)
Sofrito Zpain |Sofrito B) unknown Cther Without Unknown Other UMSAP/HPLC 220%5 [nw=4)
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Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito
Sofrito

MName [native Scientific name Colour [of edible

language} /
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
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Hincluding, if
[Sofrito A)
[Sofrito B)
[Sofrito C)
[Sofrito D)
[SofritoE)
[SofritoF)
[Sofrito G)
[Sofrita H)
[Sofrito1)
[Sofrito )

portion]

unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown

Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other

peel fskin /

bones Ripeness
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown
Without Unknown

Production
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other
Other

Method

UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC
UNSAF/HFLC

B-tis-Lycopene
20514 [nw=4)
2205 [nw=4)
244+ 5 [nw=4)
301+ 9 [nw=4)
28147 [nw=4)
308 +5 [nw=4)
250% 4 [nw=4)
220% 3 [nw=4)
299+ 1 [nw=4)
30145 [nw=4)

S-cis-Lycopene
14413 [nw=4)
122£2 [nw=4)
13945 [nw=4)
99+ 1 [nw=4)

12818 [nw=4)
181138 [nw=4)
121% 2 [nw=4)
1334 [nw=4)

141+ 9 [nw=4)
139+ 5 [nw=4)

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

13-cis-Llycopene
1991 10 [nw=4)
176£ 11 [nwi=4)
183% 9 [mw=4)
201158 [nw=4)
208t 7 [mw=4)
172% 4 [mw=4)
17614 [nw=4)
182% 5 [mw=4)
183 £6 [mw=4)
193 £5 [mw=4)

all-E-u-carotene  all-E-B-carotene  oil-E-lycopene

8312 [nw=4)
101£1 [nw=4)
7912 [nw=4)
8511 [nw=4)
110£3 [nw=4)
8112 [nw=4)
731 [nw=4)
£912 [nw=4)
6312 [nw=4)
7111 [nw=4)

1812 +13 [nw=4)
2540+ 15 [nw=4)
2120+ 11 [nw=4)
1940+ 12 [nw=4)
2989 +11 [nw=4)
2120+ 13 [nw=4)
1560+ 11 [nw=4)
1330 12 [nw=4)
1780 19 [nw=4)
1650+ 21 [nw=4)

3340%12 [nw=4)
356016 [nw=4)
3180%11 [nw=4)
3040 18 [nw=4)
405033 [nw=4)
3020 16 [nw=4)
2932+ 13 [nw=4)
3135+ 18 (nw=4)
3013£28 [nw=4)
2986+ 14 [nw=4)

153

ail-E-lutein

n
2962 [nw=4)
285% 3 [mw=4)
301+ 2 [mw=4)
31015 [nw=4)
342+ 4 [mw=4)
29144 [mw=4)
255% 3 [nw=4)
24115 [mw=4)
25813 [mw=4)
251+ 2 [mw=4)
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Anexo 5

Folha de calculo para a determinacao do teor de carotenoides

Amostra NIST 2383 MN* amostra 331460 M*tdata requis.
Executante MAS Pasta Observagdes

::;:i:e 2910512014
— tramz-a-caroteno tnts-ﬁ-carouno ‘_"-u-- <ir-£ - carotonm ﬁ('m- cir-licapenm
Replicado 1 2 1 2 1 2 1 2 1 l 2 1 2 1 2 1 2
Saponificagio nio sim nio sim nio nio nio nio

2 Declive 543000 543000 468°10°5 1 470000

§ 2 '_',E~ Ordenada Origem -15200 -15200 1,22°10°4 i 5770

g;:';? Residuos < 10% [niveis 2 3 6) 1 :

& Sue 1 ]
Toma(g) 25648 | 254171 25648 | 25417 | 25648 | 254171 25648 | 25417 | 25648 | 25417 | 25648 | 25417 | 25648 | 25417 | 25648 | 25417
Volume reconstituigio (mL) 50 50 5.0 50 50 5.0 50 50 50 5.0 5.0 50 5.0 5.0 50 50
Diluigio 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Teor solugio [patmL) 0,2213 | 0,20745 0,1951 | 0,1212 | 05151 | 0,4915§ 04647 | 0,4308] 0,0524 | 0,0532] 0,0965 | 0,0904 15861 | 14085
Teor replicado (ma/100 g) 0,043 | 0,041 F0,0380|0,0356| 0,1004 | 0,0967§ 0,0306 | 0,0847| 0,0102 | 0,0105 | 0,0188 | 0,0178 | 0,3092 | 0,2771] 0,0000 | 0,0000
Desvio padrio relativo da repetibilidade (%) 20 23 14 24 03 2,0 39 #OIV0!
Teor médio amostra (mg#00 g) 0,0420 0,0368 0,0936 0,0877 0,0103 0,0183 0,2931 0,0000
Recuperagio (%) 7782 | 65,70 ; 6829 | 6769 | 7782 | 6570 ) 6829 | 5769 | 7782 | 6570 7782 | €570 | 7782 | 65,70 7782 | 6570
Teor replicado apds recup. (mat100 g) 0,0554 | 0,06213 0,0557 | 0,0618 | 01290 | 01472} 0,1327 | 01463 0,0131 | 0,0153 | 0,0242 | 0,0271] 0,3973 | 0,4217 | 0,0000 | 0,0000
Desvy. padrﬁo rel. repetibilidade apés rccupcragio { 4,0 37 47 36 63 4,0 21 #DIve0!
Teor médio amostra 3pds recuperagio (mgi1oo g) 0,0588 0,0587 0,1381 01398 0,0145 0,0256 0,4095 0,0000
Provitamina & em equivalentes retinol (prgt100 g) 4,90 23,02 0,0000 42701 0,00

Teor amostra (mgf100 g) 0,0588 0,1381 0,0145 0,0256 0.4095

Tomr ammrtra - rorsiteds final (me?100 4)

Resultado final (ribrica e data)
Confirmago (ribrica e data) Validag3o (ribrica e data)
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Anexo 6

Exemplo de um relatorio de construgdo de uma reta de calibracdo no programa
EMPOWER® para cada carotenoide

Curva Calibracdo

Reported by User  Graga Dias (Gdas) Project Name:  Referencla'Carotencides_2014

Processing Method:  140507_CAR_MAS_1 Project Name: Referencla\Carotenokies_2014
Procassing Method D: 3114 System: HPLC3

Calibration ID: 4670 Chamna: 2993 Chi 4S0nm@@1.2nm
Date Calibratad: 5/23/2014 11:24:20 AM Proc. Chl. Descr.: 2993 Chi 4S0nm@R1.2nm

Curva Calibrac&o group for licopeno contains no data.

Point Information ' Peak: licopeno' table contains no data.

1.8v10%
160108
1.4r10%]
120105
1.0w105]
s aox10S
£ ]
sox10
4.ox105]
20x10%
or]
20105
L e e e e e e e e e e e B B B S e e e e e e e B B e
000 050 100 .32 200 250 300 % 400
Teor (mcpol)
__ Name: acaroteno; A -6549.75; B 357636.29; Standard Emor 32211.45; R-0.937703; R"2: 0.995410; Equation:
Y = 3.63e+005 X - 6.55e+003; RT. 21.915; Fit Type: Unear (1st Order), Cal Cune id: 4575, Weignting: None
Peak: a-caroteno
- " Caic. %
Sampie Name | Resultid| Name |[Lewl(XValue| Response | == [ o | Manual | ignore
1 |P2C 2204 4556 | 3-caroteno 0.816 304546.640| 0.845)-3.56 No No
2 |P2C 2204 4700 | 3-caroteno 0.816 263322.352| 0.738| 1147 No No
3 |P3C 2204 4509 | 3-caroteno 1.632 £38183.2883| 1.754| 594 No No
4 |P3C 2204 4554 | 3-caroteno 1.632 622050.113| 1.712| 466 No No
5 |PAC 2204 4708 | a-caroteno 2443 874052.385| 2385|221 No No
6 |PAC 2204 711 | 3-caroteno 2443 E33384.371| 2293|653 No No
7 |PSC 2204 4580 | 3-caroteno 3.264 1185370.027 | 3.245|0.60 No No
8 |PSC 2204 4712 | 3-caroteno 3.264 1203612.114| 3292|083 No No
9 |PEC 2204 4583 | a-caroteno 4.080 1520412.279| 4.153|-1.76 No No
10| PEC 2204 4592 | a-caroteno 4.080 1483241.727 | 4.082|0.68 No No
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Area

L

LS ET°V)
100

T

LT .

150

Teor (mcpnt)

LB IS5
2m

T
2.50

Tos Sanberodend

300

Name: d-caroteno; A -536.51; B 260158.88; Standard Emror 19001.25;, R: 0.936047, R*2: 0.995097,
= 2.60e+005 X-6.37e+002; RT. 24.957;

Fit Type: Linear (15t Ordery;

Peak: b-caroteno

Egquation: Y

Cal Cune kr 4675, Weighting: None

Sampie Name | Resultid| Name | Lewel | X vaive | Response 3:39 w’;m Manua | ignore
1 |P2c 2204 4556 | pcaroteno 0.733 174268342 0672[977 [N [N
2 [P2C 2204 4700 | ocaroteno 0738 |205303.006| 0791|677 |No [N
3 [Pac 2204 4559 | pcaroteno 1475 |420833871| 1620|650 |No  |Ne
4 [Pac 2204 4554 | bcaroteno 1476 |36%4s6.510| 1.423[374 [N |Me
5 [Pac 2204 4708 | ocaroteno 2214 |sera72.341| 2185130 [N [me
6 |P4C 2204 4711 | b-caroteno 2214 551936.558 | 2.124|4.24 No No
7 [Psc 2204 4550 | ocaroteno 2852 |771519.197| 2968|055 [Ne [N
8 |PSC 2204 4712 | pcaroteno 2852 |766271.736| 2947|0.14  |No [N
3 |PeC 2204 4553 | pcarcteno 3603 |971760.341| 3737|128 |No [N
10 |P6 C 2204 4552 | bcaroteno 3669 |953985.333| 3669|0.56 |No [N
156
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w w
g R
i

N
N
1

O DPR T

"
g
o )

AT T )
=

o
T

,1.
R
7

el ” T T Tk T T T Tkt T T T3kt T T Tahe T T T TsheT T 7 Tehe”
Teor (mcpot)
Name: bcriptoxantina; A -2275.90; B 455135.92; Standard Emor 4774222, R 0.999175; R*2: 0.398351;
— Equation: Y = 4.65+005 X- 2.23e+003; RT 10.345; FR Type: Linear (1st Order); Cal Cune K: 4573;

Weighting: None

Sampie Name | Result Id Name Level | XValue [ Response 5;’; oeu'.;uon Manual | ignora
1 [P1C 2204 4581 | pcriptoxanting D.152 57987.081| 0.130|17.03 |No No
2 [P1c2204 4706 | b-criptoxantina 0.152 §1120.100| 0.173 [-15.41 |No No
3 [P2Cc 2204 4700 | ocriptoxanting 1241 | 622790.773| 1.344|-767 |No No
4 |P2C 2204 4556 | pcriptoxanting 1241 | 590473516 1274|263 |No No
5 |P3cC 2204 4504 | pcriptoxanting 2452 [1319212.049 No Yes
6 [P3ac 2204 4559 | p-criptoxanting 2452 |1322216.023 No Yes
7 |Pac 2204 4709 | pcriptoxanting 372 |16s23£1.819| 3557 [4.64 No No
8 |P4c 2204 4711 | ocriptoxantina 372 |1659113.305| 3572 (4.21 No No

PS C 2204 4590 | bcriptoxanting 4963 |23s57270.120| 5073|216 |No No
10 |PSC 2204 4712 | bcriptoxanting 4963 |2262091.503| 4.911 |1.06 No No
11| PE C 2204 4522 | p-criptoxanting 6204 |2310335.733| €262(-0.93 [No No
12 | PE C 2204 4523 | o-criptoxantina 6204 |2010136.633| £261(-032 [No No
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Area

158

= £.30e+00S X+ 2.26e+004; RT. 17.353; Fit Type: Linear (151 Order), Cal Cune id: 4743, Weilghting: None

T
0.00 a2

—TT
c

—TT
oso

‘080
Teor (mcgiet)
Name: licopeno; A 22620.30, B 629800.98; Standard Emor 30919.75; R: 0.99572% R*2: 0.993469;, Equation: Y

LB e e e ey
1.00 120

Rttt st

140

150

T
1.80

Sample Name | Resuit id| Name [ievel | xvawe | Response 5;'; De:;m Manual | ignore
1 |P2c 2204 4743 | ncopeno 0383 | 288003650| o291t [No  [mo
2 [P2c 2204 4763 | icopeno 0383 | 223372908| 0313[2015 [N [me
3 [Pac 2204 4764 | icopeno 0766 | somen720| o730 [N [me
4 [P3c 2204 4755 | icopano 0765 | saes3rae2| 0s13[s8 [Ne  [me
5 |Pac 2204 4757 | icopeno 1143 | 763634261| 1.185]|3.14 |No  |No
5 |Pac 2204 4756 | icop=no 1143 | 734123008| 1130|170 |[Ne  |No
7 |Psc 2204 4765 | icopeno 1532 | or7s42142| 1515|103 [N  |No
8 [Psc 2204 4758 | ncopeno 1532 | oar23t.497| 1452|548 |No  |No

P6 C 2204 4761 | icopano 1915 [1263113.148] 1370|273 [No  [No
10| P& C 2204 4767 | ncopeno 1915 |122¢836583| 1908031 [me  [wo
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Empower Curva Calibrag¢édo
Reported by User  Graga Dias (Gdas) Project Name:  Referencla\Carotencides_2014

Procassing Method:  140507_CAR_MAS_1 Project Name: Referencla\Carotenoides_2014
Procassing Method D: 3114 Systam: HPLC3
Caibration ID: 2670 Channel: 2593 Chi1 4S0nm@1.2nm
Date Callbrated: 5/23/2014 11:24:20 AM Proc. Chal. Descr.: 2963 Chi 4S0nm@1.2nm
" 'i Z""' """ "'6"'6-'%6
Point Information ' Peak: cisdicopeno’ table contains no data.
22v105
zmo‘-f
La:ﬂﬁ-f
1.5:105-5
1.4:105-5
1.2:105-3
g 1o0cs]
¥ aoncs]
emos-f
4.!!:105\-5
2001053
5]
200105]
oo T el abe T ik T zhe T T 2k T ahe T a0 sbe 0 abo
Teor (mcpnt)
_ Name: luteina; A 29584.33; B 413520.93; Standand Emor 21301.16; R 0.999481; R*2: 0.998982Z, Equation: Y =
4.14e+005 X + 2.96e+004; RT: 5.133; FR Type: Linear (1st Orger), Cal Cune Id 4571, Weighting: None
Peak: luteina
Sampie Name | Result 1d | Name [ Levet | XVaiue | Response 3:39 De:;m Manua | ignore
1 |P1C 2204 4581 | lutena 0.100 49381.662| 0.049|104.70 |No No
2 |P1C 2204 4706 | utena 0.100 §2347.126| 0.086|77.83 No No
3 |P2C 2204 700 | lutena Q0.377 416330918 | 0935|625 No No
4 |P2C 2204 4556 | lutena Q0.877 385376.565 | 0.860|1.91 No No
5 |P3C 2204 4554 | lutena 1.783 794342472 1.849|-5.18 No No
5 |P3C 2204 4529 | lutena 1.783 767719.786| 1.785|-1.76 No No
7 |PaC 2204 47089 | lutena 2630 | 1116332.042| 2.627|0.09 No No
8 |Pac 2204 4711 | lutena 2530 | 1113511.769| 2.621|0.34 No No
9 |PSC 2204 4520 | lutena 3.506 |1475223.772| 3.485|0.32 No No
10 |PSC 2204 4712 | utena 3.506 | 1459272.509| 3.456|1.44 No No
11| PEC 2204 4582 | utena 4,383 |18320585.402| 4.330|1.22 No No
12 |PEC 2204 4553 | uteina 4,383 |1863715.121| 4434 |-1.16 No No
159
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2.5v10%]
20x10%]
25r105
20ox105]
5 ]
z 100
1.0v10%]
z.ox10%]
0.0
-5.0v105]
TIT T r rr|7rrrr1rJ1rrrrrJrrrrryrrrrrrrrrrrrrrryrrrrrr rrrrrrrrrrT
0.00 0so 100 150 2 2 350 200
Teor (mcpint)
Name: zeaxanting; A -27287.69; B 628258.28; Standard Emor 57373.34; R 0.998857, R*2: D.997716;
—— Equation: Y = £.28e+005 X-2.73e+004; RT. 5.453] Fi Type: Unear (1st Orer) Cal Cune I 4572;
Weighting: None
Peak: zeaxantina
Calc. %
o
Sampie Name | Resutid| Name | Level | XValue| Response | © |~ | Manual | ignore
1 |P1C 2204 4581 | zeaxantina 0.141 66632.715| 0.148|-5.88 No No
2 |P1C 2204 4706 | zeaxantina 0.141 70671.484 | 0.156|8.76 No No
3 |P2C 2204 4596 | zeaxantina 1.020 654076.574 | 1.034 |<4.10 No No
4 |P2C 2204 4700 | zeaxantina 1.040 654097.753 | 1.084 |<4.10 No No
§ |P3C 2204 4589 | zeaxantina 2.030 1306750436 | 2123 |-2.04 No No
6 |P3IC 2204 4584 | zeaxantina 2.030 1298859.570 | 2.112|-1.53 No No
7 |P4aC 2204 4709 | zeaxantina 3.120 1830056.699 | 2.956|5.52 No No
3 |PAC 2204 4711 | zeaxantina 3.120 1832332843 | 2.950|5.41 No No
9 |PSC 2204 4550 | zeaxantina 4160 | 2553550.009| 4.108 |1.27 No No
10 |PSC 2204 4712 | zeaxantina 4160 | 2586850.194 | 4.1581 |-0.02 No No
11 |P&C 2204 4583 | zeaxantina S.200 | 3271944559 | S5.251 |0.97 No No
12| P& C 2204 4582 | zeaxantina 5.200 | 3325037440 | S5.336|-2.54 No No
160
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Anexo 7

Exemplo de um relatério de construgdo de uma reta de calibracdo no programa

EMPOWER®
W Curva Calnbragao
Reported by User:  Grags Dias (Gaas) Project Name: 204
Processing Methoa: 140S0TA_MAS Project Name: ReferenciaCartencides_2014
Processing Methoa ID: 2856 System: =PLC)
Caliveation O 4526 Channei: 2958 Cn3 XSemQ1.2rm
Date Canrtea: S2W2014 10:40:36 AM Proc. Chrl. Descr.: 2993 Cnd RSrmQ1.2rm
E
200X~
-
3 B
3 L
woar] g
- /..—”
J
- —
l :woom: {/_/a
-
o0 //a’
+ B8
- ’/
o -
1000007 /..--"
“
]
"1
3
= IO | S LR B SicE ] VW sl I [oE ! W | Gy OSL Aea EEe Eoarl e GO DG BEE DETR gO% VEGE GReel B E B gl EDac A |
om0 0% 100 1% 200 290 1
Teor (moghei.)

Name: trans-retinol; A S508 52 B 161950 96; Otanclard Ervor B306.52; R O.9SEMET, A 0996717, Equation: Y
- 1.62e+005 X+ 9.612-003 AT 4020 FIt Type: Linear (13t Ordery Cal Cune i 4587, Weignting: None

Peak: trans-retinol

Sampie Name | Rezat 1| Name wxvmnms::oe;mwm
1 |P1caoe 4588 | wanzetnol 093 |16s0%ees1| 0978|500 [N  |%e
2 |P1caoe 4585 | wanz—etnol 0930 |160821.841| 0934|043 |Ne |Me
3 [P2c220e 455¢ | ranzeetnoi 1395 |244050.231| 1.448|-267 |Ne |No
2 |P2c a0 4551 | ranswetoal 1396 |235617.000| 1.3% | <07 |Ne  |Ne
s [Pac2x0s 4592 | ranz—etnot 1859 |dcessasan| 1842|083 [N |™
& |P3c220s 4591 | tranz-etmat 1899 |302970267| 1811|285 [N | N
7 |Pacaos 4554 | ranzetna 2 Woe14575| 222 |a62 N |
% |Pacame FrTTY pre— 2334 |37eesasez| 2265|261 N |
s [Psc2xe 4596 | ranzretm 2944 |426612674| 2045[00e Mo M
10| PS C 2204 4597 | ranz-etmol 29e: |491821112| 2976|108 |Ne |
11| P8 Caxoe 4538 | trmzretnol 125 |S412s4 5| J2m| 08 Mo  |%
12| Ps C2zoe 4555 | rmzetao 1254 |S4s07e.322| 3.3%|-158 |No  |%
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Anexo 8
Folha de calculo para a introducdo dos dados relativos a reta de calibracao
Conc. Sinal (y;=Area do pico; ensaio )

Xi
i | (mg/ml) ensaio 1 ensaio 2 ensaio 3 ensaio 4 ensaio 5 ensaio 6 ensaio 7 ensaio 8 ensaio 9 ensaio 10
1] 0,930 |168096,66100 |160433,34100 | 163632,40100 | 167654,73000|166120,97100 | 169618,06000 | 164251,98100 | 168562,90000 | 164691,30100 | 161005,30000
1] 0,930 [160821,84100(169011,18100|162074,13500 |168839,16100 | 168454,00000 | 172056,68000 | 162852,21100 | 163039,64100 | 155571,96100 [ 162672,26100
2| 1,395 |[244060,23100
2| 1,395 ([235617,00000
3| 1,859 |308858,94300
3| 1,859 |302970,26700
41 2,324 |369414,57900
41 2,324 |376464,86200
5| 2,944 |486612,67400
5| 2,944 [491631,11200
6| 3,254 |[541294,36500 |552601,80900 | 553938,99100 | 573400,24000 | 550151,84200 | 555399,90000 | 559292,01500 | 570895,03100 | 566736,18100 | 573632,76000
6| 3,254 |545078,32200 |550329,46200 | 550328,30100 | 588526,64000 [ 552173,54100 | 549435,80200 | 560488,28000 | 564020,08000 | 575758,98000 | 570058,47900
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Folha de calculo referente ao coeficiente de correlacdo

Concentracao | pg/ml)

Area do Pico

0,930

0,930
1,395
1,395
1,859
1,859
2,324
2,324
2,944
2,944
3,254
3,254

168096,661

160821,841
244060,231
235617,000
308858,943
3029370,267
369414,579
376464,862
486612,674
491631,112
541294,365
545078,322

Coeficiente de correlagao

R>0,995 OK

R = 0,998367172

¥ = 16195&9?(!4'2}%%%?,‘%%235‘;&3,0

G000 0, 000
S00000,000

40300,000 |
=]

(=]
30(00,000 |
2

m
20000,000 1
=Y

100000, 000

0,000
0,000

1,000 2,000 3,000 4,000

Concentragioug/mil)

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa
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Folha de calculo para o teste de linearidade (Mandel)

164

DS*

Valor do teste

]

Diferenga das variancias

DS

=
L2
e
o
D
I
el

DS* =(N-2)Sy; —(N-3)Sy: _.

-5 282895450E+11 PG = -8.988260698

F (1.5.3,0006) = 10,56143105

OK

O ajuste polinomial ndo & significativamente melhor que o linear

PG=F
O ajuste polinomial é significativamente melhor que o linear

PG>F
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Folha de calculo da analise de residuos
da reta de calibracdo

Concentraga

Sinal Ajuste_

Critério de

o-z: [ pgimi) Sinal Linear- v Residuos aceitagao 10
0,930 168096 66100] 160178.13923 4.94 0K
0,930 160821, 84100] 160178,13923 040 0K
1395 244060 23100| 235464 33756 3.65 0K
1,385 235617,00000| 235464 33756 0,06 0K
1,859 308858 94300| 0750 47588 -0.61 0K
1,859 30297026700 0750 47588 -2.50 0K
1324 369414 57300| 386038 23371 -4 3 DK
1324 376464 86200| 38603823371 248 DK
2.944 486612, 67400| 436418 67180 0.04 0K
2.944 431631 . 11200 486418 67180 1.07 0K
3254 541294 365%00| 53661051035 087 0K
3254 B4507¢ 32200] 536610 51035 1.58 0K

Feslduor %

E,100

4,00

2100

0,100

Analise de residuos

Congentrapdec

Declive [ b ] = 1619509504

Ordenada na
origem[a] =

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

9605.9226

para os pontos
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Anexo 9
Folha de calculo para a determinacdo dos coeficientes de variacdo para a
repetibilidade e para a precisdo intermédia
DADOS DE PRECISAO

Amostras diferentes em dias diferentes - repetibilidade

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8

Data de analise 7 05 8 07 9 07 29 5 04 06

Carne Pasteis

Matriz Porco Nata Pao Lo Ovos Ovos NIST NIST NIST
4,6679 137,92 258,4 359,8 373,27 122,78 73,45 100,56
7,6862 71,15 310,35 375,99 421,2 102,9 79,86 106,15

CALCULOS

Ximédio 6,17705 104,535 284,375 367,895 397,235 112,84 76,655 103,355

Si 2,1342604 47,21352 36,734197 11,448059 33,891628 14,057283 4,5325545 3,9527269

Vi 4,5550674 2229,1165 1349,4013 131,05805 1148,6425 197,6072 20,54405 15,62405

\ 1 1 1 1 -1 1 1 1

vmédia rep (s, 466,5439

Amostras iguais em dias diferentes

Dia 1 367,895 112,84

Dia 2 397,235 76,655

Dia 3 103,355

Dia 4

CALCULOS

Vi 430,4178 352,03491

Vi 1 2

Vmédia entdia(s,?) | 378,16254

Vi (Sp 844,70648

Sy 21,599628

Spi 29,063835

CV; (%) 11,891883

CVei (%) 13,735531

r 60,478959

Pi 81,378737
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intermédia

Anexo 10

Folha de célculo para a determinacdo da incerteza relativa associada a precisao

DADOS DE PRECISAO

Preencher as células verdes

AMOSTRA
ANALITO

NIST 2383
Vitamina A

Operador
data de
analise

MAS

MAS

MAS

série(i)

1

2

3

n

ug/100 g

pg/100 g

pg/100 g

1
2

122,7800
102,9000

73,4500
79,8600

100,5600
106,1500

Média

1g/100 g

112,8400

76,6550

103,3550

Desvio
Padrao

H1g/100 g

14,05728281

4,532554467

3,952726907

Coeficiente
de variacéo

%

12,45771252

5,912927359

3,824417693

Variancia

Hg?/(100 g)?

197,6072

20,54405

15,62405

Desvio
padrdo da
repetibilidade

Sy

H1g/100 g

8,82751947

Coeficiente
de variacéo
da
repetibilidade

CV,

%

9,043045385

Limite da
repetibilidade

H1g/100 g

24,71705452

Desvio
padrédo da
precisdo
intermédia

H1g/100 g

20,73547705

Coeficiente
de variacéo
da preciséo
intermédia

%

21,24173848

Limite da
precisédo
intermédia

ng/100 g

58,05933573

Incerteza
padréo
relativa
associada a
precisdo
intermédia

u(C)

ng/100 g

0,212417385

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa
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Folha de calculo para a determinacao da incerteza relativa associada a exatidao

DADOS DE EXACTIDAO

Material
Referéncia NIST 2383
Certificado
Preencher as células verdes Analito Vitamina A
\Valor Certificado| 80,0 pg/100 g
Incerteza
expandida 15 pg/100 g
(certificado)
Incerteza
padrao 7,5 1g/100 g
(estimada)*
Data Operador  ug/100 g
MAS 73,5
MAS 79,9
MAS 100,6
MAS 106,1
MAS 122.,8
MAS 102,9
Média Chmi ug/100 g 97,6333
Desvio Padrao S ug/100 g 18,1023387
Coeficiente de
0,
\variacao cv % 18,5411458
\Variancia v ng“/(100 g)° 327,694667
Z-score** 0,66100454
Incerteza padréo
relativa da u(Ex) 0,12049328
exactiddo
Incerteza padréo
relativa da
exactidao, ndo u(Ex)_p 0,07569391
considerando a
incerteza do MRC

168

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa




Determinacéo de carotenoides, vitamina A e vitamina E em diferentes matrizes

2014

Folha de célculo utilizada para a determinacdo da incerteza expandida relativa

combinada
Analito vitamina A
Incerteza do Incerteza do
MRC MRC néo
Unidades | contabilizada contabilizada
Incerteza padréo relativa combinada u(C)/IC 0,201830597 0,120285305
Incerteza padr@o combinada u(C) pg/100 g
Incerteza expandida relativa
combinada* U(C)/IC 0,403661194 0,240570609
Incerteza expandida combinada* U(C) ug/100 g 0 0

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa
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Anexo 11

Folha de calculo para a determinacdo da vitamina A

FaREMETRO:
MYData de Entrada:
Amostra:
Observagies:

¥itamina A [all-trans retinol e 13-cis retinol)

33460
MIST 2383
req. 208393

| 0605200

all-trans retinol

13-cis retinal

all-trans retinol

13-cis retinol

AMOSTRA

1 2 1

2

3 4

3 4

Dlata de inicio de analize:

29105/2014

Executante:

MAsS

Fasta M

Diiluig3o na téenica

Fectas de Calibragio: Y[ area)
ws Hpafml]

Residuos 10 %

Sim

Coeficiente correlagio [rEo, 585

Sim

Toma da amostra [g)

20643 25417

20648

2.5417

20643 25417

20643 25417

‘Wolume em que a amostra &
diluida [mL]

5 5 g

05fjan 05fjan

Diiluig 3o posterior

1 1

1 1

Concentragao Sol. Analizadas
[eatmll

0,0533 00565

02673 02342

Cancentragio da Toma de
Amostra [ugfilg Amostra)
“TCOTCETIT A e

1EETE 148

#0000l

#0O0Mo!

A0,15986652

4E,07162692

#0000t #OM0!

d Ud

Amostra [pgfi00g
.

Exr ol

11,3862

EOI¥ID!

48,1157

E0I¥I!

repetibilidade [CW, =52

0K

#0000l

(u] 4

#0O0wi0!

1 [repetibilidade)]

15941

HOIV0!

E,73I62

HOMO

O AT TOTET
¥itamina A [uglidlg #0010 #0OIv0n
'Y

Exr ol

Data de fim de analise

Resultado Final: Yalidagao [Rubrica e datal:

Confirmagao [Rubrica e data):
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Folha de calculo para a determinag&o da vitamina E

SARAMETRIC:
“%'0ala de Emfrada:
Amasira:
Observaghes:

Witamina E [di-alfa-focoterol)
331450
MEST 2383

06.05.2014

[eg 208393

Toma de Amaelra

Data de Infciio o analze:

290572014

Executznte:

Hasta N

05_201d

DHiulg3a na 1&cnica

Fentgs de Callbragdo: Yidrea)
NE X(pgmL

Reslducs 2 10 %

Cosficiente comelagio (relsRs

Eim
Eim

Toma da amasha (g)

25648 25417

2,5643

25417

Wolume em que 3 amiosia &

Alklza (mk

THiulg3a posteriar

Concenragdo ol Anallsadas
{Hgiml)

34,0616 3,6842

72172

§,5545

Concenragio d3 Toma de
AmaETa (Mg 1000 amosta)

10,5868 0, 7267

1,4070

1,3681

Concantragio Médla da
Amostra (mgHoog Amoatra)

05618

13875

petiliitade (D -5%)

REpemr

QK

£irepetbiidacs)

00526

01243

Concentagan Wada de Acetato
de alfa-tacofercd {mg 0dg
ATHElTE)

0. 7255

1.5232

Cata de fim de analse:

Instituto Superior de Engenharia de Lisboa

171




